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Su canliligin var olmasi i¢in hayati 6éneme sahiptir. Sularin aritilarak tiiketiciye
ulagmasi, toplum sagligini etkileyen bir konudur. Su aritma isleminin son basamagi olan
dezenfeksiyon islemi, temiz su eldesinin en énemli basamagidir. Islemin amaci, igme ve
kullanma sularindaki mikroorganizmalarin yok edilmesidir. Suyun dezenfeksiyonunda
cesitli kimyasal ve fiziksel yOntemler kullanilmaktadir. Son zamanlarda, su
dezenfeksiyonunda daha yenilikgi yontemler aranmaktadir. Nanopartikiillerinin
dezenfektan olarak kullanilmasiyla umut verici bir uygulama olarak nanopartikiiller su
dezenfeksiyonuyla hayatimiza girmektedir. Literatiirde metal igeren nanotozlar ile
caligmalar olmasina ragmen bu ¢alismada literatiire katki olarak biyofilm ve antiadezyon
engelleyici olarak metal igeren nanotozlarin ultrasound ile birlikte uygulamasi
gergeklesmistir. Calismada su sistemlerinde indikator bir bakteri olan Escherichia coli
ATCC 25922 susuna karsi, metal igeren nano boyutlu partikiillerin 1slak kimyasal sentez
yontemiyle sentezlenen AgNO3z ve CuClz igeren nanopartikiillerinin mikrobiyolojik
antibakteriyel aktiviteleri, mikrobroth diliisyon testiyle ortaya konmustur. Sonrasinda,
adezyon ve biyofilm inhibisyon testleriyle antibiyofilm aktiviteleri aragtirilmigtir. Yeni
bir yaklagim olarak nanotoz maddelerin diisiik frekansli ultrasonik ortamda dalgalarin,
olusan biyofilm kirlenmesi iizerindeki onleyici etkisi belirlenmistir. Su dezenfeksiyonu
sonrasinda hiicre kiiltlirii caligmalarinda HaCaT (insan epidermal deri hiicreleri) hiicre
hattt kullanilmis ve sitotoksik etkileri gosterilmistir. Sonug olarak; elde edilen bulgular
su dezenfeksiyonu uygulamalari i¢in sentezlenen nanopartikiillerin dnemli bir alternatif

olabilecegini ortaya koymaktadir.



Anahtar Sozciikler: Antibiyofilm, Ultrasonikasyon, Nanopartikiil, Deri epitel hiicre
hatt1 (HaCaT), Sitotoksik aktivite.



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF SILVER AND COPPER NANOPARTICLES USED IN
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Water is vital for the existence of life. Purification of water and reaching consumer
is an issue that affects public health. Disinfection, which is the last step of the water
treatment process, is the most important step in obtaining clean water. The purpose of the
process is the destruction of microorganisms in drinking and utility water. Various
chemical and physical methods are used in the disinfection of water. Recently, more
innovative methods of water disinfection are sought. As a promising application with the
use of nanoparticles as disinfectants, nanoparticles enter our lives with water disinfection.
Although there are studies with metal-containing nanopowders in the literature, in this
study, biofilm and metal-containing nanopowders as an antiadhesion inhibitor were
applied together with ultrasound as a contribution to the literature. In the study,
microbiological antibacterial activities of AgNOzand CuCl, nanoparticles synthesized by
wet chemical synthesis method of metal-containing nano-sized particles against
Escherichia coli ATCC 25922 strain, which is an indicator bacterium in water systems,
were revealed by microbroth dilution test. Afterwards, antibiofilm activities were
investigated by adhesion and biofilm inhibition tests. As a new approach, the inhibitory
effect of low-frequency ultrasonic waves of nanopowders on biofilm contamination was
determined. After water disinfection, the HaCaT cell line was used in cell culture studies
and its cytotoxic effects were demonstrated. As a result; the findings reveal that the
synthesized nanoparticles can be an important alternative for water disinfection

applications.
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Cytotoxic activity.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; caligmamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmni ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar kabul ettigimi bildiririm.

Mustafa Ali Noori AL FAYYADH
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1. GIRIS

fgme ve kullanma sularma uygulanan dezenfeksiyon islemleri genellikle bulagict
hastaliklarin Oniine gegilmesi amaciyla olduk¢a Onemli rol oynamaktadir. Yaygin olarak
uygulanan klorlama, ozonlama, UV 151masi gibi su dezenfeksiyon tekniklerinin sahip olduklar:
cesitli dezavantajlar, patojen mikroorganizma kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde yetersiz
kalmaktadir. Bu amagla, alternatif dezenfeksiyon teknolojilerinden olan ultrasonik yontemleri
iizerinde yapilan caligmalarin sayisi artmaktadir. Gelistirilmekte olan ultrasonik dezenfeksiyon
uygulamalarmin su dezenfeksiyonunda kullanilabilmesi i¢in ¢esitli patojen mikroorganizmalar

iizerindeki etkinliginin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

I¢me suyu, su kaynaklari arasinda bir dizi dogal ve antropojenik kirleticiler icerir. igme
suyunun arastirilmasinda bakteriler, doku kiiltiiriinde iiretilen hiicreler, bitkiler kullanilmis ve
bu amagcla toksisite testlerinden yararlanilmigtir. Bu testler insan sagligina yonelik riski
dogrudan tahmin etmek i¢in kullanilamasalar da, 6zellikle igme suyu aritimi aragtirmalarinda
basariyla kullanilmistir (Fawell, 1998). Bu baglamda su dezenfeksiyonunda patojenleri ve diger
kirleticileri barimdirmayan, i¢me suyu kaynakli insan hiicre ve dokularinda saglik tehditi
olusturmayan ve ¢evre iizerinde olumsuz etkiler yaratmayacak oldukga etkili antimikrobiyal ve
daha da onemlisi sitotoksik olmayan ajanlar ve yontemlerin gelistirilerek arastirilmasi son
derece 6nemlidir. Diinya ¢apinda 6zellikle gelismekte olan ¢ogu iilkede ve kirsal alanlarda,
icme suyu giivenligi 6nemli bir konudur (Hatami, 2013). Diinyadaki milyonlarca insan giivenli
bir igme suyu kaynagina erisememekte ve su kaynakli enfeksiyonlar tarafindan yasami tehdit
edilmektedir (WHO, 2014). Su aritim teknolojilerinin gelistirilmesi, 6zellikle de sudaki
patojenik mikroorganizmalarin etkisizlestirilmesi, insan saghigi i¢in bilyiik oneme sahiptir
(Song, 2016).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 'me gore icme suyu, insan niifusu icin saglk riski
olusturabilecek herhangi bir organizmadan arindirilmalidir (WHO, 2002). Suyun mikrobiyal
kontaminasyonu halk saghgi i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Coklu antimikrobiyal
ajanlara direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasiyla gelismis dezenfeksiyon yontemlerine
olan talep de artmaktadir (Kolar, 2001). Bunlarin yaninda igme Suyu Dagitim Sistemleri’nin
(ISDS) siirekli dezenfektan varliginda bile biyofilm barindirdig1 bilinmektedir. Bu biyofilmler,
herhangi bir tiiketicinin muslugundan su verildiginde mevcut bir planktonik bakteri kaynagidir.
ISDS 'de biyofilmlerin varlig, iiriiniin mikrobiyolojik kalitesinde ve dagitilan suyun kalitesi

tizerinde istenmeyen etkiye yol acgabilir. Sonu¢ olarak, biyofilmler gesitli su kaynakli



hastaliklardan sorumlu olan kalici bir patojenik mikroorganizma rezervuart olustururlar

(Simoes, 2013). (Arunkumar vd., 2020).

Biyofilmler, ¢esitli yiizeylere tutunmus kendi iirettigi polimerik bir matriste yasayan
organize mikroorganizmalarin birikimidir. Bu mikroorganizmalar hem biyotik hem de abiyotik
yiizeylere tutunabilirler (Cortés, 2011; Flemming ve Wuertz, 2019). Biyofilmler, hiicre dist
polimerik maddelerin bir matrisine (ekzopolisakkarit) gomiilii homojen veya heterojen bakteri
topluluklarini igerir. Bakteriyel hiicreler hiicre dist polimerik maddelerle birbirine baglanir ve
gelistirme siirecinin bir pargasi olarak her hiicre yiizeyini ve hiicre-hiicre etkilesimini igeren bir
yiizeye (substrat) baglanir (Davey & O’toole, 2000). Biyofilmler fizyolojik olarak bir¢ok agidan
planktonik esdegerlerinden farklidir; bunlardan biri antimikrobiyal ajanlara karsi direngli
olmalaridir (Ekundayo vd., 2021). Bununla birlikte, bir biyofilm olustuktan sonra, bakteriler,
klor (Hsiao vd., 2006) ve antibiyotikler dahil olmak iizere dezenfektanlara kars1 planktonik
popiilasyonlardan daha direnglidir (Gunn, Bakaletz ve Wozniak, 2016; Singh vd., 2017). Baz1
biyofilm organizmalar insanlar igin bir tehdit olusturarak, hayatta kalabilir ve ¢ogalabilirler
(Agency, 1992). Ayrica, dezenfektanlarin biyofilmlere karsi olan smirli difiizyonu ile
dezenfektanlarin etkinligi, birden fazla mikroorganizmanin bir arada olusturdugu biyofilm
icinde yani coklu biyofilm tiirleri i¢cinde azalir (Burmelle, 2006; Bridier, 2011). Boylece
biyofilm matris polimerleri tarafindan saglanan mikrobiyal koruma, halk sagligini tehdit eden
antibiyotiklere direngli enfeksiyonlar yaratmaya yatkinlik gosterir. Tibbi alanda (Donlan,
2001), kirletici su dagitim sistemleri (Berry, 2006) ve endiistriyel ortamlarda yiyecekleri
kirletmektedir (Supraja Puttamreddy, 2008). Biyofilmler protozoan parazitler (6rn. Giardia sp.
ve Cryptosporidium sp.), bakteriyel patojenler (6rn. Legionella sp., Aeromonas sp.,
Pseudomonas sp., Helicobacter sp.) ve enterik viriisler (Lehtola, 2004; Moritz, 2010) gibi
istenmeyen mikroorganizmalar, konakgidaki biyofilmler bosaltildiginda suya salinabilir ve bu
da igme suyunun mikrobiyolojik kalitesinin bozulmasina neden olabilir (Wingender ve
Flemming, 2011). Biyofilmlerin suyun kalitesini etkileyen diger bir dezavantaji ise demirli
metal yiizeyler iizerinde gelistiginde, borularin korozyonuna ve ayrica demir partikiillerinin
suya salinmasiyla suyun tadinin ve kokusunun bozulmasina neden olabilmektedir (Little ve

Lee, 2014; Schaechter, 2009).

Nanoteknolojinin su ve atik su aritiminda sagladigi son gelismeler ile, yiiksek
performansli, ¢ok fonksiyonlu ve uygun fiyatli ¢dziimler sunmasi 6ngériilmektedir (Tom,
2021). Su dezenfeksiyonunda patojenleri 6ldiirmek i¢in klorlama, ultraviyole isima ve

ozonlama gibi gesitli geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Ancak, bu geleneksel yontemler



yeterli gelmemektedir (Dimapilis, 2018). Su dezenfeksiyon sistemlerinde tiim bu sorunlara
¢oziim olabilecek nitelikte ytizyillardir literatiirde de etkileri ortaya konulmus nanoteknoloji

iirtinii baz1 nanopartikiillerin kullanimini akla gelmektedir.

Son zamanlarda nanopartikiiller, kronik hastalik teshisinde (Ma vd., 2020), cilt ve yamk
yaralarindaki bakteriyel enfeksiyonlart azaltmak i¢in (Han vd., 2020; Rai, 2009), tibbi
cihazlarda, gida ve giyim endiistrilerinde antimikrobiyal ajan olarak bakteri kolonizasyonunu
onlemek i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir (Chau, 2007; Vigneshwaran, 2007). Her ne kadar
geleneksel tedavide nanoparcacik bazli dezenfeksiyon islemleri uygulama agisindan zor olsa
da, icme suyu aritma sistemlerinin gelistirilmesinde daha elverisli hal almaktadir (Li, 2008;
Mohammed, 2021; Savage, 2005).

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, 6zellikle giimiis nanopartikiiller (Ag NP) son
yillarda su ve atik su dezenfeksiyonunda basariyla uygulanmaktadir. Iyi bir antimikrobiyal ajan
olarak Ag NP'ler mikroorganizmalar i¢in oldukga toksiktir ve bu nedenle viriisler, bakteriler ve
mantarlar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli mikroorganizmalara kars: sidal etki sergilemekte ve
suyun dezenfeksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ahamed, Alsalhi & Siddiqui, 2010;
Khezerlou vd., 2018; Deshmukh vd., 2019).

Biyofilm olusumunu engelleyen ¢esitli mekanizmalar hakkinda yaymlanan bazi raporlar,
nanomalzemelerin bakterisidal aktivitelerinin biyofilmleri kontrol etmek i¢in bir firsat saglar
(Fatih Erci, 2020). Ozellikle bakir ve giimiis nanopargaciklari, dikkate deger kimyasal, fiziksel
ve biyokimyasal ozellikleri ile elektrik, optik, katalitik ve biyolojik sektorlerdeki biiyiik
uygulamalarindan dolay1 dikkat ¢ekmektedir (Ingle, 2014; Umer, 2014). Giimiis planktonik
bakterilere karsi etkilidir (Silvestry-Rodriguez, 2007; Mohamed vd., 2020). Giimiis ayni
zamanda Avrupa'da su dezenfeksiyonu i¢in kullanilmaktadir (Kim, 2004). AgNP'lerin ¢evresel
yiizeylerde biyofilm olusumunu 6nledigi de bilinmektedir (Stobie, 2008; LewisOscar vd.,
2021). Benzer sekilde bakirmn, antibakteriyel bir madde olarak yararliligt uzun yillardir
bilinmektedir. Son zamanlarda, bakir nanopartikiiller igme suyu icin dezenfektan olarak
kullanilmigtir (Ruparelia, 2008; Singh, Kim & Smith, 2020). Bununla birlikte, bakir igeren nano
boyutlu malzemelerin antibakteriyel 6zellikleri hakkinda makale ve patentler bulunmaktadir
(Longano, 2012).

Literatiirde su dezenfeksiyonunda iki veya daha fazla dezenfeksiyon teknigi
kombinasyonlarimin  uygulanmalart  mevecuttur  (El-Ghzizel vd., 2020). Ornegin;

mikroorganizmalarin inaktivasyonu ve suyun dezenfeksiyonu ig¢in ultrasonikasyon ve



ozonlama kombinasyonu uygulanmistir (Abdurahman & Abdullah, 2020). igme suyu iiretimi
i¢in elektrokimyasal dezenfeksiyon ile birlestirilmis nanofiltrasyon islemi yapilan ¢aligmalar

arasinda yer almaktadir (Waso vd., 2020).

Su aritma isleminin iyilestirilmesi i¢in kullanilan yenilik¢i yontemlerden biri de
ultrasonik ses dalgalarmin uygulanmasidir (Doosti, 2012; Fetyan & Salem Attia, 2020).
Bununla birlikte, biyofilm olugumunun engellenmesinde ultrasonik verimliliginin agiga
cikarilmasi kolay bir is degildir, ¢iinkii ultrasonik ses dalgalari, tek bakteri hiicreleri, bagl
hiicrelerin ¢ogalmas1 veya geng¢ su biyofilmlerinde viskoelastik kiimelerin olusumu gibi

yumusak kolloidlerin birikmesini veya baglanmasini 6nlemelidir (Mathieu, 2019).

