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OZET

Melike irem MEHTER

YENIDOGAN YOGUN BAKIM KUVOZLERINDE GORUNUR ISIGA DUYARLI
ANTIBAKTERIYEL KAPLAMALARIN GELISTIRILMESI: ENFEKSIYON
KONTROLUNDE YENILIKCi BiR YAKLASIM

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal

2025

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her y1l 550.000°den fazla yenidoganin dliimiine
neden olan yenidogan enfeksiyonlarinin énemli bir kismi, anne rahminde veya dogum
sirasinda degil, yenidogan yogun bakim {initelerinde (YYBU) gelismektedir. Bu durumun
kesin nedeni bilinmemekle birlikte, kuvozlerde termal homeostazi saglamak amaciyla
olusturulan yiliksek nem ve sicaklik kosullarinin, mikrobiyal kontaminasyon ve biyofilm
olusumu igin uygun mikrogevre olusturdugu bilinmektedir. Ozellikle Gram pozitif
bakterilerin nemli ortamlarda hizli ¢ogalma kapasitesi, uzun siireli yiizey kolonizasyonu ve
dezenfektanlara kars1 direng gelisimi, enfeksiyon insidansini belirgin 6l¢iide artirmaktadir.
Literatiirdeki Onceki c¢alismalar, standart hastane dezenfeksiyon protokollerinin
uygulanmasia ragmen, kuvozlerin yiizeylerinde bakteriyel biyofilm formasyonunun
gelisebildigini ortaya koymustur. Bu biyofilmler, ekstraselliiler polimerik matriks (EPS)
yapilar1 sayesinde dezenfektanlara karsi belirgin direng sergileyerek mikrobiyal
persistanlifa zemin hazirlar. Biyofilme bagli bu diren¢ mekanizmalari, patojenlerin uzun
siireli kolonizasyonunu kolaylastirmakta ve hastane kaynakli enfeksiyon insidansinda artisa
neden olmaktadir. Bu ¢alismada, kuv6z kanopi ylizeylerindeki mikrobiyal yiikii azaltmak
amaciyla, goriiniir 151k (450 nm) ile aktive edilebilen giimiis nanopartikiil (AgNP) iceren
kaplamalar gelistirilmistir. Ug¢ farkli biyouyumlu polimer matris formiilasyonu
sentezlenmistir: (i) AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT, (ii) AgNP tasiyicili PVP/MA/ODA-
MMT ve (iii) AgNP tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT. Kaplamalar, PMMA ylizeylerine
drop-casting yontemiyle uygulanmis ve SEM-EDS, UV-Vis ve XRD analizleri ile
morfolojik, elementel ve yapisal 6zellikleri dogrulanmistir. UV-Vis analizlerinde 391, 409,
441 nm araliginda gbzlenen LSPR pikleri AgNP immobilizasyonunu kanitlarken, XRD
sonuglart 38,27° ve 44,42°°deki karakteristik fcc faz paternleri ile nanometrik kristalin

AgNP olusumunu ortaya koymustur. Biyouyumluluk testlerinde, HaCaT hiicre hatti



kullanilarak yapilan MTT analizi tiim kaplamalarin ISO 10993-5 standardina gore sitotoksik
olmadigin1 gostermistir. Antibakteriyel degerlendirmeler, yenidogan yogun bakim
tinitelerinde yaygin goriilen S. aureus, S. epidermidis ve E. faecalis biyofilmleri {izerinde
konfokal mikroskopi ve canli/olii boyama yontemleriyle gergeklestirilmistir. Sonuglar,
kaplama konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon oranlarmin yiikseldigini, S. epidermidis’in
diisiik dozlarda dahi yiiksek inhibisyon gosterdigini, yogun EPS matriksine sahip E.
faecalis’in ise en direngli tiir oldugunu ortaya koymustur. Test edilen aralikta en uygun doz
olarak belirlenen 1,5 mg/ml, tiim nanokompozitlerde maksimum antibakteriyel inhibisyonu
saglamig ve kolloidal formlara kiyasla daha yiiksek biyouyumluluk sunmustur. Goriiniir
1s1kla aktive edilebilen AgNP tastyicili biyouyumlu nanokompozit kaplamalar, YYBU
ylizeylerinde yiiksek antibakteriyel etkinlik, biyofilm inhibisyonu ve kabul edilebilir
biyouyumluluk profili sunmaktadir. Bu teknoloji, geleneksel dezenfeksiyon protokollerine
kiyasla daha yiiksek mikrobiyal kontrol kapasitesi saglayarak hastane kaynakli enfeksiyon
riskini azaltma potansiyeline sahiptir. Gelecekte yapilacak uzun donem dayaniklilik testleri,
Klinik etkinlik dogrulamalar1 ve maliyet analizleri, klinik uygulamalara entegrasyon siirecini

destekleyecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Yenidogan Kuvozii, Antibakteriyel Kaplama, Bakteriyel

Kontaminasyon, Goriiniir Is18a Duyarlilik, AgNP tastyicili biyouyumlu polimer matrisler
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According to World Health Organization (WHO) data, neonatal infections cause the deaths
of over 550,000 newborns annually, with a significant proportion originating not in utero or
during delivery but in neonatal intensive care units (NICUs). Incubators, designed to
maintain thermal homeostasis through elevated humidity and temperature, inadvertently
provide a favorable environment for microbial contamination and biofilm formation. Gram-
positive bacteria are particularly capable of proliferating in moist environments, establishing
long-term surface colonization, and developing resistance to disinfectants, thereby
increasing infection incidence. Previous reports have shown that, despite standard hospital
disinfection protocols, bacterial biofilms persist on incubator surfaces. These biofilms,
through extracellular polymeric substances (EPS), demonstrate strong disinfectant resistance
and promote microbial persistence, facilitating long-term colonization and increasing the
risk of hospital-acquired infections. To address this, visible-light-activated (450 nm) silver
nanoparticle (AgNP) coatings were developed to reduce microbial load on incubator canopy
surfaces. Three biocompatible polymer matrix formulations were synthesized: (i) AgNP-
loaded PVP/ODA-MMT, (ii) AgNP-loaded PVP/MA/ODA-MMT, and (iii) AgNP-loaded
CMC/MA/ODA-MMT. The coatings were deposited onto PMMA substrates by drop-
casting and characterized via SEM-EDS, UV-Vis, and XRD. UV-Vis spectra revealed
localized surface plasmon resonance (LSPR) peaks at 391, 409, 441 nm, confirming AgNP
immobilization. XRD patterns showed characteristic fcc crystalline AgNP phases at 38,27°
and 44,42°. Biocompatibility was assessed using HaCaT cells in MTT assays, demonstrating
that all coatings were non-cytotoxic according to 1SO 10993-5 standards. Antibacterial
activity against S. aureus, S. epidermidis, and E. faecalis biofilms was investigated by
confocal microscopy with live/dead staining. Inhibition efficiency increased with coating

concentration. S. epidermidis was highly sensitive, showing strong inhibition even at low



doses, while E. faecalis, due to its dense EPS matrix, exhibited the highest resistance. The
optimal dose was identified as 1,5 mg/ml, achieving maximum antibacterial inhibition across
all formulations and showing superior biocompatibility compared to colloidal AgNPs. In
conclusion, visible-light-activated AgNP-loaded nanocomposite coatings provide strong
antibacterial effects, biofilm inhibition, and acceptable biocompatibility for NICU surfaces.
This approach offers enhanced microbial control compared to conventional disinfection,
with the potential to reduce hospital-acquired infection risks. Further durability studies,

clinical validation, and cost analyses will support translation into clinical application.

KEYWORDS: Infant Incubator, Antibacterial Coating, Bacterial Contamination, Visible

Photosensitivity, AgNP carrier biocompatible polymer matrices
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1. GIRIS

Hastane enfeksiyonlari her yas grubunda goriilse de 6zellikle yenidoganlar i¢in ciddi
bir tehdit olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére yenidogan 6liim
oranlarmin biiyiik bir kism1 enfeksiyonlara bagli olarak gerc¢eklesmektedir [1]. Immiin
sistemlerinin immatiir olmasi, mukozal bariyer fonksiyonlarinin yetersizligi ve bu durum
smirlt maternal antikor transferi nedeniyle patojenlere karsi etkili bir bagisiklik yaniti
gelistirmeleri engellenmekte ve enfeksiyon kaynakli morbidite ile mortalite riskini
artirmaktadir [2], [3]. Anneden plasenta yoluyla fetiise gecen antikorlar, belirli diizeyde
koruma saglasa da bu pasif bagisiklik enfeksiyonlarla miicadelede her zaman yeterli
olmamaktadir [4]. Mevcut bilimsel kanitlar, preterm bebeklerde immiin yanitin gebelik yasi
ve dogum agirhig ile dogru orantili oldugunu ortaya koymaktadir [5]. Ozellikle 1500 g
altindaki yenidoganlarda hastane enfeksiyonlarina yakalanma riski yaklasik %33 iken, 1500
g lizerindeki yenidoganlarda bu oran %10 civarindadir [6]. Ayrica literatiire gore dogumdan
sonra ilk 72 saatten sonra ortaya ¢ikan enfeksiyon vakalarinin %78-80’ine hastane kaynakli
enfeksiyonlar neden olmaktadir ve Koagiilaz negatif stafilokoklar (CoNS), Staphylococcus
aureus (S. Aureus) ve Enterobacteriaceae gibi ¢oklu ilag direngleri bakterileri igerir [7]. S.
aureus, Enterobacteriaceae ve Enterococcaceae, yenidogan enfeksiyonlari, bakteriyemi ve
ciddi salginlarin en sik gdzlemlenen patojenleri arasindadir [8], [9], [10], [11], [12]. Ayrica,
yenidogan enfeksiyonlar1 ve hastane kaynakli salginlar agisindan kritik bir patojen olarak
tanimlanan Staphylococcus capitis (S. capitis), yaygin antimikrobiyal direng ozellikleri
nedeniyle yenidogan yogun bakim iinitelerinde sik rastlanan patojenler arasindadir [13].

Yenidogan yogun bakim kuvozleri, termal homeostazi saglamak ve metabolik stres
yiikiinii azaltmak amaciyla kontrollii 1s1 ve nem seviyeleri sunan tibbi cihazlardir. Ancak, bu
cihazlarin kompleks tasarimlari, ¢evresel hijyenin siirdiiriilmesi ve dekontaminasyon
siireglerinin etkin bir sekilde uygulanmasini zorlastirmaktadir. Ozellikle ortamdaki suyun
varlig1, mikrobiyal kontaminasyon riskini arttirarak dekontaminasyon etkinligini azaltmakta
ve dezenfeksiyon protokollerini daha da zorlastirmaktadir [14].

Kuvozlerin i¢ ve dis ylizeyleri, hastane kaynakli enfeksiyon etkeni olan
mikroorganizmalar i¢in bir potansiyel tireme goérevi gorebilir ve bu patojenler, standart
dezenfeksiyon protokollerine ragmen uzun siire ortamda varliklarini siirdiirebilirler [15],

[16]. Ozellikle siirekli nemlendirme islemi, kuvéziin i¢ yiizeylerinde mikrobiyal biyofilm



olusumunu tesvik ederek, potansiyel patojenlerin %40 oraninda kolonizasyonuna neden
olmaktadir. Bu durum, hastane kaynakli enfeksiyonlarin yayilma riskini arttirmaktadir [15].

Kuvoz yiizeyleriyle dogrudan temas eden yenidoganlar (6rnegin, kanopi ylizeyine
temas edenler), ¢evresel bulasma riskini artirmaktadir. Mikrobiyolojik analizler, hastalar ve
kuvozler arasinda ayni patojen klonlarinin tespit edilmesiyle bu riski dogrulamakta ve
hastane ortamimnda mikroorganizma yayiliminin kuvdz yiizeyleri araciligiyla
gerceklesebilecegini gostermektedir [17].

Yenidogan yogun bakim kuvozlerinin dekontaminasyonu, g¢evresel patojenlerin
bulagsma riskini azaltmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Ancak, bu siire¢, dekontaminasyon
gerektiren ¢ok sayida teknik parametrenin ve farkli yilizeylerin varligi nedeniyle oldukga
zorludur. Ureticiler tarafindan genellikle daldirma yontemi oOnerilse de ozellikle suya
daldirilamayan ylizeylerde mikroorganizmalarin dekontaminasyon sonrasinda da varligin
stirdiirebildigi gozlemlenmistir [7]. Alternatif olarak, kuvozlerin dekontaminasyonunda
tiretici firmalarin 6nerdigi dezenfektanlar ve dezenfektan icerikli mendiller kullanilmakta,
ancak bu yontemlerin patojenleri tamamen elimine etmede yetersiz kaldigi goriilmektedir
[16]. Hitaka et al., alkol bazli dezenfektanlarin prematiire bebeklerde sistemik alkol
maruziyetine neden oldugunu ve kan Orneklerinde alkol birikimi tespit edildigini
gostermektedir [18]. Ayrica, mevcut dezenfeksiyon yontemlerinin etkinligi; uygulama
sirasinda karsilasilan altyap: eksiklikleri, kullanim siklig1 ve operatdér bagimliligi nedeniyle
siirlidir. Bu durum, yenidogan yogun bakim {initelerinde daha giivenli, uygulanabilir ve
yiiksek etkinlik gdsteren dekontaminasyon yoOntemlerine duyulan ihtiyaci1 ortaya
koymaktadir [16].

Mikrobiyal kontaminasyonu onlemek ve cihaz kaynakli enfeksiyonlari azaltmak
amaciyla, tibbi cihaz yilizeylerinin antimikrobiyal kaplamalarla modifiye edilmesi en etkili
yontemlerden biri olarak o6ne ¢ikmaktadir [19]. Literatiir arastirmalari, tibbi cihaz
ylizeylerinin antimikrobiyal kaplamalarla modifikasyonunun, mikrobiyal kontaminasyonu
Onleyerek cihaz kaynakli enfeksiyonlari azaltmada etkili bir strateji oldugunu ortaya
koymaktadir [20]. Bu yaklasim, sekonder bakteriyel kontaminasyonu engelleyerek hasta
giivenligini artirirken, gereksiz antibiyotik kullanimini azaltarak ilaca direncli patojenlerin
yayilimint sinirlandirmaktadir.

Yukaridaki literatiir bilgileri dogrultusunda su an mevcutta bulunan yenidogan
kuvozlerinde dekontaminasyon agisindan giivenli bir protokol mevcut degildir. Bunun
dogrultusunda, bu tez calismasinda yenidogan yogun bakim {initelerindeki kuvoz

kanopilerini mikroorganizma kolonizasyonuna karsi korumak amaciyla, yeni bir yaklagim
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kullanilarak goriiniir 1s1kla aktive olabilen antibakteriyel kaplama teknolojisi gelistirilmesi
amaglanmistir. Kuvoz kanopilerinde mikroorganizma birikimini 6nlemek amaciyla
gelistirilen nanokompozit yapi, icerdigi goriiniir 1518a duyarli aktif madde sayesinde
antimikrobiyal etki gostermeyi hedeflemektedir.

Tasarlanan nanokompozit 6rneklerin SEM goriintiileri yapinin ¢ekirdek-kabuk (core-
shell) seklinde oldugunu gostermektedir. Kabuk olarak 3 farkli biyouyumlu nanokompozit
matris kullanilmis, her kabugun icerisinde AgNP cekirdegi bulunmaktadir. Bu cekirdek-
kabuk yapisinin goriiniir 151k altinda etkin bir sekilde patojenleri inaktive etme 6zelligi,
hastane kaynakli enfeksiyonlarin azaltilmasi konusunda énemli bir adim teskil etmektedir.
Kabuk biyouyumlulugu saglarken, AgNP c¢ekirdek ise goriiniir 1518a duyarliligiyla
antibakteriyel 6zelligi saglamaktadir.

Bu metodoloji, kuvdz ylizeylerinde mikrobiyal ilireme ve biyofilm olusumunun
engellenmesine yardimci olurken, ayni zamanda g¢evresel (nem, sicaklik degisimleri vb.)
faktorlerden kaynaklanan biyofilm olusumunu saglayan etkileri minimize etmeyi
amaclamaktadir.

Bu tez calismasinda, giimiis oranlar1 sabit tutularak gergeklestirilen farkli yiizey
kaplamalarinin antibakteriyel etkinlikleri, sitotoksite oranlar1 ve biyouyumluluk diizeyleri
degerlendirilmis ve ornekler birbirleriyle karsilastirilmistir. Tiim Orneklerde esit miktarda
glimiis icerigi bulunmasina ragmen, nanokompozit matris kabugu igeriginden dolay1 belirgin
farkliliklar gostermiglerdir. Bu farkliliklar nanokompozit matrisin fiziksel-kimyasal, optik
ozelliklerinin yan1 sira AgNP partikiillerin bu matrisin icerisindeki dagilimina ve boyutuna
baghdir.

Benzer sekilde, literatiirde de giimiis orami sabit tutuldugunda, kaplama teknigi ve
yiizey morfolojisindeki farkliliklarin antibakteriyel etkinlik {izerinde belirleyici oldugu rapor
edilmistir. Xia et al. (2011) [21] , daha iyi film kalitesi ve diizgiin dagilim saglayan
kaplamalarin, ayn1 giimiis icerigine ragmen daha yiiksek bakterisidal etki gosterdigini
belirtmistir.

Bizim calismamizda da alinan sonuglara gore 3 farklt AgNP tastyicili biyouyumlu
nanokompozitte bulunan ayni miktarda bulunan AgNP ayni egilimi gostermektedir.
Gelistirilen goriiniir 15182 duyarli antibakteriyel kaplamalar, 6zellikle yenidoganlarin
sagligini koruma ve enfeksiyonlarin 6nlenmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Gelecekte
yapilacak arastirmalar, bu teknolojinin daha genis bir sekilde uygulanabilirligini ve
etkinligini degerlendirerek, saglik hizmetlerinde enfeksiyon kontrolii —stratejilerinin

giiclendirilmesine katki saglamay1 hedeflemektedir.
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Bu ¢alismanin giincelligi, amac1 ve hedefi, bilimsel yeniligi, kullanilan arastirma
yontemleri, pratikteki 6nemi, savunma i¢in gerekli agiklamalar, arastirmacinin katkilart ve
calismanin onaylanmasit gibi énemli unsurlar asagidaki bagliklarda detayli bir sekilde ele

alinmustir.

1.1. Calismanin Giincelligi

Yenidogan yogun bakim iinitelerinde mikroorganizma kontaminasyonunun ve hastane
kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesi, giiniimiizde hala 6nemli bir saglik problemi olarak dne
cikmaktadir. Ozellikle prematiire bebeklerin ve diisiik dogum agirlikli yenidoganlarin daha
hassas ve korunmasiz olmalari, bu enfeksiyonlarin tedavisini ve 6nlenmesini daha zor hale
getirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore hastane enfeksiyonlar, dzellikle
diisiik ve orta gelirli iilkelerde yenidogan oliimlerinin énemli bir nedenidir. Bu durum,
enfeksiyon kontrol stratejilerinin siirekli gelistirilmesini ve multidisipliner bir yaklasimla ele

alinmasini gerektirmektedir.

1.2. Amac ve Hedef

Bu tez caligmasinin temel hedefi, yenidogan yogun bakim initelerinde kullanilan
kuvoz kanopileri ilizerinde mikrobiyal kolonizasyonu ve biyofilm olusumunu 6nlemeye
yonelik, dekontaminasyon agisindan giivenli ve etkin bir uygulama protokolii gelistirmektir.

Bu dogrultuda bu hedefe ulagsmak igin, goriiniir 1s18a duyarli, biyouyumlu ve

antibakteriyel bir ylizey tasarlanmasi amag¢lanmistir.

1.3. Cahsmanin Bilimsel Yeniligi

Bu ¢aligmanin bilimsel yeniligi, mevcut literatiirde cogunlukla UV 151k kaynaklari ile
aktive edilen ve fototoksisite riski tasiyan antibakteriyel kaplamalarin aksine, 450 nm dalga
boyundaki goriiniir mavi 1gikla etkinlesebilen, ¢ekirdek-kabuk yapisina sahip, AgNP i¢eren
ve biyouyumlu polimer matris {izerine insa edilmis bir kaplama sisteminin gelistirilmis
olmasidir. Literatiir taramalarinda rastlanan bir¢ok calismada, AgNP bazli kaplamalarin
etkinligi vurgulanmakla birlikte, kontrollii salinim mekanizmalarinin yetersizligi ve uzun
stireli biyolojik kararliligin saglanamamasi, bu sistemlerin pratik kullanim1 agisindan 6nemli
kisitlayict faktorler olarak one ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda optimize edilmis AgNP
oranina sahip olan c¢ekirdek-kabuk yapisi sayesinde hem kontrollii salinim hem de
fotokatalitik aktivite basarili bigimde entegre edilmistir.

