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OZET

Anahtar kelimeler: Nanoteknoloji, hidroksiapatit, antibakteriyel, nano giimiis, Ti
implant, plazma sprey kaplama

Son yillarda, biyomedikal implantlarda ve bir¢ok endiistri alanlarinda antibakteriyel
tirtinlerin kullanimi1 artmistir. Uygun antibakteriyel ajan ve proses metodunun secimi,
ticari uygulamalarda 6nemli adimdir. Mikroorganizmalarin organik antibiyotiklere
kars1 antibakteriyel direnglerinin miimkiin olmasi nedeniyle nano metal esash
antimikrobiyal {irlinler alternatif bir metot saglamaktadir. Genellikle halk arasinda
antibakteriyel {irtnlerin kullanimi yilizeyi kontamine olmus nesnelerde bakteri
biiylimesini azaltmak ve insanlar arasinda mikroorganizmalarin yayilmasini 6nlemek
i¢cin dnemlidir.

Calismamizda, ortopedik implantlarda nano giimiisiin bir antimikrobiyal malzeme
olarak kullaniminin miimkiin olup olmadigi arastirllmistir. Ti esash plaka altlik
olarak kullanilmistir. Ti yiizeyler, 6nceden 6zel hazirlanmis olan nano Ag-HAP
partikiilleri ile plazma sprey metodu kullanilarak kaplanmistir. Hidroksiapatit (HAP)
kaplamalar, osseointegrasyon oOzelliklerinin ve hiicre biiylimesinin artmasi igin
ortopedik implant ylizeylere uygulanmaktadir. Bazi durumlarda implantin bakteri
sebepli kontaminasyonu, hastalarda infeksiyonlara ve ciddi saglik problemlerine
neden olabilir. Implant yiizeyinin steril olmasimi saglamak igin antibakteriyel
malzeme olarak nano giimiis ile kaplanmis HAP partikiilleri, Ti implant yiizeylere
yerlestirilmistir.

Nano Ag-HAP partikiilleri, elektriksiz ¢oktiirme metodu kullanilarak hazirlanmistir.
Bu metotda HAP partikiilleri, Ag® iyonlar1 igeren aseton igerisine katilmustir.
Karigtirmaya devam edilerek karisima poly(dimethylsiloxane) (PDMS) ilave
edildikten sonra 0-40 nm giimiis ile kaplanmis nano Ag-HAP (% 0,24 Ag) tozu elde
edilmistir. Hazirlanan partikiiller, plazma sprey ile Ti plaka ylizeylere kaplanmigtir
ve elde edilen kaplamalara, 700 °C’de 1sil islem uygulanmistir. Sonu¢ olarak
hazirlanan nano Ag-HAP kaplamalar, E. coli ve S. epidermidis mikroorganizmalarina
karst % 100 antibakteriyel aktivite gdstermistir.
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PRODUCTION OF NANO SILVER COATED
HYDROXYAPATITE AND ANTIBACTERIAL SURFACE
APPLICATIONS

SUMMARY

Keywords: Nanotechnology, hydroxyapatite, antibacterial, nano silver, Ti implant,
plasma sprey coating

The use of antibacterial products in the field of biomedical implants and many other
industrial areas has increeased in recent years. The selection of suitable antibacterial
agents and the processing method is important step in commercial applications. Due
to the possible antibacterial ressistance of common microorganisms against the
organic antibiotics, the nano metal based antimicrobial products provide an
alternative method. The utilization of the antibacterial products in commonly used
public areas is important in order to reduce the growth of the bacteria on the surface
of the contaminated objects and to prevent the spread of the microorganisms in
human body.

In our study, the possible use of nano silver in orthopedic implants as an
antimicrobial material has been investigated. Ti based plates were used as the
substrate. The Ti surfaces were coated by previously prepared special nano Ag-HAP
particles using the plasma sprey method. The hydroxyapatite (HAP) coatings were
applied to the orthopedic implant surfaces to enhance the cell growth and the
osseointegration property. In some cases, the bacterial contamination of the implant
can cause infections in patients body and may result in serious health problems. In
order to provide a sterile implant surface, HAP particles coated by nano silver as the
antibacterial material were deposited to the Ti implant surfaces.

The nano Ag-HAP particles were prepared using the electroless deposition method.
In this method, the HAP particles were dispersed in acetone containing the Ag* ions
and then the addition of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) to the mixture with
continuous stirring. This procedure yielded a powder of 0-40 nm silver coated nano
Ag-HAP (% 0,24 Ag) powder. The prepared particles were coated to the Ti plate
surfaces by the plasma sprey and the obtained coatings were heat treated at 700 °C.
Finally, the prepared nano Ag-HAP coatings exhibited % 100 antibacterial activity
against E. coli and S. epidermidis microorganisms.
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BOLUM 1. GIRiS

Nanobilimin ve nanoteknolojinin, bilim ve teknolojide gelecegi en parlak alanlar
olacag diisiiniilmektedir. Bu sebeple son zamanlarda nanobilim ve nanoteknolojiye
ilgi artmaktadir. Son giinlerde diinya {izerindeki her iilke bu konuya oOnemli

yatirimlar yapmaktadir [1].

Nanoteknoloji bilimi, fizik, kimya, biyoloji, ilag, bilisim ve miithendislik alanlarindan
gelen Dbilgiler ile birlestirilerek bilime yol gosterici bir alan olmaktadir.
Nanoteknoloji sayesinde gercek hayata uygulanabilir biiyiik yenilikler ile teknolojik
bir alan olugmaktadir. Nanoteknoloji bilimi ile, 100 nm’den kii¢iik canli veya canli
olmayan malzemelerin fonksiyonlarini, 6zelliklerini, tepkilerini inceleyebilen
nanoteknoloji araglar1 ve teknikleri, yeni ¢ikmis nano biyomalzemeler ve nano aletler
imal edilip, kontrol edilebilmektedir. 100 nm’nin altindaki nanomalzemelerin
elektronik ve mekanik aletlerde, optik ve manyetik bilesenlerde, kuantum sayiminda,
tekstil miihendisliginde ve diger biyoteknolojilerde kullanimi ve uygulanmasi simdi
ve yakin gelecekte daha ekonomik olmasi sebebiyle 6nemli olacaktir. Nano iirtinlerin
sayist giinden gline hizla artmaktadir. Nanoteknoloji terimi iki kelimenin
birlesmesinden meydana gelmektedir: Yunan numeroloji sisteminde nano 6n eki
milyarda bir anlamina gelmektedir. Nanoteknoloji veya nano 6l¢ek teknolojisi 100
nm’nin altindaki olgiileri incelemektedir. Nanobilim, 1 ile 100 nm’deki atomik
molekiiler ve makromolekiiler dl¢limlerde malzemelerin biiytlikliigilinii, 6zelliklerini

ve tepkilerini arastirmaktadir [2].

Nanoteknolojinin fizik, kimya, biyoloji gibi bilimsel alanlarda ve insan sagligi,
yagsam bilimleri, enerji, ¢evre, elektronik, iletisim, iiretim, malzeme gibi uygulama
alanlarinda kullanilabilecegi bir¢cok bilimsel aragtirma ile gosterilmistir. Ay

malzemenin nano oSlgekli halinin makroskopik halindeki 6zelliklerinden Gnemli



olgtide farkli olmasi bu alanlarda nanoteknolojinin kullanilabilirligini arttirmaktadr.
Nanoteknolojinin bulunmast mikro boyuttan nano boyuta bir evrim olarak tarif
edilebilmektedir [3].

Nanoteknoloji gelisimi, bilgisayar teknolojisinin gerektirdigi mikroelektronik
uygulamalarindan dogmustur. Nanoteknoloji ile taneciklerin kiigiilmesi, iiretim
maliyetlerinin diismesini ve verimliligin artmasin1  saglayabilmektedir. 1980
yillarinda kullanilan bilgisayarlar ile ¢agimizda kullanilan bilgisayarlarin hizlari ve
boyutlart karsilastirildiginda, boyut degisiminin ¢iplerde baslamis oldugu goriiliir.
Nanoteknolojinin en ©Onemli uygulamalarindan biri mikrogiplerin iretimidir.
Goriildiigii tizere ¢ip bilesenlerinin boyutlarinin azalmasi sayesinde onlarin daha hizli
olmasi saglanmustir, bu hiz artiginin sebebi ise elektrik sinyalinin kat etmesi gereken
yolun kisalmasidir. Fakat tanecik boyutlarinin mevcut iiretim yontemleri ile daha
fazla azalmasi miimkiin degildir, ¢iinkii fotolitografi ile 100 nm’den kiiciik

boyutlarda iiretim yapilamaz [4].

Nanoteknoloji gelecegin teknolojisi olarak diistiniilmektedir, glinlimiiziin belki de en

ileri tiretim teknolojisidir ve “ug teknoloji” olarak adlandirilmaktadir.

Nanoteknoloji asagidaki anahtar 6zelliklere sahip malzemeler ve sistemlerle ¢alisir.

Bunlar:

1. Yaklasik 1-100 nm biiyiikliigiinde ve en az tek boyutlular.
2. Molekiiler dlgekteki yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tizerinde temel
kontrol sergileyen proseslerle tasarlanmig olanlar.

3. Dabha biiyiik yapilar olusturmak iizere kombine edilebilenler [5].

Insanlar, bakteriler, kiifler, mayalar ve viriisler gibi mikroorganizmalar ile dolu bir
ortamda yasamakta ve bunlar tarafindan yasadiklar1 c¢evrede sik sik enfekte
olmaktadirlar. Antibiyotiklere kars1 diren¢ gosteren ve saglik bakimi maliyetlerinin
tizerine etkisi devam eden mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve sayisinin siirekli

artmas1 sebebiyle bilim adamlari, mikroorganizmalarin direngleri tlizerine etkili yeni



antimikrobiyal ajanlar1 gelistirmek i¢in ¢alismalar yapmaktadirlar. Boyle problemler
ve ihtiyaglar, genis spektrum aktivitesi ile baglanmis giimiis bazli antiseptiklerin
kullanimin1 tekrardan hayata gecirmektedir. Ozellikle giimiis iyonlarmin bakteriyi
yok edici etkisinin oldugu ve gii¢lii bir inhibitor olarak kullanildigr uzun zamandir
bilinmektedir. Giimiis iyonlar1, bakteriden K* iyonlarmin serbest birakilmasina sebep
olmaktadir. Bakteri hiicresinde onemli enzimlerin birlestirildigi plazma ya da
sitoplazmik zar ve DNA, glimiis iyonlarinin énemli bir hedef sahasi olmaktadir.
Bakterinin biiylimesi engellenirken giimiis iyonlari, hiicre protoplazmasinda bulunan
boslugun igerisine ve hiicre duvarina katman seklinde yerlesmektedir. Boylece hiicre
boliinmesi engellenmekte, bakterinin hiicresel icerigi ve hiicre ¢evresi zarar
gormektedir. Artan bakteri hiicrelerinin biiyiikligi, sitoplazmik zar, sitoplazmik
icerik ve disaridaki hiicre katmanlar1 yapisal anormallikler gdstermektedir. ilave
olarak giimiis iyonlari, niikleik asitleri de etkileyebilir. Bakterinin o6ldiiriilmesi
sirasinda bu mekanizmanin 6nemi belirsiz kalmasina karsin fosfat gruplarindan
ziyade DNA ile etkilesmeyi tercih edebilirler. Glimiis nanopartikiilleri insan sagligini
tehlikeye atan c¢esitli mikroorganizmalara karsi etkili antibakteriyel malzemeler
olarak kullanilabilir. Giimiis nanopartikiilleri 6zellikle Staphylococcus aureus ATCC
29213 ve Escherichia coli ATCC 25922 hiicrelerine karsi gii¢lii antibakteriyel
aktivitelere sahiptir. Gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve gram
negatif Escherichia coli ATCC 25922 insan viicudunda yasayan ve bazen

enfeksiyonlara neden olan yaygin bakteri tiirleridir [6].

Baz1 antimikrobiyal ajanlar, asir1 toksik ve tahris edici oldugu i¢in daha giivenli ve
daha az maliyetli olan yeni tip biyosidal malzemelerin gelistirilmesine duyulan ilgi
artmigtir. Gimiis iyonlarinin ve giimiis bazli bilesiklerin E. coli igeren 16 bakteri
tiirline kars1 giiclii biyosidal etkiler gosterdigi ve mikroorganizmalar i¢in yiiksek

oranda toksik oldugu bilinmektedir [7].

Biyoseramiklerin esast olan hidroksiapatit, biyolojik sert dokularin inorganik
bilesenleri ile kimyasal benzerlik gosterdiginden implant olarak basarili bir sekilde
kemiklerde, dislerde, tendonlarda, organ stabilitesini, sertligini ve fonksiyonunu

vermek icin  kullanilmaktadir. Biyolojik dokularla  kimyasal benzerligi



biyouyumluluk agisindan Onemlidir. Sert dokularla saglam baglanmasi nedeniyle
ortopedide ve dis implantlarinda genis oranda kullanilmaktadir [8]. Hidroksiapatitin,
miikemmel biyouyumlulugu, dogal kemik mineralleri ile kristalografik yapisinin
benzerligi ve kimyasal yakinligi nedeniyle kemik dolgusu ve implant malzemesi
olarak kullanimi yayginlagsmaktadir. Hidroksiapatit, dis ve kemik gibi sert dokular
icin sadece ana bir bilesen degildir. Protein gibi biyomalzemeler i¢in miilkemmel
afiniteye sahip olmasi nedeniyle biyoseramikler ve adsorbanlar igin de uygulanabilir
bir malzemedir. Biyomedikal uygulamalarda implant olan alanda mikroplarin
olusumu sebebiyle implant islemlerinde bazi basarisizliklar meydana gelmektedir.
Eger implant malzemesi, mikroplara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip ise
basarisizlik azaltilabilmektedir. Ustelik insanlarda ve hayvanlarda ¢esitli agir
enfeksiyonlara sebep olabilen mikroplar, kap1 kollari, paket malzemeleri, banyo

fayanslar1 gibi ortak kullanim alanlarindan yayilabilmektedir [9].

Bu calismada, yaygin kullanim alanina sahip sentetik kemik tozu (hidroksiapatit)
lizerine nano boyutlu glmiis partikiiller kaplanarak elde edilen tozlarin
karekterizasyonu, farkli ylizey kaplama islemleri ve antimikrobiyal aktivite 6l¢timleri

yapilmistir.



