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Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitillmesi, arastirmalarinin yapilmasi ve
bulgularimin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularn,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini ve
alint1 yapilan calismalara atfedildigine beyan ederim.
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OZET

GUMUS NANOPARCACIKLARIN ANTIBAKTERIYEL ETKILERININ
INCELENMESI VE YENi GUMUS NANOMALZEMELERIN SENTEZI
YUKSEK LiSANS TEZi
GIiZEM GUMEN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi SUKRU GOKHAN ELCI)
DENIZLi, AGUSTOS - 2022

Bu tez ¢alismasinda koruyucu ajan olarak gallik asit, sitrik asit ve tallik asit
kulanilarak 2 farkli boyutta, toplam 6 farkli glimiis nanopargacik (AgNP)
sentezlenmis olup bu parcaciklarin antibakteriyel ozelliklerinin karsilastirilmasi
amaglanmistir. Elde edilen AgNP’lerin karakterizasyon islemleri uygun spektral
analiz yontemleri kullanilarak sirasiyla; transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
ultraviyole goriiniir 151k (UV-Vis) spektrometresi ve parcaciklarin zeta potansiyeli
Olcimleri yapilarak gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada, nanoparcaciklarin
antimikrobiyal aktivitesi, Clinical Laboratory Institute standardina (Anonymous
2020, M100 | Performance Standards for Antimicrobial Suceptibility Testing, 31st
Edition, Clinical Laboratory Institute) gore disk difiizyon yontemi kullanilarak
cesitli gram pozitif ve gram negatif bakteri {lizerinde tanimlanmistir. Test
mikroorganizmalari olarak gram pozitif; Bacilllus Subtilis, Staphylococcus Aureus
ve gram negatif; Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa bakterileri
kullanilmigtir. Tannik asit yiizey kaplamali (7 ve 30 nm), sitrik asit ylizey kaplamali
(8 ve 30 nm), ve gallik asit yiizey kaplamali (7 ve 29 nm) olarak sentezlenmis
glimiis nanopargaciklarin bu bakteriler izerindeki zon olusum degerleri incelenerek
antibakteriyel Ozellikleri karsilagtirilmistir. AgNP’lerin antimikrobiyal etkileri
incelenirken farkl yiizey kaplamali ve boyutlu parcaciklarin, gram pozitif ve gram
negatif bakteriler iizerinde farkli konsantrasyonlardaki derisimlerine karsi olusan
zon miktarlarinin pargaciklarin sahip oldugu zeta potansiyel degerlerine gore
degisim gostermesinin yaninda bakterinin gram negatif veya pozitif olmasina gore
de farklilik gosterdigi sonucuna varilmistir. Gergeklestirilen karakterizasyon
caligmalarindan (TEM) glimiis nanoparcaciklarin dar bir boyut dagilimima sahip
kiiresel (7 ve 29 nm) sekile sahip oldugu da gézlemlenmistir. Yapilan dl¢iimlerde
nanopargaciklarin ylizey kaplamasinin ve boyutunun antibakteriyel etkisini
degistirdigi goézlemlenmistir. Elde edilen sonuglar daha o6nce yapilmis olan
calismalar1 destekler niteliktedir.

ANAHTAR KELIMELER: Nanoteknoloji, Giimiis, Nanoparcacik, Giimis,
Antibakteriyel Etki, Gram Pozitif, Gram Negatif, Bakteri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL EFFECTS OF SILVER
NANOPARTICLES AND SYNTHESIS OF NEW SILVER
NANOPARTICLES
MSC THESIS
GiZEM GUMEN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SUKRU GOKHAN ELCI)

DENIZLIi, AUGUST 2022

In this thesis, a total of 6 different silver nanoparticles (AgNP) in 2 different
sizes were synthesized by using gallic acid, citric acid and thallic acid as protective
agents, and it was aimed to compare the antibacterial properties of these particles. The
characterization processes of the obtained AgNPs, using appropriate spectral analysis
methods, respectively; transmission electron microscopy (TEM) ultraviolet-visible
(UV-Vis) spectrometry and zeta potential measurements of particles. In this study, the
antimicrobial activity of nanoparticles was defined on various gram positive and gram
negative bacteria using the disk diffusion method according to the Clinical Laboratory
Institute standard (Anonymous 2020, M100 | Performance Standards for Antimicrobial
Suceptibility Testing, 31st Edition, Clinical Laboratory Institute). Gram positive as test
microorganisms; Bacillus Subtilis, Staphylococcus Aureus and gram negative;
Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa bacteria were used. The antibacterial
properties of the synthesized silver nanoparticles with tannic acid surface coating (7 and
30 nm), citric acid surface coating (8 and 30 nm), and gallic acid surface coating (7 and
29 nm) on these bacteria were examined and their antibacterial properties were
compared. While examining the antimicrobial effects of AgNPs, it was concluded that
the amount of zones formed against the concentrations of different surface coated and
sized particles on gram-positive and gram-negative bacteria varies according to the zeta
potential values of the particles, as well as depending on whether the bacteria are gram
negative or positive. It was also observed from the characterization studies (TEM) that
the silver nanoparticles have a spherical (7 and 29 nm) shape with a narrow size
distribution. In the measurements made, it was observed that the surface coating and
size of the nanoparticles changed the antibacterial effect. The results obtained support
the previous studies.

KEYWORDS: Nanotechnology, Silver, Silver Nanoparticle, Antibacterial Effect,
Gram Positive , Gram Negative, Bacteria
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1. GIRIS

Mevcutta kullamlan antibiyotik tedavilerine diren¢ kazanan patojenlere bagh
artan hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlar tiim diinyada biiyiiyen bir sorun
meydana getirmektedir. Bu nedenle antimikrobiyal direng, en yaygin bakteriyel
hastaliklarin bir sonucu olarak morbidite ve mortalite artisin1 ortaya ¢ikardigi i¢in
insan sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden birisidir (Walker ve dig. 2009). Olusan
bu tehtitlerin sonucunda giinlimiizde alternatif tedavi arayislarina ihtiya¢ artmistir
(Chen ve dig. 2008). Geleneksel olmayan antibakteriyel ajanlar, yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna kars1 gelisen ¢esitli patojenik mikroorganizmalarin
direnglerinin iistesinden gelmek i¢in biiyiik ilgi gormektedir (Dos Santos ve dig. 2014).
Maddelerin atomik ve molekiiler diizeylerde kontrol ve islem gorebilir forma
dontistiiriilmesi olarak tanimlanan nanoteknoloji, saglik alaninda giin gectikce daha
fazla umut veren tedavi stratejilerini sergilemektedir (Pelgrift ve dig. 2013). Bu
noktada glimilis nanoparcaciklarinin yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve

saglik alaninda ¢okga kullanildigi bilinmektedir (Yun'an ve dig. 2018).

Nanoteknolojiye bakildigi zaman Ag nanoparcaciklari(AgNP) biyouyumlu,
biyobozunur fonksiyonel ozellikleri agisindan bu noktada tipta uzun zamandir
kullanilan bir malzeme olarak karsimiza g¢ikmaktadir. AgNP’nin antimikrobiyal
ozelliginden dolayi, yara iyilestirme uygulamalarinda biyomalzeme olarak
kullanilmasini saglamigtir. AgNP’ler yaranin etrafinda nemli bir ortam saglayarak
mikrobiyal etkenlere karsi da bir engel olusturulmasi saglamistir. Tipta dokunun
enfeksiyonlardan korunmasi amaciyla malzeme se¢iminde basvurulan AgNP yiiksek
diizeyde biyouyumluluk ve antimikrobiyal 6&zellik saglamaktadir. Gilimiisiin
antibakteriyel etki mekanizmasini inceleyen calismalar incelenecek olursa; giimiis,
stlfidril enzimlerini inaktive eder, amino, imidazol, karboksil ve fosfat gruplar ile bag
olusturur. Bu durum ise bakterinin solunum zincirini bozarken DNA replikasyonunun
da bozulup prokaryotlarda mitozun durmasina neden olur. Ayrica metalik
nanopargaciklarin ylizey/hacim oranlarinin yliksek olmasi ve bu sayede giiclii
antimikrobiyal etki gosterebilmeleri gelecek calismalar icin de umut vericidir.

(Mahenda ve dig. 2009).



11 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin oncelikli hedefi ¢esitli Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerden alacagimiz 4 bakteri tirtinin (E. coli, Pseudomonas Aeruginosa,
Bacillus Subtilis, Staphlococus Aureus) farkli boyut ve yiizey kaplamalarina sahip
(gallik asit, sitrik asit, tannik asit), antibakteriyel etkisi bilinen giimiis
nanoparcaciklara olan direnglerinin incelenmesidir. Bu noktada gallik asit, sitrik asit
ve tannik asit kaplamali 7-8 ve 29-30 nm’lik giimiis nanopargaciklar sentezlenecektir.
TEM, UV-Vis Spektrometrisi ve Zeta potansiyel yontemleri ile sentezlenen
pargaciklarin karakterizasyonu gerceklestirilecek olup disk diflizyon yontemi ile de
antibakteriyel aktivitesi belirlenecektir. Yapilan bu 6l¢timlerle farkli ylizey kimyasina
sahip ve farkli boyutlarda nanopargagiklarin antibakteriyel sonuglar1 karsilastirmali
olarak kiryaslanacaktir. Giimiis nanoparcaciklarin antibakteriyel etki gostermesi
nanoparcacigin boyutu ile iligkili oldugu daha onceki ¢aligmalarda kanitlanmistir
(Nereyda ve dig. 2008) .Bu yiizden nanopargaciklarin boyutlariin belirlenmesi bu
noktada parcacigin kararlilik yapisinin incelenmesinden =ziyade antibakteriyel
etkinligin diizeyini arttiran bir basamak olmasi hedeflenmistir. Yapilmak istenen bu
calisma ile hem giimiis nanoparcaciklarin (AgNP) antibakteriyel etkilerinin daha iyi
anlasilmasi i¢in literatiire katki yapilacak olup hem de yeni sentezlenecek parcaciklar
ile 1ileride antibiyotiklerin yerini alabilecek nanoparcaciklarin olusturulmasi

hedeflenmistir.

12 Projenin Ozgiin Degeri

Geleneksel olmayan antibakteriyel ajanlar i¢in son yillarda nanoteknolojik
gelismeler ile birlikte, nanoparcaciklar 6n plana ¢ikmaktadirlar. Ozellikle, islenmis
nanoparcaciklar bu anlamda gelismis 6zelliklere sahiptir. Bu pargaciklar icerisinde
AgNP'lar, ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin sebep oldugu hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in antibiyotiklere alternatif olarak incelenmektedir. Glimiis nanopargaciklarin
antibakteriyel etkisi genellikle nanoparcaciklarin yiizeyinde yer alan ligand gruplarinin
bakteriye baglanmasi, iyon salinimi ve ardindan olusan yiiksek oksidatif stres ile
ilgilidir. Bu sayede farkli yiizey kimyalarina sahip pargaciklar gelistirilerek
antibakteriyel etkisi yliksek ve insan sagligina zarari olmayan pargaciklarin

gelistirilmesi antibiyotik direncli bakterilere karst bir ¢6ziim olusturmasi agisindan
2



biiylik 6nem arz etmektedir.

Literatiirde birgok farkli glimiis nanopargacik incelenmistir. Bu caligmalar
genel olarak nanoparcaciklarin boyutlar1 (5 nm den 70 nm'ye kadar) (Tang ve Zheng
2018) ve sekilleri (kiiresel, cubuk, prizma, vb.)(Acharya ve dig. 2018) {izerinde
yogunlagmis olup, parcaciklarin yilizeylerinde kullanilan koruyucu ligandlarin, giimiis
nanopargaciklarin antibakteriyel etkisinde roliiniin olup olmadigi {izerine incelemelere
literatiirde rastlanilmamistir. Kiigiik boyutlu pargaciklarin, yiizey alanlarinin genis
olmasi, yiizey kimyalarmin daha kolay modifiye edilebilmeleri ve hiicre igerisine daha
kolay alabilmeleri gibi sebeblerden otiirii 40 nm ve altindaki nanoparcaciklarin
etkilerinin incelenmesi 6nem tagimaktadir (Wu ve dig 2018). Bu calismada, ti¢ farkli
yiizey kaplamasina sahip (sitrik asit, gallik asit ve tannik asit) ayn1 boyutlardaki giimiis
nanoparg¢aciklarin (7 ve 30 nm) sentezlenmesi hedeflenmekte olup ve bu parcaciklarin
antibakteriyel etkilerinin anlasilmasi ve karsilastirilmas: hedeflenmektedir. Hali
hazirda literatiire bakildiginda, glimiis nanoparcaciklarin antibakteriyel etkilerinin
anlasilmasi i¢in mekanistik caligmalar devam etmektedir. Literatiirde en biiyiik
eksiklik, farkli yilizey kimyasina sahip ayni boyutlu parcaciklarin ylizey kimyasinin
antibakteriyel etkiye katkisinin olup olmadigmin incelenmemis olmasidir. Bu tez

calismasi ile bu agigin giderilmesi saglanacaktir.

1.3 Literatiir Ozeti

Nanoteknoloji, bilim ve teknolojide Ozellikle farkli nanomalzemelerin ve
nanopargaciklarin gelistirilmesinde sayisiz uygulamalar1 olan, gelismeye devam eden
bir aragtirma alanidir. Nanoparc¢aciklar, 1 nm ila 100 nm arasinda kiigiik parcaciklar
olarak kabul edilmis olup giiniimiizde biyotip, tarim, eczacilik, tekstil, gida teknolojisi,
kataliz, sensorler, mekanik gibi ¢esitli bilim alanlarinda kullanilmaktadir (Akter ve dig.
2020) , (Hamouda ve dig 2019). Essiz ozelliklere sahip glimiis, altin, ¢inko, kadmiyum
siilfiir, bakir, demir, titanyum dioksit vb. dahil olmak iizere farkli nanopargacik

cesitleri vardir (Kulkarni ve dig. 2014) , (Jamkhande ve dig. 2019).

