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FARKLI ORANLARLA HAZIRLANAN GUMUS NANOPARTIKUL (AGNP) VE
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Girisimsel islemlerde kullanilacak biyomalzemelerin ya da implantlarin dogal doku ile
fiziksel ve biyolojik agidan uyumlu olmasi ve vicutta immun cevap uyandirmamasi
gerekmektedir. Metalik nanopartikiller c¢oklu toksik etki ile antibakteriyel etki
goOsterebilmektedir.  Antibakteriyel Ozellikleri en fazla bildirilen metalik nanopartikil
gimus nanopartiklllerdir. GUmus nanopartiklllerin antibakteriyel etkileri hicre tipi ve
Gram boyanma o6zellikleri ile degisiklik gosterebilmektedir. PVC, isleme kolayhgi, farkl
maddelerle uyumluluk ve ¢ok yonluluk agisindan farkli endistriyel uygulamalarda yaygin
olarak kullanilir. Tibbi ve biyomedikal alanda, birgok biyomalzemeyi uretmede yaygin
sekilde kullanilir. Antibakteriyel PVC biyomalzemelerinin Uretilmesi saglik uygulamalar
icin dnemlidir. Bu ¢alisma ilede belirli agirlik oranlari ile elde edilecek gumuis nanopartikil
(AgNp) ve polivinil klorar (PVC) kompozitlerinin, vicut sistemlerinde (solunum, sindirim
gibi) kullanilan PVC biyomalzemelerde ve tibbi cihazlarda kontaminasyona neden
olabilecek ve hastane enfeksiyonlari i¢cin dnemlienf eksiydz suglara kargi antibakteriyel
ve antibiyofilm aktiviteleri karsilastiriimistir. Nanoteknoloji alaninda yapilmasi planlanan

ileriki calismalar igin zemin olusturacagi kanaatindeyiz.
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Biomaterials or implants to be used in interventional procedures must be physically and
biologically compatible with the natural tissue and should not induce an immunological
response in the body. Metallic nanopatrticles can exhibit antibacterial effects with multiple
toxic effects. The most reported antibacterial properties are metallic nanoparticles of
silver nanoparticles. The antibacterial effect of silver nanoparticles cell type may vary
with the type and Gram pozitive/ negative properties.PVC is widely used in different
industrial applications in terms of ease of processing, compatibility with different
materials and versatility. In medical and biomedical fields, PVC widely used in many
biomaterials. The production of antibacterial PVC biomaterials is undoubtedly important
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1. GIiRIS

Antibakteriyel dzellikler ve biyouyumluluk biyomalzemeler igin dnemlidir. Ozellikle
girisimsel iglemlerde kullanilacak biyomalzemelerin ya da implantlarin dogal doku
ile fiziksel ve biyolojik agidan uyumlu olmasi ve vicutta immin cevap
uyandirmamasi gerekmektedir. Biyobozunur polimerler yuksek
biyouyumluluklarindan dolayr biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilir. Ek
olarak dokular ile temas igerisinde olan biyomalzemelerin bakteri tutulumu ve
kolonizasyonu agisindan uygun olmayan yuzeysel temas noktalari igermesi tercih
edilmektedir. Bunun yanisira bu yuzeylerin antibakteriyel aktiviteye sahip yuzeyler
olmasi ya da antibakteriyel ylizey modifikasyonlari son yillarda 6nem kazanmistir.
Biyobozunur polimerler kaynagina gore dogal ya da sentetik olarak ikiye ayrilir.
Sentetik biyobozunur polimerler kimyasal olarak kolay modifiye edilerek farkli
Ozellikler ile islevsellestirilebilir [15]. Sentetik polimerler mekanik 6zellikleri,
yenilenebilirligi, biyodegradasyon ve nispeten dusuk maliyetli olmasi nedeniyle
tercih edilmektedir [16].

Cesitli biyoteknolojik ve tibbi uygulamalarda metalik nanopartikullerin  (Np)
kullanimi gunumuzde pek c¢ok arastirmaya konu olmaktadir. Farkh sentetik
polimerler ile gelistirilen metalik nanokompozitler farkli biyolojik 6zelliklerinin yani
sira tasarim esnekligi ve dusuk maliyet acisindan avantaj saglamaktadir. Polimer
nanokompozitler, polimer matrisi icinde dagilmis nanopartikiller, polimer ile
kaplanmis metalik nanopartiklller ya da polimer ylUzeyler Uzerine metalik
nanopartikil entegrasyonlari olarak olusturulabilmektedir [17]. Polimer metal
nanokompozitlerinin farkl biyolojik 6zelliklerine bagl olarak ¢ok farkli kullanim
alanlari olmakla birlikte antibakteriyel aktivite Ozellikleri ve bakteriyel ylzey

tutulumunun azaltilmasi 6nemli arastirma alanlarindandir.

Metalik nanopartikuller ¢oklu toksik etki ile antibakteriyel etki gosterebilmektedir.
Antibakteriyel Ozellikleri engok rapor edilen metalik nanopartikil guimus
nanopartikillerdir (AgNp). Antik cagdan bu yana gumuids (Ag) tuzlarinin
antibakteriyel etkileri fark edilmistir. Ag ve kompozitleri ortodonti, kataterler ve

yanik yaralari dahil olmak uUzere gesitli uygulamalarda bakteri cogalmasini kontrol



etmek icin kullaniimaktadir. Malzemelerin pargacik boyutunun dusurualmesi,
etkinliklerinin geligtirilerek biyouyumluluklarinin arttirilmasi i¢in etkin ve guvenilir bir

aractir [18].

GUmus nanopartiklin neden oldugu antibakteriyal etki icin performansi i¢in boyut,
sekil, yuzey O0Ozelligi ve birikme derecesi gibi parametreler kontrol altinda
tutulmahdir. Bu nedenle, polimer AgNp kompozitleri sentezlenmektedir. Polimerik
malzemeler gekilsel yapisi ile gumusg nanopartikullere esneklik kazandirirken ayni
zamanda c¢esitli  yontemlerle  hareketsizlestirilebilir.  Polimer  bilegenleri
nanopartikillerin yizeyde veya bir ¢ozelti iginde birikmesini dnlerken, gimus iyonu

salinimini da kontrol edebilmektedir.

Erimig polimerlere gimusun katilmasi, antibakteriyel polimer kompozitler elde
etmek icin kullanilan geleneksel yaklasimlardandir. Aktif metallerin polimer
matrikslerine dahil edilmesi antibakteriyel 06zelliklere sahip polimerlerin
gelistiriimesinde etkili bir metodu temsil etmektedir. PVC, isleme kolayligi, farkli
maddelerle uyumluluk ve ¢ok yonlllik agisindan farkli endustriyel uygulamalarda
yaygin olarak kullanilir. PVC malzemeler biyomedikal alanda genis bir yer kaplar.
Tibbi ve biyomedikal alanda, steril tek kullanimlikbiyomalzemeler, tibbi cihazlar,
parenteral beslenme torbalari, enteral beslenme tlpleri, solunum tupleri gibi birgok
biyomalzemeyi Uretmede yaygin sekilde kullanilir [62]. Yapilan ¢alismalarda PVC

ylzeyinde bakteri kolonizasyonunu artirici bir etkisi oldugu bildirilmistir [63].

Biyofilmler hicre digi matriks iginde sivi bir yluzeye tutunan mikroorganizma
toplulugundan olusmaktadir. Polisakkarit, protein, deoksiribonukleikasit (DNA) ve
sudan olusan hicre disi matriks biyofilm hicrelerinin tutunmasini saglar. Matriksin
en onemli fonksiyonlarindan birisi UV radyasyon, farkli pH kosullari, ozmotik
basing, su kaybi, antibiyotik gibi bircok faktdére karsi bakteriyi korumaktir.
Bakterinin ylzeye ya da dokuya yerlesmesi, tutunmasi ve kolonizasyonu igin
biyofilm olusumu 6nemlidir. Bu nedenle, yuzeylerin ya da serbest pargaciklarin

antibiyofilm etkileri biyomateryeller agisindan énemli parametrelerdendir.
1.1 Gahsmanin Amaci

Son yillarda antibakteriyel Ozelliklere sahip biyomalzemelerin arastiriimasi ve

geligtiriimesi hem akademi hem de endustriyel alanda gelisim gostermektedir.
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PVC biyomalzemeler biyomedikal alanda genis bir yer kaplar. Yapilan
calismalarda PVC yuzeyinde bakteri kolonizasyonu artirici bir etkisi oldugu
bildiriimigtir. PVC’lerin tibbi kullanimi ile ilgili bilimsel literatirde az sayida bilgi
mevcuttur. Bundan kaynakl antibakteriyel PVC biyomalzemelerinin Gretilmesinin
tibbi uygulamalar igin 6nemli bir yeri olmasi disunulmekte ve antibakteriyel ajanlar

iceren PVC kompozitlerinkonu oldugu ¢alismalar her gegen gun artmaktadir.

GuUmus nanopartikillerin antik cagdan bu yana antibakteriyel etkileri fark edilmis
ve kataterler, yanik yaralari gibi tibbi alanda birgok uygulamada ve c¢alismada

bakteri buylimesini kontrol etmek icin kullaniimistir.

Bu baglamda, calismamizda,belirli ve farkli agirlik oranlari ile hazirlanan AgNp
PVC kompozitlerinin, biyomedikal alanda vicut sistemlerinde (solunum, sindirim
gibi) kullanilan PVC biyomalzemelerde ve tibbi cihazlarda kontaminasyona neden
olabilecek ve hastane enfeksiyonlariigin 6nemli enfeksiydoz suslara karsi

antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri incelenmis ve karsilastiriimigtir.

Tez calismasi 2 ana bolumden olusmaktadir; Materyallerin hazirlanmasi ve

antibakteriyel, antibiyofilm aktivitelerinin karsilastiriimasi.