BOLUM 2. HIDROKSIAPATIT

2.1. Giris

Hidroksiapatit (HAP, kapali formiilii, Ca10(PO4)sOH2) seklinde gosterilen bir
kalsiyum fosfat bilesigidir. Biyomalzemeler, insan viicudunda herhangi bir organ
veya dokuyu iyilestimek ya da fonksiyonlari gergeklestirmek igin kullanilirlar.
Polimerlerle, metallerle, seramiklerle ve bunlarin kompozitleri ile biyomalzemeler
hazirlanabilmektedir. Giliniimiizde kazalar, dogum hasarlari, kalitimsal baz1 durumlar
ve viicutta hasara yol agan hastaliklar sebebi ile kemik onarimini saglayan
biyomalzemelere gereksinim artmaktadir.  Bugiin {retilen birgok malzemenin
Ozellikleri kemigin mekanik ozelliklerine yakin degildir. Metal alasimlarin ve
biyoseramiklerin elastisite modiillerinin kemigin elastisite modiiliinden biiyiik olmasi
sebebi ile kemikten daha dayaniklidirlar. Bu sebeple metal alagimlari, implant olarak
kullanilabilmelerine ragmen malzemenin korozyonu ve dokunun hassasiyeti nedeni

ile 1y1 bir biyomalzeme degildirler. Metal ile kemik ara yiizeyi yapismamaktadir [10].

Dogal hidroksiapatit (HAP), kemigin inorganik bilesenlerinden biridir. Yapay HAP
ise iskeletin yeniden yapilandirilmasi i¢in implant malzemesi olarak
kullanilmaktadir. HAP, bazen tek basina implant malzemesi olarak kullanilabildigi
gibi bir kompozit parcasi olarak da kullanilmaktadir. HAP’m iyi bir implant
malzemesi olmasinin nedenleri ise soyledir: Miikemmel biyouygunlugu vardir,
biyoaktif olmalarindan dolay1 kaplama olarak tibbi uygulamalarda kullanilir, boylece
polimerin yapismasi ve kemik olusumu artmaktadir. HAP, biyoaktifliinin yaninda
ostekondiiktif bir maddedir ve toksik degildir. Son zamanlarda hidroksiapatit ve
kollojen bazli olan kompozit malzemeler ¢ok kullanilmaktadirlar. Bunun tek sebebi
kemige hem bilesim hem de yapisal olarak benzemeleri degil, tek komponentli olan

malzemelerden ¢ok daha iyi mekanik dayanima sahip olmalaridir [11].



2.1.1. implant seramiklerin ézellikleri

Implant olarak kullanilan seramik maddeler ise biyoseramiklerdir. Biyoseramikler,

kimyasal reaktifliklerine gore ti¢ gruba ayrilirlar:

1. Biyoinert (oksit seramikleri)
2. Biyoaktif (kalsiyum seramikleri)

3. Biyobozunur (cam seramikleri)

Biyoinert seramikler doku ile yalniz mekanik bir bag olustururlar. Biyoaktif
seramikler ise doku ve implant arasinda kimyasal bag olustururlar. Biyobozunur
seramikler ise doku ile yer degistirme yapabilirler [11]. Biyoseramiklerin
biyouyumlulugu yiiksek olup bu sebep ile implant malzemelerde yaygin olarak
kullanilirlar. Burada bahsedilen biyouyumluluk, implantin viicut tarafindan kabul
edilmesidir. Kemik yapisinda inorganik ve organik bilesenler ile su bulunur. Bu
yapidaki inorganik faz, kalsiyum hidroksiapatitdir (Ca10(PO4)sOH2). Kemik
agirliginin % 70’ini, hacminin ise % 50’sini olusturur. Hidroksiapatit sentetik olarak

da tiretilebilen bir biyoseramiktir [10].

Hidroksiapatit’in viicuda uyumlu olmasinin yaninda toksik olmamasi da
biyomalzeme olarak kullanilmasini saglamaktadir. Dogal kemik nano yapidaki HAP
ve kollojen fiberlerden olusan bir kompozittir. Inorganik ve organik nanokompozit
sentezi, yiksek biyoaktiflik ve mikemmel bag olusturma agisindan Onem
tasimaktadir. Inorganik kisimda bulunan HAP, biyoaktif, biyoinert ve kemik
iletkenliginden dolay1 implant olarak kullanilmaktadir. T1p alaninda biyomalzemeler
sert doku ve yumusak doku yerine kullanilacak biyomalzemeler olarak ikiye ayrilir.
Ortopedik implantlar ve dis implantlar1 genellikle metal seramiklerden yapilir. Kalp
damar sistemi ve genel plastik cerrahi malzemeleri ise polimerlerden iiretilmektedir.
Fakat bazen bu durum degigkenlik gosterebilir, 6rnegin bir kalp kapakc¢igr polimer,
metal ve karbondan da yapilabilir. Ya da kalca protezi metal veya polimerlerin
kompozitlerinden hazirlanabilir. Canli dokuya yerlestirilen tiim malzemeler dokudan

tepki alirlar. Bu tepki doku ile implant arasindaki yilizeydedir [11].



Tablo 2.1. Implant doku arayiizey iliskisini etkileyen faktorler [11]

Doku Tarafi implant Tarafi
Doku tipi Implant bilegimi
Doku yas1 Implanttaki faz sayist
Doku saglig Faz sinirlari
Doku i¢i kan sirkiilasyonu Yiizey morfolojisi
Arayiizey hareketliligi Yiizey gozenekliligi
Arayiizey kan sirkiilasyonu Kimyasal reaksiyon
Boyutlar arasi uygunluk Boyutlar arasi uygunluk
Mekanik yiikleme Mekanik yiikleme

HAP, viicuttaki eksik bir kemigin yenilenmesi veya bir gdzenegin doldurulmasi i¢in
titanyum, metal ve CoCrMo alagimlarinin iizerine ince bir kaplama yapilarak
kullanilmaktadir. Genellikle kullanim alanlar1 diz, kalga ve dis protezleridir. Bir¢ok
tir implantda basari orami yiiksek olmasina ragmen uzun siire viicutta kalan
implantin basarisi, implant viicuda yerlestirilirken sonra bakteri enfeksiyonunun
Onlenmesine baglidir. Ameliyat sonrasinda mikrobiyal hastaliklardan korunma igin
6zel odalar kullanilmasina ragmen, viicuda protez katilan durumlarda enfeksiyon
oran1 % 1 ve % 9 arasindadir. Bu oran kullanilan implantin tiiriine bagl olmaktadir.
Enfeksiyon, tekrar bir ameliyat ile vyeni bir implantin yerlestirilmesini
gerektirmektedir [12].

2.1.2. HAP’mn kimyasal 6zellikleri
HAP’in kapali molekiil formiilii, Ca10(PO4)eOH2’dir. Kalsiyum fosfat orani, %

1,67°dir. Kristal yapis1 hegzagonaldir. Yogunlugu, 3,16 g/ m® olup bagil yogunlugu,
% 95 ile % 99,5 arasindadir.



Sekil 2.1. Hidroksiapatitin kristal yapisi [10]

Bozunma sicakligi, 1000 °C’den yiiksektir. Erime noktasi 1614 °C’dir. Dielektrik
sabiti, 7,40 ve 1s1l iletkenligi 0,013 W/cmK dir. Bozunma hizi diisiiktiir [11].

Sekil 2.2. Sentetik nano hidroksiapatitin morfolojisinin ve biiyiikligiiniin TEM goriintiisii [12]



Hegzagonal HAP, P63/m uzay grubundadir. Her bir kafeste iki adet formiil vardir.
Hegzagonal kafes parametreleri a=b=9.4225 A ve ¢=6.8850 A’dir. Monoklinik
kristal yapida olan HAP, P21/b uzay grubundadir. Kafes parametreleri, a=9.4114 A,
b= ~2a ve ¢=6.8814 A dir. Bu yapida HAP n iiretilmesi ¢ok zordur. Hegzagonal ve
monoklinik HAP’lar arasindaki en onemli fark, hidroksil iyonlarmin siralanma
sekilleridir. Monoklinik HAP’da hidrosil iyonlari, O-H, O-H, O-H seklindedir.
Hegzagonal yapida ise hidroksil iyonlar1 doniisiimli olarak O-H, H-O, O-H, H-O

Sekil 2.3. Nano hidroksiapatit partikiillerinin SEM goriintiisii [13]

seklinde siralanmislardir [14].

Tablo 2.2. Hegzagonal HAP yapisinda bulunan atomlarin pozisyonlari [14]

Atom Birim kafeste bulunan X Y Z
atom sayis1

Ca(l) 4 0,333 0,667 0,001
Ca(ll) 6 0,246 0,993 0,250
P 6 0,400 0,369 0,250
o(l) 6 0,329 0,484 0,250
o(ln) 6 0,589 0,466 0,250
o(lr) 12 0,348 0,259 0,073
OH 2 0,000 0,000 0,250
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2.1.3. HAP’1n mekanik ozellikleri

HAP, kalsiyum fosfattan olusan gevrek bir malzemedir. Kirilma toklugu, (Kic) 1.0
MPa mYnin altindadir. Insan kemigindeki kirilma toklugu, 2-12 MPa m?
arasindadir. HAP’1n mekanik 6zellikleri zayif oldugu i¢in yorulma dayanimi oldukca
diistiktiir [15]. Sentetik HAP, dogal kemige gore mekanik yonden daha zayiftir.
Biyoaktivitesi de farklidir. Dogal kemikte olan HAP, sentetik HAP’dan daha
biyoaktiftir. Nano HAP, dogal kemikte olan HAP’a daha ¢ok benzemektedir. Son
giinlerde ¢alismalar HAP’in hem biyolojik hem de mekanik yonlerini gelistirmek

i¢cin nano HAP {iretimine yonelmistir [14].

Tablo 2.3. Hidroksiapatitin mekanik 6zellikleri [15]

Elastisite Modiilii (GPa) 4,0-117
Basma Dayanimi (MPa) 294
Egilme Dayanimi (MPa) 147
Sertlik (Vickers, MPa) 3,43
Poisson Orant 0,27

2.1.4. HAP’1n biyolojik oézellikleri

HAP’1n biyoaktifligi ve biyouygunlugu yiiksektir, biyobozunmas: diisiiktiir. Hiicresel
olarak uygun bir malzeme olup kemik iletkenligi yiiksektir [11]. Osteoindiiktif
malzemelerdir. Yani implantin uygulandigi alanda aktif olmayan hiicrelerin
degiserek ¢ogalmasi ve kemige donitismesidir. Yani diger bir deyisle malzeme kemik
disina yerlestirilmis olsa bile o bolgede zamanla kemik olusmasina neden olur. HAP,
osteokondiiktif etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilir. Osteokondiiktif demek
HAP’mm kemik i¢ine yerlestirildiginde kemikteki hiicrelerin HAP iizerindeki
bosluklara ilerlemesidir. Bu durum kemik yapimimi olumlu etkiler fakat kemigin
disinda fazlaca bag dokusunun gelismesini saglar [16]. HAP, yavas bozunma hizina
sahiptir. HAP’in kimyasal yapisinda kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) elemetlerini
icermektedir. Bu elementler kemik ve disin inorganik kisminda bulunduklarindan
viicut HAP’1 yabancit madde gibi algilamaz ve gen¢ kemik hiicreleri HAP iizerine

yapisir ve ¢ogalirlar. HAP yiiksek biyoaktiviteye sahip oldugundan dolayr kemikle
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implant ara yilizeyinde ¢ok kuvvetli baglar olusturur. Hatta bazen bu baglar o kadar
kuvvetli olur ki, ortopedide kullanilan metal iizerine kaplanmis HAP’lara geng kemik
hiicreleri ¢ok kuvvetli yapisirlar. HAP’1 kaplama tizerinden sokiip alirlar, bu durum
ise o bolgede enfeksiyon olugmasina sebep olur. Calismalarda nano boyutlu HAP ile
kaplanmis malzemelerin iizerindeki osteoblast hareketleri mikron boyutundaki HAP

ile kaplanmis malzemelere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir [14].

2.2. HAP’1n Uretim Yontemleri

Hidroksiapatit, kimyasal ¢oktiirme, kati-hal reaksiyonu, hidrotermal sentez, sol-jel
metodu ve yanma sentezi gibi yontemlerle iiretilebilmektedir [13]. Asagidaki tabloda

HAP sentezleme yontemlerindeki tanecik biiyiikliik araliklari verilmistir [11].

Tablo 2.4. HAP sentezleme yontemleri ve tanecik biiyiikliik araliklari [11]

Yontem Tanecik Biiyiikliik
Hidrotermal yontemler 4-1125 nm
Coktiirme yontemleri 20-100 nm
Mikroemiilsiyon yontemleri 40-120 nm
Yanma sentezi 0,45 pm
Sol-gel yontemi 10-15 nm

[Ik HAP iiretimi kimyasal ¢oktiirme ydntemi ile yapilmistir. HAP 1n hangi yontem
ile tretilecegi biyoseramigin kullanilacagi yere gore secilmektedir. Sert doku yer
degisimlerinde mukavemet Onemlidir, diger dokularin proteze niifuz etmesi igin
HAP’in gozenekli olmasi da o6nem tasimaktadir. Biyoseramigin mukavemetinin
arttirllmasi, yogunlugun arttirtlmasi ile miimkiindiir. Biyoseramigin gézenekli olmasi
dokunun gelisimi ve kemik ile implantin birlesmesi acisindan énem tasimaktadir. Bu
durum ise biyouygunlugun gostergesidir. Gozenekler sayesinde dokularin ig
bliylimesi olur ve gozenekler kemik igerisine kan ve diger sivilarin ulagmasini

saglamaktadir [17].
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Hidroksiapatit iiretim yontemlerine drnek reaksiyonlar [10] :

Hidroliz reaksiyonu:

a-Caz(POa)2 + H20 — Cai10(PO4)sOH2 (HAP) + H3PO4
Hidrotermal sentez:

Ca(OH)2 + (NH4)2HPOs —» Caio(PO4)sOH2 (HAP) + H20 + NH3

Sekil 2.4. Hidrotermal yontemler ile HAP tiretimi [18]

Sol-jel prosesi:

Ca(NOs3)2.4H20 + (CH30):PO  —» Cai10(PO4)sOH2 (HAP)
Cokelme prosesi:

Ca(NO3)2 +(NH4)2HPO4 + NH3 + H2O — Caio(PO4)sOH2 (HAP) +
NH4NO3

Kimyasal ¢okeltme yonteminde Ca(NOs3)2.4H2O ve (NH4)2HPOs’den 0,5 M’lik
cozeltiler hazirlanir. Kalsiyum nitrat ¢ozeltisi iizerine, diamonyumhidrojen fosfat
¢ozeltisi eklenir. Bir saat karistirildiktan sonra oda sicakliginda hava atmosferinde
tamamen kuruyuncaya kadar beklenir, kurutma isleminden sonra topaklanmay1

onlemek i¢in 0glitme islemi yapilir. Daha sonra 1200 °C’de bir saat siireyle kalsine
edilir [10].

Hidrotermal yontemler ile sicaklik ve pH degerleri kontrol edilebilir, bdylece
istenilen morfolojide HAP f{iretilebilir. Biriktirme yontemleri, ¢ozeltinin kimyasal

dengesini etkilemek i¢in kimyasal katkilarin kullanilmadigi iiretim yontemleridir.
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Kalsiyum ve fosfat’li reaktifler HAP kristallerini olusturmak i¢in kullanilirlar. Bu
yontemle tretilen HAP kristalleri, genellikle nano boyutta olup, en kii¢iik boyutta
uretilen HAP oOzelligi tasimaktadir. Degisik kristal yapilarda ve kafes
parametrelerinde HAP liretebilmek i¢in liretim yonteminin se¢imi 6nem tasimaktadir

[18].