Ayrica incelenen literatiirdeki calismalarin ¢ogunda antibakteriyel performans
degerlendirilirken biyouyumluluk testlerinin smirli oldugu ya da yalnizca teorik
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degerlendirmelerle siirh kaldigi goriilmektedir. Bu ¢alismada ise insan keratinosit hiicre
hatti (HaCaT) kullanilarak  gergeklestirilen MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) testi ile ISO 10993-5 standardina uygun sitotoksisite analizleri
yapilmis, boylece gelistirilen sistemin yalnizca antimikrobiyal degil ayn1 zamanda hiicresel
diizeyde biyolojik glivenlik acisindan da dogrulanabilir oldugu gosterilmistir.

Ek olarak, kaplama sistemi drop-casting yontemiyle diisiik maliyetli ve uygulanabilir
bir sekilde hazirlanmis; ylizey morfolojisi ve kimyasal bilesimi SEM, EDS, XRD ve UV-
VIS spektroskopisi gibi ileri karakterizasyon teknikleriyle detayli olarak analiz edilmistir.
Boylece bu ¢alisma hem klinik olarak uygulanabilirligi hem de fizikokimyasal ve biyolojik
performansi biitlinciil sekilde ortaya koyan, literatiirdeki Oonemli bosluklar1 dolduran

yenilik¢i bir yiizey miithendisligi yaklasimi1 sunmaktadir.

1.4. Arastirma Yontemleri

Arastirma kapsaminda, polimetilmetakrilat (PMMA) ylizeyler lizerine goriiniir 1s1kla
aktive olabilen AgNP iceren biyouyumlu polimer matris antibakteriyel kaplamalar
gelistirilmis ve bu kaplamalarin fiziksel, kimyasal, optik ve biyolojik 6zellikleri sistematik
olarak degerlendirilmistir.

Kaplama islemi drop-casting yontemiyle uygulanmig, tim 6rneklere 3 mg AgNO:s
eklenmistir. Yiizey morfolojisi SEM ile incelenmis, elementel bilesim SEM-EDS ile
dogrulanmus; kristal yap1t XRD analizleriyle, optik 6zellikler ise UV-VIS spektrofotometresi
ile degerlendirilmistir.

Antibakteriyel etkinlik, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Enterococcus faecalis suslar1 kullanilarak, canli/6lii hiicre boyama yontemi ile analiz
edilmistir.

Kaplamalarin biyouyumlulugu, insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) {izerinde
gerceklestirilen MTT testi ile degerlendirilmis olup, sitotoksisite analizleri ISO 10993-5

standard1 dogrultusunda yiirtitilmiistiir.

1.5. Calismann Pratik Onemi

Literatiir aragtirmas1 yapildiginda, antibakteriyel kaplamalarin tibbi cihaz
ylizeylerinde kullanimina yonelik ¢esitli yaklagimlar mevcut olmakla birlikte, bu sistemlerin
uzun vadeli stabilitesi, biyouyumlulugu ve klinik uygulanabilirligi gibi kritik parametrelerin
biitiinciil olarak ele alindig1 kapsamli bir calismaya rastlanmamastir.

Bu ¢alismanin pratik 6nemi, goriiniir 151k altinda stirekli aktif kalabilen, toksik



olmayan ve tibbi cihaz yiizeylerine uygulanabilir nitelikte bir antibakteriyel kaplama

¢Ozlimilinliin sunulmasinda yatmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin azaltilmasi, temizlik

protokollerinin etkinliginin desteklenmesi ve saglik personelinin is yiikiiniin hafifletilmesi

gibi ¢ok boyutlu katkilarla, bu teknoloji yenidogan yogun bakim ortamlarinda enfeksiyon

kontrolii agisindan yenilik¢i ve uygulanabilir bir yaklasim ortaya koymaktadir.

1.6. Savunma I¢in Hiikiimler

Ug farkli AgNP tastyicili biyouyumlu polimer gériiniir 151k ile (450 nm mavi
LED) basariyla sentezlenmistir.

Mavi LED 151k (450 nm), AgNP’lerin LSPR piki ile uyumlu oldugu i¢in
fotokatalitik aktiviteyi ve giimils iyonu salinimini maksimize ederek
antibakteriyel etkinligi artirmaktadir.

UV-Vis analizleri, 391-441 nm araliginda gozlenen belirgin LSPR bantlar ile
AgNP immobilizasyonunu dogrulamistir.

SEM analizleri, kaplamalarin yiizey morfolojisini ve AgNP’lerin ¢ekirdek-
kabuk yapisinin olusumunu ortaya koymustur. EDS elementel analizleri ise
yiizeydeki glimiis varligini dogrulamistir.

XRD sonuglari, 38,27° ve 44,42°°deki piklerle fcc yapiya sahip nanometrik
kristalin AgNP olusumunu dogrulamaistir.

HaCaT hiicre hattinda yapilan MTT testleri, ISO 10993-5 standardina gore
kaplamalarin sitotoksik olmadigini géstermistir.

Antibakteriyel testlerde, S. epidermidis diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek
inhibisyon gosterirken, E. faecalis yogun EPS matriksi nedeniyle en direngli
tiir olarak belirlenmistir.

Test edilen aralikta 1,5 mg/mL konsantrasyon, tiim nanokompozitlerde
maksimum antibakteriyel inhibisyon sagladigi i¢in optimum doz olarak
secilmistir.

Gelistirilen kaplamalar, antibakteriyel etkinlik, biyofilm inhibisyonu ve
biyouyumluluk 6zellikleriyle YYBU yiizeylerinde enfeksiyon kontroliinde

kullanilmaya uygundur.

1.7. Arastirmacinin Kisisel Katkisi

Literatiir taramasi, deney planlamasi, kaplama yontemi ve parametrelerinin

belirlenmesi,

numune hazirhg gibi asamalar dogrudan arastirmaci tarafindan

gerceklestirilmistir. Tezin tim yazim siireci, bulgularin sistematik olarak diizenlenmesi,
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sekil ve tablo olusturulmasi, literatiirle karsilagtirmali analizleri yapilmistir.

Analizlerin bir boliimii ¢esitli iiniversitelerin ilgili arastirma laboratuvarlarinda hizmet
karsilig1 gerceklestirilmistir. Bu analizlerin planlanmasi, orneklerin hazirlanmasi, alinan
verilerin degerlendirilmesi danisman hocam ve ¢alismaya katkida bulunan degerli hocalarim
ile koordinasyon sekilde yapilmustir.

Bu kapsamda tez ¢aligmasi, bilimsel arastirma etigine uygun sekilde arastirmacinin
0zglin katkilarini igermektedir.

Bu caligma kapsaminda, etik kurul izni alinmasi gerekliligi bulunmamaktadir.

1.8. Diger Arastirmacilarin Katkisi
Gelistirilen kaplamalarin karakterizasyonu i¢in yapilan SEM/SEM-EDS ve XRD

analizleri, Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvar: Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde hizmet alim1 yoluyla yapilmistir.

Saym Dr. Ogr. Uyesi Kiibra Erkan Tiirkmen, UV-VIS spektrometre analizi ve
antibakteriyel etkinlik testlerini Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Kamil Ozdag Fen
Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yiirlitmiistiir.

Saym Ogr. Gér. Dr. Ebru Erdal, hiicre canlilik testlerini, Ankara Yildirrm Beyazit

Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirmistir.

1.9. Calismanin Onaylanmasi
Bu calismanin kismi igerigi, 17-19 Ocak 2025 tarihlerinde Canakkale’de diizenlenen

IV. International Canakkale Scientific Studies Congress’te, “Development of A Novel
Cellulose-Based Nanocomposite Coating Applied to the Infant Incubator Canopy Surface
And Biocompatibility Analysis on Keratinocyte Cell Line (HaCaT)” baslikli tam metin,
sozIlu bildiri olarak kabul edilmistir. (https://kongreases.com/asescanakkalekongresi/) ve
konferans kitapgiginda (https://kongreases.com/wp-
content/uploads/2025/02/CANAKKALE-KITAP.pdf) yayimlanmustir.

Bu ¢alismanin kapsamli bulgulari, 6zgiin bilimsel katkilar icermesi nedeniyle, tam
metin olarak hakemli ve uluslararasi indekslerde taranan bir akademik dergide makale

formatinda yayimlanmas1 planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Sunulan tezin bu bdliimiinde, yapilan ¢aligmalara bilimsel temel olusturmak amaciyla
literatiir taramalarina yer verilmis; 2000-2025 yillar1 arasindaki giincel akademik yayinlar
ve akademik arastirmalar dogrultusunda tez konusu ile ilgili konu basliklar1 detayli bir
bi¢imde incelenmistir.

Yenidogan yogun bakim {initelerinde kullanilan kuv6z kanopileri tizerinde mikrobiyal
kolonizasyonu ve biyofilm olusumunu engellemek, enfeksiyon kontroliine yenilik¢i bir
yaklasim getirmek amaciyla goriiniir 1518a duyarh antibakteriyel kaplama metodolojisinin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, genel bilgiler boliimiinde hem klinik
hem de materyal-bilimsel arka plan sunmak amaciyla multidisipliner bir bakis ag¢iS1
olusturulmustur.

Bu kapsamda, oOncelikle yenidogan fizyolojisi ve bu doneme 06zgii solunum,
kardiyovaskiiler, termal, metabolik ve bagisiklik sistem adaptasyonlarina yer verilmistir.
Yenidoganlarin tam gelismemis bagisiklik sistemlerine sahip olmalar1 nedeniyle onlarin
hastane ortamlarinda enfeksiyonlara karsi son derece savunmasiz hale getirmekte ve bu
durum 6zellikle yogun bakim {initelerinde ciddi klinik riskler olusturmaktadir.

Ardindan, yenidogan bakiminda kullanilan yenidogan kuvézlerinin klinik 6nemi, bu
cthazlarin sagladig1 ¢evresel kontrol ve termoregiilasyon mekanizmalarina yer verilmistir.
Bununla birlikte kuvozlerin siirekli kullanimi, cihaz i¢ yiizeylerinde mikrobiyal
kontaminasyon riskini arttirip, hastane kaynakli enfeksiyon risklerini de arttirmaktadir.

Literatiir taramas1 sonucunda, yenidogan yogun bakim {iinitelerinde en sik karsilagilan
mikroorganizmalar belirlenmis; tez kapsaminda deneysel c¢alismalarda kullanilacak
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis tiirleri
ayrintili olarak incelenmistir. Ayrica, bu mikroorganizmalarin kolonizasyon mekanizmalari,
biyofilm olusturma siirecleri ve dezenfeksiyon prosediirlerine karsi gelistirdikleri direng
mekanizmalar1 kapsamli sekilde aciklanmistir.

Bu ¢alismada kaplama materyali (substrat) olarak tercih edilen ve kuvz kanopilerinde
kullanilan PMMA, cam malzemeye kiyasla daha hafif, kirilmaya daha dayanikli ve islenmesi
daha kolay oldugu i¢in secilmistir. Yiizey modifikasyonuna olanak tantyan kimyasal yapisi,
antibakteriyel kaplamalar acisindan avantaj saglamaktadir.

Antibakteriyel etkinlik saglamak icin kullanilan AgNP’ler literatiirde siklikla yer
verilen genis spektrumlu antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. AgNP’lerin goriiniir 151k altinda

fotokatalitik aktivite sergileyerek antibakteriyel etki sagladigi ve hiicre zar1 yikimina neden
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oldugu bilinmektedir. Bu sayede giin 15181 ya da ortam 15181 gibi aydinlatma kosullarinda
dahi antibakteriyel etki gostermektedir.

Calisma kapsaminda, 2000-2025 yillar1 arasinda yayimlanmis 6zgiin arastirmalar
incelenerek, goriiniir 1518a duyarli antibakteriyel kaplamalar, yenidogan yogun bakim
tinitelerinde kuvoz dezenfeksiyon prosediirleri ve yenidogan yogun bakim {initelerinde sik
rastlanan mikroorganizmalar ve enfeksiyon kontroliine yonelik potansiyel uygulamalar
aragtirtlmistir. Literatiir taramasi; PubMed, Google Scholar ve Cochrane Library veri
tabanlar1 kullanilarak yiiriitiilmiis olup son 25 yili kapsayacak sekilde sinirlandirilmistir.

Literatiir taramas1 kapsaminda, tez ¢alismasimnin konu kapsamina dogrudan uygun
olan arastirmalar segilmistir. On tarama asamasinda belirlenen yayinlarin tam metinlerine
ulagilmig, ardindan materyal ve yontemler, c¢alisma gruplari, kullanilan test ve analiz
teknikleri ile elde edilen sonuglar ve yorumlar ayrintili sekilde degerlendirilmistir.

Konuyla yeterince iligkili olmayan, icerigi bilimsel nitelik tasimayan yayn tiirleri (6rn.
bir makale hakkinda uzman goriisii, yorum), uygun olmayan metodoloji veya yeterince
bilimsel veriye ulasilmamast gibi makaleler diglanmistir. Tezin gilivenirliligini

zedeleyebilecek onyargili ve/veya tarafli degerlendirmeler hari¢ birakilmastir.

2.1. Yenidogan Donemi Fizyolojisi

Dogumdan sonraki ilk 28 giin, yenidogan dénemi olarak tanimlanir. Bu siireg, bebegin
amniyotik siv1 ile gevrili sessiz, steril ve termal olarak kararli ortamindan, dis diinyadaki
cevresel uyaricilara ve patojenlere maruz kaldigi, termal olarak kararsiz bir ortama gecisiyle
baslar. Anne karnindaki korunakli ortamdan ayrilan bebek, yeni ¢evre kosullarina uyum
saglamaya calisirken, anatomik ve fizyolojik olarak 6nemli degisimlere ugrar. Ozellikle
solunum ve kardiyovaskiiler sistemlerde belirgin fizyolojik degisiklikler gézlemlenir.
Fetilisiin gaz aligverisi, dolasimi ve atik yonetimi plasenta sayesinde gerceklesirken,
plasentanin ortadan kalkmasi, bebegin dis diinyaya adaptasyonunu zorunlu kilar [22]. Bu
adaptasyon donemi, bebek i¢in zorlu ve stresli bir donemdir [23]. Erken dogum durumunda,
bu adaptasyon siireci sekteye ugrayabilir ve beklenen fizyolojik degisiklikler tam olarak
gerceklesmeyebilir [22].

Saglikli bir yenidogan, 38-42. gebelik haftasinda dogmus, dogum agirlig1 2500-4000
gram arasinda olan, dogumdan hemen sonra aglayan ve dogum sonras1 hayata kolaylikla
uyum saglayabilen bebek olarak tanimlanir [24]. Ekstrauterin yasama tiim sistemleriyle
adapte olabilen bu bebekler, "term" ya da "miadinda dogan" olarak bilinir [25]. Gebeligin

20-36. haftalar1 arasinda, viicut agirligina bakilmaksizin "prematiire" veya "preterm" dogum
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olarak kabul edilir ve bu dogumlarin diinya gériilme siklig1 giderek artmaktadir[26]. Diinya
genelinde, her 10 bebekten biri prematiire olarak dogarken, her 40 saniyede bir prematiire
bebek hayatini kaybetmektedir [27]. Prematiire dogum, yenidogan dliimleri agisindan en
kritik faktorlerden biri olup, kiiresel capta 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak
degerlendirilmektedir. DSO’ye gore, prematiire dogumlar tiim yenidogan dliimlerin yaklasik

%35'ini olugturmakta ve uzun vadede gesitli saglik sorunlarina yol agabilmektedir [28].

2.1.1. Solunum Sistemi Adaptasyonu

Dogum sonrasi en 6nemli fizyolojik degisikliklerden biri, fetiisiin plasenta araciligiyla
saglanan gaz degisiminden bagimsiz olarak solunum yapmaya baslamasidir. Fetal
akcigerler, gebeligin erken donemlerinden itibaren gelismeye baslasa da dogumdan 6nceki
stiregte s1v1 ile doludur ve aktif gaz degisimi ger¢eklesmez. Yenidoganin solunum sistemi,
dis ortama uyum saglamak i¢in akciger sivisinin temizlenmesi, siirfaktan tiretiminin yeterli
diizeye ulagmasi ve ilk nefesle birlikte solunum mekanizmasinin ¢alismaya baslamasiyla
devreye girer [29].

Saglikli bir yenidoganda, dogum sirasinda gogiis kafesi sikisir ve akciger sivisinin bir
kismini disar1 atilir. Geride kalan sivi ise dogumdan sonraki birkag saat iginde lenfatik sistem
tarafindan emilir. Yenidoganin ilk nefesiyle birlikte oksijen alimi baglar, bu durum pulmoner
vaskiiler direnci diisiiriilerek fetal dolasimin yenidogan dolasimina dontismesini saglar [30].

Prematiire bebeklerde akciger gelisimi ve siirfaktan iiretimi yeterli seviyeye
ulagsmadigindan, solunum giicliikleri sik gortiliir. Akcigerlerin tam agilmasini saglamak igin
eksojen siirfaktan tedavisi uygulanabilir. Ayrica, solunum kaslarinin zayifligi ve solunum
kontrol mekanizmalarinin tam gelismemis olmasi nedeniyle prematiire bebekler solunum
yetersizligine ve apne ataklarina daha yatkindirlar. Bu nedenle, mekanik ventilasyon veya

solunum destegi gerekebilir [30].

2.1.2. Kardiyovaskiiler Sistemi Adaptasyonu

Embriyonal donemin ii¢lincii haftasinin sonunda kalbin kasilmaya baslamasiyla
birlikte dolagim sistemi islev kazanmaya baglar. Fetal hemoglobinin yiiksek oksijen tagima
kapasitesi ve acik olan anatomik santlar sayesinde, fetiis gaz degisimi i¢in akcigerler yerine
plesentay1 kullanir [31]. Bu fizyolojik yap1, akciger sivisinin dogum Oncesinde uygun bir
sekilde temizlenmesine, yiizey aktif maddelerin salgilanmasina ve dogum sonrasi diizenli
solunumun baglamasina olanak tanir [32]. Dogumla birlikte gébek kordonunun klemplenip

kesilmesiyle fetiis ile plasenta arasindaki kan dolagimi sona erer. Bu durum, umblikal arterler
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ve venlerin kisa siirede fonksiyonel kapanmasina ve zamanla bag dokusuna doniismesine
yol agar [33]. Ayrica, umbilikal venden karacigeri bypass ederek inferior vena cava’ya kan
tastyan duktus venozus, dogum sonrasi ilk saatlerde fonksiyonel olarak kapanir [34]. Fetal
dolasimda sag atriyumdan sol atriyuma kan ge¢isini saglayan foramen ovale ise dogumla
birlikte sol atriyum basincinin artmasiyla kapanir; bu siire¢ genellikle dogumdan sonraki ilk
saatlerde fonksiyonel, birkag ay iginde ise kalic1 anatomik kapanma seklindedir. 11k nefesle
birlikte alveoller hava ile dolar, pulmoner vaskiiler direng azalir ve pulmoner kan akimi artar;
Boylece sag ventrikiilden akcigerlere etkin kan pompalanmasi gergeklesir [33]. Plasental
dolasimin kesilmesiyle birlikte sistemik vaskiiler diren¢ artar ve sol ventrikiil sistemik

dolagimi destekleyecek sekilde uyum saglar [35].

2.1.3. Termoregiilasyon Mekanizmalari

Yenidoganlarda termoregiilasyon, yasamin ilk saatlerinden itibaren viicut 1sisinin
korunmasi agisindan kritik fizyolojik bir siiretir. Ozellikle prematiire bebekler, dogum
sonrast g¢evresel sicaklik degisimlerine karsi oldukca hassastir ve viicut isilarin1 hizla
kaybederler [36]. Rahim i¢i yasam siiresince bebegin viicut 1s1s1, plasenta ve uterus yoluyla
anneden saglanan 1siyla korunur. Bu mekanizma sayesinde fetiisiin viicut sicakligi,
anneninkinden yaklasik 0,3-0,5 °C daha yiiksek seviyede kalir. Fakat dogum aniyla birlikte
bebek, sicak ve stabil rahim ortamindan ayrilarak daha serin bir ¢evreyle karsilasir. Bu ani
gecis, Ozellikle deri yiizeyindeki sivilarin buharlasmasiyla 6nemli bir diizeyde 1s1 kaybina
neden olur ve yenidoganin viicut sicakliginda hizli bir diisiis yasanir [37], [38]. Bu ani
sicaklik farki, bebegin viicudundan cesitli yollarla 1s1 kaybina yol agar. Is1 kayb1; dogrudan
daha soguk yiizeylerle temas (iletim), hava akimiyla ¢evreye 1s1 gecisi (konveksiyon), temas
olmadan daha soguk nesnelere dogru 1s1 yayilimi (radyasyon) ve bebegin cildindeki
1slakligin buharlagmasi (evaporasyon) gibi mekanizmalarla gerceklesir [39].