Su dezenfeksiyonu saglamada kullanilan teknolojinin, arag ve gereglerin tiimiinde insan
sagligint olumsuz etkileyebilecek faktorlerin arastirilarak belirlenmesi 6nemli bir noktadir.
Giiniimiiz yasam bi¢imiyle insanlarin nanopargaciklara maruz kalmasi kaginilmazdir; ¢iinkii
cesitli uygulamalarda nanoteknoloji; kozmetikten medikal iiriinlere, su aritma ve giines enerjisi
gibi yenilenebilir enerjiye kadar yer edinmistir (Staggers, 2008). Giimiis, bakir ve diger
nanopartikiillerin avantajlarindan birgok alanda yararlanirken, kullanimu ile iliskili potansiyel
insan ve cevresel tehlikelerini de degerlendirmek olduk¢a 6nemlidir. Ornegin; giimiis
nanomalzemeleri, iiretim noktasinda toz veya giimils nanomalzemeleri igeren dumanlarin
solunmasi nedeniyle solunum yolundan girebilir, glimiis ile islenmis su veya gida kaplarindan
almabilir ya da glimiis igeren tekstil ve kozmetik iiriinleri ile cilde niifuz edebilir (Marambio-
Jones, 2010). Diger yandan nanopargaciklarin bu olumsuz gercekleri ve riskleri géz ardi
edilerek ytiksek avantajh etkinlikleri ile her alanda kullanimlar1 s6z konusu olmustur (Ajdary

vd., 2018).

Hiicre diizeyinde giimiis nanoparcaciklarinin, dnemli hiicre hasarina neden olabilecek
potansiyel sitotoksik etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Park, 2011). Genel olarak,
planktonik bakterilere karsi etkili olan antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonunun biyofilm ve

memeli hiicrelerine karsi etkisiz olabilecegi gozlenmistir (Bazaka, 2012).

AgNP 'lerin toksisitesi de akciger epitel (A549), okiiler epitel akciger fibroblasti (IMR-
90), sigan beyni ve glioblastom (U251) hiicreleri dahil olmak {izere farkli hiicre hatlarinda
incelenmistir (Chairuangkitti, 2013; Grosse, 2013; Manaloto vd., 2020). Ayrica kullanilacak
olan nanopargacigin boyutu, ylizey alani, yiizey iglevselligi ve biyokinetigi toksisiteyi etkileyen

onemli faktorlerdendir (Nel vd., 2006; Singh & Nalwa, 2007; Sukhanova vd., 2018).



Bu konuda toksik olmayan veya toksisite potansiyeli en az olan nanomalzemelerin
arastirilmasiyla, su  dezenfeksiyonunda ve diger bircok uygulama alaninda
mikroorganizmalarin hayatta kalmasint ve ¢ogalmasimi Onleyerek mevcut sorunlarin ve

enfeksiyonlarin bulagma riski azaltilabilir.

Bu ¢aligmada kimyasal olarak sentezlenen Ag ve Cu nanopartikiillerinin antibiyofilm
aktiviteleri ve su ile siirekli temas halindeki memeli deri epitel hiicre hattt (HaCaT) tizerindeki
sitotoksik etkilerinin ortaya konmasi amaglanmistir. HaCaT hiicre hatti, bilimsel arastirmalarda
yaygin olarak kullanilan, yetiskin insan derisinden spontan olarak donistiiriilmiis andploid

oliimsiiz keratinosit hiicre dizisidir (Olschliger, Schrader, & Hockertz, 2009).

HaCaT hiicrelerinin, in vitro olarak farklilasma ve c¢ogalma kapasiteleri yiiksektir
(Colombo vd., 2017). Bu hiicreler, deride Vitamin D3 metabolizmasi i¢in bir model sistem
olarak kullanilmaktadir (Lehmann, 1997). Ayrica, epidermal homeostaz ve bunun
patofizyolojisinin arastirildigi ¢aligmalarda da siklikla kullanilmaktadir (Hofmann vd., 2014;
Seo vd., 2012).

Calismada su sistemlerinde indikator bir bakteri olan E.coli ATCC 25922 susuna karst,
sentezlenen Ag ve Cu nanopartikiillerinin antibakteriyel aktiviteleri, mikrobroth diliisyon
testiyle ortaya konmustur. Sonrasinda, adezyon ve biyofilm inhibisyon testleriyle antibiyofilm

aktiviteleri arastirilmistir. Ag ve Cu nanopartikiillerin, MiK ve MBK degerleri kaydedilmistir.

Yeni bir yaklasim olarak diisiik frekansli ultrasonik dalgalarin, olusan biyofilm
kirlenmesi iizerindeki onleyici etkisini saptamak amaciyla, diisiik frekansli ultrasonik dalgalar
15 dakika uygulanarak Ag ve Cu nanopartikiil maddelerinin ¢aligma etkinligi belirlenmistir. Ag
ve CuNP’ler ile gergeklestirilen su dezenfeksiyonu sonrasinda HaCaT hiicre hatt: {izerinde
sitotoksik etkilere sahip olup olmadigr arastirilmistir. Kimyasal sentezlenmis AgNP'ler, su
kaynakli patojen E. coli ATCC 25922 standart susuna karsi sitotoksik olmayan yiiksek
antibakteriyel ve antibiyofilm etkinligi sergilemistir. Bu da Ag ve Cu nanopartikiillerinin insan
saglig1 lizerinde olumsuz yan etkiler ve hastaliklar olusturmadan su dezenfeksiyonunda
kullanimini potansiyel alternatifler arasina alir. Sonug olarak; su dezenfeksiyonu
uygulamalarinda, biyofilm ve adezyon engelleyici olarak metal igeren nanotozlarin ultrasound
ile birlikte kullanilmasi mevcut ajanlara kiyasla 6nemli bir alternatif olabilecegini ortaya

koymaktadir.



1.1. Su Dezenfeksiyonu

Dezenfeksiyon; patojen mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasidir (Block, S. S. 2001).
Sagliga zararli mikroorganizmalar ve kimyasal maddeler igermeyen suya “igilebilir su” denir.
Insan tiiketimi igin giivenli kalitede su elde etmek amaciyla bir su aritma tesisinde kullanilan

baslica islemler sedimatasyon, filtrasyon ve dezenfeksiyondur (Kumar, 2012; Zeng, 2017).

Dezenfeksiyon, suyun saglikl bir sekilde son tiiketiciye kadar ulasmasinin saglanmasinda
kullanilan bir aritma iglemidir. Su aritma islemi, suyun saglikli olarak nitelendirilen tiim biyotik
ve abiyotik kirliliklerden yoksun hale getirilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Bu amagla uygulanan

genel aritma islemleri kullanilmaktadir.

1.1.1. Su dezenfeksiyonunun 6nemi

Su insan hayatinin devami igin vazgegilmez bir besin kaynagidir. Suyun yasam sistemi
icin gerekli maddelerden biri oldugu ve yeryliziinde insanin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli
oldugu aciktir (Tansel, 2008) Suyun kalitesi fiziksel, kimyasal veya biyolojik parametreler
olmak iizere birgok faktdr tarafindan belirlenir (Doosti, 2012).

Suda patojenik mikroorganizmalar hari¢ az miktarda mikroorganizma bulunmasinin bir
zarar1 yoktur. Ancak, bunlarin fazla olmasi tad, koku ve filtreleri tikamasi vb. bakimlardan bazi

sorunlar ortaya ¢ikarabilir (Dhanasekaran, 2019; Zhou vd., 2017).

Bu gibi sorunlar suyun dezenfeksiyonunu dnemli kilmaktadir. Sularda standart kaliteyi
elde edebilmek igin bazi aritma islemlerinin kullanilmasi zorunlu hale gelmektedir. Ozellikle
igme suyunun genel aritimi; asili, ¢6ziinmiis kati1 ve mikrobiyal kirleticilerin uzaklagtirilmasi
veya azaltilmasi amaciyla birka¢ adimdan olusmaktadir (Doosti, 2012) ve son adimda,
mikrobiyal inaktivasyon i¢in genellikle klorlama, ozonlama ve ultraviyole radyasyon (UV) ile

yapilan dezenfeksiyon yontemleri yer almaktadir (Stange vd., 2019; Tansel, 2008).

1.1.2. Su sistemlerinde mikroorganizma standardi

Su kaynaklari, islenmig su, boru hatt1 sistemlerindeki igme suyu ve tedarik tesislerinin
diizenli olarak denetlenmesi gerekmektedir (Revetta vd., 2013). Igilebilir suyun mikrobiyal
standardinin belirlenmesi, insanlari hastalik salginlarina yol agan mikrobiyal patojenleri
icerebilen su aliminin neden oldugu enfeksiyonlardan koruyabilecektir (Pirsaheb vd., 2017).
Bununla birlikte, tatli su ekosistemlerinde patojenlerin yayginligini gdsteren optimal

mikrobiyal gostergelerin gerekliligine yonelik ¢esitli arastirmalar yapilmistir (Tran vd., 2015).



Icme suyu icin kalite standartlar, saglik departmam igin igme suyu testi belli basl
kriterleri icerir. Pek ¢ok farkli iilkede kullanilan igme suyunun giivenligi konusunda oldukga
cesitli standartlar vardir: (I) USEPA Ulusal igme Suyu Kriterleri, (II) EC igme Suyu Kalite
Direktifi ve (Il) WHO Igme Suyu Kalite Kriterleri, ayn1 zamanda diger ulusal su kalitesi
standartlari i¢in de temel teskil etmistir (WHO, 2017; Wen vd., 2020).

Bunlara 6rnek olarak mikrobiyolojik Standartlar Amerika Birlesik Devletleri Halk
Saglig1 Hizmeti (ABDHSH)'ye gore, 5000 kob / 100 mL'yi asmayan koliformlar i¢ceren ham su
kaynagi ile, modern su aritma prosesleri kullanilarak bakteri standartlarini karsilayan igme suyu
iretebilir. Bu sekilde iiretilen igme suyu 100 mL’de 1'den fazla koliform bakteri igermemelidir.
Avrupa Ekonomik Toplulugu (AET) yonergelerine (1975) gore, igme suyu i¢in izin verilen
maksimum smir 1000 kob /100 mL'dir ve yiizme suyu i¢in 10.000 kob/100 mL'dir (Rump,
1999). Acik yiizme plajlari i¢in seviyeler farkli eyaletlerde 50 ila 3000 kob/100 mL arasinda
degisir ve ylizme i¢in sinir 200 fekal koliform/100 mL'dir (Kumar, 2012).

Igme Suyu Standartlar1 ve Heaith Danigmanliklari’nin 2011 baskisma gore, viriisleri,
Cryptosporidium sp. ve Giardia lamblia'y1 temizleyen su dezenfeksiyon sistemleri,
mikroorganizmalar1 %99,9 oraninda etkisiz hale getirmelidir. Ozellikle Legionella sp. igin
belirtilen bir smir yoktur, ¢iinkii viriislerin ve Cryptosporidium sp. ve Giardia lamblia'nin
cogunun basarili bir sekilde inaktive edilip edilmediginin kontrol edildigine inanilmaktadir.
Heterotropik plaka sayis1 (HPC) mL’de 500 bakteri kolonisinden fazla olmamalidir. Toplam
koliformlarin maksimum kirletici seviyesi (MCL) hedefi, 100 mL'de sifir olmalidir ve
maksimum kirletici seviyesi, bir ay iginde toplam koliform pozitif olan 6rneklerin %5 ' inden
fazla olmamalidir. Toplam koliformu olan her numune, koliformlar agisindan analiz edilmeli

ve spesifik koliformlar olmamalidir (Kumar, 2012).

1.1.3. Su dezenfeksiyonunda kullanilan dezenfektanlar
Su dezenfeksiyonu igin ¢esitli kimyasal ajanlar kullanilmaktadir. Bunlara genel olarak
dezenfektan ad1 verilmektedir. Sularin dezenfeksiyonu amaciyla klordioksit, kloramin ve ozon

gibi kimyasal maddeler kullanilmaktadir (Karaer, 2014).

1.1.4. Su dezenfeksiyonunda kullanilan yontemler

Suyun dezenfeksiyonu ¢esitli kimyasal ve fiziksel islemlerle saglanabilir. Dezenfeksiyon
islemleri, aritilacak suyun kalitesi ve miktarina, su kaynaginin konumuna, istenilen aritilmig su
kalitesine, giivenlik ve ekonomiye baghdir (Kumar, 2012). Insan tiiketimi igin suyun

dezenfeksiyonunda tercih edilen yontem, cesitli faktorlere baghdir. Su dezenfeksiyonunda



kullanilan baslica yontemler; i.) ultrasound ile dezenfeksiyon, ii.) metal iyonlart ile
dezenfeksiyon, iii.) klor ile dezenfeksiyon, iv.) ozon ile dezenfeksiyon, v.) UV ile

dezenfeksiyon ve vi.) elektrokimyasal dezenfeksiyon olarak siralanabilir (Dung vd., 2019).
1.1.4.1. Fiziksel yontemler
Ultrasound ile dezenfeksiyon:

Ses dalgalari olarak da bilinen ultrasound (ultrases) 1917°de biyolog Galton tarafindan
kesfedilmistir (Mason, 1990). Ultrason, frekans1 20 kHz'in iizerinde olan uzunlamasina bir
dalgadir (Leighton, 1994). Bu dalgalar bir ortamdaki molekiillerin hareketleri sirasinda
olusturduklar: titresimlerden meydana gelir (Karaer, 2014) ve dalganin yayildig1 ortamdaki
molekiillerin titregimi ile iletilir (Bello, 2005; Shao vd., 2020).

Ultrasound dalgalar1 sahip olduklar frekansa gore diisiik ve yiiksek frekansli ultrases

olarak ikiye ayrilir (Mathieu vd., 2019; Wu, 2020).
Yiiksek frekansh ultrases (Diagnostic Ultrasound):

Frekanst; 2- 10 kHz araliginda olan diisiik frekansli ultrases dalgalari diisiik enerjilerinden

dolay1 saglik alaninda kullanilmaktadir (Wu, 2020).
Diigiik frekansh ultrases (Power Ultrasound):

Frekansi; 20- 100 kHz araliginda olan diisiik frekansli ultrases dalgalar1 1950°1i yillarm
baslarinda kesfedilmistir. Giiniimiizde ise genis ¢apta ilgi gorerek, cesitli alanlarda uygulama

alan1 bulmaktadir (Mason, 1990).

Ultrases dalgalar1 sivi bir ortamin yiizeyine carptiinda, sivi igerisindeki molekiiller;
titresim, donme ve iteleme hareketi yaparak sivinin buhari ya da ortamda bulunan hava
sayesinde mikro boyutlu baloncuklar olusturur. Olusan bu kabarciklara “kavitasyon” adi verilir.
Olusan kavitasyonlar sonme egilimindedir ve stabil ve gecici kavitasyonlar olarak ikiye ayrilir.
Gegici kavitasyonlarin sontimlenmesi ise “kollaps” olarak isimlendirilir ve kavitasyonlarin

icine hapsolmus enerjiyi aciga cikarir.

Ultrasonik sistemlerde; kollapslarin sonucunda ortaya cikan enerji kullanildigindan,
stabil kavitasyonlar yerine geci¢i kavitasyonlarin olusmasma ihtiya¢ vardir. Ultrases
islemlerinde kollapslar sonucu ortaya cikan enerji kullanilmaktadir. Eger dis basing fazla ise
kavitasyonlar zor olusur; fakat kollapslar kolay gerceklesir ve daha siddetlidir. Bu olaylar lokal
ve anliktir, kavitasyonlarin periyodu ise 10 - 8 saniyedir (Mason, 1990).



Ultrason teknolojisi, hem i¢cme suyu biyofilminin hem de karbonat birikimlerinin
azaltilmasinda ¢ok umut vericidir (Mathieu, 2019). Omek bir calismada diisiik elektrik giicii
(10 ve 25 W) transdiiserleri tarafindan {iretilen diisiik frekansh siirekli gii¢ ultrasonik
dalgalarinin igme suyu biyo-kirlenmesi iizerindeki onleyici etkisi degerlendirilmistir (Banas,
2017). Ozellikle gevre iizerindeki etkilerini azaltmak igin, cevreye daha duyarl alternatif
prosediirler gereklidir. Bu anlamda, ultrasonik tedaviler iyi bir alternatif olarak goriilmektedir
(Techer, 2018).