Hidroksiapatit

' Kolumnar Ca ® Fosfor

® soewaksis o ¢ Oksijen

Sekil 2.5. HAP kristal yapisi [18]

Sol-jel yonteminde fosfor penta oksit (P20s) ve kalsiyum nitrat tetrahidratin
(Ca(NOs3)2.4H,0) mutlak etanoldeki ¢ozeltileri Ca/P = 1.67 olacak sekilde karistirilir.

Cozeltinin 1sitilmast ile jel olusur. Farkli siirelerde sinterlenir [11].

2.3. HAP Kaplama Yontemleri

Yavas ilerleyen ¢atlaklar, yorulma, degisik darbe ve basinglara dayanimlarinin tam
bilinmemesi sebebi ile implantlarin kullanimlart istenildigi gibi olmamaktadir. Bu
durumun 6niine gegmek i¢in biyoaktif seramikler ile yapilan kaplamalarin kullanimi

artmistir [11]. Biyoseramik malzemelerin implant malzemeler iizerine kaplanmasi
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icin kullanilan yontemler soyledir: CVD (kimyasal buhar biriktirme), PVD (fiziksel
buhar biriktirme), iyon demeti, lazer, plazma sprey, vakum plazma, HVOF (termal
sprey prosesi), sol-jel daldirma, EPD (elektronik kaplama)’dir [19].

2.3.1. Sol-jel yontemi ile hidroksiapatit kaplanmasi

Sol-Jel yontemi diisiik sicaklikta uygulanabilir, bu sebeple diger yontemlere gore
proses kolayligi, homojen ve yiiksek saflikta olmasi1 gibi farkliliklar saglamaktadir.
Bu yontemde Ti metal altlik tizerine biyoaktif kalsiyum fosfat (CaP) sol- jel yontemi
ile kaplanmaktadir. Ca ve P kaynag i¢in kalsiyum nitrat tetra hidrat
[Ca(NO3)2.4H20] ve amonyum di hidrojen orto fosfat (NHsH2POas) secilmistir.
Dispersant olarak ve pH ayari i¢in amonyum hidroksit (NHsOH) kullanilir. Sol
kaynag olarak kalsiyum nitrat etanol’de 70 'C’de 4 saat magnetik karistirici ile
karistirilir. Fosfat kaynagi olan amonyum di hidrojen orto fosfat, ¢ift distile suda 70
‘C’de yine 4 saat karistirilir. Amonyum fosfat ¢dzeltisi 5 ml/dk hizla diger ¢dzeltiye
karistirilir. Bu karisim 70 "C’de 3,5 saat karistirilir, rediiksiyon ve pH ayari icin 5 ml
amonyum hidroksit eklenir. 24 saat karigim bekletilir. Ti altliklar kaplama Oncesi etil
alkol, aseton ve distile su ile temizlenir. Daldirma yontemiyle bir dakika bekletilerek
altlik iizerine yapismanin olmasi saglanir. Kaplamalar 100 ‘C’de kurutulur. 750-900

‘C’de hava atmosferinde sinterleme yapilir [19].
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Sekil 2.6. Sol-Jel proses parametrelerinin akis diyagrami [19]

2.3.2. Plazma sprey yontemi ile hidroksiapatit kaplanmasi

Plazma sprey yoOntemi, metallerin tozlarla kaplanmasi ve bu sayede kaplamalarin
oksitlenme, korozyon ve 1s1 dayanikliliginin arttirilmasidir. Bu 6zellikler arttirilirken
ana malzemenin tokluk ve kolay sekillendirilmesi 6zellikleri de devam
ettirilmektedir. Bu yontemle kaplanan seramik kaplamalar bircok kaplamaya gore
asinma ve erozyon direnci acisindan daha iyidirler. Plazma sprey kaplama
yonteminde 40 kW’lik bir gii¢ iinitesi ve 3 MB tipi bir plazma tabancasina sahip
atmosferik plazma piiskiirtme sistemi kullanilir. Kaplama sirasinda primer gaz argon,
sekonder gaz ise hidrojendir. Kaplama Oncesinde althigin yiizeyi hazirlanir, bu
hazirlama islemi kaplamanin ana malzemeye iyi baglanmasi i¢in ¢ok Onemlidir.

Yiizey iizerinde bulunan nem, yag ve oksit filmlerinin temizlenmesi ve uygun yiizey
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puriizliiliigiiniin saglanmas1 gerekmektedir. Yiizey temizligi ve piirlizlendirilmesi igin
30-36 gritlik aliimina toz asindirict malzeme olarak kullanilir. Bu malzeme ile ¢elik
altliklara kumlama yapilir. Bu arada partikiillerin ana malzeme ile mikro kaynamasi

ve kimyasal bag olusumu da olur [10].

Sekil 2.7. Plazma tabancasi [10]



BOLUM 3. PATOJENIK MiIKROORGANIZMALAR

3.1. Giris

Bakteriler canlilarda ciddi hatta &liimciil hastaliklara yol agabilirler. Infeksiyon
hastaliklarinin biiyiik bir cogunluguna bakteriler neden olmaktadir. Bakteriler kolay
adapte olabilme yetenekleri sayesinde bulunduklari her ortamda yasamlarini
stirdiirebilir veya ¢ogalabilirler. Uygun olmayan kosullarda ise spor olusturabilir ve
bdylece ¢ok uzun siire hatta yillarca canliliklarini korurlar. Bazi bakteriler sadece
insan viicudunda yasayabilir iken bazi bakteri tiirleri ise hayvanlarda yasamaktadir.
Yavas iireyebilen bakteriler kronik infeksiyonlara neden olabilirler. Bakterilerde ayni
tirden bireyler ya da farkli tiir bireyler arasindaki genetik madde aligverisini
saglayan plazmit DNA vardir. Bu sayede genetik uyumludurlar ve antimikrobiyal
maddelere karsi direng 6zellikleri giligliidiir [20].

Hiicre duvari, bakteri hiicresindeki yasamsal boliimlerden biridir. Bakterilerde
sitoplazmik membran ile kapsiil arasinda yer alan yapidir. Saglam yapisi ile bakteriyi
ozmotik lizisden korur, bakteriye seklini verir. Hiicre duvari, hiicre biiylimesi ve
boliinmesi ile ilgilidir. Ayrica bakterilerin siniflandirilmasin1 saglayan gram boyasi
ile boyanma 06zelligi, bakterinin hiicre duvari ile ilgilidir. Bu siniflandirmaya gore
bakteriler, gram pozitif ve gram negatif olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Gram pozitif
bakteriler hiicre duvarlarimi kaybederlerse, alkol basamaginda dekolorize olurlar.
Gram pozitif bakterilerde hiicre duvari, peptidoglikan ve teikoik asitten, gram negatif
bakterilerde ise peptidoglikan ve dis membran yapisindan olusmaktadir. Hiicre
duvari, peptidoglikan yap1 sayesinde giiclii olmaktadir. Peptidoglikan yapiy
zayiflatan ajanlar, bakterinin seklini ve boliinme 6zelligini kaybetmesine ve ozmotik
lizisle 6lmesine neden olmaktadir. Peptidoglikan yapi, sadece prokaryotlarda oldugu

icin sadece bu yapiyr etkileyen ajanlarin konak iizerine toksik etkileri de diisiik
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olmalidir. Giinlimiizde, klinik tedavide en yaygin kullanilan antibiyotikler beta-
laktam ajanlar ve glikopeptidlerdir (vankomisin ve teikoplanin). Hatta bunlardan
beta-laktam ajanlar 1940’lardan beri tiim diinyada en fazla tiiketilen antibiyotikler

arasindadir [21].
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Sekil 3.1. Gram-pozitif bakteri hiicre duvari yapis1 [22]

Gram-pozitif bakterilerde dis zar yoktur, sitoplazma zarinin iizerinde kalin bir sekilde
uzanmis peptidoglikan tabakasi vardir. Beta-laktamazlar peptidoglikan’a yapisik

bulunmaktadir veya bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak dagilmaktadir [22].
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Sekil 3.2. Gram-negatif bakteri hiicre duvari yapist [22]
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Bakteri hiicre duvarinin ana polimeri peptidoglikan tabakadir. Beta-laktamlar D-
alanyl-D-alanine transpeptidase aktivitesini, enzimdeki hidroksil grubunda, stabil
esterler olusturmak iizere agilleyerek inhibe etmektedir. Boylece bakteri ozmotik
diren¢ kaybi yasar ve olir. Beta-laktam antibiyotiklerin bakterilere karsi etkinlik
gostermeleri igin gram-negatif bakterilerde bulunan ve porin adi verilen igi su dolu
protein kanalciklarindan ge¢meleri gerekmektedir. Ayrica sitoplazma zari ile dis zar
arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta-laktamazlardan etkilenmemelidirler
[22].

3.1.1. Bakteri ve direng

Bakteride direng, 6nemli bir yasamsal sorundur. Antibiyotik kullanimi, dogal
secilimin kosullarin1 giderek agirlastirmaktadir. Bu sebeple daha g¢ok direnebilen
bakterilerin sayisi giin gegtikge artmaktadir. Diren¢ kalitimla ilgilidir. Direng, ata
bakteriden kalir veya kalitsal degisiklik sonucu olusur. Kalitsal degisiklik ise,
kromozomda olusan mutasyonla gelisir veya bir baska bakteriden gelen veya

ortamdan alinan pilazmit (DNA ¢emberi) veya transpozon ile olusur.

Bircok bakteride antibiyotik direng diizenekleri sdyledir:

1. Bakterinin i¢ veya dis zarinda gegirgenligin azaltilmasi.

2. Zar dis-atim pompalarinin arttirilmasi (antibiyotik etkisini gdsteremeden
bakteri disina atilir).

Antibiyotigi etkisiz kilan enzim iiretimi.

Antibiyotik yapisinin enzimlerle degistirilmesi.

Antibiyotik ile hedefin baglanmasinin engellenmesi.

Antibiyotiklerin hedefledigi enzimlerin asir1 yapimi.

N o g &~ w

Antibiyotigin etkilemedigi baska enzimlerin veya yollarin kullanilarak

antibiyotigin etkisinin bosa ¢ikartilmasi.

Hastane ortamlarinda antibiyotik kullaniminin fazla olmasindan dolay: antibiyotik

direnci yiiksek bakteriler yaygindir. Direng, biiylik 6l¢iide dnce hastanelerde olusur,
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sonra topluma yayilir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve ampisiline direncli E.
coli bakterilerinin ortaya ¢ikis1 ve yayilmasi tarihsel drneklerdir [23].

Calismamizda nano glimiis kapli HAP i, S. aureus, S. epidermidis ve E. coli
bakterilerine kars1 etkisi incelenecektir Bu ii¢ tiir bakterinin yapist ve ozellikleri

sOyledir:

3.2. Staphylococcus aureus

Insan ve hayvanlarda gesitli infeksiyonlara neden olan ve yaygin olarak bulunan bir
bakteri tiiridiir [24]. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 bu mikroorganizma ile ¢ok
stk karsilagirlar. Bu bakteri tiirii dogada olduk¢a yaygin olmasinin yaninda insan
viicudunda da normal flora iiyesi olarak yasamaktadir. Bazen hafif seyreden bir
infeksiyona sebep olabilir iken bazen ise yasami tehdit eden ciddi hastaliklara neden
olabilmektedir. Giiniimiizde direngli kokenler (MRSA- Metisilin direngli S. aureus,
MRSE- Metisilin direngli S. epidermis, VRE- Vankomisin direngli enterokok)
goriilmeye  baslamistir.  Ayrica  direngli  kdkenlerin - minimum  inhibitor
konsantrasyonlarinda (MIK) yiikselme tespit edilmistir. Bu sorunlar nedeniyle yeni
tedavi segenekleri giindeme gelmektedir [25]. S. aureus genellikle burun deligi
mukozasinda bulunmaktadir. Bulunma orani ise normal insan veya hastanede bu
mikroorganizma’ya maruz kalan hasta ve ¢alisanlara gore degisiklik gostermektedir.
Insanlarmn % 10-40’1min, hastanelerde calisanlarin ve hospitalize hastalarin %70’inin
burun deligi mukozasinda mevcuttur. Bu bakteri kemoterapdtik maddelere karsi hizla
dayaniklilik kazanmaktadir [26]. S. aureus’un yaklasik %50’si toksin iiretme
kabiliyetine sahiptir [27].

3.2.1. Morfoloji

Bu mikroorganizma, ortalama 1 pm biytikliginde, yuvarlak, hareketsiz,
sporsuz’dur. Gram pozitif bir bakteri olup tek tek, ikili veya dortlii gruplar halinde
goriilmektedir [24]. Fakat hiicre boliinmesinin farkli diizlemlerde gergeklesmesinden

dolay1 preparatlarda genellikle {iziim salkim1 seklinde goriiliirler [28].
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Sekil 3.3. Staphylococcus aureus genel goriiniim [29]

S. aureus’un hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasi, gram negatif hiicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasina gore daha kalindir. Bu yap1 hiicre duvarinin
toplam agiriliginin % 50-60’11 olusturmaktadir. Hiicre duvarinda bulunan bir
polisakkarit olan teikoik asit ise diger énemli bir bilesiktir. Teikoik asit ise hiicre
duvarinin yaklasik % 40’11 olusturmaktadir. Peptidoglikan tabaka ve teikoik asit,
mukoza hiicrelerindeki reseptorlere stafilokoklarin tutunmasini saglamaktadir.

Protein A, antifagositik 6zellige sahiptir [24].

Protein Teikotk asit

l ] ﬁ\‘1l1/ Iagommk

e :‘}.' 5 Peptidoglikan

Sitoplazmik
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Bu mikroorganizmanin en uygun tireme sicakligi, 37 °C olup 18-40 °C arasinda
tireyebilmektedir. Genellikle oksidaz negatiftir. % 10 NaCl ortaminda tiremektedir
[24].

3.2.2. Staphylococcus aureus’un neden oldugu hastaliklar

S. aureus insanlarda birgok infeksiyonlara neden olmaktadir. Her kosulda dayanikli
olduklar1 i¢in dogada yaygin olarak yasamaktadirlar. Cogunlukla burun ve bogaz
boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda, ciltte apseli yaralarda ve sivilcelerde
bulunmaktadirlar. Bu sebeple insanlarda infeksiyon yapan patojen stafilokoklarin
kaynagi yine insanlar olmaktadir. Gidalarda, elle gida hazirlayanlarda, hastane
personeli ve hastane ortamlarinda bulunma siklig1 daha fazladir. Metisilin direngli S.

aureus, ciddi ve tedavisi gii¢ infeksiyonlar olusturmaktadir [31].