Nanoparcaciklar, mikroplarla miicadelede biyolojik etiketlemede ve kanser
tedavisinde genis bir uygulama alanina sahiptir (Durdn, ve dig. 2005). Farkh
nanopargaciklar arasinda, giimiis nanoparcaciklar (AgNP'ler), biyomedikal bilimin

antibakteriyel, antifungal, antioksidan, anti kanser, anti inflamatuar gibi farkli
3



dallarinda genis uygulama alanlar1 nedeniyle son yillarda en popiiler ¢alisma

konularindan biri olmustur (El-Naggar ve dig. 2017).

Nanoteknoloji, yapilan caligsmalar ile saglik alaninda giin gegtikge daha fazla
umut veren tedavi stratejilerini sergilemektedir. Glimiis tiirlerinin antibakteriyel
aktivitesi eski zamanlardan beri bilinmektedir (Gurunathan ve dig. 2009). Giimiisiin
tarih¢esine bakildiginda ilk olarak antik ¢agda Fenikeliler, Misirlilar, Romalilar ve
Yunanlarin yiyeceklerini ve sularini temizleyip uzun siire saklamak i¢in glimiis kap
kullandigy, siitiin i¢ine glimiis paralar attiklar1 goriilmiis olup bu gelenek II. Diinya
Savasi'na kadar devam etmistir. Cerrahi enfeksiyonlar: onlemek veya tedavi etmek i¢in
ilk girisim Makedonlar tarafindan yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in giimiis plakalar
kullanilmastyla goriilmiistiir. Hipokrat, {ilserleri tedavi etmek ve yara iyilesmesini
desteklemek i¢in giimiis miistahzarlar regete etmistir (Miotto 2019), (Mulfinger ve dig.
2007). M.O 1000 yillarmda suyun mikroorganizmalardan dezenfeksiyonu, iilser ve yanik
tedavilerinde de kullamldigi bilinmektedir. 1800’14 yillarin baslarinda gliimiisiin gz
damlas1 olarak kullanildig ve daha sonrasinda penisilinin bulunmasiyla birlikte
kullanimin azaldig1 ancak 1960’1 yillarda % 0.5’ lik giimiis nitrat ¢ozeltisinin yanik
tedavisinde tekrardan kullanildig: bildirilmistir (Rai ve dig. 2009). Literatiirde giimiis
stilfadiazinin  Bacilllus ~ Subtilis, Staphylococcus Aureus, Escherichia Coli,
Pseudomonas Aeruginosa gibi bakterilere karsi etkin oldugu ayrica antifungal ve
antiviral etkinliklere de sahip oldugu bildirilmektedir (Rai ve dig. 2009).

Son donemlerde mikroorganizmalarin ¢oklu antibiyotik direnci gelistirmeleri
ve saglik tedavilerinin ekonomik olarak saglanabilmesi amaci ile ¢ok sayida
aragtirmact daha iyi ve etkili antibakteriyel ajan arayismna girmistir. Giimiis;
antibakteriyel, antifungal ve antiviral oOzellikleri ile genis spektrumlu bir

antimikrobiyal madde olarak yiizyillardir pek ¢ok alanda giivenle kullanilmaktadir.



Bakair, ¢inko, titanyum, altin gibi diger metallerin de antimikrobiyal 6zellikleri oldugu
bilinmektedir. Fakat glimiisiin cok genis spektrumlu bir antibiyotik olmasi, bakteri
direncinin neredeyse hi¢ bulunmamasindan dolay1 bakterilere, viriislere ve diger
Okaryotik mikroorganizmalara kars1 en iyi antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir

(Duncan 2011).

Gilimiis iyonlarmin DNA'daki kiikiirt ve fosfor ile etkilesimi, DNA
replikasyonunda, hiicre ¢ogalmasinda ve hatta mikroplarin sonlandirilmasinda bir
dizi sorun yaratabilir. Glimiis iyonlar1 sitoplazmadaki ribozomlar1 denatiire ederek
protein  sentezini  durdurabilir (Duran ve dig. 2016). Ayrica disiik
konsantrasyonlardaki nanogiimiisiin 6karyotik hiicreler icin toksik olmadig
gozlemlenmistir. Ag" iyonlarinin solunum zincirini oksidatif fosforilasyondan
ayirdigl veya sitoplazmik membran boyunca proton-hareket giiciinii ¢okerttigi de Pal
ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmalarda gozlemlenmistir (Pal ve dig. 2007).
Morones ve arkadaslari tarafindan yapilan galismalara gore de Ag * 'm bakterilerle
etkilesimi, nanopargaciklarin boyutu ve sekli ile dogrudan iligkili oldugu
gozlemlenmistir(Morones ve dig. 2005).

1928'de Penisilin'in kesfiyle, antibiyotikler altin ¢agina girmistir. Birgok
antibiyotik ya dogal tirlinlerden veya kimyasal sentezlerden elde edilerek ¢ok sayida
hayatin kurtarilmasinda biiylikk bir rol almislardir (Aminov 2010). Ancak
antibiyotiklerin asir1 ve gelisiglizel kullanimi beklenmeyen bir ¢ok sonucu da
beraberinde getirmistir. Yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine yonelik arastirmalarin
azalmasi ve bakterilerde antibiyotik direncinin hizla artmasiyla mevcut antibiyotik
tedavilerinin etkili olmadig1 ¢oklu ilaca direngli bakteriyel (MDR) patojenlere bagli
artan hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlar biiyiiyen bir ¢ok sorunu da beraberinde
getirmistir (Fleming 1929). Antimikrobiyal direng, bu nedenle en yaygin bakteriyel
hastaliklarin bir sonucu olarak morbidite ve mortalite artigin1 belirlediginden, insan
sagligina yonelik en biiylik tehditlerden birisi haline gelmistir (Aminov 2010).
Antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi sonucu direng genleri ortaya ¢ikmis ve bu
nedenle direngle miicadelede ilk adim olarak antibiyotik tiiketiminin azaltilmasi

gereksinimi ortaya ¢ikmistir ( Fleming 1929). Antimikrobiyal direng parametresi



kisiye, bakteri susuna ve gelistirilen diren¢ mekanizmasina bagli olan degisen
karmasik bir mekanizmadir. Yeni gelistirilen antibiyotiklere karsi direncin ortaya
cikmasi, antibiyotik tliketiminin izlenmesi, onlenmesi, teshisi ve bu ilaglarin kotiiye
kullanimimin hizli bir sekilde azaltilmasi ihtiyacin1 daha da desteklemektedir. Bu
nedenle, tedavi sonuglarmi iyilestirmek ve toksisiteyi ve direng gelistirme riskini
azaltmak i¢in antibiyotiklerin farmakokinetigini ve farmakodinamiklerini optimize
etmek gereklidir (Wright ve dig. 2014). Diren¢ sorununu ele almak icin,
antimikrobiyallerin kullanim protokollerini, bu ilaglarin yalnizca diger tiim tedavi
secenekleri basarisiz oldugunda uygulanacak sekilde degistirmek gerekecektir ve
¢oklu ilaca direngli patojenlerin kiiresel olarak yayilmasina karsi savagmak igin
hiikiimetlerin ve akademik aglarin ortak cabalarina ihtiya¢ vardir. Sonug¢ olarak,
yasami tehdit eden cesitli bakteriyel patojenlere karsi yeni antibiyotikler gelistirmek
son derece acildir. Yasanan bu gelismelerin sonucunda alternatif tedavi arayislart da
hiz kazanmistir. Bu nedenle, geleneksel olmayan antibakteriyel ajanlar, en sik
kullanilan antibiyotiklere karsi c¢esitli patojenik mikroorganizmalardan gelisen
direncin  {stesinden gelmek icin biiyiikk ilgi gormektedir. Tasarlanmig
nanopargcaciklar, ozellikle ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin neden oldugu
cesitli enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin uygun bir alternatif olarak bu zorlugun
tistesinden gelmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Tasarlanmig nanopargaciklarin
antibakteriyel etkisi genellikle nanopargaciklarin bakterilere yiizey baglanmasi, iyon
salimi ve ardindan yiiksek oksidatif stres olusumu ile ilgilidir. Bu nedenle, bakteri
hiicrelerinin nanoparcacik aracili tedavilere karsi birden fazla es zamanli gen
mutasyonu gelistirmesi zorlasir ve bu sayede antibiyotik direncli bakterilerin bile yok
edilmesine olanak saglamaktadir (Fleming 1929),(Aminov 2010), (Wright ve dig.
2014).



AgNP'lerin antibakteriyel mekanizmalarinin temelden anlatilmasi, AgNP'lerin
yapisal faktorlerinin antibakteriyel aktivitesi {iizerindeki etkisini aydinlatmanin
anahtaridir. Yakin tarihli bir ¢alismada, Ivask ve digerleri, yaklasik 4000 Escherichia
coli (E. coli) tek gen delesyon susunu, sekilleri, kaplama ligandi, yiizey yiikleri ve
boyutlarina gore degisen ¢ok cesitli AgNP'lere maruz birakarak ilgili toksikolojik
yollar1 arastirmistir (Ivask ve dig. 2014). AgNP'nin, antibakteriyel aktivitede yer alan
yollarin biiyiik 6l¢lide parcacigin fizikokimyasal 6zelliklerine bagli oldugu, pargaciga
0zgii toksisite sergiledigini bulmuslardir. Simdiye kadar, AgNP'lerin hiicre duvar1 ve
membranina tutunmasinin, AgNP'lerin ve giimiis iyonlarinin neden oldugu hiicre ici
biyomolekiillerin ve yapilarin hasarlarinin ve AgNP'lerin ve giimiis iyonlarinin neden
oldugu oksidatif stresin AgNP'lerin antibakteriyel eylemlerinde rol oynadigina genel
olarak inanilmaktadir (Aminov 2010), (Wright ve dig. 2014).

1889'da, M. C. Lea tarafindan sitrat ile stabilize edilmis bir giimiis kolloidin ilk
sentezleri bildirmistir. Bu yontemle elde edilen pargaciklarin ortalama cap1 7 ile 9 nm
oldugu gozlemlenmistir. Ayrica 1902 yilindan da 6nce ¢esitli proteinler kullanilarak
nanogiimiisiin stabilizasyonu saglandig1 ve 10 nm boyutunda nanoglimiislerin elde

edildigi rapor edilmistir (Frens ve dig. 1969).

20. ylizyilin baslarinda Collargol, Argyrol ve Protargol gibi farkli ticari isimler
altinda bilinen tibbi nano 6lgekli glimiis kolloidlerin ticari satis1 baglamis ve 50 yillik
bir siire boyunca kullanimlart yaygimlasmistir. Bu nanogiimiis iiriinler regetesiz satilan
ilaglar olup tip doktorlar1 tarafindan frengi ve diger bakteriyel enfeksiyonlar gibi gesitli

hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Fung ve dig. 1996).

AgNP'ler, ¢ok ¢esitli gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin yani sira
antibiyotige direngli suslar i¢in de etkili antibakteriyel ajanlardir (Selwal ve dig. 2016),
(Hebeish ve dig. 2014). Acinetobacter, Salmonella, Pseudomonas bakterileri gram
negatif mikroorganizmalara 6rnektir. Gram pozitif mikroorganizmalar, Eubacteria,
Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus ve Streptococcus cinslerini igerir.
Antibiyotige direngli mikroorganizma suglar1 arasinda vankomisine ve metisiline
direngli Enterococcus Faecium ve Staphylococcus Aureus bulunur. Yakin zamanda 5-
32 nm arasinda capa sahip AgNP'lerin farkli ilaglarin bu bakteriler antibakteriyel
etkisini iyilestirdigi gosterilmistir (Hebeish ve dig. 2014).



Mevcut yontemlerde hem indirgeyici ajanin hem de stabilizator, biiylime siireci
tizerinde kontrole izin vererek, boyutu ve genellikle Ag NP'lerin seklini ayarlamak igin
etkili araglar saglar. Ornegin, AgNOs'iin oda sicakliginda sodyum borohidrit
(Creighton yontemi) ile indirgenmesi rutin olarak olduk¢a dar boyut dagilimina sahip

~10 nm parcaciklar elde edilebildigi goriilmiistiir (Creighton ve dig. 1979).

Benzer sekilde, etilen glikol ve polivinilpirolidon (PVP)'nin stabilizator olarak
birlikte kullanimi, sicakligin dikkatli bir sekilde diizenlenmesi yoluyla ¢ekirdeklenme
ve biiylime siireglerinin kontroliine izin verdigi i¢in genig bir boyut ve geometri

araliginda AgNP'ler iirettigi gdzlemlenmistir (Zeng ve dig. 2010).

Ozellikle, islenmis nanopargaciklar gelismis oOzelliklere sahiptirler ve bu
parcaciklar igerisinde AgNP'lar ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin sebep oldugu
cesitli enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in antibiyotiklere alternatif olarak
incelenmektedir (Natan ve dig. 2017), (Wang , Hu, & Shao , 2017). Giimiis NP'larin
antibakteriyel etkisi genellikle nanoparcaciklarin yiizeyinde yer alan ligand gruplarinin
bakteriye baglanmasi, iyon salimi ve ardindan olusan yiiksek oksidatif stres ile ilgilidir.
Bu nedenle bakterinin bu ligand gruplarina sahip NP'lara kars1 eszamali olarak birden
fazla gen gelistirmesi zorlagmaktadir. Bu sayede farkli ylizey kimyalarina sahip
parcaciklar gelistirilerek antibakteriyel etkisi yiiksek ve insan sagligina zarart olmayan
parcaciklarin gelistirilmesi antibiyotik direncli bakterilere karsi bir ¢oziim olusturmasi

agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Crofts ve dig. 2017).