Ultraviyole ile dezenfeksiyon:

Sudaki patojenlerin inaktive edilmesi i¢in etkili teknolojik yontemlerden bir digeri ise UV
ile dezenfeksiyondur. UV radyasyonu, suda var olan gesitli mikroorganizmalari etkin bir
bigimde etkisiz hale getirebilir (Hijnen, 2006) ve su dezenfeksiyonu i¢in giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Li vd., 2017).

UV radyasyon enerji dalgalart 100 ila 400 nm uzunlugunda elektromanyetik dalga
spektrumlari arasindadir. UV radyasyonu béliinmesi vakum UV (100-200 nm), UVC (200280
nm), UVB (280-315 nm) ve UVA (315-400 nm) olarak siniflandirilabilir. Mikrop 6ldiiriicti
etkiler agisindan, optimum UV araligi 245 ile 285 nm arasindadir (Kumar, 2012).

UV dezenfeksiyon sistemleri i¢in ana UV kaynaklar diisiik veya orta basingtaki civa
lambalaridir (Chevremont, 2013). Bu lambalar su aritma sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, olusan en biiyiik endise, UV lambalarinin kirilgan olmasi ve gevreye

zararli toksik civa igermesidir (Chevremont, 2013; Close, 2006).
1.1.4.2. Kimyasal yontemler
Metal iyonlar ile dezenfeksiyon:

Bakir ve giimiis iyonlarmin suyun dezenfeksiyonu igin yillardir kullanildigt
bilinmektedir. Bakir ve giimiisiin bakteriler, viriisler ve algler gibi bir dizi mikroorganizmay1
etkiledigi gosterilmistir (McFeters, 1991). Bu agir metallerin, antibakteriyel etkileri
birbirlerinden farklidir; fakat antibakteriyel etkilerine gére bir siraya konuldugunda Hg?* ve
Ag* bu siranin en baginda yer almaktadir (Karel, 2011).

Klor ile dezenfeksiyon:



Klorlama, uzun yillardir kullanilan en yaygin su dezenfeksiyon yontemi olarak bilinir.
Klor, sudaki patojenik mikroorganizmalari yok etmek i¢in ve igme suyunun kalitesini artirmada
kokunun giderilmesi icin kullamlmaktadir (Mazhar, 2020). DSO’ne gére; igme suyu
klorlamasinin baslamasi insan sagliginin korunmasindaki en onemli gelismelerden olmustur

(Kumar, 2012).

Klorlama, atiksu aritma tesislerinde yaygin kullanilan tekniklerdendir. Yaygin kullanilan
klor bilesikleri arasinda; klor gaz1 (Cl2), klor dioksit (CIO2) kalsiyum hipoklorit [Ca(OCl):], ve
sodyum hipoklorit (NaOCI) vardir. Su ve klor gazi birlestiginde birbirini takip eden iki
reaksiyon goriiliir. Bu iki reaksiyon hidroliz ve iyonizasyondur (Karel, 2011). Ancak klor
dezenfektanlarinin ve klorlama sonrast olusan dezenfeksiyon yan firiinlerinin (DBP) yaygin
toksik kalintilar biraktigina dair ve bazi mikroorganizmalarin dldiiriilmesinde yetersiz oldugunu

ortaya koyan arastirmalar bulunmaktadir (Li ve Mitch, 2018).
Ozon ile dezenfeksiyon:

Bir diger dezenfektan ajani olarak kullanilan madde ise ozondur. Gliniimiizde ozon, su
aritmada: i.) patojen kontrolii; ii.) inorganik bilesiklerin, 6zellikle indirgenmis metallerin
oksitlenmesi; iii.) sentetik organik bilesiklerin (pestisitler dahil) oksidasyonu; iv.) klorlama
DBP onciileri, toplam organik karbon (TOK) konsantrasyonlarinda azalma ve tat ve koku, alg
toksinleri ve rengin ¢ikarilmasini igeren dogal organik bilesiklerin uzaklastirilmasi; ve son
olarak v.) partikiil (bulaniklik) azalmasi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli amaglar igin
kullanilmaktadir (Ding, 2019). Ozonlama bir su aritma tinitesi islemi haline gelmistir (Gray,
2014).

Ozon klor gibi ucuz alternatif bir dezenfektan olmamasi nedeniyle ozon ile suyun
dekontaminasyon uygulamalari yiiksek gii¢ tiiketimi ve hacimli ekipman ile sinirlandirilmistir
(Sorlini, 2005; Agency, 2009). Avrupa'da da ozon yillardir yaygin olarak kabul gérmesine
ragmen, bahsedildigi gibi yiiksek gii¢ tiiketimi, hacimli kurulum ve ozon toksisitesi ile

kullanimu kisithdir (Agency, 1992; Weschler, 2000).
Elektrokimyasal dezenfeksiyon:

Elektrokimyasal dezenfeksiyon, iki elektrot, bir anot ve bir katot kullanimu ile sisteme
dogru akimin (DC) uygulanmasini igeren ¢ok basit bir yontemdir. Sistemdeki elektrotlar
sayesinde dezenfeksiyondan sorumlu genel kimyasal tiirler tiretilir. Bu yontem suyun aritimini

direkt saglamaz, aritim i¢in dezenfektan tiirlerinin iiretilmesini saglar (Kumar, 2012).



1.2. Biyofilm nedir

Bakteriyel agregasyona atifta bulunan biyofilm terimi 1981'de ortaya konmustur
(McCoy, 1981). Biyofilm, hiicrelerin birbirine ve ¢ogunlukla bir yiizeye yapisan herhangi bir
mikroorganizma toplulugunu igerir (Joshi, Singh & Mijakovic, 2020).

Bu yapisik hiicreler, hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS) olusan hiicre dis1 matrisin

icine gémiiliir (Decho, 2017; Karygianni, 2020).

Biyofilm yapisindaki hiicreler, hiicre dis1 polisakkaritleri, proteinleri, lipitleri ve DNA'nin
bir araya gelmesiyle EPS bilesenlerini iiretir (Siddique vd., 2020). Biyofilmler canli-cansiz
yiizeylerde olusabilmekte ve dogal, endiistriyel ve hastane ortamlarinda yaygin olarak

karsimiza gikabilmektedir (Arciola, Campoccia & Montanaro, 2018).

1.2.1. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusumu genellikle serbest yiizen mikroorganizmalarin bir yiizeye yapismastyla
baglar (Jensen, 2010; Khatoon vd., 2018). Bir biyofilmin ilk mikrokoloni bakterileri,
baslangicta zayif van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilerle yiizeye yapisabilmektedir
(Palmer, 2010; Zimmerli, 2010; Bjarnsholt vd., 2018).

In vitro biyofilm olusumu, bakteriler tarafindan sentezlenen ekzopolisakkarit (EPS)
tarafindan kapsiile edilmis mikrokolonilerden olusur (Romeo, 2008). Tek hiicreler olarak veya
biyofilmden kopan kiiciik mikrokoloniler olarak ortaya ¢ikar (Joshi, Singh & Mijakovic, 2020;
Stapper, 2004). Hiicre-hiicre etkilesimlerinin ¢esitli bakteri tiirlerinde biyofilm olusumunda rol
oynadigi gosterilmistir (Klausen, 2003). Bunun yaninda biyofilm olusumunun belirli bir

biyofilm programinin ifadesine bagli oldugu da gosterilmistir (Sauer, K. 2003).

Biyofilmler mikrobiyal gelisim siirecinin bir tiriintidiir (Sauer, 2002). In vitro, ylizeylerde
biyofilm gelisimi, temelde (Sauer, K. 2003) (i) baglanma, (ii) olgunlasma ve (iii) dispersiyon
adimlarindan olusur (Klausen ve ark. 2003). Bagka bir kaynakta ise biyofilm gelisimi bes ana
adimda (i) ilk ek, (ii) geri doniisiimsiiz ek, (iii) olgunlagsma I, (iv) olgunlagma II, ve (v) dagilim
olarak ozetlenmistir (Maunders, & Welch, 2017; Nakanishi, Palacios, Godbout & Fournel,
2021).
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Sekil 1.1. Yiizeylerde biyofilm olusum asamalart (Maunders, & Welch, 2017, Nakanishi, Palacios, Godbout &
Fournel, 2021)

1.2.1.1. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar ve 6nemi

Biyofilmlerin katildig: bilinen enfeksiyonlarin sayisi her yil artmaktadir ve “biyofilm”
teriminin tanimu siirekli olarak yeni bilgileri i¢erecek sekilde gelistirilmektedir (Bjarnsholt,
2013). Biyofilmlerin, viicutta ¢ok ¢esitli mikrobiyal enfeksiyonlarda, tiim enfeksiyonlarin %80
'inde rol oynadig1 tahmin edilmektedir (Alhede, 2009).

Biyofilmlerin dahil oldugu bulasici siiregler arasinda bakteriyel vajinoz, idrar yolu
enfeksiyonlari, kateter enfeksiyonlari, orta kulak enfeksiyonlari, dis plag: olusumu, (Chugani,
2007) dis eti iltihabi, kaplama kontakt lensleri (Jacobs vd., 2017) az yaygin olmakla birlikte
sorun teskil etmektedir. Ornekler arasinda endokardit gibi dliimciil siirecler, kistik fibrozdaki
enfeksiyonlar ve eklem protezleri, kalp kapak¢iklar: ve intervertebral disk gibi kalici cihazlarin
enfeksiyonlar1 yer alir (Fazli, 2009; Khatoon vd., 2018; Kirketerp-Moller, 2008). Son
zamanlarda bakteriyel biyofilmlerin deri yara iyilesmesine zarar verebilecegi ve enfekte cilt
yaralarmin iyilesmesinde veya tedavisinde antibakteriyel etkinligi azaltabilecegi kaydedilmistir
(Moser, 1997). Bakteriler insan viicudu iginde bir biyofilm olusturmay: basardiginda,
enfeksiyon genellikle tedaviye ¢ok direngli hale gelir ve kronik bir duruma doniisebilir
(Bjarnsholt, 2013). Biyofilm topluluklarinda hastaliklarin nedeni, 6zellikle kronik hastaliklar,
tip pratiginde hala yaygin olarak kabul edilmemesine ragmen, Hastalik Kontrol ve Onleme

Merkezleri, tiim enfeksiyonlarm %60-70 'inin biyofilm ile iligkili oldugunu tahmin etmektedir



(Romeo, 2008). Biyofilmler 6zellikle dis hekimligi, periodontitis, orta kulak iltihabi, kas-iskelet
sistemi enfeksiyonlar1 olmak iizere, nekrotizan fasi-itis, safra yolu enfeksiyonu, osteomiyelit,
bakteriyel prostatit, dogal ve protezvalf endokardit, kronik idrar yolu enfeksiyonlari, kistik

fibroz pnémonisi ve kronik rinosiniizit gibi bir¢ok ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadir.

Biyofilm olusturan mikroorganizmalara odaklanildiginda ise diger hastaliklarin agikca

biyofilm baglantilarina sahip oldugu ya da olabilecegi ortaya konulacaktir (Romeo, 2008).

1.2.2. Su sistemlerinde biyofilm olusumu

Belirli bir habitatta yasayan mikroorganizmalarin varligi mikrobiyal kontaminasyon
olarak tamimlanir. Genellikle kontaminasyona sebep olan mikroorganizmalar, bakteriler,
mantarlar, kiifler ve viriislerdir (Karaer, 2014). Su ve gidalarin bakteriler ile kontaminasyonu,
halk sagligini, yerel ve ulusal ekonomiyi etkileyen yaygin bir sorun olmaya devam etmektedir
(Stewart, 2007). Bakterilerin ¢ogu zararsiz veya siklikla faydali olsa da, bazilar1 patojen
ozelligindedir. Insanlarda bulasici hastaliklara neden oldugu goriilen bakteri tiir sayismin

yiizden az oldugu tahmin edilmektedir (McFall-Ngai, 2007).

Su kaynakli enfeksiyonlar, diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin baglica nedenidir.
Bunlar arasinda, diyare enfeksiyonlarinin, ¢ogunlukla gelismekte olan iilkelerde her yil 1.8
milyon &liime neden oldugu tahmin edilmektedir (Water & WHO, 2004). Gelismis su
kaynaklari ile uygun sanitasyon, gastrointestinal enfeksiyonlar: azaltabilir. Bununla birlikte, su

ve gida kaynakli salginlar, gelismis iilkelerde bile hala sik¢a goriilmektedir (Ishii, 2008).

Cogu E. coli tirii zararsiz komensal bakteri olmasina ragmen, bazi suslar1 insanlarda
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Enterohemorajik E. coli (EHEC) dahil olmak iizere Shiga
toksini tireten E. coli (STEC), kanli ishale ve hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve hemorajik
kolit (HC) 75 gibi potansiyel olarak 6liimciil insan hastaliklarina neden olabilir. E. coli O157:
H7, EHEC'nin en taninmus serotipleri arasindadir ve gida ve su kaynakli enfeksiyonlarin birgok
biiyiik salginina neden olmustur. STEC ve EHEC'e ek olarak, en az bes ilave E. coli patojen
grubu tanimlanmgtir. Enteropatojenik E. coli (EPEC) bebeklerde, 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde sulu ishalin en 6nemli nedenlerinden biridir (Ishii, 2008; Otokunefor, Melex, & Abu,
2020).

Suyun dezenfeksiyonu, su kaynakli patojenik bakterilerin sebep oldugu bu tiir
enfeksiyonlar nedeniyle igme ve kullanma suyunun insan sagligi i¢in ne derece Onemli

oldugunu ortaya koymaktadir.



1.2.2.1. Su kaynakl biyofilm olusturan mikroorganizmalar

Hastaliga neden olabilen bakterilere patojen bakteri denir (Ray, 2010). Su kaynakli
organizmalar, 6nemli fekal indikator bakterileri olan E. coli, fekal kaynakli bakteriyel patojen
olan Campylobacter spp., c¢evresel kaynakli firsatg1 bakterilerden Legionella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, enterik viriisleri (6rn. adenoviriisler, rotaviriisler, norovirtisler) ve
parazitik protistler (6rn., Cryptosporidium parvum) gibi mikroorganizmalari igerir (Wingender,
2011; Horton & Melex, 2020).

Icme suyundaki heterotrofik bakterilerin ¢ogu insan patojenleri olmamakla birlikte
Legionella sp. ve Mycobacterium sp. gibi bazi cinsler, firsat¢i patojenler olan tiirleri igerir.
Ornegin; Pseudomonas, Acinetobacter, Xanthomonas, Moraxella ve Aeromonas, Candida
auris gibi. Firsat¢i bir patojen, genellikle sadece konake1 bagisiklik sistemi zayifladiginda
hastaliga neden olan bir patojen olarak tanimlanir (Azam & Khan, 2019; Lara vd., 2020; Rusin,
1997).

Patojen bakterilerin biyofilm popiilasyonlarinin bir kismu, kiiltiire edilemedigine ve tespit
yontemleriyle fark edilemedigine dair gostergeler vardir. Bu nedenle, igme suyu
sistemlerindeki biyofilmler, patojen mikroorganizmalar i¢in g¢evresel bir rezervuar gorevi
ustlenerek ve potansiyel bir su kontaminasyonu kaynag olarak fark edilmeden insanlar i¢in bir

saglik riski olusturabilirler (Wingender, 2011).