I.  Materyal hazirlanmasi
a. Kontrol ve kompozit materyallerinin hazirlanmasi
b. Besiyerlerinin hazirlanmasi
c. Bakteri Kulturlerinin hazirlanmasi ve ekilmesi
ii.  Antibakteriyel ve Antibiyofilm aktivitelerin kargilastiriimasi
a. Disk difizyon metodu
b. YuUzeyde bakteri gogalmalarinin belirlenmesi
c. Biyofilm olusumunun belirlenmesi
d

. Istatistiksel analiz



2. GENEL BILGILER

2.1 Nanoteknolojinin Tanimi ve Tarihgesi

Nanoteknoloji, maddenin atomik-molekller boyutta muhendisliginin yapilarak
yepyeni Ozelliklerinin ortaya ¢ikariimasi; nanometre olgegindeki fiziksel, kimyasal
ve biyolojik olaylarin anlasiimasi, kontroli ve Uretimi amaciyla, fonksiyonel

materyallerin,cihazlarin ve sistemlerin gelistiriimesidir [1].

Nanoteknoloji

=

Sekil 2.1 Nanoteknolojinin icerdigi Bilim Dallari [14]

Nanoteknoloji tanimi “Ulusal Nanoteknoloji Adimi (NNI)” tarafindansu sekilde
tanimlanmistir:  Nanoteknoloji, 0,1-100 nanometre araligindaki boyutlarda
maddenin incelenmesi ve islenmesidir. Nano-boyut bilimi, mudhendisligi ve
teknolojiyi kapsayan nanoteknoloji, maddenin bu boyut Olgeginde goruntuleme
teknigini, o6lcimund ve modellemesini icermektedir. Nano-boyut bilimi
malzemelerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri, atomlarin ve molekullerin ya
da kutlesel haldeki malzemenin Ozelliklerinden temel alarak geligtiriimektedir.
Nanoteknoloji alaninda arastirma gelistirme (AR-GE), bu yeni &zelliklere sahip
olan gelismis malzemeler, aygitlar ve sistemlerin anlagilmasi ve Uretilmesine
yonelmistir [2]. Nanoteknoloji, atomik ve molekller dizeyde dizenlemeye imkan

vermekte ve farkli Gretim yollari gelistirilebilmesine olanak saglamaktadir [3].

Nano malzemelerin Uretim vyollarini genelolarak iki bagslik altinda toplamak

mUmkuinddr.



a. Yukaridan Asagiya Yaklasimi (Top down): En kuguk yapilari dahi nanometrik
boyutlara getirmeyi saglar ve var olan makro duzeydeki yapidan, ¢ok farkh

Ozelliklere sahip nano yapilar gelistirilir.

b. Asagdidan Yukari Yaklasimi (Bottom up): Tek tek atomlari, molekilleri ya da
molekul kumelerinden yeni nano yapilar eldesini saglar. Bu organizasyonel

yonuyle molekuler biyolojiye benzemektedir [4].

Nanobilim kavrami ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odulii sahibi Richard Feyman
tarafindan bilim felsefesiyle ilgili bir sohbeti sirasinda gindeme getirilmigtir.
“‘Asagida yeterince bos yer var” baslikli tarihsel konusmasinda “Vurgulamak
istedigim sey, bir seyleri kiguk Olgcekte manipule etmek ve kontrol etmektir’
demistir. Nanoteknoloji terimi ise ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan
‘On The Basic Concept of Nanotechnology’ (Nanoteknolojinin Esas Fikri) adli bir
makalede ortaya atilmigtir. Taniguchi’nin tanimlamasina goére nanoteknoloji,
mevcut teknolojilerin kigultulmesine ve ileri duzeyde duyarliklarina dayali olarak
hizla ortaya cikan teknolojilerdir [5]. Drexler 1986 yilinda “Molekiiler imalata
Yoénelik Protein Tasarimi” konulu makalesinde molekiler yapidaki nanoteknolojinin
olanaklarini tartismaya ac¢mistir. Sonraki bir c¢alismasinda kendi kendini
derleyebilen bir yapi kurgulamigtir. Bu yapi asagidan yukari dretim yaklagiminin ilk
ornegidir ve bu agidan ayri bir éneme sahiptir [6], [7]. 1981 yiinda “Taramali
Tldnelleme Mikroskobu” icat edilmigti. Bu nanoteknolojide dénim noktasi
olmustur. 1989'da IBM’in blnyesinde yer alan bilim adamlari taramali tinelleme
mikroskobunu kullanarak atomlarin bir metal yluzey Uzerinde nasil tasinacagi ve

konumlandirilacagini kesfederek IBM’in logosunu olusturmuslardir (Sekil 2. 2) [8].

Sekil 2.2 Taramal tinelleme mikroskobu ile olusturulan IBM logosu



1986’da da “Atomik Kuvvet Mikroskobu” icat edilmigtir. 1991 yilinda fullerenlerden
silindirik karbon tupler dretilmigtir. Bu tupler, hem elektronik hem de malzeme
muhendisligi alanlarinda genis uygulama alani bulmasi agisindan énemlidir [3].
1997°de ilk kez DNA molekulint kullanarak nanomekanik aygit yapilmis ve ayni
yil icinde Rice Universitesinde Nanoteknoloji laboratuari kurulmustur. W. De Grado
1998 yilinda ekibiyle beraber suni protein yapmayi basarmistir. 2005 yilinda
hareket ettirilebilen dort tekerlekli nano araba modeli yapilmistir. Bu gelisme

Feyman’in fikrinin ne kadar ilerletilebilinecegini kanitlamistir [9], [10].
2.1.1 Nanoteknolojinin Saglik alaninda kullanimi

Tip ve saglik bilimlerinde bir baska deyimle biyomedikal uygulamalarda
nanoteknolojik yaklasimlar, gunumuze kadar ¢6zum bulunamamis pek ¢ok
hastaligin teshis ve tedavisine onemli katkilar saglamakta ve saglamaya devam
edece@i dusunulmektedir [3]. Nanoteknoloji, tibbi goéruntileme, farmakoloji,
mikrobiyoloji, dokularin yenilenmesi, bazi kronik hastaliklarin tedavisi, asi ve
genetik alaninda uygulamaya girmigtir. Nanoteknolojik Urunler; test ve tani
islemlerinin  hizla gerceklestiriimesi, patojenlerin belirlenmesi ve enfeksiyon
gelisimini onlemede olanak saglamigtir. Nanoteknolojik Grlnler yararlarinin

yaninda; sistemik, genetik ve sitotoksik riskleri de beraberinde getirebilmektedir

[1].

Nanoteknoloji, bilim ve muhendisligin bir arada kullanilarak yeni Grunlerin kesfini
tetikleyen bir bilim daldir. Nanoteknolojinin 6nemi, atomlar ve molekuller
seviyesinde caligsarak, tamamen yeni ozelliklere (fiziksel, kimyasal, biyolojik) sahip
yapilar/Urtnler Uretilmesine olanak saglamasidirve Uretim maliyeti daha uygun
olmasina karsin Uretilen UrlGnlerin finansal agidan getirisi ve yapilan yatirm
oldukga yuUksektir [11]. Nanoteknolojik urinler daha saglam, daha uzun 6murlu,
daha kaliteli daha hafif ve Uretim maliyeti daha ucuz oldugu igin birgok alanda bu

artnleri gelistirme egilimi mevcuttur.

Nanoteknolojideki gelismelerin insan ve ekosistem icinde buyuk yararlari oldugu
kadar onemli zararlari olabileceg@i konusu da gindeme gelmistir [12]. Nano Urlnler

boyutlarindan o6turi benzersiz etkilesimlere neden olabilirler, molekll 6zellikleri



nedeniyle solunum sistemi, kan, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve cilt

uzerindeki muhtemel toksik etkileri de aragtirmalara konu olmugtur [13].
2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiller nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir [19]. Nanopartikll terimi,
herhangi bir uzaysal boyutta 0,1 ile 100 nm arasinda uzunluga sahip ve oldukga
genis yuzey alanlarina sahip nanopargaciklari tanimlamaktadir. Nanopartikuller
karakteristik fiziksel, kimyasal, elektriksel, manyetik, termal, optik ve biyolojik
Ozelliklere sahiptirler [20]. Nanopartiklller farkli 6zelliklerine gére basit olarak su
sekilde siniflandinlabilinir; 1. Karbon bazli nanopartikiller 2. Metal bazl

nanopartikuller 3. Yari iletken bazl nanopartikuller [21]

Nanopartiktller batlin bu farkli 6zellikleri sayesinde hastaliklarin tanisi ve tedavisi
agisindan ilgi odagi haline gelmigtirler [22]. Madde boyutlarinin nano boyutlara
gelmesiyle; ylzey alanlarinin, yuzey enerjilerinin artmasi ve maddelerde

olabilecek kusurlu yapilarin azalmasi saglanmaktadir [23].

Nanopartiktller insan hicrelerinden kiguktlir ama enzim ve reseptor gibi biyolojik
molekullerle ayni buyukluktedirler. Bu nedenle ayni boyda olduklari peptidler,
antikorlar veya nukleik asitlerle konjuge edilerek problar seklinde kullanilarak
patolojik  bdlgeler ile ilgili olan hicresel hareketleri ve molekiller

degisiklikleriizleyebiliriz [24].

Nanopartikillerin birgok bakteri tiru icin antibakteriyel 6zellik sergiledigi bilinmekte.
Antibiyotiklere karsi direngli olan bakteri suglari Uzerinde etkili olan nanopartikiller

ile yapilan ¢calismalar hizla devam etmektedir.

Metal nanopartikullerin gesitli biyoteknolojik ve tibbi uygulamalardaki antibakteriyel

etkileri guinumuzde pek ¢ok arastirmaya konu olmustur.
2.2.1 Metalik Nanopartikuller

Metal nanopartiklllerin genis yuzey alanlari, disik maliyetli olmalari ve molekuler
acidan kararli olmalari metal nanopartikillerin en 6nemli avantajlandir. Metal
nanopartikullerintoksik etki gostermemeleri, metalnanopartikul kullanimi igin

onemli bir tercih nedenidir [25]. Havada veya sivi i¢erisinde bulunan oksijenin bir



kismi metalik iyonun katalizorlGgu ile aktif oksijene donugur, bdylece organik
maddeyi antibakteriyel etki olusturmak lizere eritir [61]. Ornegin, bir galismada
Escherichia colihtcrelerinde NP uygulamasina baglh olarak reaktif oksijen
turlerinde artis, lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA degredasyonu

saptanmisgtir [54].
2.2.1.1 Gumusnanopartikiiller

GUumus nanopartikuller optik, elektrik, termal ve antibakteriyel &zelliklere

sahiptirler. Bu nedenle en yaygin olarak kullanilan nanomateryallerdendir.