Glimiis bir Lewis asidi olarak kabul edildiginden hiicre zarinin, proteinlerin ve
DNA bazlarinin ana bilesenleri olan fosfor ve kiikiirt igeren biyomolekiiller Lewis bazi
ile reaksiyona girmeye egilimlidir (Aminov 2010). Bu nedenle, ilk olarak, AgNP'ler
hiicre duvarinda ve membranda birikerek agik¢a morfolojik degisikliklere neden
olabilir. Burada sitoplazmanin biiziilmesi, membran ayrilmasi, sayisiz elektron yogun
cukurlar ve son olarak parcalanmig membran transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

ile gdzlemlenebilir (Sondi ve dig. 2004).



Gilimiis NP'lerin miikemmel antimikrobiyaller olduguna ve bu nedenle yeni
nesil antimikrobiyaller olarak anildigina dair kanit saglayan bir¢ok rapor vardir (Rai
ve dig. 2009). Ramalingam ve ark. biyosentezlenmis E. coli ve Pseudomonas
aeruginosa'ya karsi antibakteriyel aktivitesini degerlendirmistir. Sonuglar, AgQNP'lerle
etkilesim sonucu, bakterilerin yiizey yiikiiniin, E. coli i¢in -28.5 £ 2.9'dan —3.5 = 0.8
mV'a ve P. aeruginosa i¢in -20.6 + 1.8'den —5.4 £ 0.5 mV'a nétre dogru hareket ettigini
gostermistir (Ramalingam ve dig. 2016). Bakteriyel ylizey yiikiinlin nétralizasyonu,
hiicre zar1 gegirgenligini degistirip hiicrenin Olmesine neden olmustur. Ayrica,
AgNPler islemden sonra yiizey oluklari, zar {lizerinde biiyiik bosluklar ve biiyiik
miktarda hiicresel kalinti olusturmus ve bu olusumlar atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile gozlemlenmigstir. Ayni1 zamanda, AgNP'lerin yapismasi zar sertligini
arttirmis olup zar1 diizensiz duruma aktararak 6ldiirme islemi sirasinda yag asitleri,

proteinler ve karbonhidratlar gibi zar bilesenlerini bozmustur.

AgNP, membran gecirgenligini, solunum zincirini, hiicre boliinmesini ve iyon
taginimini zar proteinlerine baglanarak 6énemli 6l¢iide engelleyebilir (6rnegin, solunum
zinciri proteinleri ve tasima proteinleri gibi). AgNP tedavisinde artan membran
gecirgenliginin neden oldugu hiicre igeriginin sizmasi ve sitoplazmik membrandan
kontrolstiz tasinmasi siklikla gézlemlenir. Ek olarak, membran proteinlerine baglanan
AgNP'ler ayrica fosfat iyonlarinin alimmi ve salinimini engelleyip enerji iiretimini
engelleyen solunum zincirini bozabilirler. Hiicre zarlarina baglandiktan sonra, AgNP
ayrica bakterilere niifuz edebilir ve lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicresel yapilar ve
biyomolekiillerle etkilesime girerek, transkripsiyonun, translasyonun, protein
sentezinin inhibisyonuna ve hiicresel isleyisin bozulmasina yol agabilirler (Fleming ve
dig. 1929). Bu arada, DNA'nin kesilmesi veya denatlirasyonu ve seker
metabolizmasimnin  bloke edilmesi de AgNP'lerin antibakteriyel etkisi ile
iligkilendirilmistir. Tiim bu veriler birlikte ele alindiginda, birka¢ temel hiicresel
fonksiyonun bozulmasi hiicre nekrozuna ve 6liime sebep olur. Ek olarak, gram negatif
bakterilerle karsilastirildiginda, gram pozitif bakteriler, nispeten daha kalin hiicre
duvarlar1 ve daha fazla peptidoglikanlar1 nedeniyle AgNP tedavisine kars1 daha
direnclidirler. Ornegin, bir Gram-pozitif olan Staphylococcus Aureus bakteri tiirleri,
AgNP'leri ve iyonlar1 hiicre duvarina etkili bir sekilde yapistirabilen ve bdylece
antibakteriyel etkilerini 6nleyebilen =30 nm'lik bir peptidoglikan tabakasina sahiptir.

Ayrica, AgNP'lerin yapismasi, mikroorganizmalarin negatif yiiklii hiicre zar1 ile pozitif



yiizey yiikli AgNP'ler arasindaki elektrostatik ¢ekim ile 6nemli 6lgtide desteklenebilir,
bu da pozitif yiiklii AgNP'leri negatif yiiklii olanlara kiyasla daha giiclii antibakteriyel
ajanlar haline getirir ( Abbaszadega ve dig. 2015).

Cok sayida c¢alisma, AgNP'lerin antibakteriyel aktivitelerinin, oksijen
varliginda AgNP'lerin oksidatif ¢6ziinmesiyle olusturulabilen ve uygulanabilen giimiis
iyonu salinimai ile iliskili oldugunu gostermistir (Reidy ve dig. 2013). Benzer sekilde,
giimiis iyonlar1 da membran veya proteinler tizerinde yaygin olarak bulunan stilfhidril,
amino, imidazol, fosfat ve karbonil gruplar1 gibi gruplara karsi yiiksek afiniteye

sahiptir (Dibrov ve dig. 2002).

Glimiis iyonlari, proteinin tiyol gruplarina (SH) baglanabilir ve kararli S-Ag
baglar1 olusturur. Boylelikle, proteinlerin 3 boyutlu yapisint degistirebilir ve aktif
baglanma bolgeleri bloke edebilir (Dibrov ve dig. 2002). Gilimiis iyonlari, potasyum
(K+) iyonlarinin mikrobiyal hiicrelerden taginmasini ve salinmasini bozabilir. Ayn1
zamanda adenosin trifosfat (ATP) sentezini bloke edebilir (Bragg ve Rainnie 1974).
Ayrica giimiis iyonlari, DNA, RNA, ¢oziinmeyen bilesikleri olusturan peptitler gibi
cok c¢esitli diger biyomolekiillerle kolayca koordine olabilir ve bdylece hiicre

boliinmesini ve tiremesini engeller (Holt ve Bard 2005).

Stabiliteler, pol (diallildimetilamonyum) kloriir ¢6zeltisi kullanilarak modifiye
edilmis ve modifiye edilmemis giimiis nanokolloidlerin titrasyonu incelenmis olup
agregasyon slireci, dinamik 151k sacilimi (DLS) ve UV-Vis spektrum Olctimleri
kullanilarak izlenip TEM ile gézlemlenmistir. Bu c¢alismada bir iyonik yiizey aktif
madde (sodyum dodesil siilfat-SDS), bes iyonik olmayan yiizey aktif madde (Tween
80, Brij 35, 58, 97 ve 98) ve yedi polimer (PEG 1500, 4000, 1000 ve 35000, PVP 10,
40 ve 360), AgNPs ylizeyindeki kimyanin degistirilmesinde kullanilmistir.

Tiim ligandlar arasinda, SDS, Tween-80 ve PVP 360, giimiis kolloidlerin
agregasyonuna karst miikemmel dagilim kararliligi saglanmistir. SDS ile modifiye
edilmis AgNP'lerin elektrostatik itme ve sterik etkiye atfedilen en yliksek stabiliteyi
sergiledigi, ardindan Tween-80 ve PVP 360'in geldigi goézlemlenmistir. Cesitli
AgNP'lerin antibakteriyel aktivitelerini kantitatif olarak degerlendirmek igin, modifiye
edilmemis ve SDS, Tween-80 ve PVP 360 ile modifiye edilmis AgNP'ler ve ayrica

referans olarak AgNOs soliisyonu, standart bir seyreltme mikrometodu kullanilarak
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cesitli bakteri suslarima karsi uygulanmis ve karsilik gelen minimum inhibit6r
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tablo 1.1 'de bu ¢alismalar sonucunda elde edilmis
veriler listelenmistir. Diger AgNP tiirleri ile karsilastirildiginda, SDS ile modifiye
edilmis AgNP’ler en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi sergilerken, Tween-80 ve PVP
360 ile stabilize edilmis AgNP'lerin antibakteriyel aktivitelerinde karsilastirilabilir bir
seviyede oldugu gozlemlenmistir. Bu calisma ile birlikte, kimyasal kararliliklar1 ile
SDS-AgNP'lerin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi, bu parcaciklarin olaganiistii
dagilabilirliklerine ve hiicre zar1 ile giiglii etkilesimlerine bagli oldugu

diistintilmektedir (Kvitek ve dig. 2008).

Tablo 1.1 Modifiye edilmemis ve sodyum dodesil siilfat (SDS), Tween-80 ve PVP
360 baglanmig AgNP'lerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) sonuglari.

(Koyu ile gosterilmis degerlerde, modifiye edilmis pargacigin daha iyi antibakteriyel
etki gozlemlenmektedir.)

Minimum Inhibitdr Konsantrasyonu [ug mL-1
Test edilen Bakteri Ag)
susU
IModifiye
Ag+ edilmemisg Yuzeye badlanmig yapilar
parcacik
sDs Tween &0 PVP 50

Enterococcus faecalis 1.69 675 3.38 B6.75 B.75
CCM 4224
S. aureus CCM 3953 1.69 3.38 1.69 3.38 3.338
E. coli CCM 3954 0.54 1.69 1.69 1.69 335
P. aeruginosa CCM 3955 | 0.84 3.38 1.69 3.38 1.69
F. aeruginosa 0.54 338 333 1.69 1.69
Staphylococus 0.54 1.69 0.54 1.69 1.69
epidermidis
Staphylococus 0.84 1.69 1.69 1.69 1.69
epidermidis
Staphylococcus 0.44 338 1.69 3.38 1.69
aursus MRSA
Enterococcus faecium 1.69 B.73 3.8 3.38 3.38
VRE
Klebsiella pneumoniae 1.69 B.75 B6.75 3.28 B.75
ESEL
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Ag+ saliminin AgNP'lerin E. coli'ye kars1 antibakteriyel aktiviteleri tizerindeki
etkisi Long ve ark. tarafindan arastirilmistir. Sitrat , merkaptopropionik asit (MPA),
merkaptoheksanoik asit (MHA) ve merkaptopropiyonik siilfonik asit (MPS) dahil
olmak iizere farkli kaplama ligandlarina sahip dort ¢esit 10 nm AgNP kullanilarak, bu
ligandlarin ¢esitli koordinasyon sayilarindaki farklilik, karbon zincir uzunlugundaki
degisiklikleri ve farkli ug gruplari nedeniyle Ag+ salimi, yiizey Ag atomu aktivitesinin
ve O erisiminin manipiilasyonu incelenmistir. AgNP'lerin diger {i¢ tiri ile
karsilastirildiginda, sitratla kaplanmig AgNP'ler, yiizey Ag atomlarina en zayif bag ve
oksijen izolasyonu kapasitesi nedeniyle en yiiksek iyon salma orani ve en giicli
antibakteriyel aktivite sergilemistir. Yazarlar, sitotoksisiteyi, parcaciklarin girdigi ve
daha sonra iyonize oldugu bir Truva at1 tipi mekanizma yoluyla hiicre i¢i giimiis iyon
salimimina baglamigtir. Sirasiyla, bakteri membrani ile baglanma solunum zinciri
fonksiyonunun bozulmasina neden olur, bunun sonucu olarak hiicre igi reaktif oksijen
tirleri (ROS) artar ve buna karsilik gelen lipid peroksidasyonu sonucunda hiicre 6liimii

gerceklestir (Long ve dig. 2017).

Dagilma ve kimyasal stabiliteye ek olarak, boyut, AgNP'lerin antibakteriyel
aktivitesinde bir baska ©onemli faktordiir. Baker ve digerleri 2005'te pargacik
boyutunun AgNP'lerin antimikrobiyal etkisi iizerindeki etkisini arastirmistir.
AgNP'ler sirasiyla inert gaz yogunlastirma (IGC) ve birlikte yogunlagtirma
(COCON) olmak iizere iki biiyiikk Olcekli vakum sentez teknigi ile iiretilmis ve
ardindan iki farkli boyuttaki AgNP'lerin hem ¢ozelti iginde hem de agar lizerinde E.
coli'ye karsi antibakteriyel incelemeleri gergeklestirilmistir. Her iki AgNP tiirii de
nispeten genis tabakalar seklinde boyut dagilimlar sergilemistir. Bu c¢aligmada iki
AgNP tiiriiniin boyutlar: sirasiyla 5 ila 70 nm (ortalama boyut 15 nm) ve 50 nm ila
100 nm (ortalama boyut 75 nm) arasinda degismektedir. Sonuglar, daha kiigiik
boyutlu (15 nm) AgNP'lerin E. coli hiicrelerine karsi1 daha yiiksek antibakteriyel
aktivite sergiledigini ortaya koymustur (Baker ve dig. 2005).

E. coli bakterisine ek olarak, 1-100 nm araliginda AgNP'lerin boyuta bagl
antibakteriyel etkisini degerlendirmek igin {i¢ gram negatif bakteri daha kullanilmistir.
Morones ve digerleri taratindan 30 dakika boyunca Luria-Bertani kiiltiir ortaminda
AgNP'lerle inkiibe edildikten sonra her bakteri tiirii toplanip daha sonra bakteri
yizeyinde AgNP'lerin yerini ve dagilimint belirlemek icin yiliksek agili halka

seklindeki karanlik alan (HAADF) taramali transmisyon elektron mikroskobu (STEM)
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kullanilarak analiz edilmistir (Morones ve dig. 2005). Sonuclar, yalnizca 1-10 nm
AgNP'lerin bakteri zarina baglanabildigini gostermistir. AgNP'lerin bakterisidal
mekanizmasini daha derinden anlamak i¢in, STEM kullanarak AgNP'lere maruz
birakilan E. coli hiicreleri analiz edilmistir. STEM goriintiileri, AgNP'lerin bakteri
zarma yapistigini ve nihayetinde bakteri sitoplazmasina girdigini gostermistir. Ayrica,
hiicrelerin iginde bulunan AgNP'ler, hiicre zarina bagli nanopargaciklara benzer
boyutlara (1-10 nm) sahip oldugu ve bu yalnizca zara bagli AgNP'lerin bakteri igine
girebildigini goOstermistir. Yazarlar, yalnizca =~1-10 nm parcaciklarin ilkel
baglanmasini, kiiciik NP'lerin yliksek derecede reaktif yonlerine, elektronik etkilerine
ve daha biiyiik bir yiizey/hacim oranina baglamistir. Tiim bu sonuglar, daha kiigiik
boyutlu giimiis NP'lerin bakteri ile dogrudan etkilesim i¢in daha verimli hale

getirdigini ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine neden oldugunu gostermistir.