1.2.2.2. Escherichia coli

E. coli, Enterobactericeae familyasinin gubuk seklinde, Gram negatif ve fekal koliform
bir bakteri grubu iiyesidir. Patojenik E. coli ' nin patogenezi, tanis1 ve kaynaklar1 hakkinda
detayli ¢alismalar bulunmaktadir (Adzitey, 2020; Kaper, 2004; Mainil, 2005; Nataro, 1998;
Paton, 1998). E. coli, gastrointestinal sistemin fakiiltatif anaerobik bakterileri arasinda baskin
bir tiirdiir (Rossi vd., 2018; Fazli M., vd, 2011). Yapilan ¢alismalarda, E. coli ' nin ¢evrede uzun
stire hayatta kalabilecegi ve potansiyel olarak, suda ve tropikal topraklarda yaygin bir sekilde
bulunabilecegi bildirilmistir (Galindo-Méndez, 2020). Ayrica, E. coli genis bir sicaklik
araliginda (7.5 - 49 © C) gelisim gosterebilir; ancak optimum 37 © C' de gelisim saglamaktadir
(Ingraham, 1996; Johnson, 2007).

E. coli igme suyu kirliliginde bir indikator bakteri olarak kullanilmaktadir (WHO, 1996)
ve hatta enterotoksik ve enterohemorajik formlar suyla ilgili salginlarin ana nedenlerinden biri
oldugu i¢gin bilyilk 6neme sahiptir (Percival, 2000; Otokunefor, Melex, & Abu, 2020;). Su
kaynakli patojen bakteriler kisminda da bahsedildigi iizere, igme suyunda E. coli siklikla tespit



edilmesine ragmen, kontaminasyon kaynagi tespit edilememektedir. Oysaki bakterilerin
cogunun biyofilm olusturarak igme suyu dagitim sistemlerinde borularin i¢ yiizeylerine
tutunma olgusu literatiirde bildirilmistir (Abdulkareem & Mohammed, 2020; Hemdan vd.,
2020; Keevil, 2002; (Davey & O’toole, 2000; Parsek, 2003).

1.3. Sitotoksisite nedir

Sitotoksik etkileri O6lgmek, hiicre zari bitinliiginiin ve hiicre canliliginin
degerlendirilmesinde kullanilan en yaygin basamaklardan biridir. Sitotoksik etkileri olan
bilegikler siklikla hiicre zar biitiinliigiinii tehlikeye atar (Adan, Kiraz & Baran, 2016; Wahab
vd., 2017).

Insan hiicre ve dokularinda saglik tehditi olusturmayan ve gevre {izerinde olumsuz etkiler
yaratmayacak sitotoksik olmayan ajanlar olduk¢a 6nemlidir. Ancak insanlarin nanopargaciklara
maruz kalmasi kagmilmazdir; ¢iinkii insanligin oldugu tiim yonlerde ¢esitli uygulamalarda;
kozmetikten medikal {iriinlere, su aritma ve giines enerjisi gibi yenilenebilir enerjiye kadar tim
alanlarda yerini almistir (Staggers, 2008). Nanomalzemelerin insan viicudu ile artan etkilesimi
Ve maruziyeti nedeniyle, insan giivenligine yonelik olasi tehdit onemli bir endise kaynagi haline
gelmistir ve bu nedenle nanotoksikoloji tizerine aragtirmalar artik daha fazla ilgi gormektedir

(Klaine, 2008).

Ornegin; giimiis nanopartikiillerinin, atik su aritma tesislerinden izole edilen aerobik ve
anaerobik bakteriler i¢in toksik oldugu kanitlanmistir (Choi, 2008). Giimiis, bakir ve diger
nanopartikiillerin avantajlarindan birgok alanda yararlanirken, kullanimu ile iliskili potansiyel
insan ve cevresel tehlikelerini de degerlendirmek oldukca o6nemlidir. Ozellikle insan
maruziyetinin ana yollari, insan viicudunun i¢ sistemleri ile dis ¢evre arasindaki araytizler olan
solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve cilt olacaktir (Chen, 2008). Baska bir 6rnek vermek
gerekirse, giimiis nanomalzemeleri, iiretim noktasinda toz veya giimiis nanomalzemeleri i¢eren
dumanlarin solunmasi nedeniyle solunum yolundan girebilir, giimiis ile islenmis su veya gida
kaplarindan alinabilir ya da giimiis igeren tekstil ve kozmetik iirtinleri ile cilde niifuz edebilir

(Marambio-Jones, 2010).

Glimiis nanoparcaciklarimin, dnemli hiicre hasarina neden olabilecek potansiyel sitotoksik
etkilere sahip oldugu gosterilmektedir. Bununla birlikte, AgNP'lerin biyofilm olusturan bakteri
ve memeli hiicreleri lizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in hicbir ¢alisma yapilmamustir.

(Park, 2011).



Biyofilm olusturan bakterilere karst AgNP'lerin doza bagli olarak, dogal ve kapakli
AgNP'lerin memeli deri epitel (HaCat) hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmistir (Jaiswal,
2015). AgNP 'lerin toksisitesi akciger epitel (A549), okiiler epitel akciger fibroblasti (IMR-90),
sican beyni ve glioblastom (U251) hiicreleri dahil olmak iizere farkli hiicre hatlarinda da
incelenmistir (Chairuangkitti, 2013; Grosse, 2013).

Ayrica kullanilacak olan nanopargacigin boyutu, yiizey alami ve yiizey islevselligi,

biyokinetigi toksisiteyi etkileyen 6nemli faktdrlerdendir (Nel vd., 2006; Singh & Nalwa, 2007).

Nanopargaciklarin bu olumsuz gergekleri ve riskleri goz ardi edilerek yiiksek avantajli
etkinlikleri ile her alanda kullanimlari s6z konusu olmustur. Bu konuda toksik olmayan toksisite
potansiyeli en az olan nanomalzemelerin arastirilmasiyla, bircok uygulama alaninda
mikroorganizmalarin hayatta kalmasin1 ve ¢cogalmasini 6nleyerek mevcut sorunlarin ortadan

kaldirilmasi ve hastaliklarin bulagma riski azaltilabilir.

1.3.1. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testlerini su sekilde siiflandirabiliriz:
1. Metabolik aktivitenin 6l¢lilmesine dayali yontemler,
-MTT

-XTT

- MTS

- WST

2. Membran gegirgenlik testleri,

- Notral kirmizist testi

- Tripan mavisi testi

3. Alamar mavisi yontemi,

4. Siilforodamin B (SRB) yontemi,

5. Laktat dehidrogenaz LDH ydntemi,

6. Kristal viyole yontemidir.

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir; Thiazolyl blue



Metabolik aktivitenin Ol¢iilmesine dayali kolorimetrik metodlardan olan, 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-
disiilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi testlerde, tetrazolyum tuzlari kullamlarak kristal
viyole, notral kirmizisi gibi boya maddeleri ile hiicrelerin spesifik boyanmasi ve renk
degisikligi esasina dayali 6l¢tim yapilir (Borenfreund & Puerner, 1985; O’Connor vd., 1998;
Riss vd., 2006; Feoktistova vd., 2016).

MTT testi, kolorimetrik bir testtir. Yontemin temeli, canli hiicrelerde tetrazolyum
tuzlarinin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan suda ¢dziinmeyen koyu mavi/mor
renkli formazan kristallerine doniigmesi esasina dayanmaktadir. Formazan tuzlarinin miktari

canli hiicre ile dogru orantily, sitotoksisite ile ters orantilidir (Berridge, Herst & Tan, 2005).

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrozolyum bromiir; Thiazolyl blue), sar1
renkli olup hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve kiiltiir ortamindaki mitokondriyal aktivitesi

devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar (Mosmann, 1983).

Canli hiicrelerin mitokondrilerinde yer alan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi, MTT
boyasindaki tetrazolium halkasini pargalar. Bunun sonucunda MTT, suda ¢dziinmeyen mor
renkli formazana doniisiir. Olusan bu formazan, izopropanol veya dimetilsiilfoksit (DMSO)
gibi baska bir ¢oziicii yardimi ile suda ¢oziinebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu
spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir. Dolayistyla bu yontem sadece canli hiicreleri

saptar (Aslantiirk, 2018; Freshney, 2005; Oktar, 2009).

1.4. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 1-100 nm biiyiikliiglinde nano 6lgekli pargaciklarin karakterizasyonu,
iiretimi ve uygulamasi igin bilimsel bir alandir (Ramsden, 2018). 1 ila 100 nm arasinda
boyutlandirilmis (Novack, 2007), maddenin atomik, molekiiler ve molekiiller iistii 6l¢ekteki
manipiilasyonu olarak tanimlanmaktadir. Tanimlandigi gibi nanoteknoloji, yiizey bilimi,
organik kimya, molekiiler biyoloji, yar1 iletken fizigi, enerji depolama (Hiibler, 2010; Shinn,
2013), mikrofabrikasyon (Lyon, 2013), molekiiler miihendislik (Saini, 2010), gibi ¢esitli
alanlarda (Belkin, 2015), nano 6lgekteki boyutlara sahip yeni malzemeler gelistirilmesinden,

kontroliine kadar ¢esitlilik gostermektedir.

Mikroorganizmalarin ¢oklu antibiyotiklere veya dezenfekte edici ajanlara karst direnci

konusunda biiyiik bir endise vardir, bu nedenle patojenik mikroorganizmalara karst yeni ve



etkili ajanlarin gelistirilmesi i¢in bilyiik caba sarf edilmektedir (Kumar, Curtis & Hoskins, 2018;
Malaekeh-Nikouei, 2020; Wagner, 2006). Nanobilim ve nanoteknolojinin gelisimi, giimiis,
bakir ve ¢inko (Kawashita, 2000; Trapalis, 2003) gibi belirgin bir biyoaktiviteye sahip metalleri
iceren yenilikgi nanomalzemelerin bakterisidal etkisini arastirmak i¢in daha fazla firsat
sunmaktadir (Longano, 2012). Kendine has 6zelliklere sahip nanopargaciklarin iiretimi ise

nanoteknolojinin 6nemli bir dalin1 olusturmaktadir.

1.4.1. Nanopartikiiller

Bir nanopargacik, genellikle 1 ila 100 nanometre (nm) ¢apinda bir madde pargacigi olarak
tanimlanmaktadir (Eric Drexler, 1986). Goriiniir 151k dalga boylarindan (400-700 nm) daha
kiicik olan nanopartikiiller, optik mikroskoplarla goriintiilenemezler ve elektron
mikroskoplarmin kullanilmasi gereklidir (Shinn, 2013). Nanopartikiillerin 6zellikleri genellikle
ayn1 maddenin daha biiyiik partikiillerinden belirgin sekilde farklidir. Bir atomun tipik ¢ap1 0.15
ila 0.6 nm arasinda oldugundan, nanopargacik malzemesinin biiyiik bir kismi, ylizeyinden
birkag atomik ¢apta bulunur. Bu nedenle, bu yiizey tabakasmin 6zellikleri ana malzemenin
Ozelliklerine sahip olabilir. Bu etki, farkli bir bilesim ortaminda dagilmis nanopargaciklar i¢in

ozellikle giigliidiir (Khan, Saeed & Khan, 2019).

1.4.1.1. Giimiis nanopartikiilleri

Eski Misirlilar, giimiis ve bakir gibi metaller kullanarak su ve yaralari sterilize etmislerdir
(Longano, 2012). Gilimiis iyonlarmin antimikrobiyal 0zellikleri eski zamanlardan beri
biliniyordu ve giimiis nanopartikiillerinden (AgNP) 6zellikle saglik endiistrilerinde ¢ok uygun
bir anti-bakteriyel ajan ve bakterisit olarak (Kim, 2007), giimiis iyonlar1 kateterlerde, yanik
yaralarinda ve dis hekimligi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kim, 2007).
AgNP'lerin antibakteriyel 6zelligini kullanan mevcut uygulamalar arasinda, portatif su filtreleri,
giysiler, tibbi cihazlar ve ¢amasir makineleri ve gida kaplari i¢in kaplamalar bulunmaktadir (L1,

2008; Rai, 2009; Marambio-Jones, 2010).

Gilimiis nanopartikiillerin bakterilere kars: etkili biyositler oldugu gosterilmistir. Bunlara
ornek olarak; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis, Klebsiella mobilis ve Klebsiella pneumoniae
verilebilir (Benn, 2008; Chen, 2008; Falletta, 2008; Hernandez-Sierra, 2008; Raffi, 2008;
Ruparelia, 2008; Smetana, 2008; Yoon, 2008; Marambio-Jones, 2010).

Gilimiisiin farkli mikroorganizma tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisi, yapilan birgok

calismada gosterilmistir (Pareek, Gupta & Panwar, 2018). Glimiis nanopargaciklar bakterilerle



temas ettiginde, hiicre duvarina ve hiicre zarina baglanirlar (Yin, 2020). Baglandiktan sonra,
gilimiistin bir kismu hiicre i¢ine gegerek, DNA (Thurman, 1989) ve RNA gibi fosfat bilesikleri
ile etkilesir, bir bagka kistm membrandaki kiikiirt iceren proteinlere baglanir. Dolayisiyla
giimiis nanopargaciklarin eklenmesi replikasyonu inhibe ederek ve hiicrelerin liimiine neden

olmaktadir (Akter vd., 2018).

Glimiis nanopargaciklarinin etkilerini daha da arttirmak igin, giimiis sivilarla temas
ettiginde, nanopargaciklarin bakterisidal aktivitesini arttiran iyonize olma egilimindedir (Eltz
vd., 2020; Feng, 2000). Her hiicre tiirii icin farklilik gdsteren, hiicre zar bilesimleri biiyiik
oOlgiide degistigi i¢in, ortalama 10 nm veya daha kii¢iik boyutlardaki giimiis nanopargaciklarin
bakterisidal aktivitelerini bilylik 6l¢iide artiran elektronik etkiler sergiledigi goriilmiistiir (Pal,
2007). Giimils nanoparcaciklar1 metaller, plastik ve cam da dahil olmak {izere bir¢ok yiizey
tipine dahil edilebilir (Jo, 2014). Nanoteknolojinin hizli gelisimi ile uygulamalar daha da
genisletilmistir ve glimiis, tiiketici lirtinlerinde en sik kullanilan miihendislik nano malzemesi

haline gelmistir (Rejeski, 2009).

Bunlarin yan1 sira giimiis nanopartikiillerinin temiz igme suyu elde etmek igin su aritma

yontemi olarak umut verici bir uygulama oldugu rapor edilmistir (Jain, 2005; Dung vd., 2019).

1.4.1.2. Bakir nanopartikiiller

Bakir nanopartikiiller (CuNP), 1 ila 100 nm biiyiikliigiinde bakir bazli pargaciklardir
(Khan, 2011). Uzun yillardir gesitli hastaliklarin tedavisinde ve hijyeni korumak igin bakir
bilesikleri kullanilmistir (Faundez, 2004). Cesitli hastaliklar i¢in bakirin sayisiz tibbi kullanimi
derlenmigtir. Orta ve Uzak Dogu ‘da bakir, géz enfeksiyonlari i¢in, azot ile islenmis bakir,

bogaz enfeksiyonlar: i¢in uygulanmistir (Grace, 2009).

Antibakteriyel bir madde olarak bakirin yararlilig1 uzun yillardir bilinmektedir (Salah,
Parkin & Allan, 2021). Bununla birlikte, bakir iceren nano boyutlu malzemelerin antibakteriyel
ozellikleri hakkinda yayinlar mevcuttur (Longano, 2012).

Metal NP'leri arasinda, CuNP'lere son zamanlarda ilgi artmaktadir. CuNP'lerin, diger
pahali metal NP'ler i¢in ucuz bir alternatif olmasinin yani sira antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilirligi CuNP’lere olan ilgiyi artirmustir (Rafti, 2010; Rispoli, 2010; Morsi vd., 2017).
Bakirmn, proteinlerin oksidasyonu, DNA ve RNA molekiillerinin parcalanmasi ve lipit
peroksidasyonuna bagli membran hasari gibi hasarlara neden olabilecek reaktif hidroksil
radikalleri iireterek oldiirme etkisini gosterdigi bildirilmistir (Ameh & Sayes, 2019; Mosa vd.,
2018).