Nano-gumus, proteinlerle tepkimeye girer. Bakteriler ve mantarlarla temas halinde
olduklari zaman bakteri ve mantarlarin hucresel beslenmesini ve buyumesini

engeller [61].

AgNp’lerin negatif yukll bakteri duvarina baglanmasi ile lokal hticre duvarina bagh
sitotoksik  sinyal tetiklenmekte beraberinde  hicresel zar butunlagu
bozulabilmektedir [38]. Gram negatif E. coliile yapilan bir galismada ayni yluzey
alanina sahip AgNP’lerin sekil bagimli olarak hicre o6lumune neden oldugu
gOsterilmistir [44]. Benzer bir calismada, kiresel ve hegzagonal AgNP’lerin bakteri
yluzeyine adsorbe olmasi ve hucre ylzey depresyonu elektron mikroskobu ile
gosterilmistir [51], [52]. Kim ve arkadaslari (2006) AgNp’lerin maya, E. coli ve
Staphylococcus aureus’a kargl antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. AgNp
sentezlenmis ve farkli konsantrasyonlarda antibakteriyel ve antifungal ézellikleri
incelenmistir. Pargaciklar ile maya ve E. colihlcrelerine karsietikili inhibisyon elde
edilmis; ancak S.aureus’un digerlerine gére daha az etkilendigi saptanmistir.
AgNP’lerin antimikrobiyal etkileri hicre tipi ve Gram boyanma o&zellikleri ile
degisiklik gosterebilmektedir [18].

2.3 Polimerler ve kompozitler

Polimerler, ayni veya farkh organikmolekullerin kimyasal baglarla olusturdugu
hidrokarbonlardir. Karbon (C) ve hidrojen (H) atom yapisinda uzun zincirli veya
dallanmig bilesikler, yapilarinda metal ve alkali metalleri de igerebilirler. Polimerler;
kimyasal yapilarina, zincir yapilarina, sentez yontemlerine, morfolojilerine ve isiya/

¢bzuculere gosterdikleri davraniglarina gore siniflandirilabilinir.



Polimerlerin biyomalzeme olarak ortaya ¢ikigi ise, Il. Dunya Savaginda vucuduna
ucagin tentesinde bulunan plastik (polimetiimetakrilat) saplanan bir pilotun bu
pargalardan dolayl herhangi bir kronik reaksiyon yasamamasiyla olmustur. Bu
olaydan sonra polimetiimetakirilat kornea tedavilerinde ve kafatasi kemikleri
hasarlarinda yayginca kullanilmaya baslanmistir [59]. Saglik alaninda siklikla ve
ilk olarak kullanilan polimerik biyomalzeme ameliyat iplikleridir. Yaklagik 4000
sene Once ameliyat ipligi olarak keten kullaniimaktaydi. Naylon, polyester ve
poliolefinler gibi sentetik fiberlerin 1950’lerde gelistiriimesiyle sentetik fiberler dogal
fiberlerin yerini almaya baslamigtir. Polimerlerin saglik alaninda kullanimi zamanla

daha ¢ok 6nem kazanmisgtir.

Biyobozunur polimerler yUksek biyouyumluluklarindan dolayi biyomedikal alanda
yaygin olarak kullanilir. Biyobozunur polimerler kaynagina gore dogal ya da
sentetik olarak ikiye ayrilir. Sentetik biyobozunur polimerler kimyasal olarak kolay
modifiye edilerek farkh 6zellikler ile islevlestirilebilirler. Sentetik polimerler mekanik
ozellikleri, yenilenebilirligi, biyodegradasyon ve nispeten dusuk maliyetli olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Sentetik biyobozunur polimerler kontrolli sartlarda
uretilir ve genel olarak biyolojik ortamlardaki davraniglari 6nceden tahmin edilebilir
[15], [16].

Biyobozunur polimer ile Uretimi yapilan malzemenin;

- Vlcutta toksik etki yaratmamali,

- Kabul edilebilir bir kullanim suresine sahip olmali,
- Uygulama alani ile uyum saglamaili,

- Uygungecirgenlikte olmali,

- Uygulama alanina gore istenilen sekli alabilmelidir.

Polimerlerin sahip oldugu ozellikleri iyilestirmek veya polimerlere yeni Ozellikler
katmak amaciyla gesitli kompozitler olusturulmaktadir. Kompozitler, iki veya daha
fazla farkh maddenin karistirlmasi veya belli bir dizende birlestiriimesi ile

hazirlanir.

Biyomedikal calismalardaki yapilar biyouyumlu, biyobozunur ve hedef uygulama
icin uygun fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip olmalidir. Bu baglamda polimer ve

nonapartikillerin  sahip olduklari fonksiyonel o6zelliklerin birlesimiyle; hafif,
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biyouyumlu, maliyeti diguk vb. 6zelliklere sahip kompozit malzeme Uretimi birgok
calismaya konu olmustur. Polimer nanokompozitler; polimer matrisi iginde
dagilmis nanopartikuller, polimer ile kaplanmig metalik nanopartikuller ya da
polimer yuzeyler Uzerine metalik nanopartikil entegrasyonlari olarak

olusturulabilmektedir [17].

Nanokompozitlerin hazirlanmasi igin farkl 6zellikte polimerler kullanilabilmektedir.
Yuksel ve arkadaslari da 3 farkli polimer matriksin (polysulfone (PS),
polyethersulfon (PES) ve selliloz asetat (CA) Uzerine gumus nanopartikil yerlesimi
ile olusan kompozitin 6zelliklerini yizey morfolojisi, su gegirgenligi ve antibakteriyel
parametreler acgisindan karsilastirmistir (2014). Farkli boyutlardaki AgNp’ler (0,03;
0,06; 0,09 AgNp/PS-PES-CA) ile elde edilen kompozitlerin ylizey morfolojilerinde
purdzltkleri kullanilan bazal membranlar ile birlikte degerlendirildiginde, yuzey
kapli PS ve PES membranlar bazal membranina gore daha purtzsuzlesmistir.
Ancak, 0,03 AgNP/CA bazal membrana gore daha purussuz bi hal almigsa da
digerleri boyutlarda ki AgNp’ ler ile elde edilen yuzeylerin parazlGligu artmistir. Bu
durum nanopartikullerin alt katmana ge¢mesi ya da iki tabaka arasinda kalmasi ile
iliskilendirilmistir. AQNP CA membraninin altinda kaldigi igin hidrofilikligi ¢ok
etkilememistir. Su gecirgenligi, modifiye CA ve PES membranlarda azalirken, PS
membranda artmistir.  Antibakteriyel Ozellikler karsilastirildiginda en yi
antibakteriyel etki AQNP kapli PS membran ile elde edilmistir [53]. Polimer tipine
bagli materyal 6zelliklerinin yanisira polimer metal NP oranlarinin da antibakteriyel

etkileri degistirdigi belirlenmistir.

Biyoteknolojik ve tibbi uygulamalarda polimer metalik nanopartikil kompoziti pek
¢cok arastirmaya konu olmustur. Polimer metal nanokompozitlerinin farkl biyolojik
Ozelliklerine bagli olarak ¢ok farkli kullanim alanlari olmakla birlikte antibakteriyel
aktivite ozellikleri ve bakteriyel ylzey tutulumunun azaltiimasi énemli arastirma
alanlarindandir. Ayrica biyolojik dzelliklerinin yani sira tasarim esnekligi ve dusuk
maliyet agisindan avantaj saglamaktadir. GUmus nanopartikilin neden oldugu
antibakteriell etki performansi i¢in boyut, sekil, ylzey 6zelligi ve birikme derecesi
kontrol altinda tutulmahdir. Polimerik malzemeler sekilsel yapisi ile gumus
nanopartikullere esneklik kazandirirken ayni zamandagesitli  yontemlerle

hareketsizlestirilebilir. Polimer bilegenleri nanopartikullerin yizeyde veya bir ¢ozelti
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icinde birikmesini  onleyebilir. Ayrica, gumus iyonu salinimini  kontrol

edebilmektedir.

Kumar ve Minstedt (2005) polyamide/Ag kompozitinin gimus iyon serbestligine
bakarak antibakteriyel 6zelligini arastirmiglardir. Kompozit 14 gin sureyle sulu bir
ortamda birakilmig ve su gecirgenligiyle, gumus iyon salinimi incelenmigtir.
6.ginden sonra gumus iyon saliniminin arttigi, gumus tozunun yuksek
konsantrasyonuna sahip drtinlerin daha fazla birakma hizina sahip oldugu ve 4 ila
6 gune kadar olan su gecirgenliginin az oldugu tespit edilmistir. Calismada
kompozitin E. coli ve S. aureus’a karsi ¢ok iyi antibakteriyel etkiye sahip oldugu

gosterilmigtir [57].

Guo ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (2013), polimer- AgNp kompozit
kaplamasinin antibakteriyel ozellikleri incelenmigtir. Daha klguk boyuttaki AgNp
yapilardan iyon saliniminin daha kolay oldugu ve daha yuksek bir yluzey-hacim
oranina sahip oldugu belirtilmigtir. Ayrica, daha kug¢ik boyuttaki gumus
nanopartikilin hicre icine alinmasindaki artisa baglh daha gucli bir oksidatif

strese neden olacagi belirtilmistir [49].
2.4 Biyomalzemeler ve Biyolojik aktivite

Biyomalzemeler, insan vucudundaki hasarl veya eksik dokularin iglevlerini yerine
getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan; kan, mukoza gibi viicut sivilariyla
surekli veya araliklarla temas eden dogal ya da sentetik yontemlerle elde edilen
malzemelerdir. Biyomalzemelerin farkli kosullara dayanikh olmasi, vicutta
istenmeyen tepkiler(enflamasyon, pihtt  olusumu vb) olusturmamasi ve

antibakteriyel 6zellikte olmasi 6nemlidir.