Yiiksek antibakteriyel aktivite sergileyen daha kiiciik AgNP'ler de Lok ve
digerleri tarafindan gézlemlenmistir. Onlarin sonuglari, 9 nm'lik AgNP'lerin, 60 nm'lik
daha biiylik esdegerinden ¢ok daha yiiksek (~9 kat) antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu gosterdi. Daha kiigiik AgNP'lerin ¢ok kolay oksitlendigi goéz Oniine
alindiginda, giimils nanopargaciklarin gozlenen antibakteriyel aktivitelerinin esas
olarak AgNP'lerin oksidasyonundan (Ag+) kaynaklandigini varsaymis olup yapmis
olduklar1 deneyler ile de bu hipotezi kanitlamislardir. Deneyler sonucunda
antibakteriyel etkinin olusmasinda onerdikleri mekanizma, daha biiyiik yiizey alani
kiitle oranina sahip daha kiiciik AgNP'lerin parcacik yiizeyine daha fazla Ag+
adsorbe edebilmesi ve bunun sonucunda daha yiiksek antibakteriyel aktivitelerle

sonuclanmast seklindedir (Lok ve dig. 2006).

Benzer boyuta bagli antibakteriyel aktivite, 9 ila 21 nm arasinda degisenfarkli
biiyiikliikteki AgNP'leri sentezleyen Choi ve Hu tarafindan da gézlemlenmistir (Choi
ve dig. 2008). Boyuta bagl toksisiteyi, nitrifikasyon bakterilerini farkli ortalama
bliytikliikteki AgNP'lerle 0,05-1 mg L-1 nihai toplam konsantrasyonlarinda inkiibe
ederek belirlemislerdir. Sonuglar, inhibisyonun, ortalama parcacik boyutundan ziyade
5 nm'den (R2 = 0.738) daha kii¢iik nanoglimiis bollugu ile giiclii bir sekilde iliskili
oldugunu gostermistir; bu da daha kiicik AgNP'lerin (<5 nm) bakteriye karsi,
nanoparg¢aciklarin diger fraksiyonlarindan (6rnegin, 10, 15, 20 nm, R2 = 0.04-0.39)
daha yiiksek potens sergiledigini gostermistir. Elde ettikleri sonug¢, Morones ve
arkadaglarinin, yalnizca ~1-10 nm'lik AgNP'lerin membrana baglanabildigi ve

13



ardindan bakteriye girebildigi yoniindeki bulgulariyla da tutarlilik gostermektedir
(Morones ve dig. 2005).

Agnihotri ve digerleri hassas bir sekilde cekirdeklenmeyi kontrol ederek
ayarlanabilir boyutlarda (5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 63, 85 ve 100 nm) yiiksek oranda
monodispers AgNP'leri basartyla hazirlamiglardir (Agnihotri ve dig. 2014). Boyutun
antibakteriyel aktivite iizerindeki etkisini belirlemek i¢in E. coli MTCC 443, E. coli
MTCC 739, Bacillus subtilis MTCC 441 (B. subtilis MTCC 441) ve S. aureus NCIM
5021 bakterisi olmak lizere dort bakteri susu kullanmislardir. Farkli biiytikliikteki
AgNP'lerin MIK ve MBK degerleri 6lgiilmiistiir (Tablo 1.2). Sonuglar, boyutun 100
nm'den 20 nm'ye diistiikkce antibakteriyel aktivitenin kademeli olarak arttiginm
gdstermis ve bu ayrica disk difiizyon testleri ile de dogrulanmistir. Onemli olarak, 10
nm alt1 6l¢ekte, AgNP'lerin antibakteriyel etkisi, par¢acik boyutu 10'dan 7 nm'ye, 7
nm’den 5 nm'ye diistiik¢e carpict bicimde arttig1 yoniindedir (Tablo 1.2). Bu davranis,
10 nm'nin altinda boyutlara sahip giimiis nanoparcaciklarin kullanildigi ve gesitli
bakteri suslarina kars1 belirgin toksik etki gosterdigi onceki birkag ¢alisma ile iyi bir
uyum icindedir. Ozetlemek gerekirse, parcacik boyutunun AgNP'lerin antibakteriyel
etkinligini belirleme tizerindeki etkisi, 6zellikle giimiis parcaciklarin boyutlar1 10
nm'nin altinda oldugunda, daha kiigiilk pargaciklarin genellikle daha biiyiik
muadillerine kiyasla gelismis bir antibakteriyel gii¢sergiledigine dair genel bir egilim

sunar.
Tablo 1.2: 4 Bakteri Tiiriine Kars1 Boyuta Bagli Antibakteriyel Aktivite

E. coli MTCC 443, E. coli MTCC 739, B. subtilis MTCC 441 ve S. aureus NCIM 5021
bakteri tiirleri dahil olmak tizere dort bakteri tiirline kars1 boyuta bagli antibakteriyel
aktivite belirlenmistir. A)Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC, pg mL™1) B)Dort
bakteriye karsi farkli biiylikliikteki AgNP'lerin 6l¢lilen minimum bakterisidal
konsantrasyonu(MBC, pug mL—1)
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A
Bakteri | ag(s) | ag(7) | Ag(10) | ag(15) | Ag{20) | ag(30) | Ag(s0) | Ag(a3) | Ag(85) | Ag(100)
Tard
E. cali 20 20 30 30 40 50 Mil Qo Qo 110
MTCC
443
E. cali 60 o0 o0 a0 100 100 120 140 150 150
MTCC
739
B. 30 40 40 50 50 G0 BO S0 110 120
substilis
MTCC
441
3 70 70 B0 100 o 100 130 150 120 200
aureus
MCIM
5021
B
E. cali 30 30 40 50 50 80 100 110 130 140
MTCC
443
E. cali o0 100 100 110 120 120 140 170 170 180
MTCC
738
B. 40 50 50 &0 70 80 100 120 130 140
substilis
MTCC
441
3 B0 Q0 100 100 100 120 150 200 =200 >200
aureus
MNCIM
5021

Yiiksek ylizey alani/hacim oranina sahip kii¢iik nanoparcaciklar, daha diisiik
konsantrasyonlarda bile daha etkili bir antibakteriyel etki saglar. Uggen sekilli
AgNP'ler en gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. AgNP'ler ¢ok ¢esitli mantarlara
kars1 etkilidir ve Aspergillus, Candida ve Saccharomyces tiirleri dahil olmak tizere
daha hizli etkili mantar 6ldiiriiciilere sahiptir. Ek olarak, bu nanoparcaciklar, sigir
mastitisinden izole edilen mayalarin aksine gergektir (Tyavambiza ve dig. 2021),
(Wijnhoven ve dig. 2009).
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2. GUMUS VE NANOTEKNOLOJI

2.1  Giimiis ve Ozellikleri

Simgesi Ag olan giimiisiin atom numaras1 47 ve atom agirligr 107,87 gramdir.
Beyaz, parlak ve degerli bir element olan giimiisiin kaynama noktasi 1950 °C ve 6zgiil
agirligr 10,5 g/em3 ’tiir. Genellikle bilesiklerinde +1 degerlik alir ve Isig1 ¢ok iyi
yansitmaktadir. Doviilebilir ve esnek metaldir ve bir gram giimiis 2 km uzunlugunda
ince tele dontisebilmesi de buna bir 6rnektir. Oksitlenmeye karsi direnci yiiksekti ve
bakirdan daha zor, altindan ise daha kolay oksitlenmektedir. Nitrik asit ve derisik
sicak siilfiirik asitte kolayca eriyebilmektedir. Havadaki hidrojen siilfiiriin kiikiirdii ile
giimiislin birlesmesinden dolay: tizerinde kararma meydana gelebilmektedir. Giimiis,
periyodik tabloda agir metaller grubu icerisinde yer almaktadir ve bir¢ok 6zelligi
bakir’a benzemektedir. Aralarindaki en Onemli fark ise bakirin genellikle

bilesiklerinde iki degerlikli olmasidir (Altuner 2013).

Giimiis Ingilizcede Silver , Latincede Argentum olarak adlandirilan giimiisiin
tabiatta 107 (%51.35) ve 109 (%48.65) olmak {izere iki izotopu bulunur. Glimiis

metaline ait bazi1 6zellikler Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 : Giimiis Metaline Ait Baz1 Ozellikler

YOGUNLUGU (20°C) 1049 g / cm®
ERIME NOKTASI 960.5 °C
KAYNAMA NOKTASI | 1950 °C
KRISTAL SEKLI Kibik

RENGI Beyaz
SPESIFIK ISISI (0 °C) 0.0559 cal/g °C
DIRENC (20°C) 1.59 pQ/em
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2.2 Giimiisiin Tarihcesi

Insanlar tarafindan kullanilmis olan ilk metallerden biri olan giimiis, tarihsel
siirecinde hep altinla birlikte anilmistir. Glimiisten daha degerli bir maden olan altin,
dogada daha ¢ok bulundugundan dolayi ilk ¢agdan beri en ¢ok kullanilan metallerden
biri olmustur. Giimiisiin ise cevherlerinin daha alt katmanlarda bulunmasinin nedeni ile
daha sonraki tarihlerde kullanilmaya baslandigi goriilmiistiir. Gilimiisiin beyaz,
korozyona dayanikli ve nadir bulunan bir metal olmasindan dolay1 giinlimiize kadar

kullanimi artarak devam etmistir (Mellor 1961).

Giimiis metalinden ilk olarak M.O. 3000 yillarinda Misitlilar, M.O. 2500
yillarinda Cinliler ve Persler tarafindan kullanildig1 bahsedilmistir. M.O. 800 yillarinda
ise Nil nehri ¢evresinde para olarak kullanilmaya baglanmistir. Norveg’te, Giiney
Peru’da ve Colorado’da kazilar sirasinda islenmis halde biiyiik giimiis kiilgeleri

bulunmustur (Altuner, 2013).

Tarama tiinelleme mikroskobunun kullanilmaya baslanmasi ile nanoteknoloji
caligmalar1 hiz kazanmistir. Bu mikroskop ile iletken bir yiizey iizerindeki atomlarin
yerleri degistirilerek yapisal 6zellikleri degistirilebilmistir (Yadav 2005). 1920 yilinda
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA) onaylamasi ile kolloidal giimiis, yara
tedavilerinde kullanilmaya baslanmistir fakat 1940’1 yillarda penisilin kullanimi
yayginlagmasi ile giimiisiin bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimi giderek
azalmistir. Giimiisiin tekrar popiiler kullanimi1 % 0,5 AgNOs ¢6zeltisi olarak 1960’1
yillarda yanik tedavilerinde olmustur. 1968 yilinda AgNOg, siilfonamid antibiyotigi
ile birlestirilerek giimiis siilfadiazin kremi {retilmistir. Sonrasinda fullerenlerin ve
karbon nanotiiplerin kesfi (1986) ve 2000°li yillardaki Amerika’nin nanoteknoloji
lizerinde yaptig1 biiylik yatinmlar diinyadaki diger pek cok iilkenin de bu alana
ilgisini arttirmistir (Yadav 2005).
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Yakin zamanda ise doktorlar giimiisiin farkli oranlarda eklendigi yara
bezlerinin kullanimini baglatmislardir (Hos 2010). Yapilan son calismalara gore
diinya ¢apinda yaklasik 320 ton/yil nanogiimiis iretildigi ve kullanildigi tahmin
edilmektedir (Gottschalk ve dig. 2010).

2.3 Nanobilim ve Nanoteknoloji

Nano terimi kelimesi Yunanca “bodur, cilice” anlamima gelen “nanos”
kelimesinden tiiretilmistir. Nano boyut bir metrenin milyarda birine (Inm=10- 9m)
karsilik gelmektedir. Bu da yaklasik on hidrojen atomunun genisligine esit olmaktadir
(Yula ve Deveci 2007). insan sag teli ¢apmin 5000 nanometre oldugu diisiiniiliirse ne

kadar kiiglik bir 6lgekten bahsedildigi daha rahat anlasiimaktadir (Putheti 2015).

Nanoteknoloji, maddelerin kontrollii olarak boyutlarinin  degistirilerek
maddenin atomik-molekiiler boyutunda yeni ozelliklerde malzeme iiretmek igin
uygulanan mihendislik c¢aligmalaridir. Nanomalzemeler; metal, yariiletken ya da
yalitkan olarak farkli optik, elektronik ve kimyasal 6zellikler ile elde edilebilirler.
Nanomalzemeler boyuta bagli olarak farkli kimyasal ve fiziksel ozellikler
gosterebilmektedir. Yiizey/Hacim oraninin biiyiik olmasi, nanomalzemeleri en 6n

plana cikartan 6zelliktir (Nalwa 2007).