CuNP'lerin antimikrobiyal etkisi birka¢ faktoriin bir kombinasyonu gibi goriinmektedir;
Cu* iyonlarinin serbest birakilmasiyla, penetrasyon ve hiicre zarinda bozulma ve hiicresel
enzimleri selatlayarak biyokimyasal ve DNA hasarina yol agabildigi rapor edilmistir (Raffi,
2010; Rispoli, 2010; Ameh & Sayes, 2019; Zhang vd., 2019). Bu tiir ¢alismalara dayanarak, 1-
10 nm araligindaki NP'lerin, iyonlar1 serbest birakmak igin serbest yiizeye bagli olarak
bakterilerle daha fazla etkilesim gosterme yetenegiyle (Morones, 2005), kiiciik NP'lerin

sentezlenmesi arzu edilir hale getirmektedir (Bogdanovi¢, 2014).

Bacillus subtilis ve metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas
aeruginosa ve enterik Salmonella gibi gesitli bakteri tiirlerine ve Candida albicans gibi bazi

maya tiirlerine karsi CuNP'lerin antimikrobiyal aktiviteleri bildirilmistir (Wang, 2017).

CuNP'ler, AgNP'lere gore daha fazla talep edilmektedir. Bunun sebebi ise; fiziksel ve
kimyasal kararliligi, bakirin giimiisten daha diisiik maliyeti ve polimerlerle karistirma
kolayligindan kaynaklanmaktadir ~(Mallik, 2001). Su dezenfeksiyonunda patojen
kontaminasyonu ve giivenli igme suyu saglanmasi adina son zamanlarda, bakir nanopartikiilleri

igme suyu i¢in dezenfektan olarak kullanilmistir (Morsi vd., 2017; Ruparelia, 2008).



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Metal iceren nanomalzemelerin sentezi

Tez ¢alismasinda, 1slak kimyasal sentez yontemiyle metal igeren nano boyutlu
partikiillerin tiretilmesi (Chou, YJ, ve ark. 2020) a gore gerceklestirilmistir. Sentezde giimiis
nitrat (AgNO3) ve Bakir (IT) Kloriir (CuCly), kalsiyum hidroksit Ca(OH)2, aliiminyum hidroksit,
fosforik asit, distile su esliginde pH kontrollii tepkimeye sokulmustur. Kimyasal tepkimeyi
takiben c¢oktlirme gerceklestirilmis ve elde edilen c¢okelegin Fristch Pulverisette cihazi
kullanilarak ogiitiilmesi yapilmustir. Boylece birbirinden farkli derisimlerde bir seri giimiis
nitrat ve Bakar (IT) Kloriir igeren nano partikiiller elde edilmistir. Malzemelerin metal i¢eriginin
%10 oldugu yapilan ICP analizlerinde goriilmiistiir. Bu nedenle toksisite ¢alismalar1 diginda
caligilan derisimler metal igeregini gosterecek sekilde kullanilmigtir. Toksisite ¢aligmalarinda
ise nanoboyutlu tozun da toksisiteye olacak katkisini degerlendirmek amacli dogrudan nanotoz

derisimleri kullanilmigtir.
2.1.2. Mikrobiyolojik Caliymalar

2.1.2.1. Caliymada kullanilan mikroorganizmalar

Bu caligmada, Anadolu Universitesi Yunus Emre Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yer alan E. coli ATCC 25922 standart susu, kullanilmistir. -20
°C’den ¢ikarilan stok kiiltiir beyin-kalp infiizyon (BHI) agara tek koloni diisiirme yontemi ile
37 °C’de 24 saat inkiibe edilip kiiltiire edilmistir.

2.1.2.2. Test maddelerinin hazirlanmasi
Caligmada kullanilan nanotoz madde ve kombinasyonlari mg cinsinden hassas terazi ile

tartilip ependorf igerisinde 1 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.
2.1.2.3. Mikrobiyolojik calismalarda kullanilan besi ortamlari ve kimyasallar
Mueller-hinton broth ( MHB ) besiyeri

Sigir eti-kalp ekstrakti 4g

Kazein hidrolizat 1759

Nisasta 159

Distile su 1000 mL



Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de

15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Beyin-kalp infiizyon (BHI) agar
Sigir kalbi S5g
Dana beyni 125¢

Di sodyum hidrojen fosfat  2,5¢

D-(+) Glukoz 29
Pepton 10g
Sodyum kloriir S5¢g
Agar 159
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de

15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Beyin-kalp infiizyon (BHI) broth
Sigir kalbi 5g
Dana beyni 1259

Di sodyum hidrojen fosfat 2,5¢g

D-(+) Glukoz 29
Pepton 10¢g
Sodyum Kloriir 5¢g
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢6ziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de

15 dakika otoklavda steril edilmistir.

%1 Glukozlu beyin-kalp infiizyon broth BHI)



Sigir kalbi 59
Dana beyni 12,59

Di sodyum hidrojen fosfat 2,5¢g

D-(+) Glukoz 29
Pepton 10¢g
Sodyum kloriir Sg
Glukoz %1
Distile su 1000 mL

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, 115°C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.

Fizyolojik tuzlu su
Sodyum kloriir 9 g
Distile su 1000 mL

Sodyum kloriir distile suda ¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmigtir.

MTT boyast
MTT (Sigma), 1lg
Steril PBS 200 mL

Steril PBS igerisine eklenen MTT boyasi, manyetik karistiricida 1s1 olmadan 20 dk.
karistirildiktan sonra 0,22 pL’lik filtreden gegirilmistir. Steril ependorflara 1 mL olacak sekilde

dagitildiktan sonra, aliiminyum folyoyla sarilarak -20 °C’de saklanmustir.
2.1.3. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

2.1.3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma), Fetal Bovine Serum (Sigma),
Penicilin-Streptomycin (Sigma), Trypsin-EDTA Solution (10X) (Sigma), Dimethyl Sulfoxide
(Riedel de Haen), Dimethyl Sulfoxide (Sigma), MTT (Sigma), Trypan Blue (Merck), PBS
tablet (Sigma), EDTA (Merck), Sivi Azot



2.1.3.2. Kullanilan sarf malzemeler

25 em?, 75 cm?’lik flasklar, 96 kuyucuklu plakalar (TPP), enjektorler (50 ml hacminde),
500 ve 1000 mI’lik Durham siseler, 10 ml’lik tek kullanimlik pipetler, steril polipropilen
santrifijj tiipleri (15 ve 50’ml hacminde), steril filtreler, Thoma Lamu.

2.1.3.3. Kullanilan aletler ve cihazlar

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Cryste), otoklav, -86 derin dondurucu, buzdolab1
(Argelik), aspirator (Benchmark Accuris), orbital calkalayici (Benchmark Scientific), hassas
terazi (Axis), C02 karbondioksit inkiibatorii (Panasonic), Steril kabin (Cruma), sivi azot kab1
(Worthington), otomatik pipetler (eppendorf), su banyosu (Clifton), Eliza cihazi (ELx808-1U,
Bio-Tek), Inverted mikroskop (Olympus), 12 kanalli mikropipet (Eppendorf).

2.1.3.4. Kullanilan arag ve gereglerin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan plastik malzemeler ve sivi soliisyonlar aliiminyum folyolara
sarili olarak otoklavda 121°C, 1,5 atm / Hg basingta 20 dakika siire ile steril edilerek
kullanilmistir. Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 pm aralikli selilloz nitrat filtreden gegirilerek

kullanilmistir.
2.1.3.5. Calismada kullanilan hiicreler
HaCaT hiicre hatn

HaCaT (Insan epidermal deri hiicreleri) bilimsel arastirmalarda yaygin olarak kullanilan,
yetiskin insan derisinden spontan olarak doniistiiriilmiis andploid Sliimsiiz keratinosit hiicre
hattidir (Boukamp vd., 1988; Schoop, Fusenig & Mirancea, 1999; Olschliger, Schrader &
Hockertz, 2009;). HaCaT hiicreleri CLS (Cell Line Services, Eppelheim, Germany) hiicre

bankasindan temin edilmigtir.

Cilt hasarina neden olabilecek kimyasallarin toksikolojik potansiyelini in vitro olarak
degerlendirmek i¢in tanmmis bir model olusturan insan HaCaT keratinosit hiicre hattini
kullanarak AgNP'lerin potansiyel cilt toksisitesini degerlendirmeleri {izerine galigmalar yer

almaktadir (Gibbs, 2009).

HaCaT hiicre hatt1 %10’Iuk Fetal Sigir Serumu, %1 Penisilin streptomisin ve %7,5’lik
NaHCOg iceren Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) besiyerinde %70 yogunluga
ulasana kadar CO2 inkiibatoriinde 37°C’de inkiibe edilmistir.



2.1.3.6. Test maddelerinin hazirlanmast
Calismada kullanilan nanotoz madde ve kombinasyonlar1 mg cinsinden hassas terazi ile
tartilip flakon igerisinde 2 mL %10’luk Fetal Sigir Serumu, %1 Penisilin streptomisin ve

%7,5’lik NaHCOzigeren DMEM besiyeri igerisinde ¢oziilmiistir.
2.2. Metod
2.2.1. Antimikrobiyal duyarhhk testleri

2.2.1.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon testi

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK), organizmanin biiyiimesini tamamen inhibe
eden en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonudur (McKinnon, & Davis, 2004; CLSI, 2012,
Diene vd., 2017). MIK ug noktasinin belirlenmesi igin goriintiileme cihazlari, kuyulardaki
biiyiimeyi ayirt etmede yiiksek yetenegi ile mikrodiliisyon testlerinin okunmasini ve sonuglarin
kaydedilmesini kolaylagtirmaktadir. Boya reaktiflerinin kullanimina dayali ¢esitli kolorimetrik
yontemler gelistirilmistir. Tetrazolyum tuzlari, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) ve 2,3 bis {2-metoksi-4-nitro-5-[(siilfenilamino)karbonil]-2Htetrazolyum
hidroksit} (XTT), hem antifungal hem de antibakteriyel mikrodiliisyon deneyleri igin MiK son
noktasinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (Kuhn vd., 2003; Al-Bakri & Afifi, 2007;
HanQiao vd., 2012; Monteiro vd., 2012).

Nanotoz maddelerin antibakteriyel aktivitesi mikrobroth diliisyon testiyle sularda
indikator bir bakteri olan E. coli ATCC 25922 susu kullanilarak test edilmistir. Ag ve Cu
nanopartikiil konsantrasyonu arasinda segildi. Antibakteriyel test ortami1 olarak kullanilmustir.
Bu amagla, 100 pL. Muller Hilton broth (MHB) besiyeri 96 kuyucuklu mikrotitre plakasinin
tim kuyucuklarma eklenmigtir. MHB ortaminda siispansiyon haline getirilmis Nanotoz
maddelerin ¢ozeltilerinden 100 pl 0.019-10 mg/L konsantrasyon araliginda 96 kuyucuklu
plakaya eklenmistir ve seri %2’lik diliisyonlar yapilmistir. Daha sonra kuyucuklara 0.5
McFarland bulanikligina ayarlanan E. coli ATCC 25922 bakterisinden 100 pl eklenmistir .
Plakalar 37 °C' de 24 saat inkiibe edilmistir (CLSI, 2006). inkiibasyon sonras1 herbir kuyucuga
10 uL MTT boyasi eklenmis ve plakalar 37 °C' de 4 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki renk degisimine gore MIK degerleri belirlenmis ve kaydedilmistir.

Her deney, iki paralel halinde olmak {izere ii¢ kez tekrarlanmistir (Zamani vd., 2017).



2.2.1.2. Minimum bakterisidal konsantrasyon testi

Minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK), hedef bakterinin %99.9’unu 6ldiiren en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/mL) olarak tanimlanmaktadir (Amyes, 1996, s. 25;
CLSI, 1998, 2006; French, 2006).

Test maddelerinin MBK degerlerinin belirlenmesi igin MIK testinden sonra, MiK
kuyucugundan itibaren iiremenin olmadig1 tiim kuyucuklardan steril bir kiirdan yardimiyla
ornek almip BHI-agar petri yiizeyine ekimyapilmistir. Daha sonra petriler 37 °C' de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi iiremenin olmadigi kuyucuklar minimum

bakterisidal konsantrasyonu olarak kaydedilmistir (CLSI, 2006).

2.2.2. Adezyon testi

Test maddelerinin adezyon aktivitelerini belirlemek igin E.coli ATCC 25922 susu BHI
broth besiyerinde 37 °C' de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiiriin
yogunlugu McFarland 0.5’e gore ayarlanmistir. 24°lii mikrotitrasyon plaginda kuyucuklara
oncelikle steril diskler yerlestirilmistir. Sonrasinda kuyucuklara 450 pL icerisinde %1 glukoz
bulunan BHI broth besiyerindeki 107 kob/mL yogunlugundaki mikroorganizma kiiltiirii
eklenmis, iizerine ilgili nanotoz madde ¢ozeltilerinden 50 pL eklenerek ekim yapilmustir.
Mikrotitrasyon plagi 37 °C' de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki siispansiyon uzaklastirilmistir. Ardindan kuyucuklar steril FTS ile ii¢ defa

yikanmigtir.

Tiim adezyon test ¢alismalarinda canli bakteri koloni sayimi1 yapilmistir. Koloni sayimi
icin inkiibasyondan sonra steril FTS ile yikanan diskler steril pens yardimiyla 5 mL FTS
bulunan steril cam tiiplere almarak 1 dakika vortekse tabi tutulmustur. Bu sekilde disklerin
yilizeyine yapisan ve biyofilm olusturan bakterilerin yiizeyden kaldirilmasi saglanmstir.
Disklerin bulundugu tiiplerden seri diliisyonlar yapilmis ve her bir diliisyondan 100 pL yayma
plak yontemi ile BHI agara ekim yapilmistir. Sonrasinda 37 °C' de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Deneyler ¢ift paralel olarak galisilmis ve 3 kez tekrar edilmistir. Inkiibasyon

sonunda koloni sayimi yapilmistir ve mL’deki koloni sayis1 hesaplanmistir (Schug vd., 2020).

2.2.3. Ultrasonikasyon islemi ile adezyon testi

Test maddelerinin ultrasonikasyon islemi ile adezyon aktivitelerini belirlemek i¢in E.coli
ATCC 25922 susu BHI broth besiyerinde 37 °C' de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kiiltiiriin yogunlugu McFarland 0.5’e gore ayarlanmistir. Daha sonra, steril bir cam

tipe 450 pL igerisinde %1 glukoz bulunan BHI broth besiyerindeki 107 kob/mL



yogunlugundaki mikroorganizma kiiltiirii eklenmistir. Uzerine nanotoz madde ¢ozeltilerinden
50 pL eklenerek 1 dakika siireyle vortekslenmistir. 15 dakika 35 kHz ultrasonik su banyosu
sisteminde ultrasonikasyona tabi tutulmugtur. Ultrasonikasyon sonrasinda 24’lii mikrotitrasyon
plagindaki kuyucuklara steril diskler yerlestirilmistir. Her bir kuyucuga 500 pL ekim
yapilmistir. Mikroorganizma kontrolii olarak 107 kob/mL mikroorganizma kiiltiirii 15 dakika
ultrasonikasyon islemine tabi tutularak ve ultrasonikasyonsuz olarak 500 pL kuyucuklara
eklenmistir. Mikrotitrasyon plakalar1 37 °C' de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki siispansiyon uzaklastirilmistir. Ardindan kuyucuklar steril FTS ile ii¢
defa yikanmustir. Canli bakteri koloni saymm 2.2.2.°de belirtildigi iizere yapilmis ve
hesaplanmistir. Deneyler ¢ift paralel olarak ¢alisilmig ve 3 kez tekrar edilmistir (Da Silva vd.,
2018).