S. aureus, deri ve yumusak doku infeksiyonlari, gastroentrit, yara infeksiyonlart,
septik artrit, bakteriyemi, endokardit ve osteomiyelit gibi hastaliklara neden
olmaktadir. S. aureus genellikle apse seklinde goriilmektedir. Apse merkezi disari
acilim yapar ise organizmaya kan yolu ile yayilabilmektedir. Dikis ve damar igi

katater gibi yabanci cisimler de infeksiyonlara sebep olabilmektedir [32].

3.3. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis kan akimi infeksiyonlarina sebep olan ve gittikce yayginlasan bir
patojendir. Fakat ilk olarak insan cildine yerlesmis bir asalaktir. Bu bakteri, insan
cildi ve medikal cihazlarin yiizeyleri olmak iizere iki farkli yerde hayatta kalabilir. S.
epidermidis en ¢ok goriilen cilt bakterisidir. Agiz mikroflorasinin gegici bir {iyesi
olmasina ragmen ¢ogunlukla bas, koltuk alt1 ve burun deliklerinde bulunur. Saglikli
bir yetiskinde cildin cm? basina 10 ve 10° arasinda CONS’nin (koagiilaz-negatif
staphylococci) sekillenmis koloni iinitesi bulunmaktadir. S. epidermidis igin cilde
yapismaya yol acan bakteri hiicresinin ylizey molekiilleri tanimlanmamuistir. Fakat
matrix proteinlere yapigmaya aract olan proteinlerin yiizeyinin bir pletor’u
bilinmektedir. Saglikli bireylerdeki S. epidermidis cilt kolonileri genellike bir tehdit
ortaya ¢ikarmamaktadir [33].
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S. epidermidis, hastane cihazlarina yerlesmesi ile hastane infeksiyonlarina neden
olabilen firsatg1 bir patojendir ve bu bakteri, biitiin viicuda yayilan hastane
infeksiyonlarina neden olan en onemli bakteri olarak olduk¢a Onemsenmektedir.
Hastane S. epidermidis infeksiyonlarinin kaynagi, implantasyon sirasinda bir implant
yiizeyine yapismis mikroflora’ya sahip bir birey olmasidir. infeksiyon, yapay kalp
kapaklari, damar i¢i sondalar ve yapay eklemler gibi genis bir alanda
yasanabilmektedir. Bununla beraber implant’in yiizeyine yapismasi i¢in gerekli olan
bakteri yiizey molekiilleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Medikal protezin
kontaminasyonu sonucu olusan infeksiyon tiirli, implant’in tiiriine bagli olarak
farklilik gostermektedir. Kalp pilinin veya yapay kalp kapaklarinin, damar igi
sondalar’in S. epidermidis kolonizasyonu genellikle kalp i¢ zar iltihabina veya kan
zehirlenmesine yol agabilmektedir. Protezlerin infeksiyonlari genellikle iltihaplanma

veya protezin ¢oziilmesi gibi semptomlara sebep olmaktadir [33].

Protez ile ilgili S. epidermidis‘in neden oldugu infeksiyonlarin antibiyotik tedavileri,
bazi antibiyotik tiirlerinin koruma amacl olusturdugu biyofilm {izerinde bakterinin
kalma kabiliyeti ve dogal direng agisindan sik sik yetersiz kalmaktadir. Ekseri
infeksiyonun temizlenmesi igin protezin ¢ikartilmasi gerekmektedir. Beta laktam
antibiyotik metisilin, Staphylococcus infeksiyonlarmin tedavisi igin ilk se¢imdir,
enzimin hiicre duvarina kovalent bag ile baglanarak hiicre duvarinin deformasyonuna
ve dagilmasima neden olmaktadir. Metisilin’in yetersiz kaldigi infeksiyonlarda
peptidoglikan Oncii  molekiillere baglanarak hiicre duvarmmi baskilamak i¢in
vankomisin siklikla kullanilmaktadir. Fakat yine de orta seviyelerde direngli
bakteriler bildirilmektedir. Bu durum da Staphylococcus infeksiyonlarinin

tedavisinde yeni sinif antibiyotiklere gereksinim oldugunu gostermektedir [33].

3.3.1. Morfoloji

S. epidermidis, birden fazla diizlemde boliiniir ve tiziim salkimi seklinde diizensiz
kiimeler olusturmaktadir. Capi, 0,5-1,5 um’dir. Hareketsiz, kok seklinde, oksidaz
negatif ve katalaz pozitif morfolojiye sahiptir. Genis bir sicaklik araliginda

tireyebilmektedir. Fakat bu bakteri i¢in en uygun tireme sicakligi 30-37 °C ve pH 7-
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7,5 araligidir. Kanli agarda 18-24 saatlik inkiibasyonlarinda yuvarlak, diizgiin, 1-4
mm ¢apinda hafif konveks koloniler olusturmaktadir. S. epidermidis tebesir beyazi
renginde koloniler yapmaktadir [34].

Sekil 3.5. Staphylococcus epidermidis genel goriiniim [35]

Peptidoglikan yapi, hiicre duvari kuru agirliginin % 50-60’1 civarindadir ve insan
hiicrelerinde olmayip bakteri hiicresinde bulunmasi antibakteriyel ilaglarin kullanimi
icin uygun olmaktadir. Teikoik asit, S. aureus’da 6zgiin ribitol fosfat polimeri
yapisindadir. Fakat S. epidermidis’de gliserol fosfat yapisindadir. Sadece gram
pozitif bakerilerin hiicre duvarinda bu yap1 bulunmaktadir. Bu yapi, hiicre ylizeyine
negatif yiik vererek, c¢esitli metal iyonlarmin, katyonlarin lokalizasyonunda ve

otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynamaktadir [36].

3.3.2. Staphylococcus epidermidis’in neden oldugu hastaliklar

S. epidermidis, son yillarda hastane infeksiyonlarina sebep olan 6nemli bir bakteri
turidir. S. epidermidis’in normal flora bakterisi olmasi ve invazif girisimler sonucu
kolayca alinabilmesi hastane infeksiyonlarma sebep olmasimi saglamaktadir.
Insanlarda en fazla bulunan patojenler arasindadir. Protez kapak endokarditinde daha
stk gozlenmektedirler. G6z cerrahisi sonrasinda gelisen infeksiyonlarin en 6nemli

nedeni S. epidermidis’dir [36]. S. epidermidis, katater gibi tibbi yiizeylere
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tutunabilmekte ve biyofilm olusturabilmektedir. Bir¢ok insanin antibiyotik direncinin
olmasi ciddi bir problem teskil etmektedir. Bu bakteri, antibiyotiklerin uzun siiredir
kullanilmas: nedeniyle, antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir.
Eskiden oldugu gibi biyofilmlerin antibiyotiklerle kontrolii son giinlerde etkili
olmamaktadir. Implante edilen tibbi cihazlar iizerinde bu bakterinin biyofilm
olusturmasi, hastalik ve Oliime sebebiyet verebilmektedir. Bu durumda tibbi
malzemelerin viicuttan ¢ikartilip yeni bir malzeme ile degistirilmesi gerekmektedir.
Viicut igerisine implante edilen tibbi cihazlar tizerinde S. epidermidis biyofilmlerinin

kontrolii i¢in acil antimikrobiyal ¢oziimler gelistirilmesi gerekmektedir [37].

3.4. Escherichia coli

Bakteriyemilere c¢esitli mikroorganizmalar neden olmaktadir. Toplum kdkenli
bakteriyemilerde Escherichia coli sik¢a izole edilen bir bakteri tirudir. E. coli,
insan ve hayvanlarda gastrointestinal sistem florasinin bir iiyesidir. Hem
bagirsaklarda hem de bagirsak disinda cesitli infeksiyonlara sebep olabilmektedir
[38]. E. coli, insan ve hayvanlarda dogumdan 1-2 saat sonra ya da ayni1 giin icerisinde
Su veya besinlerle alinmaktadir, ince bagirsagin son kisminda veya kalin bagirsagin
mukozasinda tutunmaktadir. Bir sus, aylarca hatta bazen yillarca florada
tutunabilmektedir, bdylece zararli mikroorganizmalarin ¢ogalmasina engel
olmaktadir [32]. Igme suyunun mikrobiyolojik kirlenmesi, bulasici hastaliklarin
salgin olmasina neden olmaktadir. igme suyunda E. coli bulunmasi halk saglig

acisindan ciddi bir saglik sorunu olusturmaktadir [39].

3.4.1. Morfoloji

E. coli'nin morfolojisi, Enterobacteriaceae familyasindaki diger bakterilere
benzemektedir. Gram negatif bir bakteri olup, ¢comak seklinde ve sporsuzdur [40]. 2-
6 um boyunda olan bu bakteri tiirii, 1-1.5 um eninde, diiz ve uglar1 yuvarlaktir. Bazen
koka benzeyen kiiciik ve kisa olabildigi gibi bazen ise normalden uzun, Y harfi
bi¢iminde flamanli da olabilmektedir. Hareketlidir fakat hareketsiz goriinebilecek

kadar yavas hareket etmektedir [32].
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Sekil 3.6. Escherichia coli genel goriiniim [41]

E. coli, peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi zenginlestirilmemis besiyerlerin igerisinde
fakiilatif anaerob olarak tiremektedir. En uygun tireme sicakligi 37 “C’dir ve notral
pH varliginda c¢ogalmaktadir. Ancak 18-44,5 °C sicaklik araliginda ve pH 5-8
arasinda yavas iremektedir. 44 °C’ de laktozu fermente edebilmesi ve indol
olusturmasi ile diger koliform laktozu fermente eden bakterilerden ayirt edilmesini
saglamaktadir [40].

3.4.2. Escherichia coli’nin neden oldugu hastaliklar

E. coli, insan ve hayvanlarda bagirsak florasinda zaten mevcuttur, organizma ve
diger bakteriler ile denge igerisinde bulunursa herhangi bir hastaliga neden
olmamaktadir. Bu durumda kokusma, mayalagsma dengesinin diizenlenmesinde ve
beslenme ile ilgili baz1 konularda yardimci olmaktadir. Ancak bazi durumlarda insan

ve hayvanlar i¢in tehlikeli bir patojen haline gelebilmektedir [32].

E. coli’nin neden oldugu hastaliklar, bagirsaklarda ve bagirsak disinda olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. E. coli, bagirsakta enterotoksin olusturabilmektedir, hafif klinik
formdan agir kolera’ya kadar benzer hastaliklar yapmaktadir. Daha ¢ok ¢ocuklarda

bazen ise yetiskinlerde de dizanteriform siirgiinlere sebep vermektedir. Hemorojik
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kolit yapmaktadir, su ve gida kaynakli ishale de sebep olabilmektedir. Bazen
cocuklarda akut kanli ishali takiben, bobrek yetmezligi trombositopeni ve hemolitik
anemi gelismektedir. Bu hastaliklar bagirsak igerisinde gelisen hastaliklardir,
bagirsak disinda gelisen hastaliklar da ise tiriner sistem infeksiyonlarinin en énemli
sebebi sayilmaktadir. Hastane kaynakli pndmonilerin sebebi de olabilmektedir. Yeni
dogan menenjiti, K1 kapsiil antijeni tagiyan suslar tarafindan olusturulmaktadir.
Travma ve apandisit sonrasi peritonit yapabilmektedir. Bazen kana yayilip sepsis
nedeni olabilmektedir. Bazen ise septik artrit, endolftalmit, karaciger apsesi,

osteomiyelit, prostat ile ilgili enfeksiyonlarda da goriilmektedir [40].



BOLUM 4. GUMUS VE NANO GUMUS

4.1. Giimiis ve Ozellikleri

Glimisiin simgesi Ag’dir. Beyaz, parlak ve degerli bir elementtir. Atom numarasi 47,
atom agirligr 107,87 gramdir. Ergime noktas1 961,9 °C olup kaynama noktas1 1950
°C ve dzgiil agirhgr 10,5 g/cm®tiir. Genellikle bilesiklerinde +1 degerlik almaktadir.
Isig1 ¢ok iyl yansitmaktadir. Elektrik sistemde kiip ve altigen olarak
kristallenmektedir. Doviilebilir ve esnek metaldir. Bir gram giimiis 2 km
uzunlugunda ince tele doniistiiriilebilmektedir. Oksitlenmeye karsi mukavemeti
yiiksektir. Bakirdan daha zor, altindan ise daha kolay oksitlenmektedir. Nitrik asit ve
derisik sicak silfiirik asitte kolayca eriyebilmektedir. Kiikiirt ve bir¢ok kiikiirt
bilesikleri ile birlesir. Cogunlukla glimiis esyalar iizerinde kararma meydana gelir.
Bunun sebebi, havadaki hidrojen siilfiiriin kiikiirdii ile giimiisiin birlesmesidir.
Glimiig, periyodik tabloda agir metaller grubu igerisinde yer almaktadir. Bir¢cok
ozelligi bakir’a benzemektedir. Bakir ve glimiis arasindaki en 6nemli fark ise bakirin

genellikle bilesiklerinde iki degerlikli olmasidir [42].

Metaller genellikle 1s1y1 ve elektrigi iyi iletirler ve parlak yizeylidirler. Cogunlukla
agir metaller antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Suda pozitif iyonlar
seklinde bulunmalar1 sebebiyle metallerin antimikrobiyal ve toksik etkileri
bulunmaktadir. Agir metallerin mikroorganizmalar1 6ldiirme ve iiremelerini
engelleme etkisine oligodinamik etki denir. Bu etkide agir metaller,
mikroorganizmalarin enzimlerinin siilfidril (-SH) gruplart ile birlesmektedir. Boylece
mikroorganizmalarin islevlerini bozmaktadirlar. Agir metallerden biri olan giimiisiin
antimikrobiyal etkisi yiiksektir. Buna ragmen diisiik insan toksitesi ile agir metaller

igerisinde en yararli olan metaldir [32].



29

4.1.1. Giimiisiin tarihgesi

Giimiis, ¢ok eski zamanlardan beri bilinmektedir. Giimiisiin M.O. 3100 yillarinda
Misirlilar, M.O. 2500 yillarinda Cinliler ve Persler tarafindan kullanildig: tespit
edilmistir. M.O. 800 yillarinda ise Nil nehri havalisinde para olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Endiistrideki gelismeler ile karisik ve saf olmayan giimiis filizleri ile
calisilmistir. Norveg’te, Giliney Peru’da ve Colorado’da kazilar sirasinda islenmis
halde biiyiik kiilgeler bulunmustur. Ispanya’da 1860 yilinda sekiz tonluk bir kiilge’ye
rastlanmistir. Bugiin ise glimiis, ¢cogunlukla bakir, kursun ve ¢inko liretiminde yan

tirlin olarak elde edilmektedir [42].