Bu durumlarin baslica nedenleri viicut ylizey alaninin kiitleye oranla yiiksek olmasi,
kahverengi yag dokusunun yetersizligi, terleme mekanizmasinin olgunlasmamis olmast,
titreme yoluyla 1s1 iiretiminin sinirli olmast ve yasamin ilk gilinlerinde cilt damar
sistemlerinin otomatik termoregiilatuvar kontroliiniin tam gelismemis olmasi yer alir [40].
Yenidoganin dis diinyaya uyum saglayabilmesi icin, bu 1s1 kaybi nedenleri en aza
indirilmelidir [41]. Yenidoganlarda viicut 1sisin1 normal seviyede tutmak, disardan bir 1s1
destegi saglanmadikga oldukg¢a zordur [42]. Ciinkii 1s1 kaybi, viicudun 1s1 iiretim kapasitesini
hizlica asarak hipotermi gelisimine neden olur. Bu nedenle, yenidoganlarda hipoterminin

Onlenmesi i¢in uygulanan tedbirler hem 1s1 kaybinin minimize edilmesine hem de
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gerektiginde dis kaynaklardan ek 1s1 saglanmasina odaklanir [36].

2.1.4. Metabolik Adaptasyonlar

Dogum sonrasi yenidoganin enerji metabolizmasi, siirekli olarak plesentadan glikoz
alimindan, daha degisken yag bazl bir enerji kullanim modeline gecis yapmay1 gerektirir.
Miladinda dogan bebekler, bu gecisi karmasik ve uyumlu metabolik ile hormonal
diizenlemeler sayesinde basariyla gergeklestirirler. Ancak prematiire veya intrauterin
biiyiime geriligi olan bebeklerde bu adaptasyon mekanizmalart farklilik gosterir ve bu
gruplarda keton iiretimini dengeleyen karsi diizenleyici siireglerde bozulmalar goriilebilir.
Ayrica yenidoganda insiilin salgisi ile kan glikoz diizeyleri arasindaki iliski miladinda dogan
bebeklere kiyasla az belirgindir. Bu metabolik uyum siiregleri ayn1 zamanda yenidoganin

beslenme sekline gore degiskenlik gosterebilir [43].

2.1.5. Bagisiklik Sistemi ve Enfeksiyona Kars1 Savunma

Enfeksiyona karst dogustan gelen savunmanin ilk hatti, patojenlerin girisini
engelleyen veya geciktiren fiziksel bariyerdir [44]. Prematiire yenidoganlar, cilt
bariyerlerinin tam olarak gelismemis olmasi nedeniyle yiiksek trans epidermal su kaybina
yatkindir. Bu yenidoganlarda verniks kazeoza genellikle bulunmaz, ¢ilinkii bu koruyucu
tabaka esas olarak {giincii trimesterde iiretilmeye baglanir. Dogumdan sonra cilt bariyer
fonksiyonunun tam olarak kazanilmasi belirli bir zaman gerektirir ve bu siire¢ dogum haftasi
ne kadar erken olursa o kadar uzun siirer. Prematiire bebeklerde stratum korneum daha ince
olup, involukrin, albiimin ve proinflamatuar sitokinlerin daha yiiksek oranlarda bulunmasi
nedeniyle cilt bariyer fonksiyonu daha zayiftir [44]. Ciltleri elastik liflerden yoksundur ve
jelatinGz bir yapiya sahiptir. Bu durum, trans epidermal su kaybinin artmasina neden olarak
stvi dengesinin korunmasini zorlastirir. Ayrica, yiiksek yiizey alani/kiitle orani nedeniyle
asir1 su kaybi viicut 1s1sinin diizenlenmesini gliglestirir ve hipotermi riskini artirir. Epidermal
bariyerin yetersiz gelisimi, prematiire bebekleri sistemik enfeksiyonlara ve cilt hasarina daha
yatkin hale getirirken, ayni zamanda cevresel patojenlerin ve istenmeyen maddelerin

perkiitan emilimini kolaylastirir [45].

2.2. Yenidogan Bakim

Her y1l diinyaya gelen yaklagik 130 milyon bebegin 3,7 milyonu yenidogan doneminde
hayatin1 kaybederken, 3,3 milyon bebek 6lii dogmaktadir [46]. Ayrica her yil 500 bin anne,
gebelikle iliskili komplikasyonlar nedeniyle yasamini yitirmektedir. Yenidogan élimlerinin
ticte biri dogumdan sonraki ilk hafta igerisinde gerceklesirken, en yiiksek 61iim riski yasamin
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ilk giinii ortaya ¢ikmaktadir [47]. Prematiire dogum ve buna bagli morbidite diinya genelinde
bes yas alt1 ¢ocuk Oliimlerinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Konjenital anomali ve
yenidogan bebegin viicut 1sisin1 diizenleyememesi, prematiire bebek dliimlerinin yani sira
kalic1 sakatliklarin da onde gelen nedenlerindendir. Her yil 2,7 milyon bebek hayatini
kaybederken, bu oOlimlerin %47’si yenidogan doneminde gergeklesmektedir [48].
Bebeklerin yaklasik 9%0,5°1, 20 ila 25. gebelik haftalar1 arasinda dogmakta ve bu grup, en
yiiksek Oliim oranma sahip yenidoganlari temsil etmektedir [49]. 22. haftada dogan
bebeklerin hayatta kalma sans1 %6 iken, bu oran 23. haftada %26’ya, 24. haftada %55’¢ ve
25. haftada %72’ye yiikselmektedir [50].

Gelir seviyesine gore prematiire bebeklerin hayatta kalma oranlar1 da énemli dlgiide
degismektedir. Diisiik gelirli iilkelerde, 32 hafta veya daha erken dogan bebeklerin yarisi,
sicaklik diizenlemesi, emzirme destegi, enfeksiyon yonetimi ve solunum destegi gibi temel
bakimlardan yoksun kaldig: i¢in hayatin1 kaybetmektedir. Yiiksek gelirli iilkelerde ise bu
bebeklerin biiylik ¢gogunlugu hayatta kalirken, orta gelirli iilkelerde teknolojinin yetersiz
kullanim1 nedeniyle yenidogan donemini atlatan erken dogan bebeklerde engellilik orani
artmaktadir [48]. Yasamin en savunmasiz donemlerinden biri olan yenidogan doneminde,
dogum ve yenidogan bakiminda kaliteli saglik hizmetlerinin 6nemi bu nedenle giderek daha
fazla vurgulanmaktadir.

Cogu yenidogan ve anne olimii, gebelik silirecinde uygun dogum Oncesi bakim,
dogum sirasinda deneyimli saglik personeli tarafindan giivenli bir dogum, dogum sonrasi
etkin bakim ve yenidogan acil miidahaleleri ile 6nlenebilir. Bu 6liimlerin 6nlenmesinde
temel yenidogan bakiminin tesviki, disiik dogum agirlikli bebekler i¢in kanguru anne
bakiminin uygulanmasi (ten tene temas ile 1s1 saglama), termoregiilasyonun saglanmasi,
erken ve sadece anne siitii ile beslenmenin desteklenmesi, yeterli beslenme ve demir ile folik
asit takviyelerinin saglanmasi biiyilk Onem tasir. Ayrica, ulusal rehberlere uygun
bagisiklama programlarinin uygulanmasi, dogumda nefes almayan bebekler i¢in yenidogan
canlandirma miidahalelerinin yapilmasi ve gébek kordonu enfeksiyonlarini 6nlemek icin

klorheksidin ile temizlik gibi 6nlemler kritik rol oynamaktadir [51], [52].

2.2.1. Yenidogan Kuvéz Ihtiyac

Anne rahmi, fetlisiin saglikli gelisimi i¢in gerekli olan cevresel sartlari, besin
maddelerini ve diger ihtiyaclar1 karsilayan karmasik bir yapidir. Prematiire veya saglik
sorunlar1 olan yenidoganlarin biliyiime ve gelisimi ise biiylik 6lciide, bakim ortamindaki

teknolojilerin ve saglik personelinin anne rahminin biyolojik islevlerini ne kadar basaril

13



taklit edebildigine baghidir. Bu nedenle, yenidogana saglanan bakim kalitesi; teknolojik
donanim ve insan faktorlerinin bir arada ¢alistigi kapsamli bir “kuvoz sistemi” ile sekillenir.

Prematiire ve yenidogan bebekler, saglik sorunlari nedeniyle zaman zaman daha fazla
0zen ve 6zel bakima ihtiya¢ duyabilir. Dogum sirasinda asfiksi, yenidoganlarin viicut 1s1sini1
diizenleyememesi, dogustan gelen anomaliler, diisiik dogum agirlig1 ve prematiire dogum,
yenidogan 6liimlerinin yani sira kalict sakatliklarin da baslica kiiresel nedenleri arasinda yer
almaktadir [53].

Yenidogan bakiminda en temel uygulamalardan biri, termoregiilasyonu destekleyen,
bebek yatagi gorevi goren kuvozlerin kullanilmasidir. Kuvozler, erken dogan veya tibbi
olarak risk tagityan bebeklerin tedavisinde kritik bir rol oynar. Bu kapali cihazlar, bebegin
cevresindeki sicaklik, nem ve oksijen seviyelerini stabil tutarak kontrollii bir ortam saglar.
Boylece, ani 1s1 dalgalanmalarindan ve sivi kaybindan korunmalarina yardimer olur;
ozellikle prematiirelerde sik¢a goriilen hipotermi ve solunum problemlerinin 6nlenmesine
katki saglar. Ayrica kuvozler, enfeksiyon riskini azaltarak yenidoganlari dis etkenlerden

izole eder ve biiylime ile iyilesme siireglerini destekler [54].

2.3. Yenidoganlarda Hastane Kaynakh Enfeksiyonlar ve Bulas Mekanizmalari

Yenidogan hastane enfeksiyonlari, dogum Oncesi, dogum sirasi veya dogum
sonrasinda c¢esitli mikrobiyal etkenlerle temas sonucu gelisebilir. Dogum kanalindan gecis
sirasinda fetiis, annenin vajinal ve servikal florasinda bulunan mikroorganizmalarla
karsilagabilir. Ayrica dogumdan sonra uygulanan invaziv islemler ve hastane ortamindaki
cevresel kontaminasyon da enfeksiyon gelisiminde rol oynar [55].

Yasamin ilk 5 giinii iginde ortaya ¢ikan yenidogan enfeksiyonlar1 genellikler rahim
igerisinde ya da dogum sirasindaki bulaslara bagli olup, cogunlukla sepsis seklinde kendini
gosterir. Buna karsilik, dogumdan sonraki 7.giinden itibaren gelisen enfeksiyonlar siklikla
dogum sonrast donemde kazanilir ve klinik olarak menenjit gibi daha lokalize
enfeksiyonlarla seyredilebilir [55], [56], [57]. Bu enfeksiyonlar uzun vadede hem
morbiditeyi hem de mortaliteyi artirmakta; yenidogan dliimlerinin %33’iinden ve 5 yas alt1
¢ocuklarda dliimlerinin %50’sinden sorumlu olmaktadir [58].

Yenidoganlarda hastane enfeksiyonlarinin gelisiminde etkili olabilecek cesitli risk
faktorleri bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda hastanede yatis stiresinin uzamast, yenidogan
yogun bakim {initelerindeki hasta yogunlugu, hemsire bagina diisen hasta sayisinin fazlalhigi,
invaziv girisimlerin uygulanmasi, uygun olmayan enfeksiyon kontrol teknikleri,

antimikrobiyal ilaclarin yaygin kullanilmasi ve kullanilan kuvozlerin etkin ve diizenli
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sekilde dezenfekte edilmemesi de yer almaktadir [55], [56], [57], [59]. Ozellikle kuvédzlerin
uygun dezenfeksiyon kosullarina uyulmadan ya da yetersiz siklikta temizlenerek
kullanilmasi, enfeksiyon zincirinin devam etmesine neden olabilmektedir. Hastane
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi hasta giivenligi agisindan hayati bir 6neme sahip olup, siirecin
etkin yonetimi i¢in farkli disiplinlerin is birligini gerektirir.

Yenidoganlarda enfeksiyon riski dogum agirliginin azalmasiyla birlikte biiytik 6l¢iide
artar. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin ¢ogu Gram pozitif bakterilerden kaynaklanmakta
olup bu oran %55,4 ila 75 arasinda bildirilmektedir. CoNS, 6zellikle ¢ok diisiik dogum
agirlikli bebeklerde en sik izole edilen etkenler arasinda yer alir. Ayrica S. aureus,
Enterococcus tiirleri ve Grup B Streptokoklar (GBS) da 6nemli patojenler arasindadir. Gram
negatif bakteriler (6rnegin Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter ve
Serratia tiirleri) enfeksiyonlarin %18 ila %31,2’sinden sorumludur. Ayrica, fungal
enfeksiyonlar da 6nemli bir sorun olusturmaktadir; 6zellikle prematiire ve bagisiklik sistemi
tam gelismemis bebeklerde firsat¢1 bir patojen olan Candida albicans yaygin olarak
goriilmekte ve enfeksiyonlarin %9 ila %12,8’ini olusturmaktadir [60]. Coxsackie viriisleri,
Adenoviriis, Respiratuvar Sinsityal Viriis (RSV) ve Rotaviriisler gibi viral ajanlarin,
ozellikle salginlara yol agma potansiyelleri vardir. Ancak bu etkenlerin hastaneye yatirilan
yenidoganlar arasindaki gergek yayginligi ¢ogu zaman yeterli diizeyde belirlenememektedir
[55].

Bu literatiir taramasina dayanarak, son 25 yil igerisinde gerceklestirilen ¢aligmalar ve
raporlar, S. aureus (ATCC 29213), S. epidermis (ATCC 12228) ve E. faecalis (ATCC
29212) tiirlerinin hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda en yiiksek risk grubunda yer
aldigim1 gostermistir. Bu nedenlerle, s6z konusu bakteriler c¢alisma kapsamina dahil

edilmistir.

2.4. Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde Mikrobiyal Kontaminasyon

Yapilan literatiir arastirmalari, yenidogan yogun bakim iinitelerindeki mikrobiyal
kontaminasyonun olas1 kaynaklarini ve rezervuarlarii detayli sekilde ele almis; bu
kontaminasyonlariin basta tibbi cihaz yiizeyleri olmak iizere, saglik ¢alisanlarinin elleri,
ortam havasi ve yetersiz dezenfekte edilen ekipmanlar aracilifiyla yayildigini1 gostermistir.
Diger yandan bazi arastirmalar, bu mikroorganizmalarin yenidogan yogun bakim iinitesi
ortamin1 ve hareketsiz yiizeyleri, belirli patojenler agisindan kalici rezervuarlar olarak

kullanabildigini ortaya koymustur.

15



Kramer et al. 2006 yilinda gergeklestirdigi sistematik derlemesine gore, bazi bakteri
tirleri (MRSA, VRE, E. coli vb.) Kuru yiizeylerde aylarca, solunum yolu viriisleri ise
genellikle birka¢ giin canli kalabilmektedir. Mikroorganizmalarin yiizeylerdeki yasam

siiresi; ortam sicakligi, nem diizeyi ve ylizeyin yapisi gibi ¢evresel faktorlere bagli olarak

degisiklik gostermektedir [61].

Tablo 2.1 Mikroorganizmalarin hayatta kalma siireleri

Giin cinsinden tespit edilen yasam

Mikroorganizmalar

siiresi arahg

Staphylococcus aureus

<1 dk - 318 giine kadar

Clostridioides difficile

0,13 saat—140 giin

Koagiilaz-negatif Sitafilokokus (CoNS)

<1 dk -28 giine kadar

Gram _
o Micrococcus luterus 120 giin
pozitif i i
Streptococcus mutans 7,8 dakika —12 dakika
Bacillus spp. 1giin —28 giin
Enterococcus spp. 0,02— 287giin
Acinetobacter spp. 0,04—90 giin
Burkholderia cepacia 0,13 — 8giin
Sitrobacter freundii 0,06 -0,11
Escherichia coli <1 dk- 56 giine kadar
Klebsiella pneumoniae 0,57 — 600 giin
Gram S
) Proteus mirabilis 0,16 - 0,16
negatif
Pseudomonas spp. 0,08 — 7 giin
Salmonellaspp. 0,29 — 5 giin
Serratiaspp. 0,29 — 20 giin
Stenotrophomonasmaltophilia 0,29 — 1 giin
Haemophilusinfluenzae 1 giin
Candidaauris 14 giin
Mantarlar ;
Candidaspp. 0,13 — 28 giin
Animalvirus 0,5-7 giin
Coronavirus 0,04 — 20 giin
Viriisler Cytomegalovirus <1dk 0,01 giine kadar
Humanvirus <1 dk 12 giine kadar
SARS-CoV 1-2 giin

Ayrica bu calismada, patojenlerin temas ettigi ylizeylerin oOzelliklerine
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siniflandirildigr goriilmektedir (Bkz. Tablo 2.2). Gézeneksiz ylizeyler; mikroorganizmalarin
ve sivilarin gegigine izin vermeyen, diiz ve gegirimsiz materyaller olup, cam, plastik,
seramik, metal, vinil, paslanmaz ¢elik, bakir, formika ve emaye gibi malzemeleri igerir.
Gozenekli ylizeyler ise lifli ve emici yapida olup, sivi veya havayi gecirebilen 6zellik tagir.
Bu tiir yilizeylere kagit, kumas, pamuk, keten, ahsap, silinger, polyester ve yiin 6rnek

verilebilir [61].

Tablo 2.2 Kuru yiizeylerde mikroorganizmalarin hayatta kalma oranlari

Temas ) Giin cinsinden tespit edilen yasam
edilen yiizey Ilgili mikroorganizmalar siiresi arali
Acinetobacter spp. 0,29-60 giin
Clostridioides difficile 0,12-140 giin
Escherichia coli 0,25-11 giin
Gozeneksiz Klebsiella pneumoniae 2-2 giin
Pseudomonas spp. 0,21-7 giin
S. aureus 0,04-60 giin
Acinetobacter spp. 1,5-90 giin
C.difficile 0,25-3 giin
Gozenekli E. coli 0,29-25 giin
K.pneumoniae 4-600 giin
Pseudomonas spp. 0,08-7 giin
S.aureus 1-168 giin

2.5. Yenidogan Yogun Bakim Kuvézlerinde Mikrobiyal Kontaminasyon Riski

Yenidoganlar, heniiz tam gelismemis bagisiklik sistemleri nedeniyle hastane
ortaminda enfeksiyonlara karsi olduk¢a savunmasizdir. Ozellikle belirli risk faktorlerine
sahip bebeklerde (6rnegin ¢ok diisiikk dogum agirligi, prematiirelik, annenin kortikosteroid
almasi, mekanik ventilasyon vb.) yasamin iigiincii giiniinden itibaren goriilebilecek gec
baslangigli sepsis gibi enfeksiyonlara yakalanma olasiligi olduk¢a yiiksektir [62]. Bu
nedenle, yenidogan yogun bakim kuvozlerinde bebeklerin enfeksiyon risklerinden
korunabilmesi i¢in etkin ve diizenli bir dezenfeksiyon siireci yiiriitiilmesi 6nemlidir.

Fattorini et al. [63] (2018) gergeklestirdigi kesitsel caligmada, yenidogan yogun bakim
tinitesinde kullanilan ii¢ farkli modele ait 20 kuvozde, literatiirde bildirilen kontaminasyon
riski yiliksek bolgeler dikkate alinarak yenidogan yogun bakim tinitesinde kullanilan ii¢ farkl
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modele ait toplam 20 kuvoz test edilmistir. Hastane dezenfeksiyon protokoliine uygun
olarak, her kuvozde dezenfeksiyon Oncesi ve sonrasi olmak iizere 13 eslesen drnekleme
noktast degerlendirilmistir. Bu 6rnekleme alanlar1 arasinda kanopi pencereleri ve kilitleri,
silte ylizeyleri, kontrol paneli, sensérler ve erisim pencereleri yer almistir. Dezenfeksiyon
oncesinde ve dezenfeksiyon sonrasinda CFU (colony forming unit) degerleri
karsilagtirilarak, uygulanan dezenfeksiyon protokoliiniin mikrobiyal yiik {izerindeki etkinligi
degerlendirilmistir. Dezenfeksiyon islemi sonrasinda 313 6rnekleme noktasinda ortalama
209 CFU ve %93,5 oraninda bir azalma gozlenmis, en yiiksek azalma ise 5730 CFU olarak
kaydedilmistir. Dezenfeksiyon Oncesi yapilan 756 siiriintii analizinde %7,4 oraninda maya,
%2,8 oraninda kiif ve 9%12,6 oraninda c¢esitli bakteriler tespit edilmistir. Ayrica,
kontaminasyonun kuvozlerin i¢ yiizeylerinde dis yiizeylere gore daha yaygin oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgular, 6zellikle Gram pozitif bakterilerin neden oldugu Geg Baglangigh
Sepsis (LOS) agisindan dezenfeksiyonun 6nemini vurgulamaktadir [63] .