Modern aragtirmalarin 6n safhalarinda yer alan nanobilim ve nanoteknoloji
ayni zamanda 21. yilizyilin yeni devrimi olarak kabul gormektedi. Nanobilim ve
nanoteknoloji kavramlar farkli bilgi kaynaklarina ve yazarlara gore degisik tanimlarla
ifade edilebilmektedir. Diinya genelindeki kaynaklarin nanobilim ve nanoteknoloji
kavramlarini birbirleri yerine kullaniliyor olmasi yaygin olarak karsilasilan bir
durumdur. Fakat bu iki kavramin arasinda belirgin farklarin oldugu bilinmektedir

(Sebastian ve Gimenez, 2016).
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Malzemelerin nanoboyuta indirgenmesi malzemeye asagidaki ozellikler

kazanmasina olanak saglar.

e Artan Mukavemet ve Sertlik

e Yiiksek Yaymim

e Yiiksek Elektrik Direnci

e Artan Ozgiil Is1

e Yiiksek Termal Genlesme Katsayisi
e Diisiik Termal Iletkenlik

e Yumusak Manyetik Ozellikler

2.3.1 Nanoteknolojinin Tarihgesi

Nano boyutlarla ilgili ilk fikirler @inlii fizik¢i Richard Phillips Feynman
tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Feynman, 29 kasim 1959 tarihinde Amerikan Fizikgiler
Cemiyeti toplantisinda “There’s Plenty of Room at the Bottom-An Invitation to Enter
a New Field of Physics”, (Asagida daha ¢ok yer var: Fizigin yeni bir sahasina davet)
baslig1 ile yaptig1 konusmasi nanobilim ve nanoteknoloji ¢aginin baslangi¢ noktasi
olarak kabul edilmistir. Feynman’in bu konusmasinda gelecek yillarda atomlarin
istenen boyutlarda ve Ozelliklerde sentezlenebilmesi ile tiim malzemelerin
kiiciiltiilebilecegini iddia etmistir. 1981 yilinda Heinrich Rohrer ve Gerd Karl
Binning, elektron mikroskobu ile goriintiilenemeyen parcaciklart 2.000 kez
biiyiitebilen tarama tiinel mikroskobunu kesfetmislerdir. 1986 yilinda atomik kuvvet
mikroskopu bulunmasi ile nanoteknoloji ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmustir. ilk
karbon nanotiipler 1991 yilinda Japon bilim adami Sumio Lijima tarafindan
tiretilmistir. Askeri alanda tirtinler tiretmek i¢in 2002 y1linda Massachusetts Teknoloji

Enstitiisii biinyesinde Askeri Nanoteknoloji Enstitiisii kurulmustur (Ozer, 2008).

Nanobilim ve nanoteknoloji kavramlar: hayatimizda yeni olmalarina ragmen,
nano malzemelerin yiizyillardir kullamldig: bilinmektedir. Ornek olarak alternatif
Ol¢ekli giimiis ve altin parcaciklarin yiizlerce yil dncesinde vitray pencerelere renk
kattig1 goriilmektedir (Zor 2016). 4. yiizyilda roma doneminde cam ustalarinin
saheserlerinden olan “Lycurgus cup” British Museum’da bulunmakta olup kupa
yiizeyinde Homeros destanindaki Kral Lycurgus’un efsanesini canlandirilmigtir. Bu

kupanin iinlii olma sebebi, camin erimis haline katilmis olan nanoparcaciklarla 15181
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yansitma ve gegirme durumuna gore farkli renkler almasindan kaynaklanan optik
ozelligidir (Benli, 2008). Sekil 2.1’de gorseli verilmis olan Lycurgus cup, 15181

gecirdiginde kirmizi, yansittiginda ise yesil rengini almaktadir (Crerar, 2014).

Sekil 2.1: Lycurgus kupasi

2.3.2 Nanoparcacik Uretim Yontemleri

Nanomalzemelerin liretiminde, asagidan yukari “Bottom Up” ve yukaridan
asagl “Top Down” olarak iki farkli tiretim yontemi kullanilmaktedir. Yukarindan
asagiya lretim yontemlerinde, malzemeye disardan mekanik veya kimyasal bir enerji
verilmesi ile parcacigin nano boyutlarina kadar parcalanmasi yOntemine
dayanmaktadir. Asagidan yukariya lretim yOnteminde ise atomlarin kimyasal
yontemler ile birleserek nanoboyutlara ulagmasi yontemine dayanmaktadir. Asagidan
yukart tiretim yontemleri, yukardan asagiya tiretim yontemlerine gére daha az zahmetli
ve daha ekonomiktir. (Wolfgang 2007).

24 Nanogiimiis

Nano glimiisiin antibakteriyel 6zelliginin olmasi, insan sagligir ile ilgili
alanlarda gida ve tekstil sektorlerinde kullanilmasini saglamistir. Antibakteriyelligin
saglanmasi sirasinda nano giimiisten Ag+ iyonlar1 serbest birakilir. Bu iyonlarin
mikroorganizmalara karsi toksik etkisi ile ilgili bir¢ok tartisma sebebi olmustur.

(Erdogan , 2011).
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2.5 Nanogiimiisiin Yiizey Kimyasi ve Antibakteriyel EtKisi

Staphylococcus aureus olusumunu degerlendirmek i¢in Zhang ve arkadaslari
giimiis katkilt mikro ark oksidasyon kapli saf titanyumu inceledi (Zhang ve dig. 2010).
In-vitro deney, Sekil 2.2'de gosterildigi gibi giimiis miktar1 artirildiginda S. aureus

bakteri olusumunun azalmasiyla sonuclanmistir.

Sekil 2.2: S. aureus'a kars1 in vitro antibakteriyel testin goriintiileri: (a)
kontrol numunesi Ti-MAO, (b) Ti-MAO-Ag1.0, (c) Ti-MAO-Ag5.0, (d) Ti-
MAO-AQ10.0 ve (e) Ti-MAO-Ag20.0.

Gilimiis nanoparcaciklar bakteri hiicre duvarina baglanip hiicrenin i¢ine sizar.
Bu durum bakteri zarinda fiziksel degisikliklere neden olur. Ornegin, zarin bozulmast,
hiicre zar1 s1zintisina ve bakterilerin 6liimiine neden olur. Ayrica, fosfat, karboksil ve
amino gruplarmin varligindan dolay:1 bakterilerin hiicre zarinin negatif yiikli oldugu
bilinmektedir. Glimiisiin pozitif yiikii oldugundan, hiicresel zar ile giimiis arasindaki
elektrostatik ¢cekim karsi konulamaz. Bu andan itibaren giimiis bakteri hiicresine de
niifuz edebilir (Romero-Urbina ve dig. 2015). Giimiis nanopartikiiller hiicre tarafindan

absorbe edildikten sonra proteinler, lipidler, DNA ve giimiis arasindaki etkilesim
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gozlemlenebilir ve bu da bakteriyel fonksiyon bozuklugu ve 6liimle sonuglanir. Glimiis
ribozomlarla etkilesime girdiginde, durum translasyonun ve protein sentezinin

denatiirasyonu ve inhibisyonu ile sonuglanabilir.

Enzimlerde ve proteinlerde siilfhidril gruplar1 goriilebilir. Ag+ hiicre zarinda
bulunan proteinlere baglanarak stabil baglar olusturur ve protein deaktivasyonu ile
sonuclanir. Son olarak, Ag+'nin niikleik asitleri ve niikleositleri ile kompleks

olusturma ve etkilesim yetenegi tespit edilmistir (Rapa ve dig. 2013).

Glimiis mikroorganizmaninin hiicre zarindan gecerek proteinlerin icerisindeki
amino asit gruplarinin aktivitesini engeller ve hiicreyi inaktif hale getirir. Boylece

hiicrenin kendi kendini replike edebilme 6zelligini kaybeder. (Sygnatowicz ve dig.

2010).

Clement ve Jarrett tarafindan yapilan ¢alismalarda giimiisiin E. coli solunum
zincirini denatiire ettigi, metabolit sizintisina neden oldugu ve buna bagli olarak DNA
replikasyonunun engellendigi bildirilmistir (Clement ve Jarrett 1994). Chappell ve
Greville tarafindan yapilan ¢alismalarda ise diisiik Ag+ seviyelerinde bakteri
membranlarindaki proton itici kuvvetin ¢oktiigii bildirilmistir (Chopra 2007). Dibrov
ve arkadaslan tarafindan diisiik giimiis konsantrasyonlariin bakteriyel membrandan
proton sizmasina neden oldugu bildirilmistir. Giimiis iyonlarinin antibakteriyel
mekanizmasini incelemek amaci ile yapilan bir ¢alismada E. coli ve S. aureus giimiis
nitrat ile etkilesime girmistir. Sonug¢ olarak E. coli ve S. aureus’un her ikisinde de
benzer denatiirasyonlarin meydana geldigi gozlemlenmis olup DNA’nin replikasyon

yetenegini kaybettigi bildirilmistir. (Feng ve dig. 2000).
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3. PATOJENIK MiKROORGANIZMALAR

31 Giris

Bakteriler canlilarda sagligi ciddi etkileyebilir hatta hayati tehdit eden
hastaliklara sebebiyet verebilir. Bakteriler enfeksiyon hastaliklarinin ¢ogunluguna
sebep olmaktadir. Bulundugu ortama kolay adapte olabilmelerinden dolay1
bulunduklar1 her ortamda yasayabilir ve lireyebilirler. Yasamlari i¢in uygun olmayan
kosullar altinda ise spor olusturarak ¢cok uzun siire hatta yillar boyunca hatta hayatta
kalabilirler. Bakteri tiirlerinden bazilar1 sadece insan metabolizmasinda, bazi tirleri ise
hayvan metabolizmasinda yasamlarimi siirdiirebilmektedir. Kronik enfeksiyonlara
sebep olan bakteriler yavas hizlarda iireyebilen bakterilerdir. Bakterilerin plazmit
DNA’s1 ayni tiir bireyler ya da farkl tiirden bireyler arasinda olusan genetik madde
aligverisini saglarlar. Bu yiizden genetikuyumlar1 vardir ve antimikrobiyal maddelere

kars1 giiglii direng gosterirler. (Hart ve Shears 2001)

3.2 Escherichia Coli

Cesitli  mikroorganizmalar  bakteriyemilere  sebebiyet  vermektedir.
Bakteriyemilerin toplum kokenli olanlarinda Escherichia coli siklikla goriilen bir
bakteri tiiriidiir. Okaryotik canlilarda gastrointestinal sistem florasinin iiyelerinden biri
olan E. coli, hem bagirsaklarda hem de bagirsak disinda metabolizmada ¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilir. (Tanyel ve dig. 2008) E. coli, insan ve hayvanlarda
doguma miiteakip 1-2 saatlik zaman dilimi igerisinde veya ayni giin i¢inde viicuda
alinan su veya besinlerden viicuda alinmaktadir. Viicutta ince bagirsagin son kisminda
veya kalin bagirsagin mukozasina tutunmaktadir. Bir sus, aylar boyunca hatta bazi
zamanlarda seneler boyunca florada tutunabilme 6zelligine sahiptir. Boylelikle zararli
mikroorganizmalarin {iremesine ¢ogalmasma engel olmaktadir (Hos 2010). Igme
suyuna mikrobiyallerin bulasmasi, bulasici hastaliklarin  salgilagsmasina neden

olmaktadir (Ekici ve dig. 2010).
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3.2.1 Morfolojisi

E. coli, Enterobacteriaceae familyasindaki diger bakterilere morfolojik yap1
olarak benzerlik gostermektedir. Gram negatif bir bakteridir, comak sekline sahip ve
spor yapma 6zelligi yoktur (Bilgin 2006). E. coli 2- 6 um boyunda, 1-1.5 pm eninde,
diiz ve uglar1 yuvarlak olan bir bakteridir. Sekil olarak bazen koka benzeyen kiiciik ve
kisa olabilecegi gibi, bazende normalden daha uzun, Y harfine benzer bir bigiminde
flamanli olabilmektedir. Hareket kabiliyeti vardir ancak hareketsiz olarak

goriinebilecek kadar yavas bir hiza sahiptir (Hos 2010).

3.3  Staphylococcus Aureus

Insan ve hayvanlar iizerinde cesitli enfeksiyonlara sebep olan ve ¢ok yaygin
olarak bulunan bir bakteri tiiridiir. Dogada ¢ok yaygin olmasinin yani sira S. aureus
insan viicudu igerisinde de normal flora iiyesi olarak yasayabilmektedir. Bazen hafif
bir enfeksiyona sebebiyet verirken bazen hayati tehlikeye sebebiyet veren hastaliklara
neden olabilirler. Son zamanlarda direngli kdkenler olustugu goézlemlenmektedir ve bu
direncli kokenlerin minimum inhibitér konsantrasyonlarmda (MIK) yiikselmesine
neden oldugu tespit edilmistir. Bu durumdan dolay1 yeni tedavi yontemleri giindeme
gelmektedir (Yilmaz ve dig. 2010). S. aureus genellikle burun i¢i mukozasinda
bulunmaktadir. Bulunma orani ise giinliik yagamin i¢inde bulunan insan ve hastanede
calisan veya tedavi goren hastalar arasinda degisiklik gdstermektedir. Giinliik yasam
igerisindeki insanlarin % 10-40’1nin, hastanelerde ve kliniklerde c¢alisanlarinin ve
yatarak tedavi goren hastalarin %70’inin burun i¢i mukozasinda bulunmaktadir. S.
aureus kemoterapdtik maddelere karsi hizli bir sekilde dayanikliligini arttirabilme
yetenegine sahiptir. S. aureus’un yaklasik olarak %50’si toksin tiretebilmetedir. (Bilge
ve Karaboz 2005)

3.3.1 Morfolojisi

S. aureus, ortalama 1 um biiyiikliiglinde, yuvarlak ve sporsuz bir bakteri
tiiriidiir. Gram pozitif bir bakteri olan S. aureus tek tek olarak, ikili olarak veya dortlii

gruplar seklinde goriilmektedir. Fakat hiicre boliinmesinin farkli diizlemlerde
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gerceklesmesinden dolay1 preparatlarda genellikle tiziim salkimina benzer bir sekilleri
vardir. Hiicre boliinmelerinin farkli diizlemlerde gerceklesmesinden dolayr genellikle

sekilleri iziim salkimlarina benzemektedir (Kayser ve dig. 1997).