Kolloidal glimiisiin yara tedavileri i¢in etkili oldugu 1920 yilinda Amerikan Gida ve
fla¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanmistir. Fakat
1940’1 yillarda penisilin’in kullanilmaya baglanmasi ile antibiyotikler, bakteriyel
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir. Giimiis kullanimi ise giderek
azalmistir. Giimiisiin tekrar kullanimi, 1960 yillarinda % 0,5 AgNOs soliisyonu
olarak yanik tedavilerinde olmustur. 1968 yilinda AgNOg, siilfonamid antibiyotigi ile
birlestirilerek giimiis siilfadiazin kremi iiretilmistir. Yakin zamanda ise klinisyenler,

giimiistin degisik oranlarda katildig1 yara bezlerinin kullanimini baslatmiglardir [32].

4.1.2. Giimiisiin bilesikleri

Glmiis bilesiklerinde ¢ogunlukla (+1) degerliklidir. Bilinen bilesiklerine 6rnek

olarak asagidaki bilesikler verilebilir:

Giimiis oksit (Ag20): Gilimiis nitrat ¢ozeltisine sodyum ve potasyum hidroksit ile
muamele edilir. Muamele sonrasinda kahverengi Ag2O ¢okelegi olusur. Dayanikli bir
bilesik olmaylp 300 °C’nin istiinde 1sitildiginda bilesik tamamen giimiise

dondisebilir.
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Glimiis silfiir (AgeS): Dogada argentit minerali seklinde bulunmaktadir. Glimiis
tuzunun ¢ozeltisinin {istiinden hidrojen siilfiir gegirilerek elde edilen kararli bir

bilesiktir.

Glimiis nitrat (AgNOgz): Giimiis tuzlarimin igerisinde en o6nemli olanmidir. Sigil
tedavilerinde Onemli bir yere sahiptir. Deri ve organik maddeleri karartmada
kulllanilir. Suda ve alkolde kolayca ¢oziinilir. Bu sebeple bir¢ok gilimiis bilesigi elde
edilirken hammadde olarak segilir. Bunlarin yaninda en ¢ok kullanildigi yerler ise

fotografcilik, miirekkepler, sa¢ boyasi yapimi ve glimiis kaplamaciligi sayilabilir.

Glimiis siyaniir (AgCN): Glimiis tuzuna sodyum ve potasyum siyaniir’iin
eklenmesiyle olusan zehirli beyaz bir giimiis tuzudur. Kaplamacilikta 6nemli bir yere

sahiptir.

Gimiis halojentirler (AgX): Giimis kloriir, glimiis bromiir, giimiis iyodiir, giimiis
nitrat ¢ozeltisine halojen tuzlari katilmasi ile meydana gelirler. Isiga karsi hassas

oldugu i¢in fotografcilikta ¢ok kullanilirlar [42].

4.1.3. Giimiisiin iiretimi

Tarih boyunca cevherlerinden ayrilmasi igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. EsKi
metodlardan biri kursunla karistirma yontemidir. Glimiis cevherleri veya saf olmayan
giimiis trilinleri kursun veya kursun filizleri ile firinda eritilir. Bu sekilde glimiis
kursun karigimi meydana gelir. Sonra ise saf giimiis elde edilir. Diger giimiis tiretim
metodu ise amalgama metodudur. Oncelikle giimiis cevherleri camur haline getirilir.
Tuz ve civa ile muamele edildikten sonra giimiis elde edilir. Bu yontemlerin disinda

bir de siyanat yontemi vardir [42].
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4.2. Nanoteknoloji

4.2.1. Nano bilim ve nano teknoloji

Latincede ciice anlamina gelen “nano” kelimesi herhangi bir fiziksel biiytlikliglin
milyarda biri olarak tanimlanmaktadir [42]. 1 nm kavrami, yaklasik olarak 5-6
atomun yanyana dizilmesi ile olusan mesafeyi tanimlar. Nano yapilar ise yaklasik
10-1000 arasinda atom icermektedir. Nanoteknoloji ise metrenin milyarda biri olan
nanometre boyutlart ile ilgilenen bilim dalidir. Nanoteknoloji ile maddenin atom
seviyesinde islenmesi neticesinde mevcut halinden daha gelismis veya tiimiiyle farkli
sistemler elde etmeye ¢alisilir. Bu tanima 6rnek olarak ise elmas ve maden komiirii
verilebilir. Bu maddeler aymi atomlardan olusur, fakat atomlarin degisik
diizenlenmesi ile farkli maddelere doniisiirler. Kisaca nanoteknoloji atom ve
molekiilleri bir araya getirerek nanometre boyutunda yapilarin olusturulmas: ile
ilgilenen bilim dalidir. Asagidaki sekilde verilen degisik uzunluk Olgiileri,

nanometrenin bilyiikliigiiniin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir [43].

Atom DNA ~2nm gap Alyuvar ~2-5um Sagteli ~10-50um Karinca ~5mm
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Sekil 4.1. Degisik uzunluk ol¢iileri [44]

Sekil 4.1."de goriildiigii gibi 1 nm, metrenin milyarda biri yani 10”° metredir. Atomun
biiyiikliigii 0,1 nm, insan sag¢inin kalinlig1 ise yaklasik 80.000 nm oldugu diisiiniiliirse
nanoteknolojinin ne kadar kiigiik yapilar ile ugrastigi rahatlikla anlagilir. Hidrojen

atomunun ¢ap1 yaklasik 0,1 nm’dir. Insan hiicrelerinin biiyiikliigii, 3.000-200.000 nm
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arasinda degigsmektedir. Bilim adamlar1 nano dl¢ekte kullanilabilen aygitlari, dogada
var olan canli organizmalari Ornek alarak yapmuslardir. Kendi kendini

kopyalayabilen nano yapilar sayesinde bu aygitlari tasarlamiglardir.

Aslinda nanoteknoloji bir¢ok disiplinin bir araya gelmesinden olusan bir teknolojidir.
Bu teknoloji, malzeme, matematik, fizik, kimya, biyoloji, eczacilik, tip, bilgisayar ve
elektronik bilimleri ile ¢alisan akademik kadroyu bir araya getirmektedir [43].

4.2.2. Nanoteknolojinin gelisim siireci

Nanoteknoloji, yaklasik son on yilda ortaya atilan bir kavram olmustur. Esasinda
1950°1i yillardan beri bu konuda ¢alismalar yapiliyordu. Malzemelerin kiigtiltiilmesi
fikri, Ginlii fizik¢i Richard P. Feynman tarafindan ortaya atilmisti. Feynman’in 29
kasim 1959°da Amerikan fizik¢iler cemiyeti yillik toplantisinda “There’s Plenty of
Room at the Bottom-An Invitation to Enter a New Field of Physics”, (dipte ¢ok yer
var: Fizigin yeni bir sahasina davet) bashgi ile yaptigi konusmasi nanobilim ve
nanoteknoloji c¢aginin baslangi¢ noktasi olarak kabul edilmistir. Feynman bu
konusmasinda gelecekte atomlarin istenildigi sekilde diizenlenmesi ile tim
malzemelerin kiigiiltiilebilecegini hatta Britanica ansiklopedisinin tamaminin bir igne

ucu kadar kiigiiltiilebilecegini sOylemistir.

1970 yilindan sonra ise nanoteknoloji, gelecegin anahtar teknolojisi olmaya
baslamistir. 1975 yilinda, ABD Ulusal Bilim Vakfi, mikron seviyesinden daha kiiciik
yapilar i¢in {niversitelerde arastirma ve gelistirme tesislerinin  kurulmasini
Onermistir. 1981 yilinda ise Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning, elektron
mikroskobu ile goriintillenemeyen parcaciklar1 2.000 kez biiyiitebilen tarama tiinel
mikroskobunu kesfetmislerdir. 1986 yilinda, G.Binning, C.F.Quate ve Ch.Gerber,

atomik kuvvet mikroskobunu bulmuslardir.

1989 yilinda IBM’de kimyac1 olan Ari Aviram, mikroiiretim ve molekiiler elektronik
alanlarinda yillik konferanslar1 baslatmistir. 1991 yilinda Japon bilim adami1 Sumio

Lijima karbon nanotiipleri liretmistir. 2000 yil1 ise nanoteknoloji i¢in 6nemli bir yil
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olmustur. 2002 yilinda askeri alanda nanoteknoloji {riinleri iiretmek igin
Massachusetts Teknoloji Enstitiisii bilinyesinde Askeri Nanoteknoloji Enstitiisii
kurulmustur. 2006 yilinda da kansere karsi ila¢ tedavisinde nanoparcaciklarin

kullanimu1 ile sadece belirli bolgelere miidahale sans1 yakalanmustir [43].
4.2.3. Nanoteknolojinin kullamildig alanlar
Organik dendrimerler, lipozomlar, altin, karbon, yariiletkenler, oksitler gibi

malzemelerden yapilan kiireler, nanotiipler, nanoteller ve nanokafesler kimya,

malzeme bilimi, fizik, saglik ve elektronik alanlarinda kullanilmaktadir [44].
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Sekil 4.2. Farkli nanopartikiil gesitleri [45]

Nanoteknolojinin elektronik ve bilgisayar alanindaki uygulamalart heniiz sinirlidir.
Elektronik alanda gelecekte biiylik avantajlar saglayacagi ongoriilmektedir.
Nanoteknoloji kanser tanima ve tedavisinin yaninda tibbi alanlarda da kullanilmaya
baslayacaktir. Kan igerisine enjekte edilen nanosensor ve nanorobotlar ile hastalik

hiicreleri isaretlenebilecektir [43].
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Tablo 4.1. Nanoteknolojinin 2015 y1ili 6ncesi ve sonrast i¢in kullanim alanlari [43]

Malzeme/Teknikler

Uygulamalar

Zaman-Olcegi

Kuantum Kuyusu Yapilari

Kuantum Nokta Yapilar1

Fotonik kristal teknolojileri

Karbon nanotiipler (karbon nano tiipler
nano elektroniklerin temel bilesenleri olup

iletken,

yariiletken ve yalitkan gibi
davranabilme 6zelligine
sahiptir).

Doniis tabanli elektronik (spintronics)

(elektron spininin, temel yeni

cihaz fonksiyonlar1 veya dnemli

gelismeleri i¢in kullanimi)
Polimerler

2015 Y1l Oncesi
Telekomunikasyon /optik
endiistrisi.

* Bilgi iletisimi sektorii igin
lazer gelisiminde 6nemli
uygulamalar.

» Amag, yapilarda ve
bilgisayarlarda fiberoptik
muhaberesi kullanmaktir.
*Maliyet ve yiiksek

sicaklik ¢aligma durumlari
problemler arasinda
sayilmaktadir.

 Kuantum kuyu/nokta
yapilar1 bu problemleri
¢Ozebilecek niteliktedir.

* Fiberoptik 6rnegi gibi
optik iletigim sektorii.

* Fotonik entegreli
devreler, elektronik
devrelerden yaklasik milyon
kez daha yogundur.

Hafiza ve depolama maksatli

kullanilmaktadir.

Cok yiiksek kapasiteli disk
stirticiileri ve bilgisayar
hafizalar

Goriintii teknolojileri

* Kuantum kuyu lazerleri
halihazirda cd ¢alarlarda
kullanilmaktadir. Ancak
iletisim pazarindaki
uygulamalar1 heniiz tam
olarak ortaya ¢ikmamugtir.
+ Kuantum noktalarla
ilgili

arastirmalar yogun bir
sekilde devam etmektedir.

Halen temel AR-GE
safhasindadir.

* Ticari tip nano tiip
tabanl

RAM’ler

* Diiz ekran ( Flat screen)

Cambridge goriintii
teknolojileri gibi baz1
ticari iirlinler piyasaya
stirlilmeye baglanmigtir.

2015 Yih Sonrasi

Molekiiler nano elektronik

Kuantum bilgi isleme

Tek molekiilden olusan
devreler ve tek elektronlu
transistorler 6zel kullanim
amagli olarak gelistirilecektir
 Kuantum bilgisayarlar

vasitasiyla, mevcut bilgisayarlarla

¢Oziilemeyen
problemler hizli ve dogru bir
sekilde ¢oziilebilecektir.

Tek atomlu transistorler
halihazirda gelisim
devresindedir.

Halihazirda kuramsal
arastirma sathasinda
olmasina ragmen yiiksek
beklentiler mevcuttur.
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4.2.4. Nanoyapil malzemeler ve nanoyapili malzemelerin 6zellikleri

Tablo 4.2. Nano yapilari igeren bazi malzemeler [42]

Malzemeler Boyut (yaklasik) Ornekler

Nano kristaller ve demetler (kuantum noktalar) ~ 1-10 nm Metaller, yar iletkenler,
manyetik malzemeler
Diger nano partikiiller 1-100 nm Seramik oksitler
Nanoteller 1-100 nm Metaller, yar iletkenler,
oksitler, siilfitler, nitritler
Nanotiipler 1-100 nm Karbon tabakali metal

kalkojenitler

Nano g6zenekli katilar 0,5-10 nm Zeolitler, fosfatlar
(gbzenek yarigapi)
2 boyutlu nano partikiiller Birkag nm?-pum? Metaller, yari iletkenler,

manyetik malzemeler

Yiizeyler ve ince filmler 1-1000 nm Cesitli malzemeler
(kalinlik)

3 boyutlu yapilar Ug boyutta birkag Metaller, yari iletkenler,
nm manyetik malzemeler

4.3. Nano Giimiis

Glimiis nano partikiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri 1yi oldugundan insan saglig
ile ilgili alanlarda ticari nano malzemeler olarak kullanimi yayginlagsmistir. Nano
giimiislin antibakteriyel 6zelliginin olmasi gida ve tekstil sektorlerinde kullanilmasini
saglamistir. Antibakteriyelligin saglanmasi sirasinda nano giimiisten Ag® iyonlar
serbest birakilir. Bu iyonlarin mikroorganizmalara kars1 toksik etkisi ile ilgili bir¢ok
tartisma olmustur. Navarro, nano giimiis’lin toksik etkisinin ¢ok az oldugunu fakat
nanogiimiis’iin Ag" iyonlarmi saglamada gérev yaptigini soylemistir. Miao, Ag"
iyonlarinin nano glimiisiin toksikligi iizerinde etkisinin biiyiikk oldugunu
savunmustur. Fakat Fabrega, Ag® iyonlarmin toksiklik tizerinde etkisinin yok
denecek kadar az oldugunu ve toksikligin nano giimiis partikiilleri ile ilgili oldugunu
soylemistir. Kawata ve Laban, toksikligin, sadece serbest kalmis Ag® iyonlar ile

ilgili oldugunun séylenmesinin dogru olmayacagini savunmuslardir [13].
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Titanyum ve titanyum alasimlar1 iyi biyouyumlulugu ve mekanik stabilitesinin
kombinasyonu nedeniyle mikro implant malzemeler olarak kullanilmaktadir. Fakat
siklikla baz1 implantlardan sonra enfeksiyon ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sebebi ise
implant {izerine bakterinin kolonize olmasi ve iizerine yapismasidir. Titanyum
implant yiizeyinin kimyasal yapisinin ve morfolojisinin bakteriye etki etmesin de
onemlidir. Implanttaki infeksiyonun diizeltilmesi igin fotokataliz uygulamalari
arttirilmistir. TiO2 yiiksek stabilitesi, diigiik maliyeti ve kolay bulunabilmesi nedeni

ile en ¢ok calisilan fotokatalizdir.