Gecgmisten gunumize kadar gerek tahta, kauguk gibi organik malzemelerin,
gerekse altin, cam gibiinorganik malzemelerin biyomalzeme olarak kullanimi
denenmigtir. Ancak vicudun bu malzemelere verdigi cevaplar son derece farkliydi.
Belirli kosullar altinda, bazimalzemeler vicut tarafindan kabul gorurken, kosullar

s

degistiginde vucuttarafindan kabul gérmemistir [59], [60].

Biyomalzemelerin  vucutta olusturabilecegi inflamasyonun Onlenmesi igin,

biyomalzeme (zerinde veya ortamindaki mikroorganizmalarin buUylUmesini
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sinirlamak veya inhibe etmek icin var olan yontemlerle birlikte malzemelerde 6nem
kazanmaktadir. Bu anlamda, bilesimlerine antibakteriyel ajanlar iceren kompozit
materyallerin kullanimi, mikroorganizmalarin bUyumesinin kontrolini mukemmel
bir alternatif olarak ve dolayisiyla hastalik bulagsmasinin énlenmesini saglar.
Hastane enfeksiyonlarinin onlenmesi ve yuzeylerde mikroorganizma biyumesini

inhibe etmek igin ¢esitli aragtirmalar mevcuttur.

Modifiye polimer-metal nanopartikll kompozitlerinin antibakteriyel o6zelliklerini
aciklayan iki mekanizma onerilmigtir. Birinci mekanizma, metal nanopartikillerden
iyonlarinin salinmasiyla bakterileri inhibe ettigi; ikinci mekanizma ise suspansiyon
haline getiriilmis nanopartikillerin bakterilerin hayatta kalmasini ve Uremesini
Onledigini 6nermektedir. Bu baglamda yapilan bir ¢alismada (Tamayo ve ark,
2014), farkh agirhklardaki (1-2-5 wt%)polietilen (PE) AgNp ve bakir nanoparitkil
(CuNp) kompozitlerinin antibakteriyel 6zellikleri karsilastirnimistir. Calismada gram
pozitif bir bakteri olan ve bulagsma ana yolu kontamine gida tuketiminden kaynakli
olmasina karsin cihazlarin kontaminasyonu ile iligkili hastane raporlarida mevcut
olan Listeria monocytogenessusu kullaniimistir. Farkli buyukluklerdeki oransal
olarak farkh (2-5 wt%) PE-AgNP kompozitlerin iyon saliniminin 90 gunun sonunda
yakin degerlerde oldugu, ancak 2wt%’lik PE-CuNP de bir salinim olmadigi
belirlenmistir. Nanokompozitler bakteri ile 24 saat inkibasyona birakiimis ve
inkibasyon sonunda agirlik bakimindan buyuk olan nanokompozitte buylimenin
azaldigr goézlemlenmigtir. Bakirin 5wt%’lik kompozitte iyon salinimi daha fazla
oldugu i¢in gumus nanopartikulle karsilastirildiginda antibakteriyel 6zelligi artmigtir
[56].

Zapata ve arkadaslarinin (2011) yapmis oldugu bir ¢alismada ise in situ
polimerizasyon ile sentezlenen PE- AgNp kompozitinin igine eklenen gumus
nanopartikial miktarina (1-2-5 wt%) ve temas suresine bagli olarak E. coli 'ye karsi
antibakteriyel etkinin arttigi gdézlenmistir. Nanokompozit igindeki 5 wt% AgNP lerin
yuksek gumus iyon salinimi ile 24 saatlik temas sonunda, bazal PE ile
karsilastinldiginda bakterilere kargi mukemmel bir etkinlik (%99 inhibisyon)
gOsterdigi saptanmistir [55].

Paula ve arkadaslari poly(styrene-acrylic acid) polimeri ile gimus nanopartikdl

kompozitinin sentezini ve antibakteriyel 6zelliklerini disk difizyon yontemiyle rapor
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etmistir (2009). Sentezlenen kompozitin mikroorganizma inhibisyonuna neden

oldugu ve antiseptik 6zellikte oldugu bildirilmigtir [50].

PVC igerikli medikal malzemeler biyomedikal alanda 40 yila varan bir gecmigi
vardir ve bu alanda genis bir yer kaplar. PVC, isleme kolayhgi, farkl maddelerle
uyumluluk ve ¢ok yonlulik agisindan uygulamalarda yaygin olarak kullanilir.
PVC’nin biyomalzeme igerigi olarak tercih edilmesinin diger nedenleride maliyet
avantaji vemedikal alanda kullanilan tim sterilizasyon yontemleri ile steril
edilebilinir olmasidr. Vlcut sistemlerine yardimci tek kullanimlik olarak kullanilan
biyomalzemeler, parenteral beslenme torbalari, enteral beslenme tlpleri,
kataterler, ekstrakorporeal oksijenezasyon dolasim setleri, solunum maskeleri,
endotrkeal tupler gibi birgok tUrinde bulunabilir. PVC’lerin avantajlarinin yani sira
icerdigi veya esnekligin saglanmasi icin eklenen maddelerden kaynakli birgok

toksik etkisi ve enflamasyon etkisi mevcuttur.

PVC’den yapilan biyomalzemelerin yumusakliginin ve esnekliginin kazanmasi igin
fitalat olarak bilinen kimyasal maddeler kullanilir. PVC biyomalzemede kullanilan
ve %20-40 oraninda kullanim orani olan Di-2-etiheksil fitalat (DEHP), ftlat
turlerindendir. DEPH, enteral beslenme tlpleri, kataterler, ekstrakorporeal
oksijenezasyon dolasim setleri, solunum maskeleri, endotrkeal tupleri ve eldivenler
gibi cesitli medikal malzemede bulunabilir. Ve son derece toksik etkisi olan bir
maddedir. Yagda ¢ozunmesi yuksek olan bu madde kolaylikla lipid iceren vucut

sivilarina ve organellere gegebilir ve buralarda buyuk hasarlara neden olabilir [65].

PVC biyomalzemelerinin neden oldugu enflamasyonun suresinin, siddetinin veya
ilag saliniminin etkisi, biyomalzeme buyukligune, sekline ve kimyasal-fiziksel
Ozelliginin yani sira in vitro/in vivo olmasina baglh olarak degismektedir. PVC
biyomalzemelrin neden olabilecegi etkileri en aza indirmek ve biyouyumlulugu
artirmak igin yeni materyallerin arastirilip, geligtiriimesi yonundeki galigmalar hizla
artmistir [64]. PVC’nin 06zellikle antibakteriyel etkilerini artirmak igin c¢esitli
¢alismalar mevcuttur. Zampino ve ark. (2011) tarafindan farkh oranlarda ki (%10,
%20) PVC-Silverzeolite (SZ) kompozitinin antibakteriyel etkisi E.coli ve
Staphylococcus epidermidis Uzerinde test edilmis. Deney dizenekleri sivi ve kati

besiyeri (TSB, TSA) ve steril idrardir. %20 oraninda SZ ile hazirlanan kompozitin
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antibakteriyel etksinin %10 oraninda SZ ile hazirlanan kompozite gére daha etkili

oldugu tespit edilmigtir [62].

PVC biyomalzemelerin antibakteriyel 6zelligini artirmak igin yapilan bir baska
calismada hastane enfeksiyonu igin buylk bi 6neme sahip Pseudomonas
aeruginosauzerinde test edilmistir. Tibbi cihazlar icin kullanilacak PVC ylzeyinin
oksijen plazma islemi ile hidrofilik bir yizey haline getiriimesi ve P. Aeruginosa’nin
yuzey Kkolonizasyonunu %70 oraninda azaltti@r bildirilmistir. Bu dusisun

kolonizasyonu 6nlemek igin yeterli olmadigi savunulmustur [63].
2.5 Biyofilm Tanimi ve Yapisi

Biyofilmler, bir yluzeye tutunarak polimerik yapida hucre digi matriks iginde
yasayan mikroorganizma toplulugundan olusmaktadir [26]. Bu hiicre digi matriks,
bakteri hicreleri tarafindan Uretilen ve “hlcre digi polimerik yap1”,“ekzopolisakarit”
ya da “ekzopolimer (EPS)” adi verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir [27]. Bir
baska deyigle biyofilm, bakterinin birbirine ya da bir yluzeye yapisarak organik bir
polimer matriks igcine gémulmesidir [28]. Biyofilmler, bakterileri kimyasal (nem, isi
ve pH vb ), cevre kosullar gibi fiziksel degisimlerden olusabilecek zararlardan
korur, besinlerin depolanmasini ve atiklarin uzaklagtirimasini kolaylastirir.
Bakterilerin ekzopolimer matriks iginde ve kimeler halinde bulunmalari fagosite
edilmelerini zorlagtirir ve humoral bagigiklik sistemi bilesenlerinin ulagimini
engellemis olur [29]. Bakterilerin ylzeylere baglanmalari ve biyofilm olusumu;
bakteri tlru, bakteri sayisi, bakteri hucre duvarinin yapisi (gram pozitif ya da gram
negatif olusu), baglandigi yuzeyin ozellikleri, ortamdaki besin maddeleri igerigi,
miktari ve ortamin kimyasal 6zellikleri (pH, 1s1, nem) gibi birgcok faktorden
etkilenebilir [30], [31].

Kives ve ark.’nin Pseudomonas fluorescens B52 susu ile yapmis olduklari
calismada, biyofilm matriksindeki EPS Uretimi paslanmaz ¢elik ve cam malzeme
yuzeyinde incelenmis ve EPS igindeki bilesik miktarlarinin cam malzemeye kiyasla
paslanmaz celik ylizeyde daha fazla oldugu belirlenmistir Biyofilm matriksinin
yapisinda bulunan enzimlerin yuzeye tutunan bakterilerin metabolizmasinda

karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmekte oldugunu gostermistir [34].
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Biyofilmler tek bir organizma turunu de, birden fazla turi de yapisinda
barindirabilir. Birden fazla turden olusan biyofilmlerde her tir kendi mikrokolonisini
olusturur ve turlere ait mikrokoloniler su kanallari ile birbirlerinden ayrilirlar. Bu su
kanallari gézenekli bir yapidadir ve mikrokolonilerin altinda ve arasinda bulunur.