34 Bacillus Subtilis

Bacillus subtilis topraklarda bulunan bir bakteri ¢esididir. 20. Yy. sonlarina
dogru ABD’ nin Kaliforniya Eyaletinden alinan toprak 6rneklerinden tespit edilmistir.
Son zamanlarda Bacillus Amyloliquefaciens olarak bilinen Bacillus subtilis, botrytis ve
kiillemelere kars1 kullanilan bir bakterisit ve fungisittir (Gwynn ve dig. 2014). Bacillus
subtilis, gram pozitif olan, oksijenli solunum yapan ve uygun iireme sicakligi 25-
35°C olan bir bakteri gesididir. Hareketli bir yapiya sahiptir. Olusturdugu sporlari oval
ve subterminal olup, kapsiilsiiz seklindedir. Bu 6zelligi sayesinde 6n zenginlestirme
yapilmamis olan besiyerinde kolaylikla iireyebilmektedir. Toprakta siklikla bulunur ve
mezofiliktir. Bulasma kaynagi; toz, toprak, su gibi temel alanlar oldugu i¢in gidalara
kars1 kolaylikla bulasabilirler. Asimetrik olarak boliinmekte olup olusturdugu
endosporlar sicaklik, asit, tuz vb. dis faktdrlere karsi direng gosterir. insanlarakarsi
diisiik seviyede patojeniteye sahip olan Bacillus subtilis, “subtilisin” olarak
adlandirilan proteolitik enzim tiretmektedir. B. Subtilisin, diisiik toksijenik ozelligi
vardir. Devamli olarak maruz kalinmasi durumunda, alerjik reaksiyonlar

olusabilmektedir (Fritze ve Pukall 2001).

3.4.1 Morfolojisi

B. subtilis Genelde toprakta yasarlar ve optimum sicaklik dereceleri 25-35
°C’dir (John 2009). Baz tiirleri gram degisken olsa da genellikle gram pozitif bir
bakteridir. B. Subtilis bakterisi degisiklik gosteren sartlar altinda vejetatif
biiyliyebilmesi i¢in endospor olusturur. Aerob veya fakiiltatif anaerob olabilirler.
Genellikle katalaz pozitiftir, oksidaz pozitif veya negatif olabilirler. Sekil olarak ¢ubuk
seklinde diiz veya diize benzerlik gdsteren bakterilerdir. Vejetatif olan hiicrelerin

blytikligi 0.5x1.2 pm ile 2.5x10 pm arasinda degisiklik gostermektedir. Genellikle
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kolonileri beyaz ya da krem renklere sahiptir ancak istisnai olarak baz tiirlerde sari,
pembe, turuncu ve siyah renkli pigmentlere sahip koloniler gozlemlenmistir
(Buchanan ve Gibbons 1974).

35 Pseudomonas Aeruginosa

1850 yilinda Sedillot cerrahi yara pansumanlart iizerine yaptigi ¢alismalarda mavi
renk degisikligine sebep olan bir ajan olarak P. Aeruginosa‘y: tanimlanmistir. Baglarda
Bacillus Pyocyaneus olarak adlandirilmis ilerleyen yillarda Pseudomonas Pyocyanea

olarak yeniden adlandirilmistir.

Psedomonadaceae familyasi icerisinde yer alan Pseudomonas cinsi bakteriler
genellikle dogada toprak ve sularda bulunur. Bazi tiirleri insan, hayvan ve bitkiler i¢in
patojen olarak farklilik gostermektedir. Bu cinsin tiirlerinin bazilar1 oksidaz pozitif,
bazilar1 oksidaz negatif olarak farklilik gostermektedir. Bu bakteriler glikoz
fermantasyonu yapamaz ancak oksidasyon yoluyla pargalayabilir. Tiirlerin tamami
polar flagellas1 sayesinde hareket edebilme 6zelligine sahip ¢ubuk sekilli aerobik,
katalaz pozitif, Gram negatif bakterilerdir. Baz: tiirleri proteolitik ve lipolitik aktivite
gosterebilmektedir. Aerobik olmalarindan dolayr gidalarin  yiizey kisminda
gelisebilmeleri sonucu olarak okside iiriinler ve mukoz madde olusturabilirler. Gerekli
gelisme faktorleri ve vitaminleri sentezleme yetenegine sahip olmalar1 sayesinde kendi

gelismelerini siirdiirebilmektelerdir (Ayhan 2000).

P. aeruginosa, Gram-negatif ve her yerde bulunabilen bir bakteri olmasindan
dolay1 bagisiklik sistemi zayif olan insanlar i¢in hayati tehdit eden ¢ok ¢esitli akut ve
kronik enfeksiyonlara sebep olabilen firsat¢i bir insan patojenidir (Moradali ve dig.
2017). Firsatg1 bir patojen olan P. aeruginosa, konagini enfekte edebilmesi igin
konakge1 hiicrenin zayif olmasi gereklidir (Pier ve Ramphal 2005). Kistik fibrozis (CF)
hastaligina sahip kisilerde morbidite ve mortalitenin ana nedeni oldugu i¢in 6zellikle
onemlidir. Cesitli antibiyotiklere kendinden direncli iken hastaneye yatirilan hastalar
etkileyen nozokomiyal patojenlerden biri oldugu i¢in 6zellikle 6nemlidir (Moradali ve
dig. 2017).
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3.5.1 Morfolojisi

Pseudomonas aeruginosa degisik uzunluklara sahip 1,5-3 um genisliginde,
bazen ikili, bazen de kisa zincirler sekiinde goriilen spor yapmayan, kapsiilii olmayan,
cubuk sekilli, kolay boyanabilen, Gram negatif ve aerob bakteridir. Genellikle bir
ucundan bir, nadiren iki-ii¢ tane kirpige sahiptir ve ¢cok hareketli bir yapist vardir. Uzun
zamandir beklemis kiiltiirler ve antiseptik maddelerin oldugu ortam igerisinde kisa
veya ¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlarinin, R (rough)

tipinde tireyenlerin bulundugu gézlemlenmistir (Davis ve dig. 1968).
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4. YONTEM

Bu tez konusu kapsaminda, gram pozitif ve gram negatif bakterilerden
alacagimiz 4 farkli bakteri tiriiniin (Bacilllus Subtilis, Staphylococcus Aureus,
Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa) uygun kiiltiir kosullarinda hazirlanacak
ve bu bakteri tirlerinin sitrik asit, gallik asit ve tannik asit kapli giimiis
nanoparcaciklara olan direnglerini incelenecektir. Gallik asit, tannik asit ve sitrik asit
gruplari ile donatilmis parcaciklarin sentezi AgNO3 i NaBHa varliginda indirgemesi
ile gerceklestirilecektir. Ortam pH’min kontroli ile farkli boyutlarda pargaciklar
sentezlencektir (7-30 nm araliginda). Sentezlenmis olan pargaciklar TEM, UV-Vis ve
ZETA ile karakterize edilip saflastirildiktan sonra, antibakteriyel etkilerinin
incelenmesi i¢in konsantrasyonu bilinen ¢ozeltiler haline getirilecektir. Bu
¢ozeltilerden elde edecegimiz farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanarak, bakteri
suslar1 tizerindeki etkileri incelenecek ve bu inceleme islemi sonuncda minimum
indigeyici konsantrasyonlar belirlenecektir. Bu 6n ¢alismalar sonrasinda, farkli yilizey
ligand gruplarina sahip giimiis nanopargaciklarin sentezlenmesine gegilecek ve bu yeni
parcaciklarin antibiyotige karsi direnci olan bakteri tiireri iizerindeki etkileri

incelenecektir.

4.1 Giimiis Nanoparcaciklarin Sentezi

41.1 7nm Gallik Asit (GA) kaph AgNP sentezi

0.001 M AgNOgs, 100 mL saf su i¢erisinde hazirlanir ve bu ¢ozelti igerisine 10
mL saf suda ¢ézdiirlilmiis olan 0.01 g gallik asit iceren ¢ozelti eklenir. Bu iki ¢ozelti
karistirildiktan hemen sonra, pH 1.0 M’lik NaOH ¢6zeltisi kullanilarak 11°e getirilir.
Kisa bir siire manyetik karigtirici ile karisim karistirildiktan sonra alinarak, 10000
rpm’de 30 dk santrifiijlenerek, nanoparcaciklarin saflastirilmasi tamamlanmis olur.
Dibe ¢okmiis olan c¢ozeltiler, 2 mL saf suda ¢ozdiiriilerek, +4 °C’de analiz 6ncesine

kadar saklanir (Castano'n ve dig. ).
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4.1.2 29 nm Gallik Asit (GA) kaph AgNP sentezi

7 nm Gallik asit kapli AgNP sentezine benzer sekilde, 29 nm boyutlu
pargacigin sentezi i¢in, 0.0169 g AgNOs, 100 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 0.01 g
gallik asit, 10 mL saf su igerisine koyulup, daha sonra giimiis nitrat ¢ozeltisinin i¢erisine
eklenir. Karigimin pH’1, 7.7M NH4OH c¢ozeltisi kullanilarak, 10’a getirilir ve bir siire
manyetik karigtirmaya birakilir. Kisa bir siire manyetik karistiric1 ile karigim
karistirildiktan sonra alinarak, 10000 rpm’de 30 dk santrifiijlenerek, nanoparcaciklarin
saflastirilmast tamamlanmis olur. Dibe ¢okmiis olan ¢dzeltiler, 2 mL saf suda

¢ozdiiriilerek, +4 °C’de analiz dncesine kadar saklanir. (Castano'n ve dig.)

4.1.3 8 nm Sitrik Asit (SA) kaph AgNP sentezi

220 mL saf su igerisinde 0.20 mmol AgNOs ve 0.62 mmol
Trisodyumsitrat(TSC) ¢ozdiiriiliir. Daha sonra bu karisimin igerisindeki giimiisiin
indirgenerek nanoparcaciklart olusturmasi adina, 0.2M NaBH4 ¢ozeltisi hazirlanip bu
cozelti icerisinde her seferinde 20 mikrolitre hacimde porsiyonlar alinarak, 10 sn
araliklarla ¢ozeltisinin igerisinde toplamda 72 mikromol olacak sekilde, manyetik
karistirma altinda eklenir. Son porsiyonda eklendikten sonra, karisim 5 dk oda
sicakliginda karistirildiktan sonra 12,000 rpmde 15 dakika santrifiijlenerek parcaciklar
elde edilir. Santifirtij kab1 dibine ¢dken nano glimiis pargaciklari 2 mL destile su
yardimi ile mikro santifiriij tiiplerine alinip analize kadar +4 °C buzdolabinda saklanr.
(Agnihotri ve dig. 2014)

414 30 nm Sitrik Asit (SA) kaph AgNP sentezi

30 nm sitrik asit kapli nano giimiis pargaciklar elde etmek i¢in 6ncelikle 4x10-
3 M AgNOs ¢ozeltisi hazirlanir. Es zamanh olarak bir beher igerisinde, 1x10-3 M
NaBHs ve 3.55x10-3 M Trisodyumsitrat igeren bir ¢oOzelti hazirlanir. Beher
igerisindeki karisim, sicakligi 60 °C’de sabit olacak sekilde 1sitilimaya baglanir ve bu
sicaklikta karistm 30 dk tutulur. 30 dk’nin sonunda, 5:45 oraninda AgNOs;(TSC-
NaBH4) olacak sekilde AgNOs3 ¢ozeltisi damla damla karisim igerisine aktarilir. Son
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damla da eklendikten sonra, karigimin sicakligi, 90 °C’ye ¢ikarilir. Karigimin sicaklig
90 °C ‘ye geldikten sonra, karisimin pH’1 0.1 M’lik NaOH ¢6zeltisi kullanilarak 10.5°e
getirilir ve renk degisimi gozlenene kadar 90 °C sicaklikta 20 dk boyunca 1sitilmaya
devam edilir. Renk degisiminin gozlemlenmesi ile elde edilmis olan pargaciklar,
¢ozeltinin oda sicakligina kadar sogutulmasi sonrasinda, santrifiijlenere ¢oktiiriiliir.
Santifiriij kab1 dibine ¢oken nano giimiis pargaciklar: 2 mL destile su yardimi ile mikro
santifirij tiiplerine alinip analize kadar +4 °C buzdolabinda saklanir (Agnihotri ve dig.
2014).

Partikiil  Giimiis Nrtrat  Sedyum Borohidrid Trisodyum sitrat Feaktanlann B1caklik Verim Parganmk

Boyut (mol dm™) (mol dm™) (mol dm™) haerai (ml) rH (T-TH{C) %) Eonsantrasyonu
(m] bagma)

7 100 = 107" 200 = 107" 3155 = 107 82 105 60-90 67.4 3.31 = 10"

30 400 107" 100 = 107" 135 2 107 453 105 60-90 705 171 = 10"

Sekil 4.1: Farkl biiytikliikteki giimiis nanoparcgaciklarin sentezi i¢in tasarim kosullari

Sekil 4.2: 30 nm Sitrik Asit Kapli Nanoglimiis Cozeltisi
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415 7 nm Tannik Asit(TA) kaph AgNP sentezi

19.5 mL, 0.05 mmol TA ¢ozeltisi, 0.5 M K>CO:s ile pH’1 8 olacak sekilde ayarlanir.
Daha sonra bu ¢ozelti igerisine, 0.5 mL 0.1 M AgNO3 ¢ozeltisi eklenerek 30
°C sicaklikta rengi degisene kadar isitilir. Renk degisimi gézlemlendikten sonra ¢ozelti

oda sicakligina kadar sogutulup, santrifiijlenir. Elde edilen kati, 1 mL saf su igerisine

alinarak, +4 C’de saklanir (Yanzhen ve dig. 2014).
41.6 30 nm Tannik Asit(TA) kaph AgNP sentezi

7 nm parcacigin sentezine benzer sekilde yine, 19.5 mL, 0.05 mmol TA
¢ozeltisi hazirlanarak, 0.5 M K2COzsile pH’1 6 olacak sekilde ayarlanir. 0.5 mL 0.1 M
AgNOs ¢ozeltisi eklenerek 30 °C sicaklikta rengi degisene kadar isitilir. Renk
degisimi gozlemlendikten sonra ¢ozelti oda sicakligina kadar sogutulup, santrifiijlenir.
Elde edilen kati, 1 mL saf su igerisine alinarak, +4 C’de saklanir (Yanzhen ve dig.