Nano giimiisiin fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinin, elektrokatalitik aktivite ve
antibakteriyel etki gerektiren alanlarda cezbedici olmasindan dolayr giimiis nano
partikiilleri, en 6nemli metal nanopartikiillerden biri olmustur. Arastirmalar TiO2’nin
fotokatalitik aktivitesinin gelistirilmesinde giimiigiin 6nemli bir rol oynadigini
dogrulamaktadir. TiO2’nin kanser hiicreleri, alg, bakteri ve virlis igeren g¢esitli
organizmalar1 pargalama ve oksitleme kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir.
Bakteri oldiiriicii 6zelliklerinin daha etkili olmasimi saglamak icin titanyum oksit
kaplamalari nano giimiisle kaplanmaktadir. Kiigiik boyuttaki giimiis nano
partikiillerinin daha iyi bakteri Oldiirme oOzelliginin oldugu yapilan c¢aligmalarla

kanitlanmistir [46].

Gimiis nano partikiillerinin E. coli iizerindeki antibakteriyel etkisini inceleyen bir
calismasinda Trunkat, giimiis nano partikiillerinin kiiresel ve ¢ubuk seklinde olan
partikiillerden daha giiclii aktiviteye sahip oldugunu savunmustur. Bu ¢alisma giimiis

nano partikiillerinin seklinin antibakteriyelligini etkiledigini gostermektedir [32].

Sekil 4.3. Farkli sicakliklarda tavlanmig Ag/TiO2 SEM goriintiileri (a)numune A (b)numune B (c)numune C [46]
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Sekil 4.3.’de goriilen giimiis nano partikiillerinin biyiikliikleri soyledir: sample A, 20
ve 30 nm, sample B 60 ile 80 nm arasindadir, sample C’nin boyutu ise 100 nm’den

daha biiyiiktiir [46].

Sample A Sample B Sample C

Sekil 4.4. E. coli bakterisine ait antibakteriyel test numunelerinin fotograflar1 [46]

Sample A’da tiim E. coli bakterilerinin 20 dakika sonra 6ldiigii, sample B’de bu
oranin % 86’dan fazla oldugu ve sample C’de ise bu bakterinin 6liim oraninin % 60

civarlarinda oldugu tespit edilmistir [46].

Nano giimiis, E. coli ve S. aureus hiicrelerine kars1 giiclii antibakteriyel aktivitelere
sahiptir. Bakteri hiicrelerine niifuz etmis nano glimiis sayesinde bakterinin biiyiimesi
ve tiremesi hizla inhibe edilmis olur. Nano giimiisler insan viicudunda tehlikeli olan
cesitli  mikroorganizmalara karsi etkili antibakteriyel ~malzemeler olarak

kullanilabilirler [6].

4.3.1. Nano giimiisiin bakteri hiicresine etkisi

Glimiig, bakterinin hiicre zarmi kesme kabiliyetine sahiptir. Bakteri igerisindeki
giimiis iyonlari, proteinlerin igerisindeki tiyol ve amino asit gruplarini engelleyerek
bu gruplar1 inaktif hale getirirler. Nano boyuttaki glimiis partikiilleri stirekli bakteri
hiicresinin icerisindeki DNA’ya yogunlasirlar ve igerisine girerler. Boylece hiicrenin

kendi kendini replike edebilme kabiliyetini onlerler [47].
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Giimiis iyonlar1 bakteriden K* iyonlarmin serbest birakilmasina neden olurlar.
Boylece bakteri plazmasi, ¢ok dnemli enzimlerin bulundugu sitoplazmik zar ve DNA
glimiis iyonlarinin en énemli hedefi haline gelir. Graniil olarak hiicre bosluguna ve
duvarina girerek bakterinin biliylimesini inhibe ederler. Giimiis iyonlari, hiicre
bolinmesini engellerler. Bakterinin hiicre duvart ve zari hasara ugrar. Bakteri
hiicrelerinin boyutlar1 artar. Sitoplazmik zar, sitoplazmik igerik ve disaridaki hiicre
katmanlar1 yapisal anormallikler sergilerler. Ayrica giimiis iyonlari, niikleik asitlerle

de etkilesirler [6].

4.4. Nano Giimiis - Hidroksiapatit Katkih

Implant yiizeylerine bitisik olan dokularda ve insan viicudunun igerisinde bulunan
yapay yiizeylerde infeksiyonlar biyofilm seklinde olmaktadir. Bu biyofilm igerisinde
biiyliyen bakteri hiicrelerinin antibakteriyel ajanlara karsi artan direng gosterdigi
bilinmektedir. HAP seramikleri, tedavi edici ajan olarak kullanildiklarinda iki kat
osteokondiiktif ve antibakteriyel etkiye sahiptirler. Baz1 ¢alismalar, HAP iizerine
antibakteriyel ajanlar eklenmis HAP kaplamalarini tanimlamaktadir. Biyofilm
seklindeki bakteri yigini, antibakteriyel ajanlara karsi planktonik bakteriden daha
direnclidir. Bunun nedeni fizyolojik farkliliklar ve fiziki difiizyondur. Bu sebeple
planktonik bakterilere kars etkili olan antibiyotik konsantrasyonlari, sabit bakterilere
kars1 etkisiz kalmaktadir. Bakterilerin antibiyotik dayanikliligi ve sayilarindaki artig

giimiislin antibakteriyel ajan olarak kullanilmasini zorunlu kilmaktadir [48].
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Sekil 4.5. (a) bakteri yogunlugu (b) yasayabilir bakteri yiizdesi (c) 2, 4, 7 giindeki HAP ve Ag-HAP
kaplamalarindaki bakteri biyofilmleri [48]

Sekil 4.5.de goriildiigii gibi Ag-HAP kaplamalarin yiizeyindeki biyofilmlerde
yasayabilir bakteri sayisinda saf HAP kaplamasi ile karsilastirildiginda belirgin

azalma oldugu gozlenmistir [48].

Glimiis kaplanmis HAP’lar, % 95’den daha yiiksek oranda ii¢ bakteri tiiriine (E. coli,
P. aeruginosa ve S. aureus) karsi belirgin antibakteriyel etkiler gdstermektedir.
Fizyolojik ¢evrede glimiis iyonlarinin serbest birakilmasi, giimiis iceren HAP
kaplamalarin antibakteriyel Ozelliklerinin miilkemmel olmasini saglamaktadir.
Uluslararas1 standart (ISO 10993-12) giimiis kullanimin1  fibroblast hiicre
kullanimlarinda sitotoksik degerlendirme acisindan kabul etmektedir. Hatta
kaplamalardaki sitotoksite’yi hi¢ sitotoksik olmayan anlamina gelen “0” olarak

siiflandirmaktadir [49].
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Tablo 4.3. Hazirlanan kaplamalarin giimiis tozlar1 ve HAP igerikleri [49]

Kaplama HA HA1 HA3 HA5
HA wt % 100 99 97 95
Ag wt % 0 1 3 5

Sekil 4.6. E. coli bakterisine karg1 giimiis iceren HAP kaplamalarin antimikrobiyal etkisi [49]

Sekil 4.6.’da goruldigi gibi glimis igerigi arttikca Ag-HAP kaplamasimin E. coli
bakterisine karsi antibakteriyel etkisi artmistir. Giimiis iyonlarinin serbest birakilmasi

bakteri hiicrelerinin boliinmesini engellemede 6nemli bir rol oynamaktadir [49].



BOLUM 5. MATERYAL VE METOD

5.1. Materyal

Glimiis nitrat (AgNOs3, % 99.8), Carlo Erba’dan satin alindi. Hidroksiapatit, XPT-D-
703 (1-50 pm) Sulzer Metco’dan satin alindi. Poly(dimethylsiloxane) (PDMS),
ABCR’den temin edildi. Aseton, Merck’ten temin edildi. Ti plaka, Timet Titanyum
Metal&Medical Iletisim’den temin edildi.

Antibakteriyel aktivite 6l¢timii i¢in 3 adet bakteri soyu kullanildi. Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 soylarmin &rnekleri, Sakarya Universitesi Mikrobiyoloji
laboratuvarindan temin edildi. Besiyerleri Triptik Soy Broth dehidre Merck’ten,
Nutrient Agar dehidre Acumedia’dan satin alindi. Koyun Kanli Agar besiyeri Se¢kin
Medikal’den, Mueller Hinton Broth besiyeri ise Ceylan Medikal’den saglandi.

5.2. Metotlar

5.2.1. Nano giimiisiin HAP iizerine kaplanmasi

Hassas terazide tartilan 3 gr AgNO3, 5 ml saf suda ¢oziilerek gerekli glimiis nitrat
cozeltisi elde edildi. Uzerine 40 ml aseton ilave edilerek magnetik karistiricida
karigtirilmaya baslandi. Yaklasik 10-30 dakika sonra bu karisim iizerine 100 gr HAP
tozu ilave edildi ve indirgen madde olarak 5 ml PDMS eklendi. Sonrasinda 50 ml
aseton daha ilave edilerek karistirmaya devam edildi. Karisim karanlik ortamda 24
saat saklandi. 24 saatin sonunda bu karisimdan nano Ag kapli hidroksiapatit
partikiillerinin dibe ¢okerek ayrildigi gozlendi. Sivi faz dekantasyon islemi ile
ayrildi. Cokelek halinde ayrilan partikiiller bol miktarda aseton ile yikandiktan sonra

105 °C’de etiivde 1 saat kurutuldu. Boylece nano Ag partikiilleri ile kaplanmis nano
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Ag-HAP tozlar1 sar1 kahverengi olarak elde edildi. Uretilen nano Ag-HAP
partikiillerinin agirlikca % 0,24 oraninda glimiis icerdigi hazirlanan numunelerin
ICP-OES analizleri ile tespit edildi

[50].

Sekil 5.1. A) hidroksiapatit toz, B) oda sicakliginda kurutulmus nano Ag-HAP, C) 105 °C’de kurutulmus nano
Ag-HAP

5.2.2. Plazma sprey ile Ti plaka iizerine nano Ag-HAP’1n kaplanmasi

Hazirlanan nano Ag-HAP tozlar Ti plaka lizerine plazma sprey teknigi kullanilarak
kaplandi. Bu kaplama islemi Sakarya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Termal
Sprey Kaplama ve Arastirma Laboratuvari’nda bulunan 3 MB tipi plazma tabancasi
ile yapildi. Bu tabancanin 40 kW’lik gii¢ iinitesi vardir. Kaplama isleminde primer
gaz olarak argon, sekonder gaz olarak ise hidrojen kullanildi. Kaplama islemi

atmosferik plazma piiskiirtme seklinde yapildi.

Sekil 5.2. Nano Ag-HAP kaplanmis plazma
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5.3. Hazirlanan Malzemelerin Karakterizasyonu

Partikiillerin karakterizasyonunda kullanilan cihazlar: Optik mikroskop (Olympus
IX81), FE-SEM alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM-6060
LV), HR-TEM yiiksek ¢oziiniirliiklii gecirimli elektron mikroskobu (JEOL 2100),
UV absorpsiyon spektroskopisi (Shimadzu), FT-IR spektroskopisi (Shimadzu), XRD
analizleri i¢in RIGAKU D max 2200, Cu/Ka kullanilmistir.

Sekil 5.3. Nano Ag-HAP partikiillerinin optik mikroskop ve TEM goriintiileri

Sekil 5.3.’de hazirlanan nano Ag-HAP toz partikiillerinin 50 nm’de alinan optik

mikroskop goriintiisii ve 100 um’de alinan TEM goriintiisii verilmektedir.

5.4. Antibakteriyel Aktivite Testleri

5.4.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyerlerin ~ hazirlanmasi1  islemi  Sakarya  Universitesi ~ Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda yapildi. 23 gr nutrient agar lizeri 1000 ml’ye kadar saf su ile
tamamlandi. Cozelti iyice karigtirildi. Balon jojenin agzi aliiminyum folyo ile
kapatildi. 121 °C’de, 1 atm basingta 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu.
Otoklav’dan c¢ikartildiktan sonra 50 °C’ye sogutuldu. Steril petri kaplarina aseptik
sartlarda 4 mm kalinliginda dokiildii ve katilagsmasi beklendi. Kullanilana kadar
besiyerler + 4 °C’de bekletildi. Diger besiyeri hazirlamak i¢in Triptik Soy Broth’dan

30 gr alindi ve saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra deney
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tiiplerine 5’er ml alindi. Yine 121 °C’de, 1 atm basing altinda 15 dakika sterilize
edildi. Diger besiyer gibi otoklavdan ¢ikartilip + 4 °C’de bekletildi.

5.4.2. Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC
25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslari kullanildi. Oncelikle bu
mikroorganizmalar 24 saat 371 °C’de Triptik Soy Broth Dbesiyerinde
zenginlestirildi. Sonra Koyun Kanli Agara ekilerek 24 saat 37+1 “C’de inkiibe edildi.

5.4.3. Antibakteriyel Aktivite Ol¢iimleri

Kaplamalar, sterilizasyon i¢in UV (Philips Ultra Violet TUV 30w) 1s1ga maruz
birakildi. Bu maruziyet islemi sirasinda kaplamalarin her bir yiiziiniin 30 dakika

boyunca 1s1ga tutulmasina dikkat edildi.

Bu ¢alismada antibakteriyel aktivite 6lglimii ig¢in kullanilan metot “Plate Counting”
metodudur [51]. 1x10° CFU/ml bakteri siispansiyonundan numune yiizeylerine 100
ul inokiile edildi. Numune {izeri asetat film ile kaplandi. Kaplamalar, % 90’nin
tizerinde bagil nemli ortamda 37+1°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Kaplamalar,
20 ml % 0,87 NaCl ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra ¢ozeltiden 100 pl alindi. Nutrient
Agar besiyerine ekim yapildi. 24 saat 37+1 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasinda meydana gelen koloniler sayildi.

Antibakteriyel etki asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.
R =[(B-C)/B] x100

R: Antimikrobiyal etki (%)

B: Kontrol 6rnekteki bakteri sayis1 (CFU/6rnek)

C: Modifiye 6rnekteki bakteri sayis1 (CFU/6rnek)



BOLUM 6. DENEYSEL BULGULAR

6.1. Hidroksiapatit-Nanogiimiis Biyomalzemeler

Hidroksiapatit seramik tozlar1 Ozellikle biyomedikal ve tibbi implant
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok uygulamada yiizeylerin
kontaminasyonuna bagli infeksiyonlar gelismekte ve bu durum ciddi saglik
sorunlarina yol acabilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda, yiizeylerin
antibakteriyel ajanlar ile modifiye edilmesi ile daha steril ve saglikli implantlarin
hazirlanmas1 giderek artan bir 6nem kazanmistir. Farkli kimysal yiizey islemlerinin
uygulanmas1 miimkiin olmakla beraber, biyouyumlulugu yiiksek ve diisiik dozlarda
uzun siireli kalici antibakteriyel 6zellik gosteren malzemeler tercih edilmektedir.
Ornegin giimiis iyonlar, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bakterilere karst
etkilidir. Buna karsihik bu diisiik dozlarda hasta iizerinde olumsuz -etkiler
olusturmadigi kabul edilmektedir. Ayrica, bakterilerin organik ajanlarda oldugu gibi
giimiise kars1 bakteriyel bir diren¢ de kazanmasi miimkiin degildir. Yapilan
calismalarda, giimiisiin virlislere karsi da etkili olduguna iliskin bulgular elde

edilmistir.