Chavignon et al. [64] (2021) ¢alismasinda, tigilincii seviye bir yenidogan yogun bakim
tinitesinde kullanilan kuvdz dezenfeksiyon uygulamalarinin etkinligi ve olasi zayif noktalari
cevresel Ornekler iizerinden incelenmistir. Bu kapsamda; kuvdzlerde barindirilan
yenidoganlarda ge¢ baslangigli sepsis (LOS) gelisimi izlenmis, dezenfeksiyon Oncesi ve
sonrast mikrobiyal kontaminasyonun dagilimi degerlendirilmis, saglik calisanlarinin
ellerindeki potansiyel mikrobiyal tasiyicilik durumu arastirilmis ve yenidogan yogun bakim
tinitelerindeki diger ¢cevresel patojen kaynaklari tespit edilmeye ¢alisilmistir. Fransa'daki bir
ticiincii basamak YYBU'de, 20 kuvoz ii¢c farkli zamanda incelenmistir: Dezenfeksiyon
oncesi, dezenfeksiyon sonrasi ve yeni bir yenidoganin yerlestirilmesinden 24 saat sonra, her
kuvoziin ¢esitli yiizeylerinden aliman Ornekler bakteriyel kontaminasyon agisindan
degerlendirilmistir. Ayrica, kuvdzlerde barindirilan yenidoganlarin klinik verileri tibbi
kayitlardan elde edilmistir. Tiim kuvdzlerde, ti¢ farkli zamanda bakteriyel kontaminasyon
tespit edilmistir. Yatak ve tarti ylizeyleri, kontaminasyonun en sik goriildiigii alanlar
olmustur. CoNS, Enterococcus ve Bacillus tiirleri dezenfeksiyona direng gostermistir; ancak
enterobakteriler ve S. aureus ortadan kaldirilmistir. 24 saat sonra, bakteriyel kolonizasyon
diizeyi dezenfeksiyon Oncesi seviyelere benzer hale gelmistir. Kuvdzlerden izole edilen
bakteriler, saglik ¢alisanlarinin ellerinde de bulunmustur. Calisma siiresince, iki prematiire
yenidoganda gec¢ baslangicl sepsis (LOS) gelistigi ve bu olgularin, daha 6nce bulunduklari
kuvozlerden izole edilen bakteriyel tiirlerle iliskili oldugu belirlenmistir. Bu durum, kuvéz
kaynakli mikrobiyal kontaminasyonun klinik enfeksiyonlara yol acabilecegini

gostermektedir. Standart dezenfeksiyon prosediirleri, kuvozlerdeki patojenik bakterileri
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tamamen ortadan kaldiramamakta ve bu durum, prematiire yenidoganlar i¢in enfeksiyon
riski olusturmaktadir [64]. Bu nedenle hem dezenfeksiyon siireglerinin hem de kuvoz
tasarimlarinin gozden gecirilmesi ve iyilestirilmesi gerekmektedir.

Bu bulgular1 destekleyen bir diger ¢alisma, Reboux et al. [65] (2023) yenidogan yogun
bakim tinitesinde kuvoz dezenfeksiyonunda yeni uygulamaya konulan buhar pulverizasyon
protokoliiniin etkinliginin degerlendirdigi bir ¢alismadir ve bu yontem, hastanelerde rutin
olarak kullanilan standart kimyasal dezenfeksiyon protokoliiyle karsilastirilmistir.
Calismanin ikincil amaci dezenfeksiyon sirasinda kuvdézlerde erken donemde yeniden
kontaminasyonu tanimlamaktir. Ayrica, her kuvozde takip edilen hastalarda gec baslangigh
sepsis (LOS) gelisimi izlenmistir. Arastirma, Fransa'nin Lyon kentindeki Hopital Femme-
Meére-Enfant'ta gergeklestirilmis ve toplam 20 kuvoz dezenfekte edilmistir. Her kuvoziin bes
farkli bolgesi (conta, sol kap1 kolu, sicaklik ayar diigmesi, yatak ve tart1) dezenfeksiyon
oncesi, buharla dezenfeksiyon sonrasi ve yeni bir yenidoganin yerlestirilmesinden 24 saat
sonra olmak tizere ti¢ farkli zamanda kiiltiir yontemiyle 6rneklenmistir. Ayrica, her kuvézde
barindirilan yenidoganlarin gec¢ baslangicli sepsis (LOS) gelisimi retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Dezenfeksiyon oOncesinde alinan Orneklerin  %87'si  bakteriyel
kontaminasyon gostermistir. Buhar pulverizasyonu sonrasinda bu oran %61'e diigmiistiir.
Ancak, 24 saat sonra kontaminasyon orani tekrar %85'e yiikselmistir. Yatak ve tarti
ylizeyleri, dezenfeksiyon sonrasinda sirastyla %90 ve %80 oraninda en sik kontamine olan
bolgeler olmustur. Dezenfeksiyona ragmen CoONS, Enterococcus, Enterobacteriaceae ve
Bacillus tiirleri tespit edilmistir. Ug prematiire bebek, dezenfekte edilmis kuvodzlerde
barindirildiktan sonra LOS gelistirmistir; bu vakalarin ikisinde, enfeksiyona neden olan
bakteriler 24 saat sonra yatak ylizeyinde izole edilmistir. Buhar pulverizasyon yontemi,
kuvozlerdeki bakteriyel kontaminasyonu azaltmakla birlikte, tamamen ortadan kaldirmakta
yetersiz kalmaktadir. Ozellikle yatak gibi hasta ile dogrudan temas eden yiizeylerde
kontaminasyonun devam etmesi, mevcut dezenfeksiyon protokollerinin etkinligini
sorgulatmaktadir [65]. Bu nedenle, daha etkili dezenfeksiyon yontemlerinin gelistirilmesi ve
kuvdz tasarimlariin gézden gegirilmesi gerekmektedir.

Dezenfeksiyonun dogrudan prematiire bebek sagligi tizerindeki etkisini ele alan Hitaka
et al. [18] (2023), etanol alkol bazli dezenfektanlarin kullanimi sonucu prematiire bebeklerin
alkol buharina maruz kalma diizeylerini ve bunun potansiyel etkilerini degerlendirmeyi
amaclamislardir. Arastirma, Japonya’daki bir hastanede gerceklestirilmis olup, 28 haftadan
kiigiik gestasyon yasina sahip 28 prematiire bebek c¢aligma kapsaminda incelenmistir.

Calismada, bebeklerin kanlarindaki alkol diizeyleri ve kuvoz igerisindeki buharlagmis alkol
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konsantrasyonlar1 Olgiilmiustiir. Ayrica, alkol maruziyetini azaltmak amaciyla alinan
Onlemlerin etkisi degerlendirilmistir. Kuvoz igerisindeki alkol buhari konsantrasyonlari,
dezenfeksiyon sonrasi belirgin sekilde artmis ve bebeklerin kanlarindaki alkol diizeylerinde
yukselmelere neden olmustur. Prematiire bebeklerin cilt bariyerlerinin yeterince
olgunlagsmamis olmasi, alkoliin deriden gecisini kolaylastirarak sistemik emilim agisindan
kritik bir rol oynamaktadir. Calismada, alkol buharina maruziyeti azaltmak icin kuvozlerin
temizlendikten sonra havalandirilmasi, temizlik sonrasi1 bekleme siiresi birakilmasi ve alkol
bazli iirlin kullanim sikliginin azaltilmasi gibi 6nlemler alinmistir. Aliman 6nlemler
sonucunda, hem kuvoz igerisinde alkol buhar1 diizeyleri hem de bebeklerin kan alkol
konsantrasyonlar1 anlamli bir sekilde azalmigtir. Yenidogan yogun bakim iinitesinde alkol
bazli dezenfektanlarin kontrolsiiz kullanimi, prematiire bebeklerde sistemik alkol
maruziyetine yol acabilmektedir [18]. Bu durum bebek saglig1 acisindan potansiyel riskler
olusturdugundan, dezenfeksiyon uygulamalar1 dikkatle planlanmali ve maruziyeti azaltmaya
yonelik stratejiler 6nceliklendirilmesi gerekmektedir.

Son olarak Lange et al. [66] (2021) ¢alismasinda kuvoz yiizeyleri ile yenidoganlarin
rektal ve bogaz stiriintiilerindeki bakteriyel profiller karsilastirilmis, kuvozlerin dogrudan
hasta cevresi olarak yenidoganlarda bakteriyel kolonizasyona neden olabilecegi ortaya
konmustur. Bu bu yenidogan kuvdzlerinin dogrudan hasta ¢evresi olarak, yenidoganlarin
bakteriyel kolonizasyonu tizerindeki etkisini degerlendirilmesi amaclanmistir. Arastirmada
kuvoz yiizeylerinden ve yenidoganlarin rektal ve bogaz siirlintiileri alinmis, bu alinan
ornekler kullanilarak bakteriyel kolonizasyon iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Aragtirmada kuvoz yilizeylerinden ve yenidoganlardan alinan Ornekler kullanilarak
bakteriyel kolonizasyon diizeyleri incelenmistir. Calismaya dahil edilen 62 kuvoziin ig
yiizeylerinde hastane kokenli bakterilerin yogun bir sekilde kolonize oldugu tespit edilmistir.
22 kuvozde yalnizca CoNS ve Bacillus spp. tiirleri tespit edilmistir. Geriye kalan 40 kuvozde
ise orneklenen bes bdlgenin en az birinde E.s faecalis, S. aureus, E. coli veya bu tiirlerin
kominasyonlar1 izole edilmistir. Baz1 kuvozlerde yalmizca tek bir tiir saptanirken; bazi
kuvozlerde ¢oklu mikroorganizma varligi, 6rnegin E.faecalis ile Klebsiella oxytoca veya
Enterobacter cloacae birlikte gdzlemlenmistir. Ozellikle bir kuvdzde, S. aureus, E. coli ve
E. faecalis’in ayn1 anda bulunmasi, kuvozlerin mikrobiyal kontaminasyon agisindan ciddi
bir risk tasidigini ortaya koymustur. Prematiire bebeklerin cilt florasinda da benzer
mikroorganizmalar gozlemlenmistir. Bu benzerlik kuvozlerin hastane enfeksiyonlar
acsindan bir potansiyel rezervuar islevi gorebilecegini gostermektedir [66]. Yiizey

dezenfeksiyon islemlerinin etkisizligi veya yetersizligi, mikrobiyal bulasin devamliligini
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arttirmaktadir.

Tiim bu ¢aligmalar 15181 sonucunda, mevcut dezenfeksiyon uygulamalarinin yeterliligi
tartismali hale gelmektedir. Ozellikle kuvézlerin i¢ yiizeylerinde 24 saat gibi kisa siirelerde
bile mikrobiyal kontaminasyonun yeniden gerceklestigi goriilmektedir. Bu nedenle, hem
daha etkili ve kalic1 dezenfeksiyon yontemlerinin gelistirilmesi hem de kuv6z tasarimlarinin

enfeksiyon kontrolii agisindan yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.6. Yenidogan Yogun Bakim Kuvézlerde En Sik Rastlanan Mikroorganizmalar

Kuvézlerde uygulanan standart dezenfeksiyon protokollerine ragmen yiizeylerdeki
mikrobiyal kontaminasyonun tamamen ortadan kaldirilmadigi goézlemlenmektedir. Bu
durum, o6zellikle yenidogan yogun bakim initeleri gibi immiin sistemi zayif bireylerin
bulundugu kritik alanlarda, rezidiiel bakteriyel varligin potansiyel bir enfeksiyon kaynagi
olabilecegini ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
bolimiinden sorumlu olan ve klinik olarak yiiksek 6neme sahip Gram pozitif bakterilerden
S. aureus (ATCC 29213), S.epidermis (ATCC 12228) ve E. faecalis (ATCC 29212) suslari
calismaya dahil edilmistir. S6z konusu mikroorganizmalar; literatiirde cihazla iliskili
enfeksiyonlarin baslica etkenleri arasinda yer almakta, yenidogan yogun bakim tinitelerinde
yaygin olarak gézlemlenmekte ve uzun siire yiizeylerde canli kalabilme yetenekleriyle 6ne
cikmaktadirlar. Ayrica, bu bakterilerin biyofilm olusturma kapasiteleri ve antibiyotiklere
kars1  gelistirdikleri ~ diren¢  mekanizmalar1  enfeksiyon  kontrol  ydnetimini
karmasiklastirmakta ve tedavi siirecini zorlastirmaktadir.

Bu nedenler dikkate alinarak, tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizmalar, kuvoz
kanopisinin dezenfeksiyon etkinliginin degerlendirilmesi i¢in temsil edici ve bilimsel agidan

anlamli bir mikroorganizma grubu olarak se¢ilmistir.

2.6.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus hem toplum kaynakli hem de hastane enfeksiyonlarda siklikla
goriilen, cesitli klinik hastaliklara neden olan bakteriyel insan patojenidir. Gram pozitif
ozellik gosteren ve Staphylococcus ailesine ait olan bu bakteri, mikroskop altinda {iziim
salkimina benzer kiimeler halinde goriilen kokus (yuvarlak) sekilli bir mikroorganizmadir.
Metisiline direngli suslart (MRSA) gibi antibiyotik direnci gelismis tiirleri, tedavi siirecini
zorlastirmaktadir [67]. Giintimiizde antibiyotik direncin giderek artmasiyla birlikte, MRSA

diinya genelinde pnémoni, yara enfeksiyonlari, bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve
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gobek kordonu enfeksiyonlar1 gibi hastane kokenli enfeksiyonlarin 6nemli nedenlerinden
biri haline gelmistir [68]. S. aureus, memeli konaklarda kolonizasyonu kolaylastiran ve
enfeksiyon gelisimine katki saglayan ¢ok sayida ekzoprotein sentezleme yetenegine sahiptir.
Bu tiiriin neredeyse tiim suslari; alfa, beta, gama ve delta hemolizinlerin yan1 sira niikleaz,
proteaz, lipaz, hiyaluronidaz ve kolajenaz gibi ¢esitli enzimleri ve sitotoksinleri dig ortama
salgilar. Bu molekiillerin temel gorevi, konak dokularini pargalayarak bakteriyel cogalma ve
metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan besin elementlerini serbest hale getirmektir [69].

S. aureus, siklikla burun deliklerin 6n kisminda kolonize olur ve toplumun yaklasik
%30-40’1nda burun bolgesinde tasiyicilik tespit edilmistir. Burun disinda S.aureus siklikla
yerlestigi diger bolgeler arasinda nazofarinks, koltuk altlari, kasik bolgesi ve sindirim sistemi
yer almaktadir. Bu bakterilerin kan dolagimina girmesi veya derin dokulara yayilmasi
durumunda ciddi enfeksiyonlarin gelismesine yol agabilir ve viicudun farkli bolgelerinde
metastatik bir enfeksiyon odagi olusturabilir. Piirin akintiya sahip bireyler S.aureus
bulasinda baglica kaynaklar arasinda yer alir. Bulagsma, dogrudan temasla daha sik olmakla
birlikte, solunum yolu veya kontamine tibbi cihazlar araciligiyla da gerceklesebilir. Capraz
enfeksiyonlar, genellikle saglik ¢alisanlarinin el hijyenine uymamasi ya da kisisel koruyucu
ekipmanlar1 uygun bir sekilde kullanmamasi nedeniyle ortaya c¢ikar ve bu ihmaller,
mikroorganizmalarin hastalar arasinda taginmasina zemin hazirlayarak enfeksiyon kontrol

zincirini zayiflatir [68].

2.6.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, mikroskop altinda incelendiginde iiziim salkimini andiran kiimeler
halinde dizilim gosteren, gram pozitif, koagiilaz negatif bir kok bakteridir. Katalaz pozitif
ve fakiiltatif anaerob yapistyla bilinir. Bu bakteri, insan epitel mikroflorasinin yaygin bir
sakini olup; kuru, nemli, yagl ya da ayak gibi farkli bolgeler de dahil olmak iizere cildin
tiim mikro ¢evrelerinden izole edilebilmektedir. Sa¢ folikiilleri ve yag bezleri gibi mikro
niglerin yiizey alani1 g6z oOniine alindiginda, deride mikroorganizmalarin yasayabilecegi
toplam yiizey alanmm 30 m?'yi astign tahmin edilmektedir. Bu durum, deriyi
mikroorganizmalarla etkilesim agisindan viicudun en genis epitel yiizeylerden biri haline
getirmektedir.

Dogal florada genellikle zararsiz bir komensal olan S. epidermidis hastane
enfeksiyonlarmin 6nden gelen nedenlerinden biri olarak tanimlanmaktadir ve enfeksiyon
siklig1 bakimindan S. aureus ile benzerlik gostermektedir. Ozellikle invaziv tibbi cihazlarin

kullanimuiyla iligkili olarak gelisen kalici enfeksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir.
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Bunun temelinde, bakterinin insan derisinde yaygin olarak bulunmasi ve tibbi cihaz
yiizeylerine tutunarak biyofilm olusturma yetenegi yatmaktadir. Biyofilm yapisi,
antimikrobiyal tedavilere karsi direngli bir mikro c¢evre olusturarak enfeksiyonlarin
tedavisini gii¢lestirmektedir [70]. S. epidermidis, S. aureus'un aksine, giiglii toksinler veya
doku yikimina neden olan ekzotoksinler iiretmemektedir. Ancak, ylizeylere tutunma ve
kaliciligini siirdiirebilme yeteneginden otiirii bu mikroorganizma, kendisini ¢evreleyen
koruyucu bir ekstraseliiler matriks olusturarak biyofilm yapisini meydana getirir ve bu yapi
iginde hayatta kalir [71].

S. epidermidiss, S. aureus’dan farkli olarak agresif viriilans faktorii liretmez. Bu
nedenle, immiinokompetan bireylerde genellikle hafif siddette ve kronik seyirli
enfeksiyonlara yol agar. Ancak immiin sistem, zayiflamis hastalarda, S. epidermis,
septisemi, menenjit ve benzeri agir klinik tablolarin gelismesine neden olabilen potansiyel
olarak ve yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir firsat¢1 patojen olarak
one ¢ikmaktadir [72]. S. epidermidis prematiire bebeklerde sepsisin baskin patojeni olarak
one ¢ikmaktadir. Bu bakteriye bagl sepsis vakalarinda mortalite oran1 genel yenidogan
grubunda %1,9-4,8 arasinda degisirken, ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerde %9,4’e kadar
ulasabilmektedir [73].

2.6.3. Enterococcus faecalis

E. faecalis, Gram pozitif ve fakiilatif anaerobik 06zellik gosteren bir bakteridir.
Cevresel dayaniklig1 yiiksek olan bu tiir, genis pH araliklarinda yasaminm stirdiirebilir.
Ozellikle 5 °C ile 50 °C arasindaki sicakliklarda gelisim gosterebilirken, pH degeri 9,6’ya
kadar olan ortamlarda da ¢ogalmaya devam edebilir. Bu adaptasyon yetenegi, onu direncli
suglar arasinda 6nemli bir patojen haline getirmektedir. Ayrica biyofilm olusturma kapasitesi
sayesinde dis etkenlere kars1 kendini korur [74].

E. faecalis, gesitli ¢evresel streslere karsi yiiksek tolerans gdsteren bir
mikroorganizmadir. Antibiyotikler, demir eksikligi, bagisiklik yanitlar1 ve bakteriyosinler
gibi faktorlerin olusturdugu olumsuz kosullar altinda, bu bakteri ¢ogunlukla aktif béliinme
fazinda yer almaz. Bunun yerine, g¢ogunlukla aclik durumuna gecer veya Kkiiltiirde
tireyemeyen ancak metabolik olarak canliligini siirdiiren 'yasayabilir fakat kiiltiirlenemeyen'
(VBNC) forma geg¢is yapar. Bu fizyolojik durumda bile E. faecalis hiicreleri hem biyotik
hem de abiyotik yiizeylere tutunma yeteneklerini koruyarak enfeksiyon olusumunun ilk
basamagini gergeklestirebilir. Yapilan ¢aligsmalar, metabolik olarak aktif olmayan ya da aglik

kosullarinda bulunan E. faecalis hiicrelerinin, aktif olarak ¢ogalan hiicrelere kiyasla daha
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diisiik verimlilikle de olsa biyomalzemelerin yiizeylerinde biyofilm olusturabildigini ortaya
koymustur. Ayrica, VBNC durumundaki hiicreler biyofilm {iretimi agisindan kisitlt
kapasiteye sahip olsalar da olumsuz ¢evresel kosullar altinda kisa siireligine ekstraseliiler
polimerik matriks sentezleyebilme yeteneklerini muhafaza etmektedirler. Elde edilen
bulgular, E. faecalis’in kiiltiirde tireyemeyen fizyolojik formlarinin g¢evresel kosullarin
elverigli hale gelmesiyle tekrardan aktiflesebilecegini ve enfeksiyon siirecini
baslatabilecegini gostermektedir. Bu durum, s6z konusu formlarin klinik acidan dikkate
alinmasi gereken bir patojen potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir [75].