2014)
4.2 Nanogiimiisiin Antibakteriyel Ol¢iimii

Saflastirilma islemi sonrasinda elde edilmis olan ¢ozeltilerden elde edecegimiz
farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanarak (0-1000 ppm araliginda), bakteri
suslar1 tlizerindeki etkileri incelenecek ve bu inceleme islemi sonucunda minimum
indigeyici konsantrasyonlar (MiK) belirlenecektir. Bu islem icin bakteriler uygun besi
ortaminda petri kaplarinda ¢ogaltilacak ve bu petri kabinda kuyucuklar agilarak,
kuyucuklar icerisine farkli konsantrasyonlara sahip c¢ozeltilere eklenerek zon

olusumlaria bakilarak, MIK degerleri elde edilecektir.

Antibakteriyel testler disk difiizyon metodu kullanilarak gergeklelstirilmistir.
Escherichia Coli, Bacillus Subtilis, Staphylococcus Aureus ve Pseudomonas
Aeruginosa bakteri suslar1 antibakteriyel testler i¢in secilmistir. Her bir bakterinin petri
kabindan biyiitilmesi igin gerekli kiiltiir kosullari, Clinical Laboratory Institute
standardina (Anonymous 2020, M100 | Performance Standards for Antimicrobial
Suceptibility Testing, 31st Edition, Clinical Laboratory Institute) gore yapilmis ve iki

gram negatif ve iki gram pozitif bakteri izerinde tanimlanmastir.
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Sekil 4.3: Nano giimiis ¢ozeltilerini santifiriijlemek amaciyla kullanilan

santifiriij cithazi

Sekil 4.4: Sentezlenmis nanogiimiis ¢ozeltileri. Soldan saga sirasiyla 7 nm
(GA) AgNP , 29 NM (GA) AgNP , 8 nm (SA) AgNP, 30 nm (SA) AgNP , 8
nm (TA) AgNP , 30 nm (TA) AgNP
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4.3  Nanoparc¢aciklarin Karakterizasyonu

Nanopargaciklarin  boyut karakterizasyon islemleri sirasina, UV-Vis
spektrofotometre Olgiimleri ve TEM goriintiilemesi kullanilmistir. Parcaciklarin
ylizeyinde yer alan yiiklerin bulunabilmesi i¢in de zeta potansiyel Olgiimleri
gerceklestirilmistir. Bu Olglimler ile birlikte pargaciklarin antibakteriyel etkilerinin
incelenebilmesi adina, parcgaciklarin konsanstrasyonlarinin belirlenmesi ICP-MS

Olctimleri ile yapilmistir.
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5. BULGULAR

Sentezlemis oldugumuz giimiis nanopargaciklarin boyutlarinin anlasilmasi ve
karakterizasyonlarinin yapilabilmesi adina, sirasi ile UV-Vis spektrofotometre ve
TEM gorintiileme teknikleri kullanilmistir. Pargacik yiizeylerindeki yiikiin

anlasilabilmesi adina Zeta potansiyel 6l¢iimleri yapilmistir.

51  UV-Vis Olgiimii

Uretilen nano giimiislerin UV-Vis analizleri neticesinde elde edilen dalga
boylar1 ve absorbans degerleri asagida gosterilmis olup Sekil 5.1, Sekil 5.2°de

verilmigtir.

[lk olarak parcaciklarin boyutlarindan emin olabilmek adina, UV-Vis cihazinda

Olctimler yapilmistir. Bu dlgiimlere ait sonuglar Sekil 5.1°de verilmistir.

097 7 nm GA
0,8 4 ——7 nm TA
8 nm SA
0,74 ——30nm TA
0.6 - 30 nm SA
29 nm GA
0,5 4
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Dalgaboyu (nm)

Sekil 5.1: Farkli boyuttaki ve 3 farkli ylizey gruplu pargaciklarin UV-Vis
spektrumlarinin karsilastirilmasi (GA: gallik asit, TA: tannik asit, SA: sitrik asit)

Elde edilen sonuglar tek tek incelendiginde (Sekil 5.2), 7 ve 8 nm boyutlarina
sahip olan pargaciklara ait tepe noktasinin yaklasik olarak 390-400 nm araliginda
oldugu, 29 ve 30 nm boyutlarin sahip olan parcaciklarin ise boyutlarinin 410-420 nm

araliginda oldugu goriilmektedir. Bu degerler literatiir ile karsilagtirildiginda, 8 nm
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boyutlu SA kapli parcacigin dalgaboyunun 396 oldugu, 30 nm boyutlu pargaciginin

dalga boyunun da 413 oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, elde edilen

sonuglarin literatiirde yer alan veriler ile uyumlu olugu goriilmiistiir.

Yiizey kaplamalarini kendi aralarinda karsilatirdigimizda ise kiigiik boyutlarda
(7,8 nm) absorbans degeri kiigiikten biiyiige sirastyla gallik asit, tannik asit, sitrik asit
oldugu gézlenmistir. Biiyilik boyutlarda (29,30 nm) absorbans degeri kiiglikten biiylige

sirayla sitrik asit, tannik asit , gallik asit oldugu gézlenmistir.
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Sekil 5.2: Sentezlenen nano giimiis pargaciklarina ait spektrumlarin boyutlara gore

karsilastirilmasi

Sekil 5.1 ve Sekil 5.2’de nanoparcaciklarin boyutu arttikga absorbans

degerlerinin diistiigii ve dalga boylarinin yiikseldigi gézlemlenmistir.
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5.2 TEM Gorintiilemesi

Parcaciklarin boyutlarinin daha net bir sekilde belirlenebilmesi adina, TEM
goriintiileri ODTU merkez laboratuvarinda gergeklestirilmis olup elde edilen sonuglar,
parcacik boyutlariin belirtilen degerlerde oldugunun anlasilmasini saglamistir. Sekil
53,5.4,5.5,5.6,5.7, 5.8°de goriilebilecegi iizere, 7 ve 8 nm olan parcaciklarin ve 29
ve 30 nm olan pargaciklarin boyutlarinin bu degerlere yaklasik olarak uyum
gostermekte oldugu goriilmiistiir. Ayrica, TEM ile elde edilmis olan goriintiilerde,
parcaciklarin morfolojik olarak benzer oldugu (yuvarlak sekilli olduklart) gorilmiistiir.
Pargaciklarin boyutsal olarak dagilimlarinin da homojen bir sekilde yer aldig1 yine bu

goriintiilerde gozlemlenmistir.

Uretilen nano giimiislerin TEM analizleri neticesinde elde edilen goriintiiler
Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5, Sekil 5.6, Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’da verilmistir.

Sekil 5.3: Gallik Asit kapli nano giimiis pargaciklarinin TEM goriintiileri

(7 nm)
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Sekil 5.4: Gallik Asit kapli nano giimiis pargaciklarinin TEM goriintiileri

(29 nm)

d 50 M

Sekil 5.5: Sitrik Asit kapli nano giimiis parcaciklarinin TEM goriintiileri

(8 nm)
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Sekil 5.6: Sitrik Asit kapli nano giimiis par¢aciklarinin TEM goriintiileri

(30 nm)

[— T

Sekil 5.7: Tannik Asit kapli nano giimiis parcaciklarinin TEM goriintiileri

(8 nm)
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Sekil 5.8: Tannik Asit kapli nano glimiis pargaciklarinin TEM goriintiileri

(30 nm)

53  Antibakteriyel Aktivite Ol¢iimii

TEM ve UV-Vis sonuglar ile pargaciklarin boyutlarimin dogrulanmasinin
ardindan ICP-MS kullanilarak, parcacik ¢ozeltilerinin konsanstrasyonlart ppm
diizeyinde belirlenmis ve bu stok ¢o6zeltiler kullanilarak 500 ppm-0 ppm araliginda,
tabloda belirtilen konsanstrasyonlarda pargaciklar hazirlanarak antibakteriyel etkileri
incelenmistir. Bu farkli konsanstrasyonlardaki parcaciklar kullanilarak gergeklestirmis
oldugumuz antibakteriyel sonuglar par¢acik boyutunun yaninda, pargaciklarin sahip
olduklart yiizey kaplamalarinin da antibakteriyel etkinin belirlenmesinde rol
oynadigini gostermistir. Olusan zon miktarlart mm cinsinde 6l¢iilerek Tablo 5.1 , 5.2,
5.3, 5.4’te belirtilmigtir. Her bir bakteri tiirlinde gozlemlenmis olan farkliliklar

tablolarin altinda belirtilmistir.

Tablo 5.1°de Escherichia coli bakteri tiirtine karsi gerg¢eklestirilmis olan

antibakteriyel testlerdeki zon olusum miktarlar1 gériilmektedir. Zon olusumlar1 Tang
ve Zheng’in yaptigi ¢alismalar ile kiyaslandiginda, 8 mm ve altinda 6l¢iim aldigimiz
degerlerdeki konsantrasyonlarin, antibakteriyel etki gostermedigi kabul edilmektedir.

Bu nedenler, 7-8 nm boyutlu parcaciklar i¢in sirasi ile, 50 ppm SA, 25 ppm TA ve
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100 ppm GA kaplamalarini igeren pargacik ¢ozeltileri antibakteriyel etki
gosterebilirken, 29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, 50 ppm SA, 250 ppm TA
ve 50 ppm GA kaplamalarini igeren parcgacik ¢ozeltilerinin antibakteriyel etki
gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar kendi igerisinde incelendiginde pargacik
boyutunun kiigiilmesi ile, TA kapli par¢aciginin antibakteriyel etkisinde artis
gozlenirken, SA kapl pargaciklarin antibakteriyel etkisinin degismedigi ve GA kapl

olan parcaciklarda ise azaldig1 gozlemlenmistir.

Tablo 5.2°de Bacillus subtilis bakteri tiiriine kars1 gerceklestirilmis olan
antibakteriyel testlerdeki zon olugsum miktarlar1 goriilmektedir. Zon olusumlar1 Tang
ve Zheng’in yaptig1 ¢alismalar ile kiyaslandiginda, 8 mm ve altinda 6l¢lim aldigimiz
degerlerdeki konsantrasyonlarin, antibakteriyel etki gostermedigi kabul edilmektedir.
Bu nedenler, 7-8 nm boyutlu pargaciklar i¢in sirast ile, 10 ppm SA, 50 ppm TA ve 50
ppm GA kaplamalarini i¢eren parcacik ¢ozeltileri antibakteriyel etki gosterebilirken,
29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, 100 ppm SA, 25 ppm TA ve 25 ppm GA
kaplamalarin1 iceren pargacik ¢ozeltilerinin antibakteriyel etki gdsterdigi sonucuna
varilmisgtir. Bu sonuglar kendi icerisinde incelendiginde parcacik boyutunun
kiiciilmesi ile, SA kapl parcaciginin antibakteriyel etkisinde artis gozlenirken, TA ve

GA kapl parcaciklarin antibakteriyel etkisinin azaldig1 gozlemlenmistir.

Tablo 5.3’te Staphylococcus aureus bakteri tiiriine kars1 gergeklestirilmis olan
antibakteriyel testlerdeki zon olusum miktarlar1 gériilmektedir. Zon olusumlar: Tang
ve Zheng’in yaptig1 caligmalar ile kiyaslandiginda, 8 mm ve altinda 6l¢iim aldigimiz
degerlerdeki konsantrasyonlarin, antibakteriyel etki gostermedigi kabul edilmektedir.
Bu nedenler, 7-8 nm boyutlu pargaciklar igin sirast ile, 50 ppm SA, 50 ppm TA ve 50
ppm GA kaplamalarini i¢eren parcacik ¢ozeltileri antibakteriyel etki gosterebilirken,
29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, 50 ppm SA, 50 ppm TA ve 25 ppm GA
kaplamalarin1 iceren pargacik ¢ozeltilerinin antibakteriyel etki gosterdigi sonucuna
varilmistir. Bu sonuglar kendi igerisinde incelendiginde pargacik boyutunun
kiigiilmesi ile, TA ve SA kapl pargaciklarda antibakteriyel etkide herhangi bir
degisimin olmadigin1 gozlemlenirken, GA kapli parcaciklarin antibakteriyel etkisinin

parcacik boyutu kiiciildiigiinde azaldig1 gortilmiistiir.

Tablo 5.4’te Pseudomonas aeruginosa bakteri tiiriine karsi gerceklestirilmis

olan antibakteriyel testlerdeki zone olusum miktarlar1 gériilmektedir. Zon olusumlari
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Tang ve Zheng’in yaptig1 ¢calismalar ile kiyaslandiginda, 8 mm ve altinda 6l¢tim
aldigimiz degerlerdeki konsantrasyonlarin, antibakteriyel etki gostermedigi kabul
edilmektedir. Bu nedenler, 7-8 nm boyutlu pargaciklar igin sirasi ile, 25 ppm SA, 25
ppm TA ve 100 ppm GA kaplamalarin1 i¢eren pargacik ¢ozeltileri antibakteriyel etki
gosterebilirken, 29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, 100 ppm SA, 100 ppm TA
ve 25 ppm GA kaplamalarini igeren parcgacik ¢ozeltilerinin antibakteriyel etki
gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar kendi icerisinde incelendiginde pargacik
boyutunun kiic¢iilmesi ile, SA ve TA kapli par¢aciginin antibakteriyel etkisinde artis
gozlenirken, GA kapli parcaciklarin antibakteriyel etkisinin parg¢acik boyutunun

kiictilmesi ile azaldig1 gozlemlenmistir.