2.2.4. Biyofilm inhibisyon testi

Biyofilm inhibisyonu aktivite testi i¢in E.coli ATCC 25922 susu BHI broth besiyerinde
37 °C' de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiiriin yogunlugu McFarland 0.5’e
gore ayarlanmistir. Daha sonra, 24’1t mikrotitrasyon plagina 450 pL %1 glukoz bulunan BHI
broth besiyerindeki 10° kob/mL yogunlugundaki mikroorganizma kiiltiirii eklenmis, iizerine 50
pL nanotoz madde ¢dzeltilerinden ilave edilmistir. Mikrotitrasyon plaklar1 37 °C' de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki siispansiyon uzaklastirilmstir.
Ardindan kuyucuklar steril FTS ile ii¢ defa yikanmistir. Sonrasinda canli bakteri koloni sayimi
2.2.2.°de belirtildigi tizere yapilmus ve hesaplanmistir. Deneyler c¢ift paralel olarak ¢alisilmis ve
3 kez tekrar edilmistir (Da Silva vd., 2018).

2.2.5. Ultrasonikasyon islemi ile biyofilm inhibisyon testi

Ultrasonikasyon iglemi ile biyofilm inhibisyonu aktivite testi i¢in bakteriler BHI broth
besiyerinde 37 °C' de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasmnda kiiltiiriin yogunlugu
McFarland 0.5’e gore ayarlanmistir. Daha sonra, steril bir cam tlipe 450 pL igerisinde %1
glukoz bulunan BHI broth besiyerindeki 10° kob/mL yogunlugundaki mikroorganizma kiiltiirii
eklenmis ve {izerine nanotoz madde ¢ozeltilerinden 50 pL eklenerek iyice vortekslenmistir.
Sonrasinda tiipler ultrasonikasyonlu su banyosuna yerlestirilerek 15 dakika 35 kHz ultrasonik
su banyosu sisteminde ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 24’li
mikrotitrasyon plagindaki kuyucuklara steril pens yardimiyla steril cam diskler yerlestirilmisgtir.
Ultrasonikasyon sonrasinda 24’lii mikrotitrasyon plagindaki kuyucuklara 500 pL ekim
yapilmistir. Mikroorganizma kontrolii olarak 107 kob/mL mikroorganizma kiiltiirii 15 dakika

ultrasonikasyon islemine tabi tutularak ve ultrasonikasyonsuz olarak 500 pL kuyucuklara



eklenmistir. Sonrasinda canli bakteri koloni sayimi 2.2.2.”de belirtildigi lizere yapilmis ve
hesaplanmistir. Deneyler ¢ift paralel olarak ¢aligilmis ve 3 kez tekrar edilmistir (Da Silva vd.,
2018).

2.2.6. Test maddelerinin sitotoksik aktiviteleri
2.2.6.1. HaCaT hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ve deneylere hazirlanmast
Stoktan hiicre ¢cikarilmasi

-86°C’den ¢ikarilan HaCat hiicrelerini i¢eren vialler, hizla eritildikten sonra, i¢inde 7 mL
soguk besiyeri bulunan santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij tiipleri, 1200 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim dikkatlice ¢ekildikten sonra tiipiin dibine birkag kez elle
vurarak peletin dagitilmasi saglanmistir. Daha sonra pelet {izerine 6 mL besiyeri eklenmistir.
Elde edilen besiyeri-hiicre karisimi otomatik pipet yardimiyla, santrifijj tiipiinden alinarak, 25
cm? ’lik flasklara aktarilmis ve 37°C’de, %5 COz2 igeren inkiibatdrde, inkiibasyona birakilmistir.

HaCaT hiicre dizilerinin pasajlanmasi

Hiicre kiiltiir kabinda %70-80 oraninda hiicre ¢ogalmas1 meydana geldiginde pasajlama
islemi yapilmistir. Bunun igin flask igindeki kullanilmis hiicre besiyeri cam pastor pipeti
yardimiyla aspirator ile ¢ekilip atilmis ve kiiltiir kabina yapisnus olan hiicreler, iki kez PBS-
EDTA ile yikanarak bes dakika inkiibatérde bekletildikten sonra cam pastor pipeti yardimiyla
aspiratdr ile ¢ekilmistir. Hiicrenin yogunluguna bagli olarak, 150 cm?’lik hiicre kiiltiir kab1 i¢in
3 mL, 75 cm? ’lik hiicre kiiltiir kab1 igin 1.5 mL, 25 cm? ’lik hiicre kiiltiir kab1 igin 750 pL 1x
tripsin PBS-EDTA konmus, bes dakika inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yapistiklari flasktan
kalkmalari saglanmistir. Daha sonra invert mikroskopta hiicreler kontrol edilerek kalkmayan
hiicrelerin, elle flask kenarina birkag¢ kez vurularak ayrilmasi saglanmistir. Tripsinin etkisini
noétralize etmek igin, hiicrelerin iizerine, hiicre kiiltiir kabmin biiyiikliigiine gére 150 cm? ’lik
icin 30 mL besiyeri, 75 cm? ’lik igin 15 mL, 25 cm? ’lik igin 7.5 mL besiyeri eklenmis ve
pipetleme yapilmustir. Santrifiij tipiinde homojen olarak dagilan hiicreler, pipet yardimiyla

hiicre kiiltiir kaplarina paylastirilmstir.

2.2.6.2. Test madde dozlarinin hazirlanmasi
HaCat hiicreleri igin kullanilacak nanotoz test maddeleri 1000, 500, 200, 100, 50 ve 10
pg/mL diliisyonlar halinde DMEM besiyeri igerisinde 6 doz seklinde hazirlanmustir.



2.2.6.3. Hiicrelerin test icin hazirlanmast

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70-80 oraninda
kapladiklar1 zaman PBS-EDTA ile 2 kez muamele edildikten sonra 1 x tripsin PBS-EDTA ile
muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler,
Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin
her kuyucugunda belirlenen sayida 10x103 hiicre olacak sekilde % 10 FBS igeren besiyerinde
sispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina 0,1 mL hiicre
stispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve ortama adaptasyonu igin 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmiglerdir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri
uzaklastirtlmigtir. Hiicrelerin lizerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek {iizere,
test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 24 saat
37°C’de COz inkiibatdriinde inkiibe edilmistir. DMEM besiyeri igerisinde 1000, 500, 200, 100,
50 ve 10 pg/mL’lik diliisyonlar hazirlanmigtir. Negatif kontrol olarak besiyeri ¢ozeltileri

kullanilmigtir.
2.2.6.4. Sitotoksisite Testi
Mitokondriyal aktiviteye bagh MTT testi

MTT testi gibi sitotoksisite testleri in vitro toksikoloji ¢alismalarinda, yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Fotakis & Timbrell, 2006). Triazol tiirevlerinin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkileri MTT yoOntemi ile saptanmustir. MTT testi, ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmig
kolorimetrik bir testtir (Mosmann, 1983). MTT testi genellikle yeni ilaglarin gelistirilmesinde
hiicre ¢cogalmasinin ve sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir (Akhir vd.,
2011). Yontemin temeli, canlt hiicrelerde tetrazolyum tuzlarinin mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi tarafindan suda ¢oziilmeyen koyu mavi/mor renkli formazan tuzlarima doniismesi
esasina dayanmaktadir. Olusan formazan tuzlarinin miktar1 canlt hiicre ile dogru orantils,

sitotoksisite ile ters orantilidir (Berridge, Herst & Tan, 2005).

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrozolyum bromiir; Thiazolyl blue), sari
renkli olup hiicre i¢ine niifuz ederek absorbe olur ve kiiltiir ortamindaki mitokondriyal aktivitesi
devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar. Canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi, MTT boyasindaki tetrazolium halkasini pargalar. Bunun
sonucunda MTT, suda ¢oziinmeyen mor renkli formazana doniigiir (Mosmann, 1983). Olusan

bu formazan, izopropanol veya DMSO gibi baska bir ¢dziicii yardimi ile suda ¢oziinebilir hale



getirilir ve olugan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir. Dolayisiyla

bu yontem sadece canli hiicreleri saptar (Freshney, 2005; Oktar, 2009).

Test maddeleri ile 24 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerleri uzaklastirllmigtir. Hiicreler MTT soliisyonu ile canli hiicrelerin mitokondrial
metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasmin suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna
doniisebilmesi igin 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
iceren besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarinin ¢dziinmesi i¢in her bir kuyucuga 100 puL DMSO ilave edilmistir.
Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri (OD) galkalayicili ELISA cihazinda 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani %100
olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test,

8 paralel 3 kez tekrar edilmistir.

2.2.6.5. Mikroskobi

Hiicrele inverted mikroskop (olympus) altinda incelenmistir

2.2.6.6. Istatistiksel analiz

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel analizinde (Statistical Package for the Social
Sciences) SPSS 21 programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonliit ANOVA ile post-
hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak

p<0.05 kabul edilmistir

3.BULGULAR
3.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon ve Minimum Bakterisidal Konsantrasyonun
Belirlenmesi

Calismada E.coli ATCC 25922 susuna karsi Ag ve Cu nanotoz ve nanotoz
kombinasyonlarindan; %100 Ag, Ag, %90 Ag + %10 Cu, %75 Ag + %25 Cu , %50 Ag + %50
Cu ve %25 Ag + %75 Cu 10 - 0.019 mg/L araliginda, %100 Cu, CuO, %10 Ag + %90 Cu ise
20 — 0.039 mg/L araliginda calisilarak MIK degerleri belirlenmis ve sonuglar Tablo 3.1.°de
gosterilmistir. MIK konsantrasyonlart %100 Ag > Ag > %90 Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25
Cu > %50 Ag + %50 Cu > %25 Ag + %75 Cu > %10 Ag + %90 Cu > %100 Cu > CuO, nanotoz
kombinasyonlarinin sirasiyla 0,625 > 0,8 > 1,775 > 1,875 > 2,916 > 3,541 > 8,25 > 13,33 > 15
mg/L degerlerinde kaydedilmistir.



E.coli ATCC 25922 susuna karsi nanotozlarin antimikrobiyal aktivite siralamasi en
yiiksekten diisiige dogru olacak sekilde; %100 Ag > Ag > %90 Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25
Cu > %50 Ag + %50 Cu > %25 Ag + %75 Cu> %10 Ag + %90 Cu > %100 Cu > CuO ‘dir.

Calismada seri diliisyon yontemi esas alinarak, E.coli ATCC 25922 susuna karsi
nanotozlarin MBK degerleri belirlenmistir. Deneylerde saptanan MBK degerleri Tablo 3.1°de
gosterilmistir.

Tablo 3.1. Nanotoz maddelerin hazirlanan siispansiyon halindeki Escherichia coli ATCC 25922 susuna karst
saptanan MIK ve MBK degerleri (mg/L)

Metal %100 | Ag %90 %75 %50 %25 %10 %100  CuO
Temelli  Ag Ag+ Ag Ag Ag Ag Cu
Nanotoz %10 . r . .
maddeler Ccu
%25 %50 %75 %90
Cu Cu Cu Cu
MiK 0,625 0,8 1,775 1,875 2,916 3,541 8,25 13,33 15

(mg/L)

MBK >0,625 >0,8 >1,775 >1,875 >2916 >3541 >825 >13,33 >15
(mg/L)
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Sekil 3.1. MIK testi mikrotitrasyon plaka gériintiisii.

E.coli ATCC 25922 susu, Ag, %100Ag, CuO ve %100 Cu, a) A-B(1-10) Ag, C-D(1-10)
Ag madde kontroli, E-F(1-10) %100 Ag, G-H(1-10) %100 Ag madde kontrold, A-H(11)



mikroorganizma kontrolii, A-H(12) besiyeri kontrolii. b) A-B(1-10) %100 Cu, C-D(1-10)
%100 Cu madde kontrolii, E-F(1-10) CuO, G-H(1-10) CuO madde kontrolii, A-H(11)
mikroorganizma kontrolii, A-H(12) besiyeri kontrolii. ¢) A-B(1-10) %10 Ag+ %90 Cu, C-
D(1-10) %10 Ag+ %90 Cu madde kontrolii, E-F(1-10) %25Ag+ %75 Cu, G-H(1-10) %25Ag+
%75 Cu madde kontrolii, A-H(11) mikroorganizma kontrolii, A-H(12) besiyeri kontrolii. d) A-
B(1-10) %75 Ag+ %25 Cu, C-D(1-10) %75 Ag+ %25 Cu madde kontrolii, E-F(1-10) %90Ag+
%10 Cu, G-H(1-10) %90Ag+ %10 Cu madde kontrolii, A-H(11) mikroorganizma kontrolii, A-
H(12) besiyeri kontrolii. €) A-B(1-10) %50 Ag+ %50 Cu, C-D(1-10) %50 Ag+ %50 Cu madde
kontrolii, A-H(11) mikroorganizma kontrolii, A-H(12) besiyeri kontrolii. Test maddeleri doz
aralig1 10 — 0.019 mg/L’dir.

Sekil 3.2. MIK testi MTT boyamast mikrotitrasyon plaka goriintiisii.



Sekil 3.3. MIK testi MTT boyamast mikrotitrasyon plaka goriintiisii.

MiK KONSANTRASYON (mg/L)

115)2%

1,875

MiK KONSANTRASYON (MG/L)

%100Ag Ag %90 Ag %75 Ag %50 Ag %25Ag %10Ag & %100Cu CuO
& %10 & %25 & %50 & %75 %90 Cu
Cu Cu Cu Cu

METAL TEMELLI NANOTOZ MADDELER

Sekil 3.4. Ag, Cu nanotoz ve kombinasyonlarinin Escherichia coli ATCC 25922 susu iizerindeki MIK degerleri
(mg/L).

3.2. Biyofilm inhibisyon testinin degerlendirilmesi

Nanotozlarin, segilen biyofilm pozitif E.coli ATCC 25922 susu iizerinde biyofilm
inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. Tablo 3.3. ve Sekil 3.6.°da E.coli ATCC 25922
bakterisinin biyofilm inhibisyon aktiviteleri verilmistir.

Test maddelerinin biyofilm inhibisyon aktivitelerini belirlemek i¢in segilen E.coli ATCC
25922 susu iizerinde metod 2.2.2.°de belirtildigi gibi canli bakteri koloni sayimi yapilmis ve

sonuglar kaydedilmistir.



Biyofilm inhibisyon aktivite siralamasi ise en yiiksekten diisiige dogru olacak sekilde;
%100 Ag > %90 Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25 Cu > %50 Ag + %50 Cu > %25 Ag + %75
Cu> %10 Ag +%90 Cu > %100 Cu olarak kaydedilmistir.

3.3. Adezyon testinin degerlendirilmesi
Nanotozlarin, segilen biyofilm pozitif E.coli ATCC 25922 susu iizerinde adezyon
aktiviteleri incelenmistir. Tablo 3.2. ve Sekil 3.5.’te E.coli ATCC 25922 bakterisinin adezyon

aktiviteleri verilmistir.

Secilen E.coli ATCC 25922 susu iizerinde test maddelerinin adezyon aktivitelerini
belirlemek i¢in metod 2.2.3’te anlatildig1 sekilde kurulan deneylerde inkiibasyon siireleri farkli
stirelerde denenmistir. Yapilan ¢calismada 1, 2 ve 4 saatlik inkiibasyon siireleri denenmis ve 1
ve 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda yapilan koloni sayim sonuglari ile 4 saatlik inkiibasyon
sonrasi yapilan koloni sayim sonuglart kiyaslanarak yapilan degerlendirmeye gore 4 saatlik

inkiibasyon sonuglar tezde sunulmustur.

E.coli ATCC 25922 susuna karsi nanotozlarin adezyon aktivite diizeyleri sirasiyla %100
Ag > %90 Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25 Cu > %50 Ag+%50 Cu > %25 Ag + %75 Cu > %10
Ag+ %90 Cu> %100 Cu‘dir.