Son yirmi yilda Enterokoklar, saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarin baslica
nedenlerinden biri haline gelmistir. Bu bakterilerin aminoglikozitlere karsi direng
gelistirmesi, B-laktamaz enzimi liretmesi, penisilin baglayici proteinlerinde meydana gelen
degisiklikler nedeniyle penisilin direnci kazanmasi ve glikopeptid antibiyotiklerine karsi
direncli hale gelmesi, tedavi seceneklerini ciddi Slgiide kisitlamistir. Giincel molekiiler
epidemiyolojik bulgular, enterokok enfeksiyonlarinin yalnizca endojen kaynakli olmadigini,
aynt zamanda hastane i¢i ve hastaneler arasi bulas yoluyla da yayilabildigini ortaya
koymustur. Bu yayilimda saglik ¢alisanlarinin elleri araciligiyla bulasma 6nemli bir rol
oynamakta, ayrica cansiz ylizeylerin de potansiyel enfeksiyon kaynaklari olabilecegi
diisiiniilmektedir. Enterokoklarin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 agisindan antibiyotik
kullanim1 belirgin bir risk faktorii olusturmaktadir. Ciinkii bu bakteriler, bir¢ok yaygin
antimikrobiyal ajana karsi dogal olarak direncli olabildikleri gibi, sonradan kazanilmis

diren¢ mekanizmalariyla da tedaviye yanit1 zorlagtirabilmektedir [76].

2.7. Tibbi Cihaz Yiizeylerinde Bakteriyel Kolonizasyonun Olusumu ve Onleyici

Stratejiler

Bakteriler, i¢inde bulunduklari ¢evresel kosullara bagli olarak, tibbi cihaz yiizeyleri de
dahil olmak tizere bir¢ok farkli yiizeye tutunarak zaman icerisinde biyofilm yapilari
olusturup gelistirebilirler. Biyomalzeme ya da konak doku yiizeyinde olusan ilk bakteri
tutunmasi, yilizey kolonizasyonunun baslangicini olusturur. Bu en kritik asamadir ve
enfeksiyon gelisiminde en temel roldiir. Bu tutunma ya da yiizeyden ayrilmaya karsi1 direng,
hem 6zgiil (spesifik) hem de 6zgiil olmayan etkilesimlerle sekillenir. Bu etkilesimlerin etkisi
ise, biiylik oranda yiizeyin fizikokimyasal 6zelliklerine ve c¢evresel akis kosullarina gore

degiskenlik gosterir [77].

Biyofilm olusma siireci, genellikle reseptdr baglanmasi veya baslangicta hizli ve
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fiziksel olarak geri dondiiriilebilir (birinci faz) bir evreyle baslar. Bakteri hiicresi ile ylizey
arasinda Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik etkiler gibi uzun
mesafeli ve zayif baglanmalar olusur. Bu asamada hiicreler yiizeye heniiz siki
tutunmadigindan, hafif bir durulama islemi ile kolaylikla uzaklasabilirler. ~Ardindan
zamanla ilerleyen, molekiiler ve hiicresel etkilesimlere dayanan kalici bir yapisma evresi
(ikinci faz) gerceklesir. Bu baglanma sirasinda dipol-dipol etkilesimleri, hidrojen baglari,
iyonik ve kovalent baglanmalar ile hidrofobik etkiler rol oynar. Polimerik fibriller, bakteriyel
hiicre ile yiizey arasinda koprii gorevi gorerek daha saglam bir yapisma olusturur. Bu
nedenle hiicrelerin yiizeyden uzaklagmasi oldukg¢a gii¢ hale geldigi icin fircalama ve kazima
gibi daha kuvvetli temizleme yontemlerinin uygulanmasi gerekir [78]. Ugiincii asamada,
ylizeye tutunan bakteriyel hiicreler cogalmaya baslar ve bu siirecte genellikle yiizey tizerinde
tek katmanli bir yap1 olusturarak ekstraseliiler matriks tretirler. Bu matriks, hiicreleri
cevreleyen ve onlar1 dis etkenlerden koruyan, genellikle polisakkarit, protein ve DNA’dan
olusan bir yapidir. Dordiincii asamada ise hiicreler bu ilk tabakanin iizerine dogru yayilmaya
baslarlar ve zamanla ii¢ boyutlu, heterojen bir biyofilm toplulugu meydana gelir. Bu yapinin
farkli bolgelerinde yer alan hiicreler, birbirlerinden farkli metabolik aktiviteler ve gorevler
sergiler. Boylece biyofilmin i¢inde islevsel bir farklilagsma olur. Biyofilm enfeksiyonlarinin
yayilimi, bu yapimin cesitli pargalarinin koparak cevredeki yeni yiizeylere tasinmasiyla
gerceklesir. Bu yayilma siireci, yeni kolonizasyon alanlarinin olusmasina neden olur ve
enfeksiyonun kroniklesmesine zemin hazirlar. Biyofilm gelisiminin besinci ve son agsamast
kopma ya da ayrilma fazidir. Bu evrede, biyofilmin olgunlagmasiyla birlikte bagli bulunan
hiicreler veya hiicre kiimeleri, hayatta kalabilmek ve yeni ortamlarda kolonizasyon saglamak
amaciyla biyofilm yapisindan ayrilarak cevreye dagilir. Ayrilma siireci; sivi fazin akis
dinamikleri ve kesme kuvveti, bakterilerin ya da substratin yiizey ozelliklerinde meydana
gelen degisiklikler veya sivi ortamda bulunan belirli kimyasal faktorlerin etkisiyle
tetiklenmektedir [79].

Biyofilm olusumu sirasinda bakteriler, serbest halde bulunduklar1 plaktonik formdan
ylizeye tutunmus yani ‘sessil’ fenotipe gecis yaparlar. Bu gegis sadece yapisal bir degisimi
degil, ayn1 zamanda gen ekspresyonu diizeyinde biiyiik farkliliklar iceren fenotipik bir
doniistimii de kapsar. Evrimsel siirecte, hiicreler hem birbirleriyle hem de bagli bulunduklari
ylizey ortamiyla siirekli iletisim halindedir. Etkilesimler, gesitli fiziko-kimyasal ve mekanik
sinyallerin algilanmasi ve hiicresel diizeyde yanit verilmesiyle gergeklesir. Bu sinyaller, hem
baslangigta yiizeye baglanan dncii hiicrelerde hem de daha sonra olusan yavru hiicrelerde

farklilasmaya yol acan genetik ve fizyolojik diizenlemeleri tetikler [79].
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Sekil 2.1 Biyofilm olusum agamalar1

Biyofilmler, yalnizca yiizeylerin mikrobiyal olarak kontamine olmasina neden
olmakla kalmaz, aynm1 zamanda gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar1 sayesinde uygulanan
temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin etkinligini 6nemli Ol¢lide azaltir. Bu direncli
yapilarin yilizeylerden tamamen uzaklastirilmasi olduk¢a giictiir ve genellikle yliksek
konsantrasyonlu dezenfektanlarin birden fazla uygulamasini gerektirir. Bu nedenle, biyofilm
olusumunu engellemeye yonelik yapilandirilmis ve siirekli uygulanan bir temizlik ve
dezenfeksiyon protokoliiniin benimsenmesi, 6zellikle saglik hizmeti ile iligkili enfeksiyon
riskinin azaltilmasinda temel 6neme sahiptir [80].

Biyofilm olugturan mikroorganizmalar, yalnizca temizlik ajanlarina kars1 degil, aym
zamanda c¢esitli antimikrobiyal ajanlara kars1 da direng gosterebilir. Bazi bakteri tiirleri,
cevresel etkilesimler sonucu genetik materyal aligverisiyle bu direnglerini daha da ileri
seviyeye tastyabilir. Bu durum ozellikle tibbi cihazlarin ylizeylerinde gelisen biyofilmler
acisindan ciddi klinik sorunlara yol agabilir. Ciinkii bu direngli mikrobiyal yapilar,
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta, hastaliklarin kronik bir hal almasina neden
olmakta ve hasta giivenligini tehdit etmektedir.

Geleneksel dezenfeksiyon ve tedavi yontemlerinin bu tiir direngli biyofilm yapilar

karsisinda yetersiz kalmasi, yeni yaklasimlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu
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kapsamda, tibbi cihaz yiizeylerinin mikrobiyal yapismay1 dnleyecek sekilde tasarlanmasi,
antimikrobiyal oOzellikli yilizey kaplamalarinin tercih edilmesi, bakteriler arasi iletisimi
(quorum sensing) inhibasyonu ve hedefe yonelik antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasi gibi
alternatif yontemler One ¢ikmaktadir. Tim bu Onlemler, biyofilmin olusmadan

engellenmesini ve mevcut yapilarin etkili sekilde ortadan kalkmasini amaglamaktadir.

2.8. Biyofilm Gelisiminin Onlenmesine ve Kontroliine Yonelik Yaklasimlar

Hastane kaynakli enfeksiyonlarla iliskili bakteriyel enfeksiyonlar, hem hasta sagligi
agisindan ciddi bir tehdit olusturmakta hem de saglik hizmetlerinde maliyet artmaktadir. Bu
tir enfeksiyonlarin goriilme sikligini diistirmek amaciyla bugiine kadar cesitli onleyici
yaklasimlar gelistirilmistir. Mikroorganizmalarin tutunma siireci, ylizeyin hem topolojik
hem de kimyasal 6zelliklerine dogrudan baglidir [81]. Cihazla iliskili enfeksiyonlarin
basinda malzeme ylizey kontaminasyonu bulunmaktadir. Bu durumun 6niine ge¢ebilmek
icim malzeme bilesimlerinin ve ylizey Ozelliklerinin istenen etkiyi verecek sekilde
ozellestirilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda, ylizey miihendisligi yaklasimlari, cihazlarin
hem biyouyumlulugunu hem de genel performansini gelistirme potansiyeline sahiptir.
Ayrica yiizeyin fizikokimyasal karakteristiklerinin bilingli sekilde degistirilmesi, mikrobiyal
tutunmay1 azaltarak biyofilm olusumunu engellemek i¢cin 6nemli stateji sunar. Bu amag
dogrultusunda kullanilan baslica yontemler asagidaki sekilde 6zetlenmistir [82]:

e Anti-fouling 6zellikli kaplamalarin uygulanmasi [83],

e Mikroorganizma tutunmasini azaltan yiizey modifikasyonlar1 [84],

e Cihaz yiizeylerine antimikrobiyal maddelerin entegrasyonu [85], [86],

e Polimer bazli kaplamalarin kullanilmasi [87],

e Kimyasal gruplarla yiizey miithendisligi yapilmasi [88], [89], [90],

e Biyomolekiillerin kaplanmasi, yiizeyle birlestirilmesi ya da immobilize

edilmesi [91], [92].

2.9. Nanopartikiil Tabanh Stratejiler

Tibbi cihazlarda ve biyomalzemelerde, Ozellikle ilaca direngli biyofilm tabanl
enfeksiyonlarin engellenmesinde nanoteknolojiye dayali stratejilerin 6nemli potansiyele
sahip oldugu diisiinlilmektedir. Literatiir arastirmalar1 sonucunda nanopartikiiller ile
kaplanmis yiizeylerin biyofilm olusumunu azaltabilecegini gosteren sinirh sayida arastirma

mevcuttur.
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Nanometrik boyutlardaki bu yapilar, ayirt edici fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklere
sahiptir. Ornegin; genis yiizey alanlari, artmis kimyasal reaktivite ve bazi durumlarda
yalnizca bu boyut araligina 6zgii kuantum etkileri sergileyebilirler. Ayrica, boyutlarinin
hiicresel yapilara yakin olmasi, nanopartikiillerin mikroorganizmalarin hiicre duvarlarina,
zar yapilarina ve hatta genetik materyaline geri doniisii olmayan hasarlar vermesini miimkiin
kilar. Bunun yaninda, nanopartikiiller uzun yarilanma Omiirlerine sahiptir ve genis
ylizey/hacim oranlar1 hedeflenen bolgede ilag yiikklenmesini ve tasinmasini daha verimli hale

getirerek etkinliklerini arttirir [81].

2.9.1. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Etki Mekanizmasi

Gumiis (Ag) ve glumils nanopartikiilleri (AgNP’ler), c¢ok ¢esitli patojen
mikroorganizmalara karsi sergiledikleri antimikrobiyal etkiler nedeniyle dikkat
cekmektedir. AgNP’lerden salinan metal iyonlarinin (6zellikle Ag*) antimikrobiyal
aktivitede énemli bir rol oynadig bilinmektedir. Ornegin Ag* iyonlarinin yaklagik 0,05
ppm’lik konsantrasyonlarda bakterisidal etki gosterdigi rapor edilmistir [93], [94], [95].

Glmis iyonlarinin, bakterilerin hiicre zarindaki patojenlerle etkilesime girerek
membran biitiinliglinii bozdugunu ve hiicre 6liimiine yol agtig1 literatiirde kanitlanmistir.
Bunun yani1 sira, DNA replikasyon siire¢lerini engelledigi ve bakterilerde enerji iiretiminden
sorumlu solunum zincirini de baskiladigir da bilinmektedir. Giimiis iyonlari, elektrostatik
cekim kuvvetleri ve kiikiirt iceren proteinlere olan yiiksek afiniteleri sayesinde bakteriyel
hiicre duvarina ve sitoplazmik zar yapisina baglanabilmektedir. Bu baglanma, zarin
gecirgenliginde artisa neden olarak hiicre zarfinin biitiinliiglinli bozabilir. Hiicre icerisine
giren serbest glimiis iyonlari, solunum enzimlerinin islevini bozabilir. Bu durum, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu tetiklerken, hiicrenin enerji iiretiminden sorumlu
adenozin trifosfat (ATP) sentezini de aksatabilir [96], [97].

Ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri, hem hiicre zar1 lizerinde hasara yol agabilir hem
de DNA yapisinda yer alan kiikiirt ve fosfor bilesenleriyle etkilesime girerek, DNA
replikasyonunun saglikli bir sekilde gergeklesmesini engelleyebilir. Bu durum, hiicre
boliinmesini durdurabilir ve mikrobiyal canliligin sona ermesine yol agabilir. Buna ek
olarak, glimiis iyonlarinin sitoplazmada bulunan ribozomlarla etkilesime girerek onlari
denatiire etmesi, protein sentezinin baskilanmasina neden olur ve bakteriyel metabolizmanin

durmasina katki saglar [98], [99].
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Sekil 2.2 Glimiis nanopartikiillerin (AgNP) antibakteriyel mekanizmasi

Glimiis nanopartikiiller, yalnizca iyon salarak degil, dogrudan bakterileri hedef alarak
da antimikrobiyal etki gosterebilir. Hiicre yiizeyine tutunduklarinda, bakteri duvarinda
mikroskobik ¢okiintiiler olusturarak bu bolgelerde birikebilirler. Bu birikim, hiicre zarinda
yapisal bozulmaya ve denatiirasyona yol acabilir. Ayrica, nanometrik boyutlar1 sayesinde
bakteriyel hiicre duvarini gegerek zarm biitiinliigiinii bozma potansiyeline sahiptirler. Zar
yapisinin bu sekilde bozulmasi, hiicre i¢i organellerin dagilmasina ve sonug olarak hiicre
lizisine neden olabilir [100]. Ek olarak, giimiis nanopartikiillerin bakterilerdeki sinyal iletim
stireclerini de etkileyebildigi bilinmektedir. Normalde fosforilasyon yoluyla gerceklesen bu
hiicresel iletisim, nanopartikiillerin peptitlerdeki tirozin kalintilarin1 defosforile etmesiyle
sekteye ugrayabilir. Bu durum hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek, apoptozu tetikleyebilir
[101].

Glimiis nanopartikiillerin bulunduklar1 ortamda ne 6l¢iide ¢oziinebildikleri, onlarin
antibakteriyel etkilerini ve bu etkilere aracilik eden mekanizmalari dogrudan etkileyen
onemli bir faktordiir. Bu ¢oziinme diizeyi hem nanoparcaciklarin fizikokimyasal yapisina
hem de bulunduklar1 ¢evresel kosullara baglidir. Gliimiis iyonlarinin serbest kalmasinda
parcacik boyutu ve seklinin belirleyici oldugu; bu iliskinin teorik olarak Ostwald-Freundlich

denklemine dayandigini1 gostermektedir. Kiigiik boyutlu, 6zellikle kiiresel ya da yar1 kiiresel
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yapiya sahip nanopartikiiller, daha genis ylizey alanlarina sahip olduklarindan iyon
salmmin1 daha fazla gerceklestirebilmektedir. Bu durum, tekil halde bulunan

nanopartikiillerin kiimelenmis olanlara gore daha fazla iyon salinmasiyla agiklanir [102] .

Cro 2y 2.1)

C;: Yarigapi r olan pargacigin ¢oziiniirligii
Cs: Sonsuz biiyiik (diiz yiizeyli) pargacigin ¢oziiniirliigii

y: Parcacig@in yiizey gerilimi (yiizey enerjisi, %)

3
V. Pargacigin molar hacmi (%)

r: Par¢acigin yarigapi

8.314] )
mol.K

R: Evrensel gaz sabiti (

T: Mutlak sicaklik (Kelvin, K)

Gilimiis nanopartikiillerin ytiizey o6zelliklerini modifiye etmek amaciyla kullanilan
fonksiyonel gruplar veya ylizeye bagli kaplama ajanlari, nanopartikiillerin ¢oziinme
kinetigini ve ylizey etkilesimlerini 6nemli dl¢lide degistirebilir. Cevresel ortamda yer alan
organik ya da inorganik bilesikler, glimiis iyonlar: ile kompleksler olusturarak ya da
nanopartikiillerle etkilesime girerek ¢coziinme siirecini yavaslatabilirler. Yapilan ¢alismalar,
glimiis nanopartikiillerin asidik ortamda notr ¢ozeltilere kiyasla daha hizli sekilde iyon

salabildigini ortaya koymustur [103], [104], [105], [106].

2.9.2. Giimiis Nanopartikiillerin Biyofilm Icerisinde Etkinligi

Literatiire gore Gram negatif bakterilerin, glimiis nanopartikiillerin etkilerine kars1
daha duyarli oldugu bilmektedir. Bunun temel nedeni, bu bakterilerin hiicre duvarlarinin
Gram pozitif bakterilere kiyasla daha ince olmasidir. Gram pozitif bakterilerdeki kalin
peptidoglikan tabakasi, nanopartikiillerin hiicre i¢ine girisini sinirlayabilirken; Gram negatif
bakterilerde bu bariyer daha zayiftir. Bu durum, giimiis nanopartikiillerinin mikoorganizma
icine alinmasinin, etkinlikleri iizerinde belirleyici bir rol oynadigin1 ortaya koymaktadir
[107]. Ozellikle 10 nanometreden (nm) daha kiiciik olan pargaciklarin hiicre zarma dogrudan
etki ederek gecirgenligi arttirabilecegi ve hiicre igerisine girerek yapisal hasarlara yol

acabilecegi literatiirde kabul gérmektedir [106].
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Yenidoganin yasam fonksiyonlarini1 desteklemek ve iyilestirmek amaciyla sicaklik ve
nemin sabit sinirlar icerisinde oldugu, kapali ve kontrollii bakim alanlar1 olan kuvdzlerde
biyofilm olusumu oldukg¢a hizlidir. Biyofilm yapilari, bakterileri yanlizca giimiis iyonlarinin
etkisinden degil, ayn1 zamanda nanoparcaciklarin etkisinden de koruyabilir. Bunun temel
nedeni, biyofilmin giimiis bilesiklerinin taginmasini engelleyen fiziksel bir bariyer islevi
gormesidir. Literatlirde yapilan aragtirmalara gore, serbest formdaki plaktonik bakterilerin
aynt konsantrasyondaki giimiis nanopartikiillerle tamamen ortadan kaldirilabildigi
durumlarda bile, biyofilm igerisinde yer alan bakterilerin tamaminin etkisiz hale gelmedigini
ortaya konulmustur. Bu da biyofilmin karmasik yapisindan 6tiirli glimiis nanopargaciklara
kars1 daha direngli oldugunu gostermektedir [108].