Tablo 5.1: Escherichia coli bakterisine karsi nanopargaciklarin olusturudugu zonlarin

Olgtimleri
i 500 | 250 100 50 25 10 Sppm | 1 ppm | 0 ppm
sovew | PPM | PPM | ppm | ppm | ppm | ppm
nm (2|2 (1(1 (1|1 |1|[1T|8]4 | N|{N{N|{N|IN|IN|N|N
SA 614|8|6|8|4(1]0 o|p|p|D(D|D|D|D
30 111188 | 8|6 | N|N|{NIN|N|N[N|N|N|N
nm 414|141 o|op|D0|D|D|D|D|{D|{D|D
SA
Tnm |[1[1[1]9|1|[7[6|2|N[{N|N|N[N[N|N[N|N|N
GA 51411 0 o|op|D0|D|D|D|D|{D|{D|D
29 212111 1[ 1|8 | N|{N{N|N{NIN|N|N|N|N
nm 6118|8411 D, D|D|D|D|D|D|D|D|D
G
A
fnm |[2|2(1(1[1|1|[1[1[1]9|4 |62 |4|N|IN|NIN
TA 413|19|5|6|8|1]0] 4 DID|D|D
30 18|84 |2 N|N|N|N[N[N[N[N[N[N|N|N|N
nm 2 o pyo)0yDyD|D|D|{D|{D|D|D|D
TA

7-8 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 50 ppm, TA 25 ppm, GA 100 ppm

29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 50 ppm, TA 250 ppm, GA 50 ppm
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Tablo 5.2: Bacillus subtilis bakterisine kars1 nanopargaciklarin olusturudugu zonlarin

Ol¢timleri

500 250 100 50 25 10 Sppm | 1 ppm | O ppm
Farczok | ppmM | ppm | ppm | ppm | ppm ppm
Bayutu
Bom (2|2 |21 (1|1|1|1|8]|8|8|T7T|N[N|IN|IN|ININ
SA 8162971354 D|D|D|D|D|D
O0mm| 2|11 (1|1 [1T[8|6|6|N|N|N|N|N|N|[N|N[N|N
SA 116[(8| 4|2 D|D|D|D|D|D|D|D|D|D
fom (11| 1[1[1T)|1T|8]|6B|N|[N|[N|[NININ|{N|N|NIN
GA fl14|11[3(1]0 o|op|DpD|D|(D|{D|D|D|D|D
29mm| 2122|2111 ({1]| 1] 1| 6]|4|N|N|[N|N[NIN
GA 6|4|0|0|8(6|4|6|1]|2 D|D|D|D|D|D
fom (21211118164 | N|NININ|IN|IN|ININ
TA 816|946 2 0 o|D(D|D|D|{D|{D|D
Onmm| 2|12 (1|1 [1[1|1[1]8]8|6|4|N|N|[N|N[NIN
TA 1(1|5|6|2[42]1 OD|D|D|D|D|D

7-8 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 10 ppm, TA 50 ppm, GA 50 ppm

29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 100 ppm, TA 25 ppm, GA 25 ppm

Tablo 5.3: Staphylococcus aureus bakterisine karsi nanopargaciklarin olusturudugu

zonlarin 6l¢timleri

500 | 250 100 50 25 10 Sppm| 1ppm | O ppm
Parczck | PPM | ppm | ppm | ppm | ppm ppm
Bayutu
8nm |2 |2 2|1 [1T|1T|9[B|N|N|N|NIN|N|[N|N|N|N
SA g|3|1|8|6|4 p(p|Db|D|D|ID|D|D|D|D
Omm| 2121|1111 |8|6|4|N|NIN|N|[N|N|NIN
SA 41119184 |11(0 D/D|D|D|D|D|D|D
fnm (11 (191 |[7T|[T|8|N|NINININ|N|NIN|N|N
GA 164 0 0 p(op|o|D|D|ID|D|D|D|D
29im| 2 121|111 |1(1|6|8|2]|4|N|N|[N|N|NIN
GA 6|1|8|6|4|3[1]2 D|D|D|D|D|D
fnm [ 221 [1[1T[T|[8|6|N|NININN|N|NIN|N|N
TA 819|6|4|0]|1 p(op|o|D|D|ID|D|D|D|D
Omm|22(1|1[1T|1T|1T|[B|N/ N|IN|NIN/N[N|N|NIN
TA 411|464 1(0 o|opyD|D|D|D|D|D|D|D

7-8 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 50 ppm, TA 50 ppm, GA 50 ppm

29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 50 ppm, TA 50 ppm, GA 25 ppm
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Tablo 5.4: Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi nanopargaciklarin olusturudugu

zonlarin 6l¢timleri

500 | 250 100 50 25 10 Sppm| 1ppm| O ppm
Parczak | PPM | ppm | ppm | ppm ppm ppm
Baoyutu
8nm |2 (2| 2(1]|1[{1] 8|6 |4 8| N[N|N|N|[NIN|N|N
SA 413(0|8|6]| 4 b D|D|D|D|D|D|D
30 T{1[ 11|18 N|{N|N|N|N|N|{NN[{N[{N|NIN
nm 6|4(2|0|0 ofop|op|opybyD)D)yD|D| DI DD
SA
fom (1111|864 N|N[N|{N|N[NN|N|N|N|N
GA 4(6]3]|1 oyoypyDpyDyDyDyD|D|D|D
29 1T{2(1(1]1]1] 1] 1]|6] 8| N|[N|N|N N NI NN
nm 811(7|9|5|6[1] 4 b D|D|D|D|D|D|D
G
A
fom |22 1(1]1{1] 1] 1|8 8| N[NIN|N|NIN|N|N
TA 2|0(8|4|8|6|0] 2 b D|D|D|D|D|D|D
30 1T(1[ 118|166 | N|N|{N|[N|{NN[{ N[N NN
nm 85(6)4]|1 1 ooy DDy D|D
TA

7-8 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 25 ppm, TA 25 ppm, GA 100 ppm

29-30 nm’lik parcaciklar kiyaslandiginda, SA 100 ppm, TA 100 ppm, GA 25 ppm

Tablo 5.5: Pargacik yiikleri ile bakteri tiirlerine kars1 olusan antibakteriyel etkilerin

karsilastiriimasi
Parcaciklarin Escherichi Pseudomona | Bacillus staphyloco
yik durumu acali s aeruginasa | subtilis CcC us
(negatiflik {(Gram {(Gram {(Gram aureus
seviyesi) negatif) negatif) pozitif) {Gram
pozitif)
7 nm TA (disuk) 25 ppm 25 ppm 50 ppm 50 ppm
8 nm SA (orta) 50 ppm 25 ppm 10 ppm 50 ppm
7 nm GA (yiksek) | 100 ppm 100 ppm 50 ppm 50 ppm
30 nm TA (dosuk) [ 250 ppm 100 ppm 25 ppm 50 ppm
30 nm SA (orta) 50 ppm 100 ppm 100 ppm 50 ppm
29 nm GA (yiksek) | 50 ppm 25 ppm 25 ppm 25 ppm

Tablo 5.5’teki sonuglar iki smifta degerlendirilmektedir. Ilk olarak her bir
bakterinin kendi igerisinde parc¢aciklarin yiikiiniin etkisini inceledigimiz zaman, genel
egilimin kiiclik boyutlu parcaciklar i¢in (7-8 nm) negatif yiik azaldikca, parcaciklarin
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gostermis oldugu antibakteriyel etkinin arttig1 goriilmektedir. Biiyiik parcaciklar i¢in
ise (29-30 nm), pargacik yiizeyindeki negatif yiikiin artmasi ile, antibakteriyel etkinin
arttig1 gézlemlenmektedir. Bakterilerin gram negatif veya gram pozitif olmalarinin
yaratmis oldugu etkiye bakildiginda ise, gram negatif bakterilerde pargacik boyutunun
kiiclilmesi ve negatif yiikiin azalmasi ile antibakteriyel etkide artig saglanirken, gram
pozitif bakterilerde pargacik boyutu ve yiikten bagimsiz bir sekilde antibakteriyel yanit

verdikleri gozlemlenmektedir.

4 farkli bakteriye karst bu 6 farkli nanoparcacigin gostermis oldugu
antibakteriyel etkiye bakildiginda, genel egilimin pargacik boyutunun kiigiilmesi ile
artis gosterdigini soyleyebilmek miimkiindiir. Daha da ayrintili olarak, parcaciklarin
antibakteriyel etkilerindeki egilimin nasil gerceklestigini anlamak adina, pargaciklara
ait, zeta potansiyel Olclimleri gerceklestirilerek, parcaciklarin ylizeyin yer alan
yiiklerin belirlenmesi saglanmistir. Bu sonuglardan elde edilen veriler Tablo 5.6 ’da

gosterilmektedir.

54  ZETA Potansiyeli Ol¢iimii

Tablo 5.6: Sentezlenmis nanopargaciklarin zeta potansiyel degerleri (n=3, tim

degerler mV cinsindendir)

7 nm GA 7nmTA 8 nm SA 29 nm GA 30nm TA 30 nm SA

-34.33 -0.63+0.1 | -22.7+282| -26.83 + -0.38+0.33| -13.1+£2.13
0.97 0.72

Tablo 5.6 ’da gosterildigi tlizere, GA kapl parcaciklarin en yiiksek negative
yiike sahip oldugu ve bunu sirasi1 ile SA ve TA kapl pargaciklarin takip ettigi
goriilmektedir. TA kapli olan nanoparcgaciklarin zeta potansiyellerine bakilarak,
yiiksiiz (n6tr) bir parcacik oldugu bile sdylenebilir. Bu veriler ile antibakteriyel testler
iliskilendirildiginde, parcacik yiikii ile bakterilerde goriilen antibakteriyel davraniglar

Tablo 5.5 ‘te gosterilmistir.
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6. SONUC

Bu tez caligsmasinda, giimiis nanopargaciklarin antibakteriyel mekanizmalarini
gostermekte ve ayrica ylizey kimyasi, boyut ve sekil dahil olmak iizere farkli yapisal
faktorlerin, daha giiclii giimiis nanopargacik bazli antibakteriyel ajanlarin gelecekteki
gelisimini desteklemesi beklenen antibakteriyel aktivitelerini nasil etkiledigini

aciklamaktadir.

Sonug olarak bu ¢alisma kapsaminda 6 adet glimiis nanopargacik 2 farkl
boyutta ve ti¢ farkli yiizey kaplamasi ile sentezlenmis ve bu parcaciklarin
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda genel egilimin
parg¢acik boyutunun kiigiilmesi ile antibakteriyel etkinin arttigi yoniinde oldugu
goriilmiis ve bu sonug literatiir ile kiyaslandiginda benzer oldugu sonucuna varilmistir.
Ancak, bakteri tiirliniin gram negatif veya gram pozitif olmasinin getirdigi farklilik
nedeniyle, pargaciklarin antibakteriyel etkilerinin degistigi ve gram negatif tiirler i¢in
pargacik boyutunun kiigiiltiilmesinin etkinin arttig1 yoniinde sonuca varilabilirken,

ayni sonucun gram pozitif bakterilerde ¢ikmadigl gézlemlenmistir. Literatiirde boyle

bir sonuca rastlanmamais olup, bu sonuglarin literatiire kazandirilmasi saglanacaktir.

Bir baska farkli elde edilmis sonu¢ ise, ¢ofu c¢alismada negatif yikli
pargaciklar ile pozitif yiiklii pargaciklar karsilastirildiginda, pozitif yiiklii parcaciklarin
daha etkili bir antibakteriyel etkisi oldugundan s6z edilirken, bu ¢alismada 6zellikle
gram pozitif bakterilerde notr ve yiiksek negatif yiike sahip pargaciklarin antibakteriyel
etki gostermesi sasirticidir. Bu anlamda da literatiirde goriilmemis bir etki goriildiigi
gibi, yine gram negatif bakteri tiirleri i¢in literatiirde goriilen pargacik yiizeyindeki
pozitif yiikiin artmas: ile pargacigin gostermis oldugu antibakteriyel etkideki artisinda

goriilmesi miimkiindiir.
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7. TARTISMA

Yapilan oOl¢iimlerde nanopargaciklarin yiizey kaplamasmin ve boyutunun
antibakteriyel etkisini degistirdigi gozlemlenmistir. Daha kii¢iik nanoboyutlarin
antibakteriyel etkisi daha biiylik nanogiimiislere gore daha iyi antibakteriyel etki

gosterdigi kanitlanmaistir.

Nanogiimiisii diger metalik nanopargaciklardan ayiran oOzelligi toksik
olmamasidir. Bu sayede saglik, tekstil ve gida endiistrisinde gelistirilerek
kullanilabilmektedir. Bu tezde yapilmis olan nanopargaciklarin antibakteriyel etkisi
ile ilgili caligmalar ileride yapilacak calismalara 151k tutacaktir. Bu bilgiler 1s181nda,
nano giimiisiin ¢esitli etki mekanizmalarina ve hedef mikroorganizmaya yonelik
uygun antibiyotik kombinasyon c¢aligmalar1 yapilarak, kombinasyondaki ajanlarin
uygun dozlart bulunup gelistirilerek, bakteri direngli mikroorganizmalarin tedavisine

olanak saglanabilir.

Antibakteriyel aktivite dagilim ve kimyasal kararliliga ek olarak,
nanopargacigin boyutu ve sekli ile de yiiksek iliskilidir. Baker ve arkadaslari tarafindan
ortalama 15 ve 75 nm iki farkli AgNP’lerin E.coli bakterisi tizerinde antibakteriyel etki
calismalar1 yapilmistir. Sonuglarin daha kiiciik boyutlu (15 nm) AgNP'lerin E. coli
hiicrelerine kars1 daha yiiksek antibakteriyel aktivite sergiledigini ortaya koymasi
yaptigimiz ¢alismadaki boyut farkindan kaynaklanan antibakteriyel degisimi destekler
niteliktedir (Baker ve dig. 2005).

Helmlinger tarafindan yapilan caligmalarda da nanokiire , nanoplatelet i
nanogubuk Ve nanokiip ¢aligmalarinda nanokiireler nanoplateletlerden sonra en yiiksek
antibakteriyel etki gosteren sekil olmasi da galismamizda elde edilen kiiresel

nanoparg¢aciklarin antibakteriyel kalitesini destekler niteliktedir (Helmlinger 2016).
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Ozetle, giimiis nanomalzemelerin genis spektrumlu antimikrobiyal 6zellikleri
iyl bilinmektedir vebir ¢ok mikrobiyal tedavide kullanilmaktadir. AgNP'ler boyut,
sekil ve yiizey kimyasi bakimindan oldukea ¢esitli oldugundan, bu yapisal faktorlerin
antibakteriyel aktivitelerini nasil etkiledigine dair kapsamli anlayislar, biyomedikal

uygulamalarini daha da genisletmeye yardimci olacaktir.
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