3.4. Ultrasonikasyon islemi ile adezyon testi sonuclari

Ultrasonikasyon islem muamelesinin adezyon testlerindeki kullaniminda, ultrasonik
titresimler sayesinde nanotoz test maddelerinin sinerjistik etki yaratarak potansiyel
aktivitelerini arttirmak hedeflenmistir. Bu etki ise 15 dakikalik ultrasonikasyon islem
muamelesine tabi tutulan test maddelerinde ultrasonikasyon muamelesi yapilmaksizin kurulan

deneylere kiyasla ortaya ¢ikan sinerjistik etki sonuglarda gézlenmistir.

Ultrasonikasyon isleminde, su banyosunda 5 dakika ortam sicaklifinin esitlenmesi i¢in
bekletilmesi, deney sartlarinin optimizasyonu i¢in énemlidir. Calismada adezyon testlerinde
ultrasonikasyon islem muamelesi farkli siirelerde denenmistir. 3-6-9, 5-10-15 ve 10-20-30
dk’lik ultrasonikasyon islemine tabi tutularak ultrasonikasyon iglem muamele siiresi optimize

edilmistir. Bu ultrasonikasyon parametresi 15 dk olarak optimize edilmistir.

E.coli ATCC 25922 susuna karsi nanotozlarin adezyon aktivite diizeyleri sirasiyla %100
Ag > %90 Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25 Cu > %50 Ag + %50 Cu > %25 Ag + %75 Cu >
%10 Ag + %90 Cu > %100 Cu olarak sonuglanmuistir.

Tablo 3.2. Adezyon Aktiviteleri 2 mg/L logaritmik diisiis degerleri



Mikroorganiz | Test maddeleri Madde Logaritmik diisiis degerleri
ma konsantrasyonla | (+US) (-Us)
Escherichia 1
coli ATCC mg/L
25922 %100 Ag 2 mg/L log 2,93 log 1,63
(+US) log 7) | 9690 Ag + %10 Cu 2 mg/L log 1,96 log 1,54
(-US) log 7.3) | %75 Ag + %25 Cu 2 mg/L log 1,92 log 1,35
%50 Ag + %50 Cu 2 mg/L log 1,52 log 1,07
%25 Ag + %75 Cu 2 mg/L log 1,4 log 1,13
%10 Ag + %90 Cu 2 mg/L log 1,3 log 1,15
%100 Cu 2mg/L log 1,19 log 0,6
Ag2NO3 0,1 mg/L log 2,93 log 1,63
CuCl, 0,1 mg/L log 1,96 log 1,54

Adezyon
2 mg/L

BRSNS 15 1,19

4
‘W
23
2
o
El
Zo
o
o
e

%100 Ag %90 Ag & %75Ag & %50Ag& %25Ag& %I10Ag& %100 Cu
%10Cu  %25Cu  %50Cu  %75Cu %90 Cu

METAL TEMELLi NANOTOZ MADDELER

US (+) mUS(-)

Sekil 3.5. 2 mg/L nanotoz maddelerin adezyon aktivite degerleri. E. coli ATCC 25922 susu tizerinde
ultrasonikasyonlu ve ultrasonikasyonsuz adezyon aktivite logaritmik diisiis degerleri.

3.5. Ultrasonikasyon islemi ile biyofilm inhibisyon testi sonuglari

Yapilan ¢aligmada ultrasonikasyon islem muamelesinin biyofilm inhibisyon testlerindeki
kullaniminda ultrasonik titresimler sayesinde nanotoz test maddelerinin sinerjistik etki
yaratarak potansiyel aktivitelerini arttirmak hedeflenmistir. Bu etki ise 15 dakikalik
ultrasonikasyon islem muamelesine tabi tutulan test maddelerinde ultrasonikasyon muamelesi

yapilmaksizin kurulan deneylere kiyasla ortaya ¢ikan sinerjistik etki sonuclarda gézlenmistir.

Ultrasonikasyon isleminde, su banyosunda 5 dakika ortam sicakliginin esitlenmesi i¢in
bekletilmesi deney sartlariin optimizasyonu i¢in énemlidir. Biyofilm inhibisyon testlerinde

ultrasonikasyon islem muamelesi farkli siirelerde denenmistir. 3-6-9, 5-10-15 ve 10-20-30



dk’lik ultrasonikasyon iglemine tabi tutularak ultrasonikasyon islem muamele siiresi optimize

edilmistir. Bu ultrasonikasyon parametresi 15 dk olarak optimize edilmistir.

E.coli ATCC 25922 susuna karsi nanotozlarin ultrasonikasyon islem ile biyofilm
inhibisyon aktivite siralamasi ise en yiiksekten diisiige dogru olacak sekilde; %100 Ag> %90
Ag + %10 Cu > %75 Ag + %25 Cu > %50 Ag +%50 Cu > %25 Ag + %75 Cu > %10 Ag +
%90 Cu > %100 Cu olarak sonuglanmugtir.

Tablo 3.3. Biyofilm inhibisyon aktiviteleri 2 mg/L logaritmik diisiis degerleri

Mikroorgani | Test maddeleri Madde Logaritmik diisiis degerleri
zma konsantrasyonla | (+US) (-Us)
Escherichia 1
coli ATCC mg/L
25922 %100 Ag 2 mg/L log 6 log 3,6
(+US) log 7) | 990 Ag + %10 Cu 2 mg/L log 5,9 log 3,4
(-US) log 7.3) | %75 Ag + %25 Cu 2 mg/L log 5,8 log 3,15
%50 Ag + %50 Cu 2 mg/L log 5,6 log 2,6
%25 Ag + %75 Cu 2mg/L log 5,1 log 2,2
%10 Ag + %90 Cu 2 mg/L log 4,85 log 1,9
%100 Cu 2mg/L log 3 log 0,85
Ag:NO3 0,2 mg/L log 4,3 log 3,65
CuCl, 0,2mg/L log 3 log 2,6

Maddelerin E.coli ATCC25922 susu iizerinde 15 dakikalik ultrasanikasyon ve
ultrasanikasyon iglemi yapilmaksizin 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon koloni sayim sonuglarina
gore mikroorganizma logaritma degerine kiyasla logaritmik diisiis degerleri verilmistir. Test

maddeleri 2 mg/L, kontrol grubu Ag2SO4 ve CuClzise 0,2 mg/L’dir.
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METAL TEMELLi NANOTOZ MADDELER

US (+) mUS(-)

Sekil 3.6. 2 mg/L konsantrasyon degerlerine gore nanopartikiillerin biyofilm inhibisyon aktivite degerleri. E. coli
ATCC 25922 susu iizerinde ultrasonikasyonlu ve ultrasonikasyonsuz biyofilm inhibisyon aktivite logaritmik diisiis
degerleri.

3.6. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Nanotozlarin konsantrasyonlarinin HaCaT hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak
sitotoksik etkileri belirlenmistir. HaCaT hiicreleri i¢in kontrol ve 1000, 500, 200, 100, 50 ve 10
pg/mL; nanotoz konsantrasyonlarma ait MTT sonuglar1 ELISA cihazinda 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Daha sonra her bir gruba ait 24 saat i¢in kontrole gore % hiicre canlilik
degerleri hesaplanmistir. HaCaT hiicrelerine uygulanan nanotoz gruplarina ait % hiicre canlilik

degerleri sekil 3.4°ten 3.10a verilmistir.

24. saatteki % hiicre canlilik degerleri HaCaT hiicrelerinde kontrol grubuna gére 1000,
500, 200, 100, 50 ve 10 ng/mL nanotoz konsantrasyonlarinda sirastyla % olarak hesaplanmustir.
Kontrol grubuna gore hiicre canlilik degerlerinde meydana gelen farkliliklar istatistiksel

anlamlilik degerleri p<0,05**
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Sekil 3.7. % 100 Ag nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarma gore; %100 Ag igeren nanotozun, MIK degeri, 10, 50 ve 100
pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadigi gibi hiicre sayisinda az miktarda (%3-10 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda %45 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derigimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmast durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %90 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.8. % 90 Ag +% 10 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.



MTT test sonuglarina gore; %90 Ag +%10 Cu igeren nanotozun, MiK degeri, 10, 50 ve
100 pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadigi gibi hiicre sayisinda az miktarda (%6-15 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda %25 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derisimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmast durumunda ise hiicre canlilifinda yaklasik %90 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gdzlenmistir.
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Sekil 3.9. %75 Ag + %25 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarina gore; %75 Ag +%25 Cu igeren nanotozun, MIK degeri, 10, 50 ve
100 pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadig1 gibi hiicre sayisinda az miktarda (%7-15 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmast
sonucunda hiicre canliliginda %20 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derigimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmasi durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %85 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.10. %50 Ag + %50 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarina gore; %50 Ag +%50 Cu igeren nanotozun, MIK degeri, 10, 50 ve
100 pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadig1 gibi hiicre sayisinda az miktarda (%6-15 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda %15 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derisimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmast durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %79 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.11. %25 Ag + %75 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarina gore; %25 Ag +%75 Cu igeren nanotozun, MIK degeri, 10, 50 ve
100 pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadig1 gibi hiicre sayisinda az miktarda (%9-18 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda %13 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derisimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmast durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %73 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.12. %10 Ag + %90 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarina gore; %10 Ag +%90 Cu igeren nanotozun, MIK degeri, 10, 50 ve
100 pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadig1 gibi hiicre sayisinda az miktarda (%13-18 oraninda) artisa neden
oldugu belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine
uygulanmast sonucunda hiicre canliliginda %11 oraninda bir azalmaya neden oldugu
saptanmustir. Derisimin 1000 pg/ml’ye ¢tkmasi durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %68

oraninda bir diislise neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.13. %100 Cu nanotoz maddenin HaCaT hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi.

MTT test sonuglarina gére; %100 Cu igeren nanotozun, MiK degeri, 10, 50 ve 100
pg/ml’lik derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre
azalmasina yol agmadig1 gibi hiicre sayisinda az miktarda (%9-21 oraninda) artisa neden oldugu
belirlenmistir. 200 pg/ml’lik derisimin ise 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda %10 oraninda bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Derigimin
1000 pg/ml’ye ¢ikmast durumunda ise hiicre canliliginda yaklasik %60 oraninda bir diisiise
neden oldugu ve toksik etki yaptig1 gézlenmistir.



4, SONUC, TARTISMA VE ONERILER
4.1. Sonug

Metal igeren nano malzemeler elde edilen sonuglara gore etkinlik agisindan %100 Ag >
%90 Ag > %75 Ag > %50 Ag > %25 Ag > %10 Ag > %100 Cu seklinde siralanmustir.
Giimiisiin fazla oldugu durum daha iyi sonug¢ vermekle beraber pahali bir metal olmasindan
dolay1 yar1 yariya azaltilarak yerine bakirin kondugu durumda da yeterince iyi sonug alinmustir.
Boylece daha ekonomik dezenfeksiyon gerceklestirilmistir. Ayrica Legionella gibi bakirin
sinerjik etkisinin de istenebilecegi durumlar i¢in kullanilabilecek metal bilesimi olusturulabilir.
Yalniz ultrasound uygulanan sistemlerde yapilan deneyler gostermistir ki bakteri kiimelerinin
ultrasound etkisi ile dagilmasi nedeniyle bakteri sayilarinda artis olmaktadir. Ultrasoundla
yapilan caligmalarda ise metal igeren nano malzemenin ultrasound uygulanmadan yapilan

calismalar1 gore daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir.
Bunun baslica sebepleri

1. Ultrasoundun bakteri kiimelerini dagitarak bakterilerin birbirlerine kalkan olmaksizin

metal i¢ceren nano malzeme ile temas etmesinin saglanabilmesidir.

2. Ultrasoundun metal igeren nano malzemeyi homojen sekilde dagitarak bir kiitle
aktarimi ivmeleyicisi olarak davranmasi ve bununla beraber nano partikiilde bulunan

metal iyonlarinin metalden bakteriye gegmesini kolaylastirmasidir.

3. Bir diger etki de metali tagiyan partikiil maddenin kendisinin ultrasound ile fiziksel
stirtinme etkisidir. Buda adezyon ve biyofilm olusumunda 6nleyici yonde pozitif katki

saglamaktadir.

Biyofilm ve adezyon etkili (>log3 azalma goriildiigii) diistislerin gériilmesinin yani sira
sitotoksisite deneylerinde bu diisiislerin saglandigi derisimlerin de malzemelerin toksik
olmadig goriilmiistiir. Kisaca toksik etki gostermeksizin bu malzemelerin biyofilm ve adezyon

onleyici olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Ayrica bu malzemeler igin sitotoksik degerler de tespit edilmis olup elde edilen sonuglara
gore malzemeler 1000 pg/ml gibi yiliksek derisimlere kadar toksik etki géstermemektedir.
Giimiis igerigi yiiksek olanlarda hiicre sayisindaki azalma biraz daha yiiksek olmasina kargin
tiim malzemeler 1000 wg/ml’1n altinda toksik etki olmaksizin kullamlabilecektir. MiK degerleri
de 1000 pg/ml’in ¢ok altinda oldugundan adezyon ve biyofilm olusumunda Onleyici olarak

toksik etki olmaksizin MIK derisimleri kullamlabilecektir.



4.2. Tartisma

Diinya genelinde i¢cme suyu giivenligi 6nemli bir konudur (Hatami, 2013). Giivenli bir
icme suyu kaynagina ulagmaktaki sorunlar ve su kaynakli hastaliklar ise tehdit olugturmaktadir
(WHO, 2014). Bu sebeplerle su aritim teknolojilerinin gelistirilmesi, 6zellikle de sudaki patojen

mikroorganizmalarin etkisizlestirilmesi, insan saglig1 i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Song, 2016).

Nanoteknolojinin hizla gelismesiyle birlikte, dzellikle Ag NP'ler son yillarda su ve atik
su dezenfeksiyonunda basartyla uygulanmaktadir. Benzer sekilde bakirin, antibakteriyel bir
madde olarak yararlili1 uzun yillardir bilinmekle birlikte son zamanlarda, bakir nanopartikiiller
icme suyu i¢in dezenfektan olarak kullanilmaktadir (Ruparelia, 2008). Giimiis nanopartikiiller
(Ag NP'ler), baz1 konsantrasyon araliklarinda toksisite olmaksizin bakteri ve mantarlara karsi
yiiksek potansiyelleri nedeniyle siklikla katki maddesi olarak kullanilir (Sotiriou & Pratsinis,
2010; Reidy vd., 2013; Marin vd., 2015).

Su dezenfeksiyonunda, iki veya daha fazla dezenfeksiyon teknigi kombinasyonlarinin
uygulamalar1 literatiirde uzun yillardan beri mevcuttur (El-Ghzizel vd., 2020).
Mikroorganizmalarin inaktivasyonu (Burleson, 1975) ve suyun dezenfeksiyonu (Dahl, 1976)
i¢in ultrasonikasyon ve ozonlama kombinasyonu uzun siiredir uygulanmaktadir (Abdurahman
& Abdullah, 2020).. Su aritma isleminin iyilestirilmesi i¢in kullanilan yenilik¢i yontemlerden

biri de ultrasonik dalgalarinin uygulanmasidir (Doosti, 2012).

Son zamanlarda, ultrasonik teknolojinin, su ve atik su aritma ve dezenfeksiyon amagl
uygulama da dahil olmak {izere ¢evresel iyilestirme alanlarinda kullanilmasi genis bir ilgi

gormektedir (Chen, 2012; Han vd., 2013; Cesaro & Belgiorno 2016).

Calismamizda, su kaynakli patojenlerin sebep oldugu biyofilmleri inhibe etme kabiliyeti
ve biyofilmlerin olusabilmeleri igin gereken yiizey tutunma 6zelliklerinin engellenmesi Ag ve
Cu igeren nanotozlar kullanilarak gosterilmistir. Yeni bir yaklasim olarak, Ag ve Cu nanotoz

maddelerin beraberinde diisiik frekansli ultrasonik dalgalar: da uygulanmustir.