Glmis nanopartikiillerin biyofilm igerisindeki hareket kabiliyeti, yani diflizyon
katsayisi, cogunlukla pargaciklarin boyutuna ve fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Daha
yiiksek mol kiitlesine sahip biiyiik pargaciklarin difiizyon katsayisi diiser. Bu da biyofilm
tabakasi igerisinde ilerlemeleri zorlastirir. Ozellikle 50 nm’den biiyiikk parcaciklarin
biyofilmde tasinmasini ¢cogunlukla engelleyebilir. Ayrica, nanopartikiillerin kimyasal yapis1
biyofilm ortamindaki adsorpsiyonlarini arttirarak birikimine neden olabilir ve bu da
hareketliliklerini daha da sinirlar. Son olarak, nanopargaciklarin ylizey yiikii ile bakteriyel
hiicrelerin elektrostatik etkilesimi, biyofilm igerisinden gegis siireclerini etkileyen bir diger

faktordiir [109], [110].

2.9.3. Polimer-Kil Tabanh Giimiis Nanokompozitlerin Antibakteriyel Etkinligi

Glimiis katkili polimer-kil nanokompozitlere yonelik c¢alismalar son yillarda
literatiirde genis bir yer edinmistir. Ag* iyonlarinin bakterisidal etkileri iyi bilinmekle
birlikte, kolloidal giimiis nanopartikiillerin (AgNP) antimiktobiyal etkinligi, pargacik
boyutuna da baglhidir. Genellikle, nanoparcaciklarin boyutu kiigiildiikce antimikrobiyal
etkilerinin de arttig1 gozlemlenmektedir. Bu nedenle, AgNP sentezinde pargacik boyutunun
dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi bilyiik onem tasir. Ozellikle kiigiik boyutlu ve
agregasyon egilimi gostermeyen AgNP’ler, bu tiir biyolojik uygulamalarda daha etkili
sonuglar sunmaktadir [111], [112].

Nanopargaciklarin iiretimi sirasinda uygulanan 1s1 ve/veya c¢oziiciiler, zamanla
nanopargaciklarin bir araya gelerek kiimelenmesine ve zamanla kararli mikro yapilar
olusturmasina yol agabilir. Bu durum 6zellikle naopargacik boyutu kiiciildiik¢e daha belirgin
hale gelmektedir. Ciinkii pargaciklarin boyutu ve sekli, antimikrobiyal etki ve biyolojik

giivenlik profili iizerinde dogrudan etkilidir. Polimer matris iginde olusan bu tir
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kiimelenmeler, genellikle istenmeyen sekilde biyoaktivitenin azalmasina neden olmaktadir
[113].

AgNP’lerin sabitlenmesi ve kontrollii kristallenmesi amaciyla, bazi arastirmalar dogal
bir smektit kil olan montmorillonit (MMT) maddesini uygun bir destek malzemesi olarak
onermektedir [114], [115]. Katmanli yapiya sahip MMT, polimer esasli nanokompozitlerin
mekanik ozelliklerini iyilestirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. MMT yapisal
olarak iki tetrahedral silika tabakanin arasmna yerlesmis tek bir oktahedral aliimina
tabakasinda olusan 2:1 tipinde bir kil minerali formundadir [116]. MMT, lamelli yapisi
sayesinde yaklasik 1 nm kalindiginda katmanlarla ve 100 ila 1000 nm arasinda degisen yanal
boyutlara sahiptir [117]. Bu yapi, MMT’ye ara katmanlama, sisme ve iyon degisimi gibi
karakteristik 6zellikler kazandirmaktadir [118].

Katmanlar arasindaki zayif Van Der Waals etkilesimleri ile MMT, kolaylikla ince
tabakalara ayrilabilir. MMT nin ara katman bosluklari hem malzeme hem de biyomalzeme
alanlarinda nanoparcaciklarin sentezinde kullanilmakta; ayrica gegis metali komplekslerinin
sabitlenmesinde destek yapisi ve katyonik iyonlarin tutulmasinda etkili bir adsorban olarak
degerlendirilmektedir [119], [120].

Salem et al. [121] yaymlamis oldugu ¢alismada, karboksimetil seliiloz (CMC) temelli
ve glimiis nanoparcaciklar (AgNP) iceren bir nanokompozit sentezlenmis ve bu yapimnin
antibakteriyel, antifungal ve antikanser 6zellikleri kapsamli bir bicimde degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular, CMC-AgNP yapisinin hem Gram negatif bakterilere (Klebsiella
oxytoca, E. coli) hem de Gram pozitif tiirlere (Bacillus cereus, S. aureus) karsi belirgin
antibakteriyel etki gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica bu nanokompozit yapi, Aspergillus
fumigatus, A. niger ve A. terreus gibi ipliksi mantar tiirlerine kars1 da antifungal aktivite
sergilemistir.

Hwang et al. [122] tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, poli (akrilonitril), montmorillonit
(MMT) ve giimiis igeren nanokompozitlerin sentezlendigi ve bu yapilarin Gram pozitif S.
aureus, Gram negatif E. coli ve K. pneumonia gibi bakterilerin ¢ogalmasini baskiladigi tespit
edilmistir.

Yeum et al. [123] tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada, farkli miktarlarda giimiis
igceren poli (vinil alkol)/MMT/giimiis temelli nanokompozitler sentezlenmis ve bu
materyallerin S. aureus ile E. coli bakterilerine kars1 etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, nanokompozitlerin antibakteriyel etkisinin glimiis igerigine bagli olarak degistigini
gostermistir. Nanolif yapilar igerisinde yer alan glimiis nanopargaciklarin orani arttikca,

oldukga diisiik diizey giimiis icerek orneklerde dahi, ortama eklenen bakterilerin biiyiik
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cogunlugunun yaklasik bir hafta igerisinde etkisiz hale geldigi rapor edilmistir. Bu bulgular,
PVP/MMT/Ag esasli nanoliflerin belirgin bir antibakteriyel etki gosterdigini isaret
etmektedir.

Prema et al. [124] tarafindan CMC ile stabilize edilen giimiis nanopartikiillerin hem
Gram negatif hem de Gram pozitif 6zellikteki secilmis bazi insan patojenlerine karsi
bakterisidal 0zellik sergiledigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, bakterilerin bu
nanopartikiillere kas1 gosterdigi hassasiyetin, kullanilan bakteri suslarina gore farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica CMC ile kaplanmis giimiis nanopartikiillerle yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda diisiik konstrasyonlarda E. coli tizerinde hem bakteriyostatik
hem de bakterisidal etki olustugunu ortaya koymustur. Ayrica elde edilen bulgular bu
nanopartikiillerin yalnizca E. coli’ye degil ayn1 zamanda hem Gram negatif hem de Gram
pozitif diger bakteri tiirlerine kars1 da etkili bir antimikrobiyal ajan potansiyeli tasidigini
gostermektedir.

Pedroza-Toscano et al. [125] yaptiklar1 ¢aligmada ise agar disk difiizyon yontemi
kullanilarak CMC ile stabilize edilmis AgNP’lerin S. aureus ve E. coli iizerinde
antimikrobiyal etki gosterdigini raporlamiglardir. Benzer sekilde, Alahmadi et al. [126]
tarafindan yiiriitiilen bir bagka calismada ise Giimiis/seliiloz esasli nanokompozitlerin,
metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarina karsi belirgin antibakteriyel aktivite
sergiledigi bildirilmistir.

2.10. Goriiniir Isikla Aktive Olan Antibakteriyel Giimiis Nanokompozit Kaplamalar

Metalik ylizeylerde bulunan serbest elektronlarin elektromanyetik dalgalarla
etkilesime girmesi sonucunda meydana gelen toplu titresimlere ylizey plazmonlari
denmektedir. Metal nanopartikiillerin yiizeylerindeki elektronlar, kendi boyutlarindan daha
biiyiik dalga boylarina sahip elektromanyetik 1s1nimla karsilastiklarinda, bu dis etkiye tepki
olarak titresim hareketi sergilerler. Bu titresimler sonucunda, nanopargaciklarin gevresinde
lokalize bir elektromanyetik alan olusur. Eger gelen elektromanyetik dalgalarin salinimi ile
pargacik yiizeyindeki bu elektron titresimleri uyumlu bir frekansta bulusuyorsa, bu durumda
lokalize yiizey plazmon rezonansi (LSPR) olarak adlandirilan rezonans olay1 ortaya ¢ikar.
Bu rezonans, oOzellikle metal nanopartikiillerin optik o6zelliklerinin belirleyen temel
mekanizmalardan biri olarak kabul edilir. Bu etki sayesinde metal nanopartikiillerin
ylzeylerinde olusan elektrik alan, disaridan uygulanan elektrik alanin siddetinden daha
yuksek degerlere ulasabilir. Bu durum nanopartikiillerin optik soniimleme ve sagilma

ozelliklerini gostermesine neden olur. Plazmonik etki, rezonans frekansina ulasildiginda en
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yuksek diizeyde gozlenir ve bu sinyal, belirli dalga boylarinda arka plan sinyalinden net bir
sekilde ayirt edilir [127].

Giimiis nanopartikiiller, yaklagik 400-425 nm dalga boyu araliginda gozlenen LSPR
etkisi sayesinde goriiniir 15181 etkin bir bigimde absorbe etmektedir. Bu 6zelligin 6ne ¢ikan
bir avantaj1 ise, fotokatalitik amacla kullanilan bu nanopartikiillerin yalnizca dar bir dalga
boyu araliginda degil, genis spektrumlu 11k absorpsiyon kapasitesine sahip olmalaridir.
Literatiirde yer alan ¢esitli ¢aligmalar, soy metal nanopargaciklarin 1sik ile etkilesimlerinin -
yani absorpsiyon, sacilma ve soniimleme Ozelliklerinin- biiyiik bir dlgiide pargaciklarin
boyutu, sekli ve birbirleriyle olan etkilesimlerine bagli oldugunu ortaya koymaktadir [128],
[129], [130].

Literatiirde goriiniir 151k ile aktive olan giimiis nanokompozit kapamalara yonelik
calismalar artig gostermeye baslamakla birlikte, halen ilgi duyulan bir arastirma konusudur.
Bunyatova et al. [127] yapmis oldugu calismada dekstran, reaktif kopolimer ve giimiis
nanopartikiillerden olusan bir nanokompozit sistemin, goriiniir 151k (wWLED) kullanilarak
sentezlenmesiyle, potansiyel olarak enjekte edilebilir ve zararsiz bir plazma ikamesi
nanoformiilasyon (D@AgNO) gelistirilmistir. Bu yaklasim ozellikle giiclii bir antitimor
aktiviteye sahip karbonhidrat temelli nano firiinlerin {iretiminde yeni bir yontem
sunmaktadir. Goriiniir 151k uyarimi sirasinda, polisakkarit ve kopolimer yapilar arasinda
capraz baglanma meydana gelmekte; bu silire¢ sonucunda fonksiyonel gilimiis
nanopartikiillerin olusumu ve stabilizasyonu saglanmaktadir.

Yine Bunyatova et al. [131] yapmis oldugu baska bir ¢alismada goriiniir 1s1k
fotonlarmin glimiis nanopartikiillerin fotorediiksiyonu Ttzerindeki etkisini incelemek,
optoelektronik geri bildirimi tespit etmek ve antimikrobiyal aktiveyi gozlemlemek amaciyla
bir optoelektronik cihaz kullanilarak farkli dalga boylarina sahip LED isinlariyla glimiis
nanopartikiil sentezlenmistir. Antimikrobiyal aktivitelerin incelenmesi sonucunda mavi
LED g1k altinda iiretilen en kiigiik (4-6 nm) nanopartikiillerin en gii¢lii antibakteriyel etkiyi
gosterdigi bildirilmistir. Kirmiz1 LED'in ise en etkili antifungal nanopartikiillerin olusumunu

sagladig1 belirlenmistir.

2.10.1. Tibbi Cihazlarda Uygulanabilirlik

Bu tez ¢alismasinda, 450 nm dalga boyuna sahip mavi LED 151k kaynag1 kullanilarak
ic farkli AgNP tasiyicili nanokompozit kaplama tiirli iizerinde incelemeler
gerceklestirilmistir. Calismada degerlendirilen kaplama tipleri sirasiyla; AgNP tasiyicili
PVP/ODA-MMT, AgNP tasiyicith PVP/ODA-MMT/MA ve AgNP tastyicili
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CMC/MA/ODA-MMT nanokompozit sistemleridir.

Poly(N-vinil-pirolidon) (PVP), film ve lif olusturma yetenegi, cok g¢esitli
yilizeylere yapisabilme ozelligi ve biyouyumlulugu gibi listiin 6zelliklere
sahiptir. Bu polimerin yapisinda bulunan pirolidon reaktif gruplari, ¢apraz
bagl ag yapilar1 iceren kompozitlerin olusturulmasina olanak tanir ve pek ¢ok
inorganik tuz, dogal ya da sentetik fonksiyonel polimer ve
biyomakromolekiillerle kolaylikla kompleksler meydana getirebilir. PVP bazli
kaplama ve filmler, optik agidan yiiksek seffaflik ve iyi mekanik dayaniklilik
sergilemektedir [132].

Karboksimetil seliiloz (CMC), karboksil ve hidroksil fonksiyonel gruplari
iceren seliiloz temelli bir polielektrolittir. Bu anyonik polimer, alkali seliilozun
sodyum monokloroasetat ile etkilesime girmesi sonucu elde edilen
karboksimetil eter yapisina sahiptir. Yapisinda bulunan anhidroglukopiranoz
halkalar1, 1,4-glikozidik baglarla birbirine baglanarak polimer yapisini
olusturur. Polar yapili karboksil gruplarinin varligi sayesinde CMC; suda
¢oziinen, toksik olmayan ve tat igermeyen yapiya sahiptir. Yiiksek kimyasal
reaktivite gosterir. Bu 6zellikleri nedeniyle CMC, insan viicuduyla temas eden
ya da viicuda yerlestirilen c¢esitli biyomalzemelerde ve farmasotik
formiilasyonlarda siklikla tercih edilmektedir [133].

Montmorillonit (MMT) kili ve organik tiirevleri, farkli alanlarda genis bir
uygulama yelpazesine sahiptir. Bu kil, antibakteriyel 6zelliklerinden dolay1 ve
bazi kanser onleyici ajanlarin tagiyicist olarak degerlendirilmekte; ila¢ ve gen
tasima sistemlerinde hedefleme araci olarak da gorev almaktadir. MTT
ozellikle doku miihendisliginde ilag hedeflemesi uygulamalarinda da
kullanilmaktadir. Agir metaller, toksik bilesikler ve tehlikeli kimyasallar
absorplama kapasitesi ile ¢evresel uygulamalarda da etkin bir materyal oldugu
kanitlanmistir. Yiiksek iyon degisim kapasitesi, genis ylizey alani, yiiksek
absorbsiyon yetenegi, pozitif ylizey yikii, kimyasal duraganligi ve diisiik
toksisitesi sayesinde metal iyonlari ile kullanildiginda antibakteriyel etkinligi
biiyiik 6l¢iide artmaktadir [134].

Oktadesilamin (ODA), uzun karbon zincirine sahip alkil yapisi ve aktif amin
grubu sayesinde diisiik yiizey enerjisi gosteren bir bilesiktir. Son yillardan

yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda ODA’nin seliilloz ve tiirevleri ile
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etkilesimi sonucu biyopolimerlerin ylizey Ozelliklerinin belirgin bir sekilde
degistigi gosterilmistir [135]. Igerdigi amin grubu sayesinde sodyum
montmorillonit (Na*-MMT) tabakalar1 arasina niifuz edebilmekte ve katyon
degisim mekanizmasiyla kil yapisin1t modifiye etmektedir. Bu siire¢ sonucunda
organik o6zellikler kazandirilmis bir yap1 olan Oktadesilamin-Montmorillonit
(ODA-MMT) olugmaktadir [136].

¢ Giimiis, antimikrobiyal etkisinden yararlanmak amaciyla yaygin olarak giimiis
nitrat (AgNO;3) formunda kullanilmaktadir. Ancak, serbest haldeki glimiise
kiyasla glimiis nanopartikiiller daha genis yiizey alanina sahip olmalari
sayesinde mikroorganizmalarla temas diizeyini arttirarak daha etkin bir
antimikrobiyal etki sunmaktadir. Bu o6zellikleri nedeniyle, gilimiis
nanopartikiiller son yillarda pek ¢ok arasgtirmacinin dikkatini ¢eken bir alan
haline gelmistir. Ozellikle farkli mikroorganizmalara karsi gosterdikleri
yiiksek etkinlik ve yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 gelisen direng
problemlerine alternatif olusturmalari ilgiyi lizerine ¢ekmistir [137].

e Poli (akrilik ait-ko-maleik-asit) kopolimeri, dikarboksilik yapisi sayesinde hem
homo hem de heteropolimer sentezinde temel yapi taslarindan biri olarak
kullanilir. Molekiiliin yan zincirinde bulunan karboksik gruplari, polimerin
hidrofobik karakterini degistirerek genis bir yelpazede fonksiyonel
polimerlerin gelismesine olanak tanir. Malik asidin biitan-1,4-diol ve gliserol
ile olusturdugu kopolimer yapilar, enterik kaplama malzemesi olarak
potansiyel gostermektedir. Malik asidin homopolimerleri, 6zellikle poli (a, B-
malik asit), dogrudan polikondenzasyon yontemleriyle sentezlenebilmekte ve
bu yapilar yiiksek oranda suda ¢oziintirliik, biyouyumluluk ve biyo-bozunurluk

gibi 6nemli ozellikler sergilemektedir [138].

2.11. Giimiis Nanopartikiillerin MTT Yontemi ile Hiicre Canhhginin

Degerlendirilmesi

MTT  (3-(4,5-dimatiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) testi, hiicre
canliliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan kalorimetrik bir sitotoksisite
analiz yontemidir. Bu yOntemde, canli hiicreler tarafindan internalize edilen MTT adli
tetrazolyum tuzu, mitokondriyal enzimatik aktiviteler araciligiyla ¢éziinmeyen, renkli bir
formazan kristaline indirgenir. Olusan formazan miktari, hiicre metabolik aktivitesini
yansittigindan, spektrofotometrik dl¢iimle elde edilen absorbans degeri, canli hiicre sayisiyla
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dogru orantilidir. Bu 6zellik sayesinde MTT testi, biyomalzeme ve ylizey kaplamalarinin
hiicreler tizerindeki toksik etkilerinin nicel olarak degerlendirilmesinde giivenilir bir yontem
sunar [139].

Bu tez calismasinda, gelistirilen goriinlir 1s518a duyarli antibakteriyel kaplamalarin
insan deri keratinosit hiicre hatti (HaCaT) tizerindeki sitotoksik etkileri, MTT testi ile
degerlendirilmistir. Literatiirde benzer sekilde, Zanette et al. [140] tarafindan yapilan
calismada, AgNP’lerin HaCaT hiicrelerinin farkli konsantrayonlardaki AgNP’lere maruz
birakilmasi sonucunda hiicre poliferasyonunuin baskilandigi, hiicre dongiisiiniin duraksadigi
ve rejeratif kapasitelerinin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica bu etkinin maruziyet sonlandiktan
sonra da uzun siireli devam ettigi raporlanmistir. Bu kapsamda AgNP’lerin yalnizca
antimikrobiyal degil, ayn1 zamanda potansiyel hiicresel toksisiteye neden olabilecegi
anlagilmaktadir. Bu yiizden 6zellikle deriyle temas edecek yiizeylerde AgNP’lerin kullanimi
so6z konusu oldugunda kapsamli biyouyumluluk degerlendirmelerinin yapilmasi kritik

Ooneme sahiptir.

2.12. Canhi/ Olii Boyama Yéntemi ile Bakteriyel Canhihk Analizi

Bakteriyel hiicre oOliimii, geleneksel olarak, hiicrelerin besiyerlerinde koloni
olusturmamasi seklinde tanimlanmistir. Ancak bu yaklasim, bakterinin canli olup olmadigini
yalnizca retrospektif olarak degerlendirilebildiginden, sayili bilgi sunmaktadir [141].
Ozellikle hiicre hasar1 gibi ara evrelerin tespitini kaplama ydntemi ile tespit etmek gok
zordur. Buna karsilik, giiniimiizde hiicre kiiltiiriine gerek kalmadan, tek hiicre diizeyinde
canlilik durumu hakkinda bilgi veren cesitli biyobelirtecler vardir. Bu biyobelirtegler
genellikle floresan o6zellikli molekiillere dayanir ve epifloresan mikroskopi, kati faz
sitometrisi veya akis sitometrisi gibi tekniklerle saptanir. Her bir floresan belirteg, hiicrenin
biitiinliigli veya metabolik etkinligi gibi farkli yagamsal fonksiyonlar1 temsil eder. Son 20 y1l
icerisinde ¢ok parametreli akis sitometrisi, hizli sonug vermesi ve hiicreleri bireysel diizeyde
analiz etme kapasitesi sayesinde, Ozellikle biyoteknolojik {iretim, gida giivenligi ve
dezenfeksiyon siire¢lerinde mikrobiyolojik arastirmalarda onemli bir yontem haline
gelmistir [142].