Besin maddelerinin ve oksijenin tagsinmasipasif difizyon ile saglanir [36].

Biyofilm matriksinin iginde %97 su, %1-2 EPS, %1-2 glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 nukleik asit, lipit, fosfolipitler bulunmaktadir. Bu oranlar bakteri
cesidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortamina ve genel fiziksel 6zelliklere gore
degisebilmektedir [34]. Bakterinin yluzeye sikica tutunmasindan sonra tutundugu
yuzeyde ¢ogalir ve mikrokolonisini olusturur. Mikrokolonilerde buyuyerek biyofilm
tabakasini olusturur. Biyofilm matriksindeki EPS Uretimi, organizmanin ytzeye

doénusimsuz olarak tutunmasini saglar [37].

En kolay ve en yaygin sekilde biyofilm olusturan bakteriler; Pseudomonas,
Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes Staphylococcus veBacillus turleridir
[32]. Enfeksiyon gelisimi ve biyofilm olusumu arasinda kuvvetli bir iliski vardir. Bu
mikroorganizmalar O6zellikle kalp i¢ zari iltihabi, periodontit, kistik fibrioz gibi

hastaliklara neden olur [33].
2.5.1 Biyofilm Olugum Basamaklari

En basit biyofilm tabakasi bile karmasik bir yapiya sahiptir. Biyofilm gelisimi su
kanallarindan besin ve oksijen aktarimi saglandikga devam eder. Ancak,
ortamdaki besin maddeleri tlkenince yuzey baglantilari zayiflar ve bakteri

hucreleri planktonik evrelerine geri donerler [37].

Biyofilm olusumu bes basamakta incelenebilir. ik olarak bakteri hiicresi yiizeyle
etkileserek yuzeye donusumlu olarak tutunurlar. Ylzeye donusumlu tutunan
hicreler gerekli besin madde arastirmasi yaparak; kisa mesafeli etkilesimler ve
baglar yardimiyla flagella ve pili gibi yapilar ile ylzeye dénusimsuz olarak
tutunurlar. YuUzeye donusimsliz olarak tutunan bakteriler geliserek koloni
olusturur. Zamanla mikrokoloniler buytr ve olgun biyofilm olusumu saglanir. Son
olarak, bakteri veya bakteri kimeleri olgun biyofilmden ayrilarak ortama yayilir.

Sekil 2.3'de biyofilm olusum asamalari gosterilmigtir.
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Biyofilmin Olusum Basamaklari:

Sekil 2.3 Biyofilm Olusum Basamaklari

2.5.1.1 DOonugumli tutunma

Donusumld tutunma agsamasinda, bakteri hucresi yuzeyin yakinindadir, amahenuz
yuzeyle tam olarak temas etmemistir ve bakteri hucresi ile ylzey arasinda uzun
mesafeli zayif etkilesimler meydana gelir. Bu etkilesimler siklikla hidrofobik
etkilesimler ya da Van der Walls baglaridir. Ek olarak, bakteri ve kati yuzeyler
negatif yukli oldugu icin itici glic olan elektrostatik etkilesimlerde dénusimla
tutunmayi saglar. Yuzeyle ilk temasin gerceklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin
katkisi bayuktar. Bu agsamada basit yikama islemleri ile bakteri hiicreleri ylzeyden
kolayca uzaklastirilabilirler [39], [28], [36].

2.5.1.2 Donusimsuz tutunma

Doéndsimslz tutunma asamasinda, bakteri ve ylzey arasinda kisa mesafeli
etkilesimler ile yluzeye tutunma gergeklesir. Bu asamada yeterli besin maddesinin
ortamda bulunmasi énemli bir faktordir. Bakteri hicreleri flagella ve pili gibi yapilar
ile yuzeylere donusumsuz olarak tutunurlar. Yuzeye tutunan bakteri hucreleri,
membrana bagh proteinlerden EPS Uretir. [28]Bu asamadan sonra biyofilm
hicrelerini ylUzeyden uzaklastirabilmek igcin guc¢li mekanik kuvvet, enzimatik
degredasyon, dezenfektan, deterjan, sanitizerler ve/veya yuksek 1si uygulamalari
gereklidir [37].

Gerke ve arkadaslarinin yapmis olduklan c¢alismada (1998) Staphylococcus
epidermidisbakterisinin  EPS  Ureterek ylzeye tutundugunu ve gelisen

mikrokolonilerden olgun biyofilm olusumunun gercgeklestigi saptanmistir [37], [48].
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2.5.1.3 Koloni geligimi

Biyofilm olusumunun 3. asamasi yuzey kolonizasyonudur. Bakterilerin
kolonizasyonu hucrelerin sinyal molekulleriyle etkilesip bir araya gelmesiyle
gerceklesir [28]. Mikrokoloni gelisimi bakteri hucrelerinin ylzeyde birikmesi,
gelismesi ve EPS dretimi sonucunda gergeklesir [37], [42]. EPS bakteri ve alt
katmani arasinda bad olusumuna katkida bulunur, koloniyi her turli gevresel

etmene karsistabil hale getirir [37], [43].
2.5.1.4 Olgun Biyofilm Olugmasi

Bu asamada mikrokoloniler besin maddelerinin  etkisiyle buyurler ve
kompleksyapilara veya kulelere donusurler. Hucrelerin bu yapiya ulagilabilmesi

icin yaklasik 10 gun ya da daha uzun bir slire gerekmektedir [37], [45].
2.5.1.5 Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Biyofilm gelisiminin bu asamasinda bakteri veya bakteri kimeleri biyofilm
tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu kopma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle
olabilecegi gibi EPS ya da ylzey baglayan proteinlerin agiga ¢ikmasi ve ortamdaki

besin maddelerinin tlikenmesi ile gerceklesebilir [28], [47].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal ve Kimyasallar

Calismaninagamalarinda kullanilan materyaller; Gumus nanopartikil (Sigma-
Aldrich, ABD), PVC grandlleridir (ticari olarak temin edildi) (Sekil3.1).

Sekil 3.1GUmus Nanopartikil ve PVC Granulleri

Kullanilan kimyasallar; THF (Tetrahidrofuran, 72.11 g/mol) (Merck, Almanya), TSB
(Merck, Almanya), MHB (Merck, Almanya), Agar (Merck, Almanya), NaCl (Merck,
Almanya), Tween 80 (Merck, Almanya), PBS (Merck, Almanya), Metanol (Merck,
Almanya), Kristal Viyole (Merck, Almanya), Etanol (Merck, Almanya).

3.2 Kullanilan Cihazlar

Calismanin asamalarinda kullanilan cihazlar; Hassas terazi (Sartoriusi, Almanya),
Manyetik karigtirici (Biosan, Letonya), Biyolojik guvenlik kabini (Biosan, Letonya),
Distile su cihazi (Millipore, Fransa), Vorteks (DragonLab, Cin), Otomatik pipetler
(Eppendorf, Almanya), Otoklav (Hitachi, Japonya), Etlv (Nuve, Turkiye).

3.3 Kontrol ve Kompozit materyallerin Hazirlanmasi

Calismamizda farkli oranlarda (1-2-5 wt%) PVC - AgNp kompozitleri ve saf PVC

kontrol filmi hazirlanmigtir.
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3.3.1 Kontrol PVC filmi

75ml THF igerisinde 3gr PVC (~ %4) granuli 1 saat karanlik ortamda
manyetikkaristiricida balik ile karistirilarak ¢éziinmesi saglandi. PVC granller
tamamen eridikten sonra Uzerine 50ml distile su ilave edildi ve karistiricida 1 saat
dahainkibasyona birakildi. Reaksiyon sonucu olusan yapinin dibe ¢dkmesi
saglandi ve beher igindeki fazla ¢ozelti alindi. Kalan sivinin buharlagmasi igin 2
saat 50°C’da sitici (zerindeinkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda,
yaklasik 1-2mm kalinhgindaince bir film elde edildi. Elde edilen bu film, kontrol
PVC filmi olarak kullanildi (Sekil 3.2).

PVC KONTROL

Sekil3.2 Hazirlanan Kontrol PVC filmi
3.3.2 %1, %2, %5 (wt/wt) AgNp-PVC Kompozitlerin hazirlanmasi:

75ml THF igerisinde 3gr PVC (~ %4) 1 saat karanlik ortamda manyetik
karistiricida balk ile karistirilarak erimesi saglandi. PVC grandller tamamen
eridikten sonra %7’lik kompozit icin 0,03gr AgNp, %Z2’lik kompozit i¢in 0,06gr
AgNp, %5’lik kompozit icin 0,15gr AgNp eklendi. AgNp’lerin homojen olarak
dagilimasi igin karistiricida1 saat daha karistirildi ve 1 saat sonunda Gzerine 50 ml
distile su ilave edildi. 2 saat 50°Cisiticida bekletilerek olusan yapinin dibe gokmesi
saglandi. 2 saat sonunda beherdeki fazla ¢ozelti ayrildi. Kalan filmin tamamen
buharlagsmasi i¢in 1 gece oda Isisinda inklibasyona birakildi ve yaklagik 1-2 mm
kaliniginda AgNp-PVCkompozit filmleri elde edildi (Sekil 3.3).
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%2 AgNp - PVC %5 AgNp - PVC

Sekil3.3 Hazirlanan %1, 2,5 (wt/ wt) AgNp-PVC Kompozitleri

Hazirlanan PVC kontrol filmleri ve (1-2-5 %) PVC- AgNp kompozit filmler yaklagik
6 mm capinda, 1-2 mm kalinliginda diskler haline getirildi. Diskler 20-25 dk UV
lamba altinda kabin igerisindesteril edildi ve sonraki ¢aligmalar igin muhafaza

edildi(Sekil 3. 4) (Sekil 3. 5).
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Sekil 3.5 Disklerin UV 1sik altinda sterilizasyonu

3.4 Besiyerlerin hazirlanmasi
3.4.1 Triptik Soy sivi besiyeri (TSB)

Besiyeri hazirlamak igin 30 gr toz Triptik Soy besiyeri Uzerine distile su ilave
edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Vida kapakli seffaf laboratuvar sisesi i¢erisindeki
sivi besiyeri 121°C, 1atm basing altinda 15 dakikaotoklavda steril edildi.
Otoklavdan cikarilan besiyerlerinin kapaklari sikica kapatildi ve kullanilana kadar

+4°C’da buzdolabinda muhafaza edildi.
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Besiyer kontrolu igin steril cam deney tupine 5ml alinan TSB agzi kapal bir
sekilde 37°C’da 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda besiyerinde

herhangi bir treme gbézlemlenmedi.
3.4.2 Mueller Hinton Sivi Besiyeri (MHB)

MHB hazirlamak i¢in 21 gr toz Mueller Hinton besiyeri Uzerine distile su ilave
edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Vida kapakli seffaf laboratuvar sisesi i¢erisindeki
sivi besiyeri 121°C 1atm basing altinda 15 dakika otoklavda steril edildi.
Otoklavdan cikarilan besiyerlerinin kapaklari sikica kapatildi ve kullanilana kadar
+4°C’da buzdolabinda muhafaza edildi.