Bu baglamda su dezenfeksiyonunda kimyasal sentezlenen Ag ve Cu nanotoz ve
kombinasyonlarinin antibakteriyel aktiviteleri, se¢ilen su kaynakli patojen biyofilm pozitif E.
coli ATCC 25922 bakteri susuna karst in vitro potansiyel biyolojik aktiviteleri (biyofilm
olusumu ve adezyon) ultrasoundlu ve ultrasoundsuz g¢alisilmigtir. Dezenfeksiyon amagli,
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK)
belirlenerek incelenmistir. Ayrica etkin goziiken nano malzemenin toksik olup olmadigi HaCaT

hiicreleri lizerinde MTT sitotoksisite testi ile belirlenmistir. Literatiirdeki benzer ¢aligsmalar



incelendiginde agirlikli olarak metal igeren nano malzemeli dezenfeksiyon ya da ultrasoundun

bilinen dezenfeksiyon metodlar ile birlikte kullanimini mevcuttur.

Raffi ve ark. (2008) yaptig1 ¢alismada, gaz yogunlastirma ile iiretilen 16 nm giimiis
nanopargaciklar, 60 pg/mL'de E. coli'nin koloni olusturan birimler (CFU) yetenegini tamamen

engelledigini gosterilmistir (Raffi vd., 2008).

Smetana ve ark. (2008) calismasina gore 300 ug/mL konsantrasyonda ticari olarak temin
edilebilen glimiis nanotozlar ve 30 pg/mL konsantrasyonda SMAD tarafindan iiretilen giimiis
nanopargaciklar, koloni olusturan E. coli ve S. aureus birimlerini (10 dakikalik temas
stiresinden sonra) 2x104 KOB/mL 'den ile sirasiyla 0 ve <20’ye azaltmustir (Smetana vd.,
2008).

Bogdanovi¢, Una ve ark. (2014) mikroorganizmalar iizerindeki biyolojik aktivite
denemelerinin sonuglari, sadece 2 saatlik temastan sonra, yiiksek CUNP konsantrasyonunda (32
ppm) test edilen tiim suslarmn %98'inden fazlasini azaltabildigini agikg¢a gostermektedir. E.
coli'ye kars1 mikrobiyal azalma maksimum, ancak sadece 32 ppm konsantrasyonda mikrobiyal
biiylime olmamustir (<10). Ayrica, ayn1 konsantrasyonda C. albicans'in neredeyse tam biiyiime
inhibisyonu saglanmistir. Sonuglar ayrica daha yiiksek CuNP konsantrasyonlarmm C.

albicans'a karsi S. aureus'tan daha etkili oldugunu gostermektedir. (Bogdanovi¢ vd., 2014).

Bir diger ¢alismada Kim ve ark. (2007) giimiis nitratin sodyum borohidrit ile
indirgenmesiyle hazirlanan 13.4 nm giimiis nanopartikiillerin, S. aureus i¢in E. coli'ye kars1 6.6

nM'nin altinda ve 33 nM'nin iizerinde MIK gésterdigini bildirmistir .

Bizim ¢aligmamizda ise E.coli ATCC 25922 susuna karsi farkli nanotoz ve nanotoz
kombinasyonlarindan; %100 Ag, Ag, %90 Ag+%10 Cu, %75 Ag+%25 Cu , %50Ag+%50 Cu
ve %25 Ag + %75 Cu 10 - 0.019 mg/L araliginda, %100 Cu, CuO, %10 Ag+%90 Cu ise 20 —
0.039 mg/L araliginda calisilarak MIK degerleri belirlenmistir. Nanotozlarin MIK testi ii¢
tekrar galisilmistir. MIK konsantrasyonlari %100 Ag> Ag> %90 Ag+%10 Cu> %75 Ag+%25
Cu> %50Ag+%50 Cu> %25 Ag + %75 Cu> %10 Ag+%90 Cu> %100 Cu> CuO, nanotoz
kombinasyonlarinin sirasiyla 0,625> 0,8> 1,775> 1,875>2,916> 3,541> 8,25> 13,33> 15 mg/L
degerlerinde kaydedilmistir.

Biyofilm pozitif bakteri suslarinda yapilan ¢aligmalardan, (Guo, Jingyang, vd., 2019)
Pseudomonas aeruginosa biyofilm gelisimi tizerindeki AgNP'lerin (30 nm) etkisi

konsantrasyona bagli olarak biyofilm AgNP'lere planktonik hiicrelerden daha direngli oldugunu



gosterirken, diisiik AgNP maruziyet dozlari, biyofilm bilylime dongiisiinii énemli 06lgiide
geciktirmis, AgNP'lerin yiiksek konsantrasyonunun ise (18 pg/mL) biyofilm olusumunu

tamamen 6nledigini gostermistir (Guo vd., 2019).

Megarajan Sengan ve ark. (2019) yapmis oldugu ¢alismasinda bu sefer CuNP'lerin, su
kaynakli E. coli, P. aeruginosa, Salmonella typhi ve Shigella flexneri gibi biyofilm pozitif
patojenlere kars1 milkemmel bir anti biyofilm etkinligi sergilemistir. CuNP'lerin 12.5 uM'lik
minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonunda olgun biyofilmi ortadan kaldirdigini ortaya
koymugtur. CuNP'lerin antimikrobiyal aktivitesi, rapor edilen CuNP'lerin ger¢ek antibiyofilm
etkisi gosterdigini belirten minimum 25 uM inhibe edici konsantrasyonda gozlenmistir (Sengan
vd., 2019).

Sonuglar, E.coli ATCC 25922 susuna karsi nanotozlarin antiadezyon aktivite diizeyleri
strastyla; %100 Ag> %90 Ag+%10 Cu> %75 Ag+%25 Cu> %50Ag+%50 Cu> %25 Ag + %75
Cu> %10 Ag+%90 Cu> %100 Cu‘dir. Biyofilm inhibisyon aktivite siralamasi ise en yiiksekten
diisiige dogru olacak sekilde; %100 Ag> %90 Ag+%10 Cu> %75 Ag+%25 Cu> %50Ag+%50
Cu> %25 Ag + %75 Cu> %10 Ag+%90 Cu> %100 Cu olarak belirlenmistir.

Literatiirde ultrasound ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise; Vasilyak ve ark. (2011) 10 ila
1000 W cm?2 arasinda bir ses yogunlugu ve 20—100 kHz ultrason ile uzun siireli su aritima,

dezenfeksiyonu saglayabilecegini rapor etmistir (Vasilyak, 2011).

Dadjour, Mahmoud Farshbaf, ve ark. (2006) Legionella pneumophila TiO2 ile
dezenfeksiyonunda cesitli siireler boyunca 36 KHz, 300W'de ultrasonik banyoda 30 dakikalik
isleme tabi tutulmus ve tedavi periyodundan sonra 0.2 g/ml TiO2 varliginda ilk
konsantrasyonlarin  %6'sma  diisiiriiliirken, Ti02 yoklugunda sadece %18'lik bir azalma
gozlemlenmistir. Kullanilan TiO2 miktar: artirtlarak dezenfeksiyonun etkisi bir dereceye kadar

arttirillabilecegi belirlenmistir (Dadjour vd., 2006).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismamizda yeni bir yaklasim olarak, Ag ve Cu nanotoz
maddelerin beraberinde diisiik frekansli 35 kHz ’lik ultrasonik dalgalar uygulanarak biyofilm
kirlenmesi iizerinde Onleyici bir etki gézlenmis ve Ag ve Cu nanotoz maddelerinin ¢alisma

etkinligini arttirdig1 belirlenmistir.

Ultrason, diisiik yogunluklarda ve kisa etki siirelerinde mikroorganizmalarin aktivitesini
ve biiyiimesini uyarabilirken, daha yiiksek yogunluklarda mikroorganizmalar1 6ldiiriir ve

etkisiz hale getirir (Spiteri vd., 2017). Antiadezyon deneylerinde ultrasonikasyon islem



muamelesi farkli siirelerde denenmistir. 3-6-9, 5-10-15 ve 10-20-30 dk’lik ultrasonikasyon
islemine tabi tutularak sonuglari belirlenmistir. Tez ¢alismamizda, ultrasonikasyon islem
muamelesi 15 dk olarak bu parametre optimize edilmistir. Gergekten de ultrasonik iglemin kisa
siire uygulanmas1 mikroorganizmalarin aktivitesini ve bilylimesini uyardigi gozlenerek

sonuglar bunu dogrulamaktadir.

Literatiirdeki in vitro toksikolojik ¢alismalarda kiiltiir hiicreleri kullanilmaktadir.
Yaklasik %95'i keratinositlerden olusan epidermis, insan derisinin dig uyaranla temas eden ilk
tabakasidir (Gantwerker ve Hom, 2012). Insan derisi, genis yiizey alam ve kozmetik veya
cevresel maruziyete erisilebilirligi nedeniyle dis maddeler i¢in ana giris yollarindan biridir. Son
raporlar, baz1t NM'lerin cilde yalnizca biikiilmiis (egzersiz sirasinda) veya yaralanmis (akne,
egzama, giines yanig) cilt yoluyla degil, ayn1 zamanda saglam saglikli cilt yoluyla da niifuz
ettigini gostermistir (Mortensen vd., 2008; Rouse vd., 2007). Ag NP'lerin diisiik diizeyde de
olsa cilt tarafindan emilebildigi ve hasarli ciltte gegirgenligin arttig1 (Filon Larese vd., 2009)
g0z Oniline alindiginda, kimyasal maddelerin toksik etkilerinin aragtirilmasi ve aydinlatilmasi
biiyiik 6nem tasimaktadir. Kanitlar ayrica NM'lerin stratum corneum'a yer degistirebilecegini
one siirmektedir (Schulz vd., 2002). Bu nedenle, HaCaT hiicre hatt1 (insan keratinositi),
nanotoksikolojik caligmalarda model olarak yaygin olarak kullanmilmaktadir (Kocbek ve
digerleri, 2010; Nabeshi vd., 2011; Rancan vd., 2012). Cilt hasarina neden olabilecek
kimyasallarm toksikolojik potansiyelini in vitro olarak degerlendirmek i¢in taninmig bir model
olusturan insan HaCaT keratinosit hiicre hattin1 kullanarak Ag NP'lerin potansiyel cilt
toksisitesini degerlendirmeleri bulunmaktadir (Gibbs, 2009). Bu nedenle ¢alsmamizda, suyla
ilk ve en ¢ok temas halinde bulunan deri epitel hiicreleri tizerinde sitotoksik etkilerin

arastirilmasi hedeflenmistir.

Jaiswal, Swarna, ve ark. (2015) ‘nin toksisite ¢alismasi, kontrole kiyasla AgNP'lere maruz
birakilan HaCat hiicrelerinde hiicre canliliginda 6nemli bir fark (P>0.05) olmadigini
gosterirken. Artan Ag konsantrasyonlar1 ve maruz kalma siireleri ile hiicre canlilig1 yiizdesi,
kontrole kiyasla artan Ag konsantrasyonlarinin (8-33 ppm) dogal AgNP'lerine maruz kalma ile
hiicre canlilig1 yiizdesinin onemli 6l¢lide azaldigimi (P<0.05) gostermistir. 16 ppm'lik bir
[Ag]'de, capped AgNP'lere kiyasla maruz kalan HaCaT hiicrelerinde %30 daha diisiik bir
canlilik vardir ancak bu fark, 33 ppm'lik bir [Ag]'de %63'e yiikseldi 8 ppm'nin [Ag] altinda,
tim test numuneleri arasinda hiicre canliliginda 6nemli bir fark (P>0.05) goriilmemistir
(Jaiswal vd., 2015).



Zanette, Caterina, ve ark. (2011) ¢alismasinda, HaCaT hiicre hatti modelini kullanarak
Ag NP'lerin cilt iizerindeki etkilerini arastirilmis, Ag NP'lerin HaCaT hiicreleri iizerindeki
sitotoksite ¢aligmalari, iki farkli canlilik testi kullanilarak gerceklestirilmistir: MTT, SRB Ag
NP'lerin artan konsantrasyonlarina (0,006-333 1IM) maruz kalma, hiicre canlilifinda
konsantrasyona ve zamana bagli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. MTT testinde 100
UM Ag NPs soliisyonu, kontrollere gore -15 + %1, -40 £+ %3 ve -66 + %7'ye esit bir absorbans
azalmasina neden oldugu rapor edilmistir. Ag NP'ler, 7 gilinliik temastan sonra 6.8 + 1.3 IM
(MTT tahlili) ve 12 + 1.2 IM (SRB tahlili) IC50 degerleriyle, hiicre canliliginda konsantrasyona

ve zamana bagli bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Zanette vd., 2011).

Mukherjee, Sanchali Gupta, ve ark. (2012) yaptiklar1 caligmada; farkli sitotoksisite
testleri sonucunda Ag nanopargaciklarinin, HaCaT ve HeLa hiicreleri i¢in sitotoksisite LD50
degerleri, her iki hiicre hattinda da artan maruz kalma siiresi ile canlilifin azaldigini
bildirmislerdir. Klonojenik tahlilde 2.5 mg/l ve 5 mg/l Ag nanopartikiil konsantrasyonundaki
HaCaT hiicrelerinde sirastyla %83.16 ve %62.5 koloni gozlenirken, HaCaT hiicrelerinde olusan
koloniler ayn1 konsantrasyondaki HeLa hiicrelerinden yiizde olarak ¢ok daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu, Ag nanoparg¢aciklarina maruz kalindiginda HeLa hiicrelerine kiyasla HaCaT
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesinin ¢ok daha yiiksek oldugunu saptamiglardir

(Mukherjee vd., 2012).

Tez ¢alismamizda ise; HaCaT hiicreleri yedi farkli nanotoz test maddesi ile 24 saat
muamle edilmis, yapilan MTT testi sonucunda sitotoksik degerler tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tim malzemeler 1000 pg/ml gibi yiiksek derisimlere kadar toksik etki
gostermemektedir. Tiim malzemelerin 200 pg/ml’lik derisimlerde ise hiicre canliliginda %10-
45 oramnda bir azalmaya neden oldugu saptanmistir. MiK degeri, 10, 50 ve 100 pg/ml’lik
derisimlerinin 24 saat siireyle HaCaT hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre azalmasina yol

acmadigi gibi hiicre sayisinda az miktarda (%3-10 oraninda) artisa neden oldugu belirlenmistir.

4.3. Oneriler

Caligmamizin sonuglar1 Ag ve Cu nanotoz maddelerimiz i¢in sitotoksik degerler de tespit
edilmis olup elde edilen sonuglara gére malzemeler 1000 pg/ml gibi yiiksek derisimlere kadar
toksik etki gostermemektedir. Glimiis igerigi yliksek olanlarda hiicre sayisindaki azalma biraz
daha yiiksek olmasina karsin tiim malzemeler 1000 pg/ml’in altinda toksik etki olmaksizin
kullanilabilecektir. MIK degerleri de 1000 pg/ml’in ¢ok altinda oldugundan adezyon ve
biyofilm olusumunda &nleyici olarak toksik etki olmaksizn MIK derisimleri

kullanilabilecektir.



Elde edilen sonuglara gore, tez kapsaminda kullanilan metal temelli nanotoz
malzemelerin insan saglig1 lizerinde olumsuz yan etkiler olusturmadan su dezenfeksiyonunda

kullanimini potansiyel alternatifler arasina almaktadir.

Ilerleyen zamanlarda farkli bakteri ve hiicre hatlarinda da benzer ¢aligmalar yapilarak
malzemelerin davraniglar1 hakinda daha fazla veri elde edilebilir. Bunlardan farkli olarak
kullanilan nano malzemelerdeki metal tiirleri ve kombinasyonlari ayr1 ¢alisma konusu olarak

incelenebilir.
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