Son yillarda nanoteknolojideki gelismeler ve glimiis, altin gibi nano metal
partikiillerinin saglik alaninda farkli amagclarla kullanimin1 beraberinde getirmistir.
Partikiil boyutunun ¢ok kiiciik olmasi ile birlikte yiizey alan1 biiylik oranda artmakta
ve bu aktif ylizeyler bulundugu ortam ile daha fazla etkilesime girmektedir.
Yiizeyden yavas yavas gerceklesen gerek elektron transferi gerekse iyon transferi
mekanizmalari ile uzun siireli ve kalici bir aktiviteye ulagilmaktadir. Burada 6nemli
olan nano giimiis partikiillerinin tastyic1 hidroksiapatit yiizeylerine kararl bir sekilde
baglanmasi ve bunlarin uzun vadede sulu ortamda veya doku ortaminda ¢oziinerek

kaybolmasinin engellenmis olmasidir. Ayrica, nano metal partikiillerinin
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bulunduklar1 ortamdan dolayr zamanla biiylimesi, oksidasyonu veya topaklanmasi

gibi istenmeyen problemlerin olusumu da kontrol edilmelidir.

6.2. Nano Giimiis Kaph Hidroksiapatit Uretimi

Hidroksiapatit yiizeylerin nano giimiis kaplama islemi literatiirden farkli olarak daha
once tarafimizca gelistirilen 6zel bir metot ile yapilmistir [50]. Bu metot ile ¢ok
kiiciik boyutlu yaklasik 1-30 nm araliginda nano giimiis partikiillerinin istenilen
hidroksiapatit yilizeylere homojen ve kalic1 bir sekilde kaplanmasi yapilabilmektedir.
Kaplama isleminin verimi oldukga yiiksek olup bu islem herhangi bir zararl
kimyasal da icermemektedir. Dolayisiyla diisiik maliyetli ve ¢evre dostu bir iiretim
teknigi olmasiyla da ayr1 bir dneme sahiptir. Yapilan 6n inceleme ve analizlerde
tagtyictya kaplanmis nano giimiis partikiillerinin su igerisinde dahi 1 yil boyunca
bozulmadigi goriilmiistiir. Asagida nano giimiis kaplama islemi ve iiretilen nano Ag-

hidroksiapatit tozlarinin yapisina iligkin bazi genel bilgiler verilmistir.

Kaplama islemine, ilk asamada giimiis iyonlarini ihtiva eden aseton gibi bir ¢oziicii
icerisine tasiyict hidroksiapatit partikiillerinin ilave edilerek karistirilmasi ile
baglanir. Kisa bir siire sonra, ortama indirgeyici ve stabilizatér olarak PDMS yiizey
aktif ajani ilave edilir. Iyice karistirilan karigimda giimiis iyonlarinin indirgenmesi ile
nano giimiis partikiilleri olugsmaya baslar ve bu esnada ¢dzeltinin rengi de yavasca
sar1 kahverengine doner. Bir siire daha bekletilen karisimdan ¢oken nanoglimiis-

hidroksiapatit partikiilleri bol miktarda aseton ile yikanarak etiivde kurutulur.

Sekil 6.1.°de nano glimiis partikiillerinin sentezi ve hidroksiapatit yiizeylerine
kaplanmasi siireci sematik olarak gosterilmistir. Giimiis iyonlarinin ¢6zelti ortaminda
bulunan PDMS katki maddesinden elektron alarak indirgenmesi ile metal
kristallerinin atomlardan biiyiime siireci baslamaktadir. Ortamin giimiis iyonu
derisimine ve kaplama siliresine bagli olarak 0-30 nm araliginda degisen farkli
boyutlarda nano giimiis parcaciklarinin biiyiimesi ve ayni zamanda da 1-50 mikron
Ol¢ekli HAP yiizeylerine kaplanmasi gergeklesmektedir. Nano glimiis partikiilleri

yiizeye tamamen homojen ve stabil olacak sekilde baglanmis bulundugundan, burada
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kullanilan indirgeme ajan1 olan PDMS polimerinin ayni zamanda nano glimiislerin

yiizeye baglanmasinda da 6nemli rol oynadigi sonucuna varilmistir.

Agt +e- . Ag°

00
0
O O O nano Ag
OOO O nano Ag

O PDMS

HAP
CH

_l_ _| _30+ \‘/D\ ‘ /0\‘/0\_]/

bty [ .
CHs

Sekil 6.1. Nano gilimiis kaplt HAP partikiillerinin yapis1

Uretilen nano Ag-HAP tozlarinin fotografi ve optik mikroskop goriintiisii Sekil
6.2.’de gosterilmistir. Sekilden de goriildigii tizere, 1-50 mikron boyutlu ve beyaz
renkli olan kiiresel HAP taneciklerinin nano Ag kaplanmasi sonrasinda sar1 renkli

homaojen bir toz pigment gériiniimiine biirlindigi tespit edilmistir.

58 cas ® g™

Sekil 6.2. Nano giimiis kaplt HAP partikiillerinin optik mikroskop goriintiisii ve fotografi
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Uretilen nano Ag-HAP tozlarin SEM ve TEM analizleri neticesinde elde edilen
goriintlileri agagida gosterilmis olup Sekil 6.3., Sekil 6.4. ve Sekil 6.5.”de verilmistir.
Sekil 6.3.’de verilen farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri partikiillerin kiiresel
sekillerini ve yiizey morfolojilerini ortaya koymaktadir. Yakin planda ¢ekilen ve 50
mikron olgekle verilen goriintiide HAP yiizeylerindeki parlak beyaz renkli noktalar

kaplamaya ait nano glimiis tanecikleri olarak belirlendi.

P o S, SN b 4 ® ;".

SEMHV-10.00kV  WD: 15.31 mm VEGAW TESCAN
SEM MAG: 250 x Del: BSE 200 pym s
SEM MAG: 250 x Date(m/ddy): 0316/11 Sakarya Umversnyn

SEMHV: 1000V WD, 15,38 mm VEGAWN TESCAN
SEMMAG: 1.00kx  Det: BSE 50 pm .
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/d#y): 03/17411 Sakarya Unwersty"

Sekil 6.3. Nano giimiis kaplt HAP partikiillerinin SEM goriintiileri
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Sekil 6.4. ve Sekil 6.5.’de verilen TEM goriintiilerinde nano giimiis partikiillerinin 0-
10 nm ve 10-30 nm olmak {tizere farkli boyutlardan olusan bir dagilim gosterdigi
goriilmektedir. HAP partikiillerinin ylizeyinde olusan nano giimiis taneciklerinin
ortalama 0-30 nm boyutlarinda kiiresel ve olduk¢a homojen dagilmig Kristalin

partikiillerden olustugu sonucuna varilmistir.

Sekil 6.4. Nano giimiis kapli HAP partikiillerinin TEM goriintiileri (50-100 nm)



Sekil 6.5. Nano giimiis kapli HAP partikiillerinin TEM goriintiileri (5-50 nm)

50
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Sekil 6.6.°da nano Ag-HAP tozlar1 icin elde edilen X-1s51mm1 yansima paterni
verilmistir. Nano glimiis tozlarina ait Ag(111) sinyali yaklasik 38 derece civarinda

tespit edilmistir.
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Sekil 6.6. Nano giimiis kapli HAP partikiillerinin XRD yansima paterni

Sekil 6.7.’de HAP ve nano Ag-HAP tozlarina ait UV-gdriiniir bolge optik emilim
spektrumlar1 verilmistir. HAP numunesinin goriintir bdlgede 151k  sogurmasi
gostermedigi fakat UV bolgede 287 nm de bir absorpsiyon piki verdigi
goriilmektedir. Nano glimiis kapli HAP tozlarinda ise nano Ag partikiillerine 6zgii
plazmon absorpsiyon piklerinin ise 364 nm ve 435 nm de 151k emilimi gosterdikleri
tespit edilmistir. Bu sinyallerin TEM goriintiilerinde gézlenen farkli boyutlardaki

kiiresel nano giimiis tozlarina ait oldugu ortaya konulmustur.

Sekil 6.8. ve Sekil 6.9.’da ise sirasiyla HAP ve nano Ag-HAP tozlarmin FT-IR analiz

sonuglar1 goriilmektedir. Nano glimiis kaplama sonrasinda spektrumda 6nemli bir



52

farklilik tespit edilmemistir, sadece PO4 grubuna ait titresim frekansinin 1119.4 cm’

1*den 1118.6 cm™’e kadar ¢ok az miktarda kaydig1 gériilmiistiir.
11200 T I T I T I T I T

Abs.
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0,000 L | L | L | L | L
220,0 510,0 800,0
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Sekil 6.7. HAP (A= 287 nm) ve nano giimiis kaplit HAP (A= 364 nm ve 435 nm) partikiillerinin UV goriiniir
bolge spektrumu
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Sekil 6.8. HAP partikiillerinin ft-ir spektrumu
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Sekil 6.9. Nano giimiig kaplt HAP partikiillerinin ft-ir spektrumu
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6.3. Plazma Sprey ile Nano Ag-HAP Kaph Ti implant Uretimi

Seramik malzemelerin metal ylizeyler {lizerine kaplanmasi i¢in plazma sprey
teknolojisi kullanilmaktadir. Plazma sprey teknigi, enerji transferi prensibine
dayanmaktadir. Bu kaplama yontemi ile metal korozyona, oksidasyona ve asinmaya

kars1 daha direngli olur.

Plazma sprey teknigi ile yapilan kaplamalarda metallerin sekil degistirme ve tokluk
ozellikleri degismemektedir. Her iki malzemenin tiim 6zellikleri yapilan kaplamada
korunmaktadir. Plazma sprey’de gii¢ kaynagi, gaz kaynagi, tabanca ve toz besleme
tiniteleri bulunmaktadir. Bu teknik ¢ok yiiksek sicakliklarda gerceklestirilir. Sicaklik
20.000 °K’nin tiizerine bile ¢ikabilmektedir. Sicaklik bu kadar yiiksek olmasina
ragmen altlik 1sinmaz, sicaklik altlik tizerinde herhangi bir degisime yol agmaz. Toz,
tagtyict gaz yardimi ile plazmaya sokulur ve ergiyik duruma gelir. Buradaki gaz
debisi ¢ok Onemlidir. Eger gaz debisi az ise toz plazma igerisine girmez. Fazla

oldugunda da partikiiller erimeyebilir.

Hazirlanan nano Ag-HAP tozlar1 Ti plaka {lizerine plazma sprey teknigi kullanilarak
kaplandi. Bu kaplama islemi Sakarya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Termal
Sprey Kaplama ve Arastirma Laboratuvari’nda bulunan 3 MB tipi plazma tabancasi
ile yapildi. Bu tabancanin 40 kW’lik gii¢ iinitesi vardir. Kaplama isleminde primer
gaz olarak argon, sekonder gaz olarak ise hidrojen kullanildi. Kaplama islemi
atmosferik plazma piskiirtme seklinde yapildi (Sekil 6.10). Elde edilen kaplamalar
Sekil 6.11.’de gosterilmistir.
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a) b)
Erimemis
Plazma gaz + Akim Su sogutma n/
Nozdl . 3
Elektrot Nano Ag-HAP ot JIPr ‘ .
- P kaplama Pagee! - o

Lmt‘:lg. |

Yalitkan Nano Ag-HAP  yiizeyi
Toz girisi Yizey mikroyapisi

Ti althk

Sekil 6.10. Nano Ag-HAP kaplanmis plazma

a. Hidroksiapatit

b. Nano Ag hidroksiapatit kaph Ti yiizeyi

Sekil 6.11. HAP ve nano Ag-HAP kaplanmis Ti numuneler

Nano Ag-HAP plazma kaplamalarin 700 °C 1s1l islem 6ncesi ve sonrast SEM analiz
goriintiileri Sekil 6.12.°de verilmigstir. Kaplama yiizeylerine ait mikro yapinin 6nemli
Olgiide degistigi ve yiizey morfolojisinin siirekli bir tabaka seklini aldigi tespit

edilmistir.
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Sekil 6.12. Plazma sprey teknigi ile Ti yilizeyine kaplanan nano Ag-HAP yiizeyinin 700 °C 1s1l islem 6ncesi ve
sonrast SEM goriintiileri

Plazma sprey prosesi ile hazirlanan nano Ag-HAP kaplamalarin 700 °C 1s1l islem
oncesi ve sonrast TEM mikroskop incelemesi yapilmistir. Elde edilen analiz
sonuclar1 Sekil 6.13. ve Sekil 6.14.’de verilmistir. Goriintiiler incelendiginde nano
glimiis partikiillerinin plazma kaplama sirasinda erimis ve yeniden bloklar halinde
katilasmis olan HAP fazi igerisinde dagilmis oldugu goriilmektedir. Kaplama oncesi
sadece HAP partikiillerinin yiizeylerinde yogun olarak goriilen nano gilimiis
taneciklerinin kismen erimis ve tekrar katilagmis olan kaplama tabakasi igerisinde
yeniden diizenlenerek yayildigi sonucuna varilmistir. Ayrica, bu yiiksek sicaklik
islemi sirasinda kiiresel olan nano Ag partikiil sekillerinin kismen deforme oldugu da
goriilmektedir. Nano giimiis tozlarinin topaklanmaya ugramadigi ve homojen olacak

sekilde kaplama icerisinde dagildig: tespit edilmistir.