Besiyer kontroll icin steril cam deney tipune 5ml alinan MHB agzi kapali bir
sekilde 37°C’da 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda besiyerinde

herhangi bir Greme gbézlemlenmedi.
3.4.3 Mueller Hinton Kati Besiyeri (MHA)

Disk difuzyon igin kullanilacak besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan MHA
hazirlamak i¢in 21 gr toz Mueller Hinton besiyeri Gzerine distile su ilave edilerek
1000 ml'ye tamamlandi. Vida kapakli seffaf laboratuvar sisesi icerisindeki sivi
besiyeri ¢ozeltisi igerisine 15 gr agar (toz) eklendi ve iyice karistirildiktan sonra
121°C’da, 1atm basing altinda 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan
cikarilan sivi besiyeri 50°C’a kadar sogutuldu. Steril sartlarda 90x15 ml steril petri
kaplarina 4mm (~20ml) kalinhginda dokulerek katilagsmasi beklendi. Katilasan
besiyerleri kullanilana kadar +4°C’da buzdolabinda muhafaza edildi. (Sekil 3. 6)

Hazirlanan MHA petrilerinden iki adet 37°C'da 24 saat inkibasyona birakildi ve

inkiibasyon sonunda besiyerinde herhangi bir ireme gézlemlenmedi.
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Sekil 3.6 Mueller Hinton Kati Besiyerini hazirlama

3.5 Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1'de calismada kullanilan test mikroorganizmalari, suslari ve Gram

boyanma 6zellikleri verilmektedir.

Cizelge 3.1Test Mikroorganizmalari, Suslari ve Gram boyanma 6zellikleri

Test Mikroorganizmalari Sus Gram Ozelligi
Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-)
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram (+)
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Gram (+)
Staphylococcus aureus ATCC 33591 Gram (+)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 Gram (+)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram (-)
Klebsiella pneumoniae Klinik izolat Gram (-)
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Mikroorganizmalar kati besiyerlerinden alinarak Sml’lik sivi besiyerine ekildive

yaklasik 18 saat 37+1°C’da Uremesi/ cogalmasi saglandi.
3.6 Disk Difiizyon Metodu

TSB sivi besiyerinde buyutiulen aktif bakteri kualturleri %0,85’lik NaCl ile
0,5McFarland standardina gére ayarlandi ve 1/20 oraninda seyreltildi 100l
inokulasyon hacmi ilekati besiyerine (MHA) cam yayma c¢ubugu yardimiyla
yayllarak ekildi. Steril edilen diskler bakteri inokile edilen besiyerlerine esit
araliklarla yerlestirildi ve 37°C’da 24saat ve 72 saat inkUbasyonun ardindan
disklerin gevresinde olusan inhibasyon zonu incelendi (Sekil3.7). Deneyler iki

tekrarl olarak gergeklestirilirdi.

Sekil 3.7 Disk difuzyona hazirlanan besiyerleri
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3.7 Yiizeyde Bakteri CogalmalarininKarsilastiriimasi

Yuzeyde bakteri gogalmasinin kargilastirimasi Tamayo ve ark. (2014) tarafindan
tanimlanan  yonteme gbére modifiye edilerek uygulandi. TSB  sivi
besiyerindebuyutilen aktif bakteri kualturleri %0,85’lik NaCl ile 0.5McFarland
standardina gore ayarlandi ve 1/100 oraninda seyreltildi (10"°CFU/ml).

Sekil 3.8 0.5 McFarland standardina gore ayarlanan bakteri kultirleri

96 kuyucuklu, taban yuzeyi hucre kultira igin modifiye duz tabanh plakalar 4 ayri
bakteri ekimine uygun olacak sekilde deneysel desen olusturuldu. Steril edilen
kontrol PVC ve kompozit diskler 4 tekrarli olarak sirasiyla hiicre kontroli (CC),
kontrol PVC, %1, %2, %5 oraninda AgNp-PVC kompozitleri igin ayrilan
kuyucuklara yerlegtirildi (Sekil 3.9).

CC PVC %1 %2 %5 C.C

| €.C
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Sekil 3.9 Bakteri gogalmalarinin karsilastiriimasi igin hazirlanan 96 kuyucuklu plaka

ekim deseni
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Seyreltilen bakteri kulttrleri 10 ul hacimde disklerin Gzerine ekildi. Hlcre kontroll

icin (CC) bos kuyucuga 10 ul hacimde bakteri kultlrt ekimi yapildi (Sekil 3.10)

Sekil 3.10 10 pl hacimde bakteri ekimi yapilan diskler

37°C'da 6 saatlik ve 24 saatlik inkibasyona birakildi. 6 saatlik inkibasyon
sonucunda %0.85 NaCl ile %1’lik Tween 80hazirlandi ve 2 tekrarl olarak diskler 2
mllik %71’lik Tween 80 icersinde yikandi. 4ml MHB icerisine yikama yapilan
solisyondan 5 pul hacimde ekim yapildi ve 37°C’da 24 saat inkiibasyona birakildi.
inkilbasyonun ardindan, 1ml’lik plastik kivetler ile MHB blank kiivete karsi
600nm’de spektrofotometrik dlgimyapildi.
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Sekil 3.136 saat inkiibasyon sonrasindaMHB igerisindeki kalttrler
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24 saatlik inkubasyona birakilan kalan 2 disk i¢cinde ayni prosedir uygulandi. 24
saatlik inkiibasyonun sonucunda %0,85 NaCl ile hazirlanan %71’lik Tween 80 ile
yikandi ve 4 ml MHB igerisine yikama yapilan solusyondan 5 ul hacimde ekim
yapildi ve 37°C’da 24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan,
1ml'lik plastik kuvetler ile MHB blank kuvete kargi 600 nm’de spektrofotometrik
Olcim yapildi.

C.C PVC %1 %2 %5 CC PVC %1 %2 %5

S[=[®] )
(@O O

PVC

2@ @

C.C

Sekil 3.15 24 saat inkiibasyon sonrasinda MHB igerisindeki kultirler

Deneyler, cift tekrarli olarak gergeklestirildi.
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3.8 Biyofilm Olusumunun Engellenmesi

Biyofilm olusumu Christensen ve ark. (1995) tarafindan tanimlanan yonteme gore
modifiye edilerek uygulandi. Suglar TSB igerisinde 37°C’da 24 saat inkube edildi.
96 kuyucuklu taban ylzeyi hicre kultlra i¢cin modifiye diz tabanh plakalar 4 ayri
bakteri igin ekim dizenine uygun olarak bollindu. Steril kontrol PVC ve kompozit
diskler 4 tekrarh olarak sirasiyla CC, kontrol PVC, %1, %2, %5 oraninda AgNp-

PVC kompozitleri igin ayrilan kuyucuklara yerlestirildi.

1 |2 |3]a]s |6 |7 |8 |9 |10]11]12]

CC PVC %1 %2 %5 CC PVC %1 %2 %5
Al D@O@ OLOe®
ool Oooe
T ool Duoe
o] [OGIO® OlLIO®

CC PVC %1 %2 %5 CC PVC %1 %2 %5
T IdUOel CL0/e
; 2 OO @
- )| @ OO @®
H F OlLIO®

Sekil 3.16 Biyofilm olusumu i¢in hazirlanan 96 kuyucuklu plaka deseni

TSB sivi besiyerinde 37°C’da 18 saat buyutulen aktif bakteri kilturleri %0,85’lik
NacCl ile 0.5McFarland standardina gore ayarlandi. Bakteri kulturleri 1/20 oraninda
seyreltildi ve kontrol PVC disklerin, %1, %2, %5 lik sterilAgNp disklerin
yerlestirildigi kuyucuklara 200 ul hacimde ekildi. Hlcre kontroline (CC); 100ul TSB
ve 100ul seyreltilen kulturden ekildi. Plakalar, 37°C'da 24 saat inklibasyona
birakildi.
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Sekil 3.17 inkiibasyon sonunda biyofilm olusumu gergeklesen 96 kuyucuklu plaka

inkiibasyonunardindan kuyucuklar bosaltildi ve PBS (phosphate buffered saline)
ile yikandi. Bakteriler 15dk metanolle fikse edildi ve diskler Uzerindeki biyofilm
olusumunu degerlendirmek icin bakteri fiksasyonu saglanan diskler farkh bir 96
kuyucuklu plakaya alindi. Kuyucuklardaki disklerin tzerine 100ul kristal viyole
sollisyonu (%0.05 wt/v etanol igerisinde) eklendi ve 15dk boyandi. inkiibasyonun
ardindan boya atillarak 3 kere PBS ile yikandi. Son olarak, kuyucuklara 200ul
etanol eklendi ve 30 dk etanolde bekletilerek disklerin Uzerindeki boyanin
¢ozinmesi saglandi. Etanolde ¢6zinen boya,1mllik plastik kivetlerde su ile
seyreltildi ve optik yogunlugu 570 nm’de etanol/su blank solisyonuna karsi

spektrofotometrik olarak olguldu. Calisma cift tekrarli olarak yapildi.
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Sekil 3.18 a. Bakteri fiksasyonu gerceklesen kompozit diskler b. Disklerin kristal
viyole (%0.05 wt/w) ile boyanmasi c, d. Hicre kontrolinln ve disklerin Uzerindeki

boyanin etanolde ¢6ziinmesi
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3.9 istatiksel analiz

Istatiksel analizler, SPSS 17,0 yazilimi kullanilarak yapildi (SPSS Inc, USA). Tim
verilerin standart sapmalari (SD) ve ortalamanin standart hatasi (SEM)
hesaplandi. Tum deneylerden elde edilen veriler ortalama £SEM kullanilarak ifade

edilmistir.