Bu tez kapsaminda ticari olarak temin edilen BacLight Live/Dead Bacterial Viability
Kit (Invitrogent) kullanilmigtir. Kullanilan kit, niikleik asitleri hedefleyen iki farkli floresan
boya igerir: SYTO 9 ve propidyum iyodiir (PI). SYTO 9, yesil floresan 6zelligine sahiptir
ve hiicre zarindan gecerek tiim bakteriyel hiicrelerin boyanmasini saglar. Buna karsilik Pl

yalnizca zar biitlinligii bozulmus hiicrelere girebilir ve DNA’ya baglanarak kirmizi floresan
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yayar. Bu iki boyanin bir arada kullanilmasi durumunda, floresan emisyonlar1 birbirlerini
tetikler;, PI’'nin DNA’ya daha gii¢lii baglanmasi nedeniyle SYTO 9’un sinyalleri
baskilanabilir. Ayrica floresan rezonans enerji transferi (FRET) etkisi de bu sinyal

degisimlerinde rol oynar ve boylece canli-6lii hiicre ayrimi net bir sekilde yapilabilir [143].

Tablo 2.3 Invitrogent LIVE/DEAD BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti spektral bilgi ve saklama

kosullar
SYTO9 Propidyum iyodiir (PI)
Uyarim/emisyon | 480/500 nm 490/635 nm
Standart filtre seti ‘ Floresan yesili Floresan kirmizist
Saklama kosullart ‘ <- 20 °C, 1siktan koruyun <- 20 °C, 1siktan koruyun

38



3. MATERYAL METHOD

Tez galismasinin bu bdliimiinde, tiim ¢alismanin yiiriitiillmesinde kullanilan kimyasal
bilesenler, yiizey kaplama islemleri, hiicre kiiltlirii uygulamalar1 ve antibakteriyel etkinlik

testleri sistematik bir bicimde sunulmustur.

3.1. Deneysel Calismalar
3.1.1. Kullamilan Malzemeler

Bu tez caligmasinda kullanilan tiim kimyasallar analitik saflik derecesinde olup, ek bir
saflastirma islemi yapilmadan dogrudan kullanilmistir. Tiim kimyasallar Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmis olup, ¢oziicii olarak saf su kullanilmigtir

e Sodyum karboksimetil selilloz (CMC): ortalama molekiil agirligi (Mw)
~90.000 olan CMC, deney siiresince viskozite arttirici ve matris olusturucu
biyopolimer olarak kullanilmuistir.

o ODA-MMT Nanokil: Yiizeyi %0,5-5 oraninda aminopropiltrietoksi silan ve
%15-35 oraninda oktadesil amin ile modifiye edilmis olan bu nanokil,
calismada ODA-MMT olarak anilacaktir.

e Poli (akrilik ait-ko-maleik-asit) kopolimeri: Mw~3.000 olan, sulu ¢ozeltide
%50 (agirlik¢a) oraninda bulunan bu madde, dispersiyon kararligini saglamak
amaciyla kullanilmis ve calismada ‘kopolimer’ olarak ifade edilmistir.
Calismada MA olarak anilacaktir.

e Poly(N-vinil pirolidon) (PVP): Ortalama Mw 10.000 olan metal
nanopartiikiillerin sentezinde, aglomerasyonu onlemek i¢in destek olusturucu
ajan olarak kullanilmigtir. Calismada PVP olarak anilacaktir.

e Giimis nitrat (AgNO3): %99.995 saflikta, 202 ° C erime sicakligi ve 4,35
g/cm~3 yogunluga sahip olan AgNO5 antimikrobiyal ajan olarak secilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 i¢gin HaCaT (immortalize insan keratinosit) hiicre hatti
(ATCC American Type Culture, Collection, Rockville, Md.) tercih edilmis olup, hiicreler
Ankara Yildinm Beyazit Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilmistir.

Calismada antibakteriyel etkinligin degerlendirilmesi amaciyla ii¢ farkli Gram pozitif
bakteri susu kullanilmistir: S. aureus (ATCC 29213), S. epidermis (ATCC 12228) ve E.
faecalis (ATCC 29212). Tiim bakteriler Karamanoglu Mehmet Bey Universitesi

Biyoteknoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
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Calismada bakteri hiicrelerinin canlilik durumlariin belirlenmesi  amaciyla
ThermoFisher firmasindan temin edilen L7007 katolog numarali LIVE/DEAD BacLight
Bakteriyel Canlilik Kiti kullanilmistir.

Kaplamalarin uygulanacagi yiizeyler, her biri 1,5 x 1,5 6l¢tilerinde, 5 mm kalinliginda
ve kuvoz kanopilerinde standart olarak kullanilan PMMA levhalar seklinde belirlenmistir.

Bu yiizeyler, Novos Tibbi Cihazlar firmasi tarafindan temin edilmistir.

3.1.2. Orneklerin Hazirhik Asamasi

e Polimer Matrisin Hazirlanmasi (CMC/ODA-MMT): %10 oraninda, 5 CMC
iceren beherglas igerisine yavas yavas saf su eklenmis ve toplam hacmin 50
ml’ye tamamlanmasi saglanmistir. Karisimin homojen bir yapiya ulagmasi icin
manyetik karistirict kullanilmis ve homojen bir karigim elde edildikten sonra
%4 oraninda ODA-MMT ilave edilerek tekrar homojen bir ¢ozelti elde
edilmesi i¢in karistirllmaya devam edilmistir.

e Poli (akrilik ait-ko-maleik-asit) Kopolimerin Hazirlanmasi1 (Bundan sonra MA
olarak anilacaktir.): 0,8 ml %50 MA ¢ozeltisine, 1,2 ml distile su eklenerek
toplamda 2 ml hacminde %20°lik MA ¢ozeltisi elde edilmistir.

e Poly(N-vinil pirolidon) (PVP) Hazirlanmasi: %39 oraninda PVP ¢ozeltisi elde
etmek igin ayr1 bir kap igerisine 5,42 g PVP tartilarak konulmustur. Uzerine
yavas yavas saf su eklenmis ve toplam ¢ozelti hacmi 13,9 g’a ulasmistir. Elde
edilen karistm homojen bir ¢ozelti olusturana kadar manyetik karistirici

igerisinde siirekli karistirilmastir.

3.1.3. Sentez Metodolojisi

Sentez asamasinda kullanilacak olan tiim deney tiipleri ve substrat olarak segilen
PMMA yiizeyler deneysel giivenirligi saglamak amaciyla standart bir temizlik protokoliine
tabi tutulmustur.

Her bir 6rnek i¢in 12 adet PMMA yiizeyi kullanilmis olup, ti¢ farkli 6rnek grubuna ait
caligmalar i¢in toplamda 36 adet PMMA yiizeyi hazirlanmistir. Deneylerde kullanilan tim
deney tiipleri ve PMMA yiizeyler toplamda ti¢ asamali standart bir temizlik prosediiriine tabi
tutulmustur. Bu islem icin tiim malzemeler genis hacimli bir kap igerisine yerlestirilmis,
tizerlerine tim malzemeleri kaplayacak sekilde saf alkol eklenerek 10 dakika boyunca
bekletilmistir ve saf su ile durulanmistir. Sonrasinda 20° C’lik sabit sicakliga ayarlanmis

etliv icerisinde kurumaya birakilmistir.
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Deneysel tasarimda degiskenligin yalnizca giimiis nanopartikiil tasiyicili polimer

matris kaynakli olmasin1 saglamak amaciyla, sentezlenen tiim 6rneklerde kullanilan glimiis

nitrat (AgNO3) miktari sabit tutulmus ve her bir 6rnekte esit miktarda (3 mg) kullanilmstir.

Ayrica sentezlenen tiim 6rneklerin toplam hacmi 1 ml olarak belirlenmistir. 0,8 ml ve 0,2 ml

oraninda tiim ¢ozeltiler karistirilmistir.

Ornek 1’in Sentezlenmesi (AgNP Tasiyicili PVP/ODA-MMT): 3mg giimiis
nitrat (AgNO;) hassas tartida tartilarak ‘Ornek 1” olarak isimlendirilen deney
tiipiine aktarilmistir. Uzerine %39°luk konsantrasyona sahip 1 ml Poly(N-vinil
pirolidon)/ODA-MMT (PVP/ODA-MMT) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karigim,
oda sicakliginda manyetik karigtirict yardimiyla homojen bir karigim elde
edilinceye kadar karistirilmistir.

Omek 2’in Sentezlenmesi (AgNP Tasiyicili PVP/ODA-MMT/MA): 3 mg
giimiis nitrat (AgNO3) hassas tartida tartilarak ‘Ornek 2” olarak isimlendirilen
deney tiipiine aktarilmistir. Uzerine %39’luk konsantrasyona sahip 0,8 ml
Poly(N-vinil pirolidon)/ODA-MMT (PVP/ODA-MMT) ¢ozeltisi ve %20’lik
konsantrasyona sahip 0,2 ml MA ilave edilmistir. Karisim, oda sicakliginda
manyetik karistirict yardimiyla homojen bir karisim elde edilinceye kadar
karigtirilmagtir.

Ornek 3’iin Sentezlenmesi (AgNP Tastyicili CMC/MA/ODA-MMT): 3mg
giimiis nitrat (AgNO3) hassas tartida tartilarak ‘Ornek 3’ olarak isimlendirilen
deney tiipiine aktarilmistir. Uzerine 0,8 ml CMC/ODA-MMT polimer matris
eklenmis ve %?20’lik konsantrasyona sahip 0,2 ml MA ilave edilmistir.
Karisim, oda sicakliginda manyetik karistirict yardimiyla homojen bir karigim

elde edilinceye kadar karistirilmstir.

Sekil 3.1 LED 1gmlama éncesinde kolloid formdaki 6rnekler, sirastyla Ornek 3 (AgNO5 katkilt
CMC/MA/ODA-MMT), Ornek 2 (AgNO; katkili PVP/ODA-MMT/MA) ve Orek 1 (AgNO; katkih

PVP/ODA-MMT)
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Her bir 6rnek, AgNP sentezini ger¢eklestirmek amaciyla yaklasik 2 saat boyunca 450
nm dalga boyuna sahip mavi LED 15181 altinda 1sinlanmistir. Isinlama siirecinin sonunda tiim
ornekler karakteristik olarak koyu kahverengi bir renk almistir. Bu renk degisimi, AgNP

olusumunun gorsel bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.2 LED 1sinlama sirasinda, giimiis iyonlarmin AgNP’lere dniismesi, sirasiyla Ornek 3 (AgNO,
katkili CMC/MA/ODA-MMT), Ornek 2 (AgNOj; katkili PVP/ODA-MMT/MA) ve Ornek 1 (AgNO; katkili
PVP/ODA-MMT)

(a) (b)

Sekil 3.3 Ornek 3; Mavi LED ile 1sinlanmadan énce (a) (AgNO; katkili CMC/MA/ODA-MMT), mavi LED
ile 1sinlandiktan sonra (b) (AgNP Tastyicili CMC/MA/ODA-MMT)

3.1.4. Orneklerin Diliisyon ve Konsantrasyon Hesaplamalar

Seri diliisyon yontemi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda AgNP igeren ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Tim 6rneklerin baslangic konsantrasyonu %100 olarak kabul edilmistir.
Ornek 1, Ornek 2 ve Ornek 3 stok ¢dzeltiler olarak tanimlanmus olup, her biri 1 ml hacimde

ve 3 mg AgNP icermektedir.
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Her stok ¢6zeltiden 0,5 ml alinarak I numarali tiiplere aktarilmis ve tizerine 0,5 ml
distile su eklenmistir. BoOylece I numarali tiiplerin toplam hacmi 1 mLlI AgNOs
konsantrasyonu 1,5 mg/ml (%50) ve toplam AgNP miktari 1,5 mg olmustur.

I numarali tiiplerden 0,5 ml alinarak II numaral tiiplere aktarilmis, tizerine 0,5 ml
distile su eklenerek seyreltme yapilmistir. Bu islem sonucunda II numarali tiiplerin
konsantrasyonu 0,75 mg/ml (%25)’ye diismiis ve toplam AgNP miktar1t 0,75 mg/ml
olmustur.

Ayni sekilde, II numarali tiiplerden 0,5 ml alinarak III numarali tiiplere aktarilmis ve
0,5 ml distile su eklenmistir. Bu son seyreltme ile konsantrasyon 0,375 mg/ml (%12,5) ve
toplam AgNP miktar1 0,375 mg/ml olmustur.

Tiim diliisyon adimlarinda nihai hacim 1 ml olarak korunmustur.

Sekil 3.4 Ormek 3’{in (AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-MMT) diliisyon (seyretme) islemi

Tablo 3.1 AgNO; Konsantrasyonlar1 ve Hacimsel Hesaplama

Tiip Kaynak Aktaridlan Eklenen Toplam AgNP Konsantrasyon
No Tiip Hacim Saf Su  Hacim Konsantrasyon (%)
(mL) (mL) (mL) (mg/mL)
| Stok 0,5 0,5 1 1,5 50
1l | 0,5 0,5 1 0,75 25
1 1l 0,5 0,5 1 0,35 12,5

3.1.5. Kaplama Metodolojisi

Gelistirilen goriiniir 1518a duyarli AgNP tasiyicili nanokompozit ¢ozeltiler, 1,5 x 1,5
cm boyutlarindaki PMMA yiizeyler lizerine drop-casting yontemi kullanilarak kaplanmistir.
PMMA orneklerinin arka yiizeyleri, izlenebilirligin saglanmasi amaciyla, ilk hane 6rnek
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numarasini ve ikinci hane kullanilan konsantrasyon miktarini temsil edecek sekilde iki haneli
sistem kullanilarak numaralandirilmistir. PMMA  yiizeylere herhangi bir kaplama
uygulanmadan hazirlanan PMMA’lar kontrol grubu olarak tanimlanmustir.
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Sekil 3.5 MMA numuneleri, sirasiyla a)AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT, b) PVP/ODA-MMT/MA ve
CMC/ODA-MMT/MA seklinde kodlanmis olup AgNP konsantrasyonlari sirasiyla (1,5 mg/ml AgNP,075
mg/ml AgNP ve 0,375 mg/ml AgNP’dir.

e |

=3 B

Sekil 3.6 Kontrol grubu

Her bir numune i¢in hazirlanan ¢6zeltiden 200 ul hacminde 6rnek, mikropipet
yardimiyla alinarak PMMA yiizeylerin tamamina esit sekilde uygulanmistir. Damlatma
isleminin ardindan, yiizeyler 200 °C’ye ayarlanmis etiivde yaklasik 4 saat boyunca
bekletilmistir. Bu siire¢, ¢ozeltinin PMMA ylizeyleriyle biitiinlesmesini ve AgNP’lerin
ylizeye sabitlenmesini saglayarak hidrofobik bir kaplama elde edilmesini miimkiin kilmistir.

Her bir 6rnek seti, yiizey biitiinliigii ve kaplama homojenligini korumak amaciyla,
birbirinden bagimsiz olarak termal olarak kiirlenmistir. Kontrol grubu ornekleri de
200 °C’ye ayarlanmis etlivde yaklasik 4 saat bekletilmistir. Bu kapsamda sicaklik etkisinin
bagimsiz degerlendirilmesi amaclanmistir. Kaplanan yiizeylerde bulunan polimer kalintilar
pens yardimiyla dikkatlice uzaklastirilmis olup, gerceklestirilen tiim analizler yalnmizca

kaplanan seffaf yiizeye ait 6zellikler iizerinden degerlendirilmistir.
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Sekil 3.7 Ornek 3’e ait 1,50 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP iceren AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT
nanokompozit kaplamalarin PMMA yiizeylerinde olusturdugu kalint1 yapilarinin etiiv islemi 6ncesi (a) ve
sonrast (b) goriintiileri.

Sekil 3.8 Ornek 2’ye ait 1,50 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP iceren AgNP tastyicili PVP/ODA-
MMT/MA nanokompozit kaplamalarin PMMA yiizeylerinde olusturdugu kalint1 yapilarinimn etiiv iglemi
oncesi (a) ve sonrasi (b) goriintiileri.

Sekil 3.9 Ornek 3’e ait 1,50 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP igeren AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-
MMT nanokompozit kaplamalarin PMMA yiizeylerinde olusturdugu kalinti yapilarinin etiiv islemi 6ncesi (a)
ve sonrasi (b) goriintiileri.
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Sekil 3.10 Kaplama sonrasi yiizeyde kalan polimer kalintilarinin pens yardimiyla dikkatlice
uzaklastirilmasi.

Tiim analizler, yalnizca kaplama uygulanmig seffaf yiizeylerin karakterizasyonuna

odaklanacak sekilde gerceklestirilmistir.

3 mg AgNO:s © 08ml 02ml
- I
\\ ‘ L .
— = —1 — e

S

Q/ CMC/ODA-MMT MA AgNO3 katkili Homojen  dagilana

CMC/MA/ODA-MMT dek karistirilr

w
o - >3 1Y —
1 VYU 0 Y = T am .
I nom ’,
- . . 3mg AgNO3/ 1 mL 2 saat boyunca 450 2
Dilisyon islemi nmlik mavi LED -

isinlamasi yapilir
(1) 1,5 mg/mL AgNP
(1) 0,75 mg/mL AgNP
(M) 0,375 mg/mL AgNP

Ornekler 200°C’lik etiivde 4 saat boyunca
¢ | Dbekletilmistir

® 2

Sekil 3.11 Ornek 3’e ait deneysel tasarim

3.2. Orneklerin Karakterizasyon Teknikleri

Gelistirilen seliiloz bazli AgNP tastyicili nanokompozit kaplamalarin yiizey
morfolojisini incelemek amaciyla, Ankara Y1ldirrm Beyazit Universitesi, Merkez Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi, Miihendislik Bilimleri Birimi Elektron
Mikroskopi Laboratuvart HITACHI SU5000 Alan Emisyonlu Taramali Elektron
Mikroskobu (FE-SEM), EDS dedektorii ile kullanilmistir. Bu mikroskop 0,5-30 kV
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araliginda degisken calisma voltajina ve 1,20 nm (30 kV) ile 3,00 nm (1 kV) arasinda degisen
¢Oziiniirliik kapasitesine sahiptir. Cihazin biiylitme araligi 30x ile 1.500.000x arasindadir.
Analizden oOnce tim kaplama oOrnekleri ylizeydeki diizgiinlik ve iletkenligi arttirmak
amaciyla 4 sn boyunca ince bir altin tabakasi ile kaplanmustir.

Gelistirilen biyouyumlu antibakteriyel nanokompozitlerin optik ozellikleri,
Karamanoglu Mehmet Bey Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari'nda Thermo Scientific
Multiskan GO UV-VIS spektrofotometresi ile analiz edilmistir. Analizlerde kullanilmak
tizere, %100 konsantrasyona sahip stok c¢ozeltilerden elde edilen ornekler ilk olarak stok
¢Ozeltiden 10 pL alinarak saf su ile karistirilmis boylece birinci diliisyon hazirlanmis ve 1:10
oraninda seyreltilmistir. Ardindan, birinci diliisyondan alinan 20 pl, tizerine 80 ul saf su
ilave edilerek karistirtlmis ve toplam hacmi 100 pl ve 1:50 oraninda seyreltilen son 6rnekler
hazirlanmis ve absorbans 6l¢limleri son diliisyonlar iizerinden gergeklestirilmistir.

Nanoparcaciklarin karakteristik ylizey Ozelliklerinin yani sira kristal yapisit ve faz
bilesimi belirlenmek iizere Ankara Yildirinm Beyazit Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi, Miihendislik Bilimleri Birimi’nde X 1sin1
Laboratuvari’nda Rigaku SmartLab X-ray Diffractometer Cu cihazi kullanilarak toz kirilim
deseni X — Isin1 Kirinimi (XRD) analizleri yapilmistir. Her bir 6rnek ayri cam petri kaplarina
dokiilmis, polimerin uzaklastirilmasi ve kristal yapinin daha net incelenmesi adina, 40 °C
sabit sicakliga ayarlanan etiivde gece boyunca (yaklasik 12 saat) kurutularak XRD analizine

uygun hale (toz hale) getirilmistir.