Sekil 6.13.
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Sekil 6.14. Plazma prosesi ile Ti destek tizerinde tiretilen ve 700 °C’de 1s1l iglem sonrasi nano giimiis katkili HAP
kaplamaya ait TEM goriintiileri




59

Sekil 6.14. (Devamu)

Hazirlanan kaplamalarin yiizeylerinden alinan X-1sm1 yansima paternleri asagida
Sekil 6.15.’de verilmistir. Plazma sonrasinda alinan goriintiide yaklasik 30 °C’de
genis bir sinyal tespit edilmis olup plazma piiskiirtme sirasinda olusan amorf yapilara
karsilik geldigi sonucuna varilmistir. Elde edilen yansima pikleri incelendiginde
beklenen kristal yap1 olan HAP fazinin muhafaza edildigi ve nano Ag partikiillerine
ait 111 sinyali ise yaklasik 38 °C’de bir pik olarak goriildiigii tespit edilmistir. Daha
sonrasinda amorf yapilarin giderilmesi igin tiretilen nano Ag-HAP kaplamaya 700 °C
1s1l islem uygulanmistir. Bu islem sonrasinda Sekil 6.16.’da gosterilen kaplamaya ait
X-151n1 yansima sinyallerinde gozlenen belirgin artig kristal yapinin arttigina igaret
etmektedir. Bu islem sonrasinda da nano Ag tozlarina ait olan Ag(111) sinyali de

gOriilmiistiir.
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Sekil 6.15. Nano Ag-HAP kapli Ti yiizeyin XRD yansima paterni
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Sekil 6.16. Nano Ag-HAP kapl Ti yiizeyin 700 °C’de 1s1l iglem sonras1t XRD yansima paterni
Nano Ag-HAP tozunun ve nano Ag-HAP kaplamalarinin UV-goriiniir bolgedeki 151k

sogurma Ozellikleri incelenmis olup elde edilen bulgular, asagida Sekil 6.17. ve Sekil
6.18.’de kiyaslamali olarak verilmistir. Sekil 6.17.de HAP kapli Ti yiizeyi, nano Ag-
HAP kapli Ti yiizeyi ve 700 °C’de 1s1l islem sonrast nano Ag-HAP kapl Ti
yilizeyinin 151k emilim spektrumlart kiyaslanmistir. Nano Ag tozlarindan kaynakli
yiizey plazmon absorpsiyon bandi plazma sonras1 412 nm’de ve akabinde uygulanan
700 °C’lik 1s1l islem sonrasinda ise 432 nm’de Ol¢lilmiistiir. Sekil 6.18.’de ise
plazma islemi oncesinde kullanilan nano Ag-HAP tozu ile plazma sonrasinda elde
edilen nano Ag katkili ve nano Ag katkisiz HAP kaplamalarin 151k emilim
spektrumlar1 verilmistir. Nano giimiis tozlar1 plazma iglemi dncesinde 435 nm ve 364
nm’de iki sinyal vermektedir. Plazma kaplama islemi sonrasinda ise 364 nm sinyali
gozlenmezken 435 nm sinyali ise 412 nm olacak sekilde yiliksek enerji bolgesine
kaymistir. Bu kaymanin, 6nce 0-40 nm araliginda olan nano Ag partikiil boyutunun
plazma sonrasinda 0-20 nm araligina kadar kiiciilmesinden kaynaklandigi seklinde

degerlendirilmistir.
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Sekil 6.17. HAP kapli Ti yiizeyi, nano Ag-HAP kapli Ti yiizeyi ve nano Ag-HAP kapl Ti yiizeyinin 700 °C’de
1s1l islem sonras1 UV goriiniir bolge spektrumu
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Sekil 6.18. HAP kapli Ti yiizeyi, nano Ag-HAP kapli toz ve nano Ag-HAP kapl Ti yiizeyinin UV goriiniir bolge
spektrumu

Uretilen nano Ag-HAP kaplamalarmn EDS yiizey analiz sonuglari ve ortamda
bulunan elementlerin haritalama goriintiileri Seki 6.19.’da verilmistir. Sonuglar

incelendiginde HAP kaplama ylizeyinin yaklasik % 0,313 Ag igerdigi goriilmiistiir.
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Haritalama goriintiilerinden ise nano Ag partikiillerinin yiizeyde homojen dagilim

gosterdigi tespit edilmistir.
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Ag La 1,56 0,008 0,313 wt.%
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Sekil 6.19. Nano Ag-HAP kaplama yiizeyinin EDS elementel analiz ve haritalama sonuglari

Uretilen nano Ag-HAP kaplamalara 700 °C 1s1l islem uygulanmis ve sonrasinda
yukaridakine benzer yiizey analiz islemleri yapilmistir. EDS yiizey analiz sonuglari
ve ylizeyde bulunan elementlerin haritalama goriintiileri Sekil 6.20.’de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde HAP kaplama yiizeyinin yaklasik % 0,153 Ag icerdigi
gorilmistiir. Haritalama goriintiilerinden ise nano Ag partikiillerinin yiizeyde

homojen dagilim gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.20. Nano Ag-HAP kaplama yiizeyinin 700 °C 1s1l iglem sonras1 EDS elementel analiz ve haritalama
sonuglari

6.4. Antibakteriyel Aktivite Testleri

Nano Ag-HAP kaplamalarin E. coli, S. aureus ve S. epidermidis bakterilerine kars1

antibakteriyel aktiviteleri 6lgiildi. Sekil 6.21.’de HAP ve nano Ag-HAP kaplamalari
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tizerinde inkiibasyon sonrasinda olusan E. coli ve S. epidermidis kolonilerinin
fotograflar1 goriilmektedir. Bu fotograflardan, HAP kaplamanin bakteri tiremesi igin
uygun bir ortam oldugu, nano Ag-HAP kaplamanin ise bakteri tiremesini engelledigi

sonucu ¢ikmaktadir.

Kontrol HAP Nano Ag-HAP

Sekil 6.21. 24 saatlik inkiibasyon sonunda meydana gelen mikroorganizma kolonileri a) E. coli, HAP (kontrol), b)
E. coli, Nano Ag-HAP kaplama c) S. epidermidis, HAP (kontrol), d) S. epidermidis, Nano Ag-HAP
kaplama

Tablo 6.1.de Nano Ag-HAP tozlarinin ve nano Ag-HAP kaplamasinin E. coli, S.
aureus ve S. epidermidis bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite degerleri
verilmektedir. Glimiis katkis1 olmayan HAP kaplama, bu ii¢ bakteri tiirline karsi
antibakteriyel aktivite gostermez iken nano Ag-HAP tozlar1 E. coli, S. aureus ve S.
epidermidis bakterilerine kars1 % 100 antibakteriyel aktivite gostermektedir. Plazma
sprey teknigi ile kaplanmis olan nano Ag-HAP kaplama E. coli ve S. epidermidis
bakterilerine karst % 100 antibakteriyel aktivite gostermesine ragmen S. aureus
mikroorganizmasina karsi antibakteriyel aktivite gostermemektedir. Bunun nedeni

plazma sprey ile yapilan kaplama isleminde giimiis miktarinin azalmasi olabilir.

Tablo 6.1. Nano Ag-HAP kaplamalarin antibakteriyel aktivite sonuglar

% R: Antibakteriyel Etki

Bakteri Hidroksiapatit (HAP), Nano Ag-HAP toz Nano Ag-HAP kaplama
kaplama (kontrol) (% 0,24 Ag) (% 0,24 Ag)
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E. coli 0 100 100
S. aureus 0 100 0
S. epidermidis 100 100

Nano Ag-HAP kaplamalara 700 °C 1s1l islem uygulanmasindan sonra elde edilen
kaplamalarin antibakteriyel aktivite 6lgtim degerleri, HAP kaplama ve nano Ag-HAP
kaplama antibakteriyel aktivite olgiim degerleri ile karsilastirmali olarak Tablo
6.2.’de verilmistir. 700 °C 1s1l islem sonrasi elde edilen kaplama, E. coli bakterisine

kars1 % 100 antibakteriyel aktivite gdstermeye devam etmistir.

Tablo 6.2. Nano Ag-HAP (700 °C) kaplamalarin antibakteriyel aktivite sonuglart

% R: Antibakteriyel Etki

Nano Ag-HAP kaplama

Byl o e 1

' (% 0,24 Ag)
E. coli 0 100 100
S. aureus 0 0 0

S. epidermidis 0 100 -




BOLUM 7. TARTISMA VE ONERILER

Nano malzemelerin laboratuvar ortaminda sentezlenmesine ve endiistriyel olgekli
olarak tiretimlerine imkan saglayan yeni tekniklerin gelistirilmesi biliylik 6nem
tasimaktadir. Nano partikiillerin sentezinden baslayarak son kullanim alanina kadar
sistematik ve hassas c¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Kimyasal sentez ve
analiz agamalarini igeren bilimsel caligmalar iiretilecek olan partikiillerin kimyasal

bilesimine ve malzeme tiirline gore farkliliklar gosterebilmektedir.

Partikiillerin ve kullanilacak olan baslangic malzemelerinin insan sagligina, canli
yasamina ve c¢evreye karsi zararli olup olmadigi konusunda on arastirmalarin
yapilmas1 Onerilmektedir. Gerekli hallerde temiz oda kosullar1 saglanmali, tehlikeli
ve zehirli olabilecek metallerle calisilirken nano tozlarin solunmamasma dikkat
edilerek maske kullanilmali ve temas edilmemesine 6zen gosterilmelidir. Ayni
zamanda yiikksek yiizey alanlar1 nedeniyle hizli ekzotermik reaksiyonlar
verebilmektedirler. Bu gibi hallerde ise asir1 gaz ¢ikisina, basing olusumuna ve

patlamalara kars1 dikkatli caligmalar yapilmalidir.
Nano toz tiretiminde kullanilan metotlar genel olarak,

1. Asagidan yukari (atom veya molekiillerin kimyasal sentez, kristalizasyon,
hidrotermal sentez, elektrokimyasal, fotokimyasal proses asamalarinda
kontrollii olarak birlesmesi ile nano toz tiretimi),

2. Yukaridan asag (biiylik makroskopik bir kiitlenin mekanik olarak ogiitlilmesi
veya kimyasal, lazer, elektron tabancasi, ultrasonik enerji ile asindirilmast

seklinde yapilan nano toz iiretimi) olmak tiizere iki ana grupta toplanabilir.

Buna ek olarak nano toz sentezi i¢in uygulanan yontemin bulundugu faz esas

alinarak bir siniflandirma yapilacak olursa,
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kat1 fazi,
s1v1 fazi,

gaz fazi,

> W

plazma fazi

tiretim teknikleri olarak gruplandirmak miimkiindiir.

Bu iiretim yontemlerinden ¢6zelti ortaminda kimyasal ¢oktiirme, sivi fazda yapilan
ve en ¢ok tercih edilen metottur. Bu yontemin pratik olmasi, vakum veya inert gaz
ortam1 gerektirmemesi, diisiik maliyetli olmasi ve yiiksek verimlerin miimkiin olmasi
onemli parametrelerdir. Ayrica ortama ilave bilesenlerin istenilen oranlarda
katilmasina imkan sagladigindan, 6zellikle kompozit, bimetalik ve diger ¢ok bilesenli
nano yapilarin iretimine imkan saglar. Diger yaygin metotlar ise daha yiiksek
sicakliklar ve kontrollii vakum ortami gerektiren buhar fazda uygulanan CVD ve

PVD esasli nano toz tretim teknikleridir.

Nano toz tiretiminde kullanilacak yontem malzeme tiirline ve sagladigi avantajlara
gore secilmelidir. Ideal olarak, yiiksek saflikta, miimkiin oldugunca homojen ve
partikiil boyut dagilimi dar olan numunelerin yiiksek verimlerle {iretilmesi
istenmektedir. Nano tozlarin yiizey enerjileri ve reaksiyon egilimleri yiiksek
oldugundan dis sartlara karsi duyarli olabilmektedirler. Bu gibi durumlarda nano
tozlarin kararli olmasi, raf Omriiniin uzun olmasi ve bozulmaya ugramadan

saklanabilmesi kritik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada biyomedikal malzeme ve implant uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilan hidroksiapatit tozlarinin nano glimiis katkilandirilmas: yapilmis ve
sonrasinda ise plazma sprey prosesi ile Ti esash destek ylizeyler {izerine kaplanmasi

stireci incelenmistir. Deneysel ¢alismalarimiz, baglica iic asamadan olugmaktadir.
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Bunlar iglem sirasina gore:

1. Hidroksiapatit tozlarmin nano giimiis ile kaplanmasi1 sonucunda Nano Ag-
HAP iiretimi ve karakterizasyonu,

2. Nano Ag-HAP tozlarinin plazma sprey teknigi ile Ti lizerine kaplanmasi ve
karakterizasyonu,

3. Ti plaka tizerinde iiretilen Ag-HAP kaplamalarin E. coli, S. epidermidis ve
S. aureus mikroorganizmalarina karsi antibakteriyel etkinliginin = Gl¢iilmesi
seklindedir.

Yapilan deneysel calismalarin sonuglart bir 6nceki boliimde ortaya konulmus olup

elde edilen 6nemli bulgular asagida kisaca 6zet olarak verilmistir.

1. Nano Ag-HAP tozunun iiretimi 1-1000 gr araliginda yapilabilmektedir. Es
zamanl reaksiyonlar veya daha biiyiik reaktorler ile bu miktarin 1-10 kg
olgegine yiikseltilmesi miimkiindiir.

2. Nano Ag-HAP tozunun agirlikca % 0,24 Ag igerdigi, nano gilimiis
partikiillerinin kiiresel kristaller sekinde ve boyutlarinin ise ortalama 0-30
nm araliginda oldugu goriilmiistiir.

3. Nano Ag-HAP tozu fizerindeki nano gilimiis partikiilleri yiizeye
sabitlenmis olup yiizeyden yikanarak veya koparak ayrildiklari tespit
edilmemigstir. Normal ortam sartlarinda uzun siireli olarak 1-5 yil kadar
bozulmadan saklanabilmektedir.

4. Nano Ag-HAP tozu plazma sprey teknigi ile basarili bir sekilde Ti
destekler lizerine kaplanabilmistir.

5. Uretilen nano Ag-HAP/Ti parcgalarinda HAP-Ti arayiizeyinde kaplamanin
yapisma dayaniminin iy1i oldugu goézlendi.

6. Uretilen nano Ag-HAP/Ti pargalarinda parca yiizeyinde nano giimiis
partikiillerinin varligin1 teyit eden sar1 renk ve buna bagli plazmon
absorpsiyon sinyali 412 nm olarak 6lgiildii.

7. Nano glimiis plazmon absorpsiyon sinyali plazma sprey oncesi 435 nm’de

ve beraberinde daha zayif olarak 364 nm’de goriilmiistiir. Plazma islemi
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sonrast ise Uretilen kaplama yiizeyinde sadece 412 nm ve sonrasinda
uygulanan 700 °C 1s1l islemden sonra ise 432 nm olarak dl¢tilmiistiir.
Nano giimiis partikiillerinin baz1 sekilsel deformasyonlara ugradigi ve
belirli oranda oksidasyona ugramis olabilecegi Ongoriilmekle birlikte
genel olarak plazma sprey sartlarina dayanikli oldugu tespit edilmistir.
Kaplama yilizeyinden alinan numunelerin TEM analizlerinde belirgin
sekilde daha az yogun miktarda giimiis tanecikleri goriintiillenmistir. Bu
durumun, beklendigi tlizere sadece HAP partikiillerinin yiizeylerinde olan
giimiis metali taneciklerinin plazma iglemi esnasinda kismen erimis olan
HAP faz1  igerisinde dagilmasindan  kaynaklandigi  seklinde
degerlendirilmistir.

Uretilen nano Ag-HAP/Ti parcalarin  yiizeyindeki nano Ag-HAP
kaplamalarin E. coli ve S. epidermidis karsisinda % 100 antibakteriyel

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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