Farkli oranlardaki kompozitlerin kontrol gruplari ile olan ve kendi aralarindaki
ortalama farklari 0,05 anlamlilik dizeyinde tek yonla varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak degerlendirildi. Ortalama farklari anlamli ve anlamsiz olan gruplarin

belirlenmesi igin post hoc tukey analizleri gergeklestiridi.
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4. SONUGLAR
4.1 Agar Disk Difiizyon Metodu

Bu metodun uygulanmasinin amaci; inokule edilen besiyerineyerlestirilen disklerin
iyon saliniminina bagh olarak disk cevresinde olusabilecek inhibisyon zonunu
incelemekti. 37°C'da 24 saatlik ve 72 saatlik inkiUbasyonun ardindan disklerin
cevresinde inhibasyon zonu olmadigi gozlemlendi. Bu nedenle, kompozit

disklerden besiyerine 24 ve 72 saat inkibasyon sureleri sonunda antibakteriyel

etkiye neden olabilecek iyon salinimi gerceklesmedigi dugunulmektedir.

r

a
Sekil 4.1 P. aeorginosa inokule edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk

difiizyon sonucu

Sekil 4.2 K.pneumoniae inokule edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk

difizyon sonucu
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Sekil 4.3 E. coli inokile edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk difiizyon
sonucu

Sekil 4.4 E. faecalis inoklle edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk
difiizyon sonucu
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Sekil 4.5 S. aureus inokule edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk

diflizyon sonucu

-

Sekil 4.6 L. monocytogenes inokulle edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik

disk diflizyon sonucu
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Sekil 4.7 S. pyogenes inokule edilen besiyerlerinde 24 (a) ve 72 (b) saatlik disk

diflizyon sonucu

E. coli, S. aureus ve E. faecalis bakterilerilerinin inokule edildigi kati besiyerlerlinde
(MHA), pozitif referans standardi olarak amfisilin (10mgr/disk) kullanildi.
Besiyerleri 24 saat 37°C’da inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda disklerin
cevresinde olugan inhibisyon zon gaplari élglldi. inhibisyon zon gaplari; E. coli
icin 18,3+0,3 mm, S. aureus i¢in 15,5+1,0 mm, E. faecalis i¢in 28,0+1,0 mm olarak

8lguldi.

Disk diflzyon testleri ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ortama iyon
saliniminin  ¢ok az oldugu dusundlmustir. Bu nedenle, hazirlanan
biyomateryallerin yuzeyinde bakteri gogalmasinin incelenmesine yonelik deney

duzenegi tasarlanmistir.
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4.2 Yizeyde Bakteri Cogalmalarinin Karsilastiriimasi

Calismamizda, kontrol ve kompozit disklerin yluzeylerine inokulle edilen bakterilerin
6 ve 24 saatlik inklbasyon sonunda, materyal ylzeyinde c¢ogalmalari ve

¢ogalmanin inhibisyonu incelenmistir.

1.20 -+

M P. geroginosa W E. coli W K. penumonia
N d d d d (li

1.00 -

0.80 -

0.60 -

0.40 -

Optik Yogunluk (600 nm)

0.20 -

0.00 -
Kontrol PVC %1 AgNP %2 AgNp %5 AgNp

Cizelge 4.1Disklerin Uzerinde kolonize olan gram (-) bakterilerinin 6 saatlik

¢ogalmalarinin kargilastiriimasi

Gram (-) bakterilerin 6 saatlik inklbasyon sonunda optik yogunluklar
karsilagtinldiginda (Cizelge 4.1), %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan
kompozitlerin Uzerinde P. aeruginosa ¢ogalmasinin PVC kontroline ve hicre
kontroline gbre anlamli olarak azaldidi belirlenmistir (p<0,05). %1 oraninda
hazirlanan kompozitin Gzerindeki gogalmanin hucre kontroline gore anlaml olarak
azaldigi (p<0,05), ancak, farklh kompozitler Gzerindekigogalmalarda fark olmadigi
belirlenmistir. E. coli ve K. pneumonia ile elde edilen sonuglar dikkate alindiginda,
hazirlanan disk ylUzeylerindeki ¢ogalmalarda 6 saat sonunda anlamh degisiklik

olmamisgtir.
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1.20 -
] M P. geroginosa W E. coli ™K. penumonia

1.00 -

0.80 -

0.60 -

0.40 -

Optik Yogunluk (600 nm)

0.20 -

0.00 -

Kontrol PVC %1 AgNP %2 AgNp %5 AgNp

Cizelge 4.2 Disklerin tzerinde kolonize olangram (-) bakterilerin 24 saatlik

buyumelerin kargilagtiriimasi

Gram (-) bakterilerin 24 saatlik inkibasyonu sonunda optik yogunluklar
kargilastirildiginda (Cizelge 4. 2), %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan
kompozitlerin Uzerinde, U¢ susun ¢ogalmasinin PVC kontroline ve hicre
kontrolline gdre anlamli olarak azaldigi belirlenmistir (p<0.05). %1 oraninda AgNp
ile hazirlanan kompozitin Uzerindeki ¢ogalmalardaPVC kontroline ve hucre
kontroline gore degisiklik olmadigi tespit edilmistir. Kompozitlerin kendi
aralarindaki karsilastirmalarinda, %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan
kompozitler Gzerindeki suslarin ¢ogalmasinin %1 oraninda AgNp ile hazirlanan

kompozite gore anlamliolarak azaldigi belirlenmistir (p<0.05).
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M E. feacalis M S. aureus
H L. monocytogenes W S. pyogenes

b b b b

Optik Yogunluk (600 nm)
o
[0}
o

o

iy

o
1

020 { a

0.00 -
Kontrol PVC %1 AgNP %2 AgNp %5 AgNp

Cizelge 4.3 Disklerin Gzerinde kolonize olan gram (+) bakterilerin 6 saatlik

baylumelerin karsilastiriimasi

Gram (+) bakterilerin 6 saatlik inkibasyonu sonunda optik yogunluklari
karsilastinldiginda (Cizelge 4.3), dort bakteri icin %1,%2 ve %5 oraninda AgNp ile

hazirlanan kompozitler Uzerindeki kolonizasyonda degisiklik olmamistir.
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0.00 -
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Cizelge 4.4 Disklerin tzerinde kolonize olan gram (+) bakterilerin 24 saatlik

buyumelerin kargilagtiriimasi

Gram (+) bakterilerin 24 saatlik inkUbasyonu sonunda optik yogunluklar
karsilastinldiginda (Cizelge 4.4), %1, %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan
kompozitlerin Uzerinde E. faecalis ¢ogalmasinin PVC kontroline ve hicre
kontrolline géreanlamli olarak azaldigi belirlenmistir (p<0,05). AgNp ile hazirlanan
farkh oranlardaki kompozitlerin Uzerindeki S. aureus ¢ogalmasindahucre
kontroline gbére anlamh bir azalma varken (p<0,05), PVC kontrole gore bir
degisiklikolmamigtir. L. monocytogenes ¢ogalmasinin, PVC kontroline goére
anlamli  olarak azalirken (p<0,05), hicre kontroline goére degismedigi
belirlenmistir. %1, %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan kompozitlerin tGzerinde
S. pyogenes ¢ogalmasinda degisiklik olmadigini tespit ettik. AgNp ile hazirlanan
kompozitlerin  yuzeyindeki ¢ogalmalar karsilastirildiginda, artan gumus
konsantrasyonunun dort bakterinin yuzey Uzerindeki gogalmasina etkisi olmadigi
belilenmemistir (p<0,05).
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4.3 Biyofilm Olusumunun Engellenmesi
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T M E. coli
2.50 - a
i H K. penumonia
— 2.00 - a
E 4
<
R
£ 150 - b b b
= ]
=]
=
>
>bo 4
S 1.00 -
~ i
=)
Q.
o i
0.50 - e d
. . Al
, f c f c f o
0.00 -

Kontrol PVC %1 AgNP %2 AgNp %5 AgNp

Cizelge 4.5Gram (-) bakterilerin biyofilm sonuglari

Gram (-) bakterilerin kompozit materyallerin Uzerindeki biyofilm olugum
sonugclarinidegerlendirdigimizde (Cizelge 4.5); farkh oranlarda AgNp ile hazirlanan
kompozitlerin (%1, %2, %5) Uzerindeki P. aeroginosa biyofilm olusumunun PVC
ve kontrol gruplarina gore anlamh olarak azaldid1 (p<0,05), kendi aralarinda ise

anlamli olmadigi belirlenmistir.

Farkli oranlarda AgNp ile hazirlanan kompozitlerin (%1, %2, %5) Uzerindeki E. coli
biyofilm olusumunun PVC kontrole godreanlamli olarak azaldidi belirlenmistir
(p<0,05).

%5 oraninda AgNp ile hazirlanan kompozit Uzerindeki K. pnemonia biyofilm
olusumunun tamamen engellendigi belirlenmistir. %1 ve %2 oraninda AgNp ile
hazirlanan kompozitlerin tzerindekibiyofilm olusumu ise hicre kontroliine gore
anlamli olarak azalirken (p<0,05) PVC kontrol ile karsilastinldiginda degisim

olmadigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6Gram (+) bakterilerin biyofilm sonuglari

Gram (+) bakterilerin kompozit materyallerin UGzerindeki biyofilm olusumlarini
degerlendirdigimizde (Cizelge 4.6); AgNp ile hazirlanan kompozitlerin Uzerindeki
E. faecalis biyofilm olusumu htcre kontrolu ile kargilastirildiginda tim kompozit
materyallerde azalmistir (p<0,05). PVC kontrolle karsilatinidiginda ise degisim
saptanmamistir. Kompozit materyaller Gzerindeki S. aureus biyofilm olusumu

hicre kontroline goreazalmistir (p<0,05).

L. monocytogenes biyofilm olusumunun %2 ve %5 oraninda AgNp ile hazirlanan
kompozitlerde tamamiyla engellendigi belirlenmistir. %1 oraninda AgNp ile
hazirlanan kompozitteise, hicre kontroline gore azalmanin anlamlh oldugu, PVC

kontrole gore anlamli olmadigi tespit edilmigtir (p<0,05).

S. pyogenes biyofilm olusumunun %5 oraninda AgNp ile hazirlanan kompozitin
Uzerinde tamamiyla engellendigi tespit edilmistir. %1 ve %2 oraninda AgNp ile
hazirlanan kompozit Gzerindeki biyofilm olusumunun hlcre kontroline gore
anlamli olarak azalmig, ancak, PVC kontrole gére degismedigi bulunmustur
(p<0,05).
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5. TARTISMA

Calismada kullanilan PVC kontroll ve farkli oranlardaki kompozitler Biyomedikal
Muhendisligi BolumU arastirma laboratuvarinda hazirlandi.  Materyallerin
sterilizasyonu, besiyeri ve kultir hazirlama iglemleri ile antibakteriyel, antibiyofilm
ve yuzeylerdeki bakteri ¢ogalma analizleri Transplantasyon ve Gen bilimleri
EnstitisU laboratuvarlarinda gercgeklestirildi. Calisma asamalari ¢evresel faktorleri
sabit tutmak ve kontaminasyonu engellemek amaciyla glvenlik kabini icerisinde

kisisel koruyucu ekipmanlar kullanilarak gergeklestirildi.

PVC’nin yuzey kolonizasyonunu artirdigi literatirdeki galigmalarda mevcuttur [63].
PVC biyomalzemelerin biyouyumlulugunu artirmak ve tibbi cihazlar kaynakli
enfeksiyonu engellemek igin. Antibakteriyel PVC biyomalzemelerin Uretimi ve
uygulamalari her gegen gun artmaktadir. Calismamizda belirli agirlik oranlariyla
(%1, %2, %5) hazirlanan AgNp-PVC kompozitlerinin, vicut sistemlerinde
(solunum, sindirim gibi) kullanilan PVC biyomalzemelerde ve tibbi cihazlarda
kontaminasyona neden olabilecek ve hastane enfeksiyonlari icin &nemli

enfeksiy0z susglara kargi antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri karsilastiriimigtir.

PVC biyomalzemelerle yapilan antibakteriyel calismalarda, farkh oranlarda
hazirlanan (%10, %20) Silverzeolite (SZ)-PVC kompozitinin antibakteriyel etkisi
E.coli ve Staphylococcus epidermidis Uzerinde test edilmis ve %20 oraninda SZ ile
hazirlanan kompozitin antibakteriyel etksinin %10 oraninda SZ ile hazirlanan
kompozite gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da farkh
oranlarda hazilanan AgNp-PVC kompozitinin antibakteriyel ve antibiyofilm
Ozellikleri, 6zellikle %2 ve %5 oraninda AgNP iceren kompozitlerde daha etkili
olmustur. Bagka bir calismada isetibbi cihazlar igin kullanilacak PVC yluzeyinin
oksijen plazma iglemi ile hidrofilik bir ylizey haline getirilmis ve P. Aeruginosa’nin
yuzeydeki kolonizasyonu %70 oraninda azalmis oldugu bildiriimigtir.
Calismamizda da P. aeruginosa ile yaptigimiz ylzey kolonizasyonu ve biyofilm
deneylerinde etkili bir inhibisyon tespit ettik. Bu baglamda; PVC’lerin tibbi kullanimi
ile ilgili bilimsel literatirde az sayida bilgi mevcut olmasina karsin ¢aligmamizin

literatUrdeki bu sonugclarla es deger oldugunu belirlemis olduk.
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Calismamizda disk difizyon deneylerinde pozitif kontrollerimizde inhibisyon zonu
olusmusken, AgNp ile hazirlanan kompozit diskler etrafinda inhibisyon zonu
olusmamistir. Bu sonuglar bize kompozitlerden iyon saliniminin olmadigini
disundirmastir. Bu nedenle, hazirlanan kontrol PVC ve kompozit disk
yuzeylerindeki bakteri ¢ogalmalarinin incelenmesine yonelik bir yaklasim ile

calismalarimiz devam etmistir.

Literatur arastirmasi sonucunda gumus nanopartikullerin antibakteriyel etkilerinin
hicre tipi, tiriG ve Gram pozitif/negatif 6zellikleri ile degisiklik gdsterebildigi
anlasiimistir. Kim ve arkadaslar (2006) AgNP’lerin maya, E. colive S.aureus’a
kargl antifungal ve antimikrobiyal aktivitesini incelemiglerdir. Bu ¢alismada,
parcacikler ile maya ve E. coli hicrelerine karsi etikili inhibisyon elde edilmis;
ancak S.aureus’un digerlerine goére daha az etkilendigi saptanmistir. Bizim
calismamizda, materyal yuzeylerindeki bakteri ¢ogalmalarn karsilastirildiginda
gram negatif bakterilerin farkli oranlarda AgNP ile hazirlanan AgNp-PVC
kompozitlerin Gzerind gram pozitif bakterilere gbéredaha az kolonize oldugu

belirlenmistir.

Gram (-) bir bakteri tiri olan P.aeruginosadisindadiger bakteri inhibisyonlarinda
AgNp ile hazirlanan kompozitlerin Uzerinde 6 saatlik inkibasyon sonunda anlaml
bir degisiklikbulunmamistir. 24 saatlik inklibasyon sonrasinda ise AgNp’lin yogun
oldugu %2 ve %5 oranlarina sahip kompozitlerde gram (-) suslarin ¢odalmasinin
her iki kompozittede anlamli olarak azalma mevcuttur. Gram (+) bakterilerde ise
AgNp ile hazirlanan tim kompozitlerin GzerindeE. faecalis ¢ogalmasinin anlamli
olarak azaldigi tespit edilmistir. E. faecalis digindaki suslarda anlamli bir degisiklik
yoktur. Ayrica L. monocytogenes’in AgNp ile hazirlanan kompozitlerin GUzerinde ki
24 saatlik inkUbasyonu sonunda, PVC kontrolinde L. monocytogenes
kolonizasyonunun gergeklesmis oldugu, bu kolonizasyona nispeten kompozitler

uzerindeki kolonizasyonunda anlamli bir azalma oldugu belirlendi.

Calismadaki amag, hazirlanan kontrol materyalinin ve kompozitlerin Uzerinde
biyofilm olugsumlarinin karsilastirmali incelenmesiydi. Bu nedenle, ¢galismada PVC
kontrol ve kompozit diskler bakteriler ile 24 saatlik inkibasyona birakildi ve
inkilbasyon sonunda bakteri fiksasyonu gercgeklestirildi. Bakteri fiksasyonu

gerceklestirilen diskler farkh bir plakaya alindi ve kristal viyole boyamasi
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gerceklestirildi. Boyama sonrasi optik yogunluklari spektrofotometrede (570nm)
Olculda. Biyofilm olusumu, gram negatif ve gram pozitif suglarin kendi aralarinda

karsilastirildi.

Biyofilm olusum sonuglarina goére c¢alismamizda; kompozitlerin tim gumus
konsantrasyonlarindagram (-) bakterilerin biyofilm olusumunu kontrollere gore
engelledigi belirlenmistir. Ozellikle, %5 oranindaki kompozitin K. pneumoniae
biyofilm olusumunda %99 inhibisyona neden oldugu saptandi. Tum gumus
konsantrasyonlari ile hazirlanankompozitlerin Gram (+) bakterilerilerin biyofilm
inhibisyonunda kontrollere gore etkin oldugu bulgular arasindadir. Bu sonugclar
arasinda, en etkin inhibisyonun S.pyogenes ve L. monocytogenes biyofilm
olusumunda gergeklestigi belirlendi. S. pyogenes biyofilm olusumu %5 oraninda
gimuas ile hazirlanan kompozit yluzeyinde %99 engellendi. Ayni inhibisyon
yuzdesi, L. monocytogenes ile %2 ve %5 oraninda gumus ile hazirlanan

kompozitlerle elde edildi.

Biyofilm ve biyume sonuglari birlikte degerlendirildiginde, her iki parametre
acgisindan da AgNp-PVC kompozitlerinin gram (-) bakterilerde inhibisyona neden
oldugu saptandi. Ancak, kompozitlerin gram (+) bakterilerin buyumelerini
engellemesine karsin farkhh oranlarda ki kompozitlerin Uzerindeki biyofilm

olusumunun inhibe oldugu belirlendi.

GUmus nanopartikl boyutunun kigik oldugu ¢alismalarda iyon saliniminin daha
kolay oldugu ve bu nedenle, antibakteriyel etkinin daha guglu olacagi tartigiimistir.
Calismamizda kullandigimiz np boyutu (<100 nm) blyuk boylarda olmasina karsin
suslarin AgNp ile hazirlan kompozit ylzeylerindeki tutunumunu ve biyofilm

olusumunu engelledigi belirlendi.

Literattr taramasinda PVC ve AgNp kompozit ¢aligmalarina rastlanmamistir. Bu
nedenle bu tez caligmasinin nanoteknoloji alaninda yapilmasi planlanan ileriki
¢alismalar igin zemin olusturacagi ve ayrica, incelenen bakteri turleri, sayisi ve
enfeksiyonlar agisindan (hastane, Gst solunum, sindirim vb gibi) ileriki medikal

cihazlara yonelik galismalara buyuk katkida bulunacagi kanaatindeyiz.

Calismamizda, kompozit filmler istenilen purtzsizlikte olmamigtir. Purizli

yuzeylerin  bakteri  tutunmasini  ve  biyofiim  olusumunu  destekledigi
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dugunulmektedir. Bu nedenle, yuzeylerdeki puruzliluk dikkate alindiginda
tutunumun, kolonizasyonun ve biyofilm olusumunun engellenmedigi gruplarda
ileride daha olumlu sonuglar elde edilebilecedi kanisindayiz. ileriki calismalarda,
mekanik presler kullanilarak daha purtzstizve homojen ylzeyler elde etmeyi

planliyoruz.
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