3.3. Orneklerin Keratinosit (HaCaT) Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

Bu tez calismasinda, gelistirilen kaplamalarin  sitotoksik etkinliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla, insan deri keratinosit hiicre hatti (HaCaT) lizerinde hiicre
canlilik analizi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda kaplanan her bir PMMA yiizeyinden
salinabilecek olasi toksik bilesenlerin hiicre biiyiimesi ve metabolik aktivite lizerindeki
etkileri, MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi kullanilarak
degerlendirilmistir.

Malzemelerin sitotoksisitesi direk, indirek veya dolayli olarak belirlenebilir. Calisma
kapsaminda ISO 10993-5’e gore indirek yontem kullanilmistir. Tim PMMA &rnekleri (her
bir PMMA numunesi), ImL hiicre kiiltiir besiyeri Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) igerisinde 3 giin boyunca inkiibe edilerek malzeme ekstraktlar1 hazirlanmistir (ISO
10993-12). Ayrica PMMA yiizeyine yapilan kaplamalarin kolloiadal hallerinin de

sitotoksisitesi belirlenmistir. Kaplamada kullanilan nanopartikiillerin sitotosisitesi direk
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yontem ile belirlenmis ve hiicreler nanopartikiillere maruz birakilmistir.  Hiicre canlilik
analizinde kullanilan HaCaT hiicreleri, %80-90 konfluent seviyesine ulastiginda 25 cm?’lik
hiicre kiiltiir kabindan tripsinizasyonla ayrilmis ve 96 kuyucuklu plakaya her kuyucuga 10*
hiire diisecek sekilde ekilmistir. Hiicrelerin ylizeye adezyonunu saglamak amaciyla, plakalar
%5 CO,igeren inkiibatérde gece boyunca 37 °© C’de inkiibe edilmistir [145].

Ertesi giin, her bir kuyucuktaki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve yerine PMMA
orneklerinden elde edilen ekstraktlar aktarilmistir. Hiicreler ekstratlara ortama 24 saat maruz
birakilmigtir. Ardindan, her kuyucuga 0,5 mg/mL konsantrasyonunda MTT c¢ozeltisinden
100 uL eklenmis ve plakalar 37 ° C’de 4 saat inkiibe edilerek hiicre metabolizmasina bagh
formazan kristallerinin olugmasi saglanmustir [145].

Inkiibasyon sonrasinda MTT ¢dzeltisi uzaklastirilmis ve kristalleri ¢6zmek amaciyla
her bir kuyucuga 200 pL 0,04 M HCI igeren izopropanol eklenmistir. Plakalar karanlikta 30
dakika boyunca bekletildikten sonra olusan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6l¢iilmistiir.
Plak 570 nm’de (CLARIOstar Plus, Mikroplaka okuyucu) mikroplak okuyucu cihazi ile
Olgtilmistiir [145].

Sadece kiiltiir ortamiyla inkiibe edilen hiicreler kontrol grubu olarak kabul edilmis ve
bu grubun ortalama absorbans degeri %100 canlilik olarak kabul edilmistir. Diger test
kuyucuklardan alinan absorbanslarin ortalamalar1 ile mukayese edilerek membranlarin

sitotoksisiteleri belirlenmistir. Her deney tiglii tekrarla yiritiilmistiir [145].

3.4. Canly/Olii Hiicre Boyama Yontemi ile Antibakteriyel Etkinlik Analizi

PMMA ornekleri iizerindeki mikrobiyal canliligin degerlendirilmesi amaciyla,
BacLight Live/Dead Bacterial Viability Kiti (Invitrogen) kullanilmig ve analizler lazer
taramali konfokal mikroskop (CLSM) ile gergeklestirilmistir. Bu canli/6li bakteri canlilik
kiti, iki farkli floresan boya igerir: canli hiicreleri yesil renkte boyayan SYTO 9 ve zarar
gormiis ya da 6li hiicreleri kirmizi renkte boyayan propidyum iyodiir.

S. aureus, S.epidermis ve E. faecalis suslar1 kullanilmistir. Tim bakteri tiirleri, sivi
besiyerine inokiile edilerek 37°C’de gece boyunca inkiibe edilmis ve ardindan kiiltiir
yogunluklar1 0,5 McFarland standardina gore ayarlanmistir. Kaplanmis ve kaplanmamis
kontrol 6rnekleri 24 kuyucuklu steril polistiren plakalara yerlestirilmis ve her kuyuca

standartlastirilmis bakteriyel siispansiyonlar eklenmistir.
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Sekil 3.12 Ornek 1’in (PMMA Yiizey iizerine kaplanan AgNP tastyict PVP/ODA-MMT) yiizeye kaplanan ii¢
farkli konsantrasyonu ve kontrol 6rneginin sivi besiyerinde inokiile edilmesi

Ornekler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak bakteri tutunmasi ve olasi biyofilm
olusumu desteklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda yiizeye tutunmayan bakteriler
uzaklastirilmis, ardindan 6rnekler fosfat tamponlu salin (PBS) ile ii¢ kez nazik¢e yikanmustir.

Goriintiileme islemi igin, esit hacimde alinan boyalar bir mikro santrifiyj tliptinde
karistirilmis ve her numunenin {izerine 2,5 ml’lik boya karisimi1 uygulanmistir. Hazirlanan
numuneler karanlik ortamda 15 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan 63X objektifli
ODTU Merkezi Laboratuvari’nda bulunan Zeiss LSM 510 marka lazer taramali konfokal

mikroskop kullanarak goériintiilenmistir [146].

3.5. Canl/Olii Hiicre Analizlerinin MATLAB Goriintii Isleme Yoéntemleriyle

Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, lazer taramali konfokal mikroskop ile elde edilen floresan goriintiiler
iizerinden canli ve 6li hiicre ayrimi yapmak amaciyla goriintli isleme tabanli bir analiz
yontemi uygulanmistir. Analiz siireci, her biri birbiriyle baglantili olan birka¢ temel adimdan
olusmaktadir.

Ik asamada, lazer taramali konfokal mikroskop araciligiyla elde edilen RGB
formatindaki goriintii, MATLAB ortamina aktarilmigtir. Bu goriintii, hiicrelerin canlilik
durumuna gore farkli dalga boylarinda floresan sinyali yaymalar1 esas alinarak
degerlendirilmistir. Genellikle yesil sinyal canli hiicreleri, kirmizi sinyal ise 6lii hiicreleri
temsil etmektedir. Bu nedenle, goriintiideki renk kanallar1 ayristirilmis ve analiz siirecine
yalnizca kirmizi (R) ve yesil (G) kanallar dahil edilmistir.

Ikinci asamada, her bir kanal igin otomatik esik degeri belirlenerek binarizasyon (ikili

hale getirme) islemi gergeklestirilmistir. Bu islemde, graythresh fonksiyonuna dayali
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otomatik esikleme yontemi kullanilmistir. Boylece, goriintiideki hiicre bolgeleri ile arka plan
birbirinden ayrilmis, sadece ilgili sinyali igceren pikseller maske haline getirilmistir.

Uciincii adimda, canli ve 6lii hiicreler igin ayr1 maske goriintiileri olusturulmustur.
Canli hiicre maskesi, yalnizca yesil kanalin yogun oldugu ve kirmizi kanalin diisiik kaldigi
alanlardan elde edilmistir. Olii hiicre maskesi ise, kirmizi kanalin baskin oldugu bolgeleri
icermektedir. Bu sayede her iki hiicre durumu da bagimsiz olarak gorsellestirilmis ve analiz
edilmistir.

Dordiincii asamada, her bir maskede aktif (beyaz) pikseller sayilarak hiicre sayimina
karsilik gelen degerler elde edilmistir. Canli ve 6lii hiicrelerin piksel yogunluklarina karsilik
gelen bu sayilar, toplam hiicre sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir. Ardindan, elde
edilen bu veriler kullanilarak canli ve 6lii hiicre oranlar yiizdesel olarak hesaplanmaistir.

Son olarak, analiz ¢iktilar1 hem sayisal hem de gorsel olarak sunulmustur. Canli ve 6lii
hiicreleri temsil eden maskeler ayr1 ayr1 gosterilmis; buna ek olarak, elde edilen yiizdesel
oranlar kullaniciya konsol ¢iktis1 araciligiyla raporlanmistir. Bu siireg, biyolojik 6rneklerde
hiicre canliliginin kantitatif degerlendirilmesini miimkiin kilan hizli, tekrarlanabilir ve

kullanicidan bagimsiz bir analiz yontemi sunmaktadir.

’ Gorinti girisi ’

‘ RGB kanal ayristirmasi ’

‘ Binarizasyon (egikleme)’

‘ Maske olusturma ’

}

‘ Piksel sayimi ’

|

‘ Yiizde hesaplama ’

}

‘ Gorsellestirme ’

Sekil 3.13 MATLAB ortaminda lazer taramali konfokal mikroskop goriintiilerinden canli/61i1 hiicre
oranlarinin hesaplanmasina yonelik goriintii isleme siirecini gosteren akis diyagrama.
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3.6. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde ¢esitli hesaplama ve
istatistiksel analiz yontemleri uygulanmigstir. Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen MTT testi sonuglari, Microsoft Excel (2016) yazilimi kullanilarak
hesaplanmis ve ylizde canlilik oranlar1 grafiksel formatta sunulmustur.

Yiizeylerin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilan taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri, ImageJ (Versiyon 1.54p) yazilimi araciligiyla analiz
edilmis; yiizeydeki ¢ekirdek-kabuk yapilarinin boyut dagilimi niteliksel olarak
belirlenmistir. Elde edilen veriler, gorsellestirme amaciyla MATLAB R2024b yaziliminda
grafik haline getirilmistir.

Optik ozelliklerin degerlendirilmesinde gergeklestirilen UV-Vis spektrofotometrik
analizler sonucunda elde edilen absorbans verileri, MATLAB yazilimi kullanilarak
grafiklestirilmis ve nanoparcaciklarin optik 0&zellikleri sayisal veriler {izerinden
yorumlanmustir.

Calismada elde edilen XRD desenleri, OriginPro (2025b) yazilimi iizerinden islenmis
ve grafiksel olarak sunulmustur. Yazilim, 6l¢iim verilerinin diizenlenmesi, temel piklerin
belirlenmesi ve sonuglarin gorsellestirilmesi i¢in tercih edilmistir.

Antibakteriyel etkinligin gorsel degerlendirilmesinde, canli/6lii hiicre boyamalari
sonrasi elde edilen lazer taramali konfokal mikroskop goriintiileri, MATLAB yaziliminda
gelistirilen 6zel bir analiz kodu ile islenmistir. Bu analiz kapsaminda, canli ve 6lii hiicreler
ayrigtirtlarak hiicre 6lim oranlart sayisal olarak hesaplanmis ve Ornekler arasinda
karsilastirmalar yapilmistir ve sonuglar 4. Bulgular ve Tartisma boliimiinde ayrintili olarak

tartisilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimiinde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalarin sonuglari ve
bunlara iligkin degerlendirmelere yer verilmistir.

Calismanin ilk asamasinda, PMMA yiizeylerine antibakteriyel 6zellik kazandirmak
amaciyla, goriiniir 1518a duyarl yiizey kaplamalariin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
kapsamda, goriiniir 151k altinda fotokimyasal yontem ile giimiis nanopartikiiller sentezlenmis
ve elde edilen AgNP siispansiyonlar1 drop-casting yontemi ile PMMA yiizeylerine
uygulanmustir.

Elde edilen giimiis nanopartikiillerin iiretim siirecleri ve karakterizasyon sonuglari
detayli olarak incelenmistir. Karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, oncelikle SEM ile
yilizey morfolojisi gozlemlenmis ve EDS ile elementel bilesim analizi gergeklestirilmistir.
SEM goriintiileri, partikiil boyutlarinin ve dagilimimin daha hassas belirlenmesi amaciyla
ImageJ yazilimi kullanilarak tespit edilip, MATLAB programi kullanilarak grafige
dokiilmustiir. BOylece giimiis nanopartikiillerin ortalama parcacik boyutlar1 ve boyut
dagilim1 niceliksel olarak elde edilmistir.

Bunun yani sira, optik dzelliklerin degerlendirilmesi i¢in UV-Vis spektrofotometrik
analizleri yapilmis ve nanopartikiillerin ylizey plazmon rezonans (SPR) pikleri
belirlenmistir. Kristal yapt ve faz bilesiminin tayini amaciyla ise XRD analizleri
gerceklestirilmis, boylece elde edilen nanopartikiillerin kristal yapist ve yapisal 6zellikleri
detayl sekilde ortaya konmustur.

Ardindan PMMA yiizeyi iizerine kaplanan goriiniir 1513a duyarli antibakteriyel
kaplamalarin biyouyumluluk potansiyellerini degerlendirmek amaciyla, 1ISO 10993-5:2009
standard1 dogrultusunda insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) ile MTT hiicre canlilik testleri
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda hem sentezlenen orneklerdeki AgNP’lerin serbest
formlar1 hem de kaplanmis yiizeylerdeki hiicre canliligi {izerindeki etkiler ayr1 ayr
incelenmistir.

Kaplanmis PMMA yiizeylerin antibakteriyel etkinligini degerlendirmek amaciyla, S.
aureus, S. epidermidis ve E. faecalis olmak iizere li¢ farkli Gram pozitif bakteri susu
kullanilmigtir. Her bir sus, kaplanmis PMMA ytizeylerine inkiibasyon siiresi boyunca temas
ettirilip, canli/6lii hiicre boyamasi (Live/Dead BacLight™) uygulanmustir.

Boyama sonrasi ornekler, lazer taramali konfokal mikroskop (CLSM) ile yiiksek
¢Oziiniirliikte goriintiillenmistir. Elde edilen mikroskobik veriler, MATLAB yazilimi

kullanilarak gelistirilen 6zel bir goriintli isleme algoritmasi aracilifiyla analiz edilmistir.
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Goriintiilerdeki yesil ve kirmizi floresan sinyallerin piksel yogunluklari nicel olarak
degerlendirilmis; boylece her bir ylizey i¢in canli/6lii hiicre orani hesaplanmistir. Bu yontem
sayesinde, test edilen her {li¢ sus icin kaplama yiizeylerinin antibakteriyel performansi
karsilastirmali olarak ortaya konmus; kaplamalarin patojenik mikroorganizmalara karsi
gosterdigi etkinlik istatistiksel olarak degerlendirilebilir hale getirilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Sentez Metodu

-
-ee
» 204 -
| P >
I J I . ¢
' , '
Pooglas

Drop-casting metodu

1

EDS ISO 10993-5
} ‘ﬂ HaCaT cells
|l ~ ®
oo/
/ == Ol‘/ - -.
( == ‘C( . ’

Karakterizasyon Cahismalari Sitotoksisite Degerlendirmesi Antibakteriyel Analizler

in Vitro Calismalar

Sekil 4.1 Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin grafiksel 6zeti

4.1. Fotokimyasal Aktivasyon

Bu tez c¢aligmasinda kullanilan 450 nm dalga boyundaki mavi LED, goriiniir 151k
spektrumunda yer almakta olup, iyonlastirici olmayan 1s1k kaynagidir. Bu mavi LED, 151k
kaynag1 olarak kullanildiginda, ortamda bulunan organik indirgenler ile (6rn. seliiloz,
polimer bazl bilesiklerle) etkilesime girerek serbest elektronlarin agiga ¢ikmasini saglar.
Elde edilen bu serbest elektronlar, ortamda bulunan Ag* iyonlarini indirger ve nétr giimiis
atomlarini (Ag®) olusmasina neden olur.

Indirgenen Ag? tiirleri niikleasyon (gekirdeklenme) siirecini baslatarak zamanla biiyiir
ve cevresel kosullar altinda stabil nano-giimiis boyutlu AgNP’lerin olusumunu saglar. Bu
fotokimyasal doniisiim, mavi LED yardimiyla gerceklestirilen indirgenme tepkimesine

dayanmaktadir.

53



Bu calismada gelistirilen AgNP tasiyicili biyouyumlu polimer nanokompozitlerin
sentezi ve sentez esnasinda kullanilan malzemeler Boliim 3.1.2 Sentez Metodolojisi
icerisinde ayrintili olarak verilmistir. Her bir numune, AgNP sentezinin gerceklestirilmesi
amaciyla yaklasik 2 saat boyunca, 450 nm dalga boyuna sahip mavi LED 151k kaynagi altinda
1sinlanmistir. Isinlama siirecinin sonunda, tiim 6rnekler karakteristik olarak koyu kahverengi
bir renk almig, bu renk degisimi AgNP olusumunun gorsel bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir.

Orneklerin sentezlerinde kullanilan malzemeler asagidaki gibidir:

Tablo 4.1 Calismada kullanilan makromolekiil yapilar

OH COOHICOOH O\
HO N ©
n

O

NH, COOH

Seliiloz makromolekiil Kopolimer makromolekiilii Polivinilpirolidon

e CHs- (CH,)- NH,/MMT reaktif organik kil-nano dolgu maddesi (ODA-MMT)
e AgNO; (Glimiis Nitrat)

e H,0 Distile su

Ag00C
4 Ag-00C
n
AQ-00C
a) b)

Sekil 4.2 MA-AgNOs kompleksinin goriiniir 151k altinda sentez aktivasyonu: a) LED 151k kaynagi
uygulanmadan 6nce, fiziksel karigim halinde olup yap1 igerisinde yalnizca fragmanlar bulunmakta, b) LED
151k kaynag1 uygulandiktan sonra ise, fiziksel karigim icerisindeki bilesenler kimyasal baglar olusturarak
kararl1 yapiya doniistimii
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a) b)

Sekil 4.3 PVP/AgNOs kompleksinin goriiniir 151k altinda sentez aktivasyonu. (a) LED 151k kaynag1
uygulanmadan 6nce, fiziksel karisim halinde olup yap1 igerisinde yalnizca serbest fragmanlar bulunmaktadir.
(b) LED 151k kaynag1 uygulandiktan sonra, fiziksel karisimdaki bilesenler kovalent baglar araciligiyla
stabilize edilerek kararli bir yaprya doniismektedir.

@ Amid badlan

‘ﬁ LED

N

a N
COCH
/j\/\ %%3
COOH NH

Amid badlan
a) b)

Sekil 4.4 MA-kil kompleksinin goriiniir 151k altinda sentez aktivasyonu; a) LED 151k kaynagi uygulanmadan
once yapt fiziksel karigim halinde olup, MMT yiizeyine bagh serbest amin (-NH-) ve karboksil (-COOH)
gruplar1 bulunmaktadir. b) LED 151k kaynagi etkisiyle, amin ve karboksil gruplar arasinda amid baglart
olusarak yap1 kovalent olarak stabilize edilmektedir.
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Sekil 4.5 MMT—polisakkarit kompleksinin goriiniir 1g1k altinda sentez aktivasyonu; a) LED 11k kaynagi 6nce
yapi fiziksel karigim halinde olup, yapida serbest amin (-NH.) ve karboksil (-COOH) gruplari ile Ag
nanopargaciklar: bulunmaktadir ve b) LED 151k kaynag1 sonrasi amin ve karboksil gruplari arasinda amid
baglar1 olusarak yap1 kovalent olarak stabilize edilmistir

COOH

Amid baglan

NH

LED _
unit ~ H
0
Esterlesme yoluyla capraz
bagdlanma fragmani

NH COOH

b)

Sekil 4.6 CMC/MA kompleksinin goriiniir 151k altinda sentez aktivasyonu; a) LED 1s1k kaynagi 6nce yapi
fiziksel karigim halinde olup, polimer zinciri iizerinde serbest karboksil (-COOH), hidroksil (-OH) ve amin
(-NH) gruplar1 bulunmaktadir. b) LED 151k kaynagi sonrasi karboksil gruplari ile amin gruplar arasinda
amid baglari, karboksil gruplari ile hidroksil gruplari arasinda ise esterlesme yoluyla ¢apraz baglanma

olusumu.
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AgNP olusumu, mavi LED uygulamasmin 6ncesinde ve sonrasinda gozlemlenen
karakteristik renk degisimiyle desteklenmis olup, bu durum Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de agikga
goriilmektedir. Renk degisimi plazmonik rezonans etkisine bagli olarak o6rneklerin mavi
LED 1sinlama sonrasinda daha koyu bir renk almasini saglamaktadir. Bu durum yiizeyde

AgNP’lerin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.

Sekil 4.7 Oreklerin mavi LED 1sinlama 6ncesi (sirastyla Ornek 3(AgNO; katkili CMC/MA/ODA-MMT),
Ornek 2 (AgNO; katkili PVP/MA/ODA-MMT) ve Ornek 1 (AgNO; katkili PVP/ODA-MMT))

Sekil 4.8 Orneklerin mavi LED 1sinlama sonrast (sirastyla Ornek 3 (AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-MMT),
Ornek 2 (AgNP tastyicili PVP/MA/ODA-MMT) ve Ornek 1 (AgNP tastyicili PVP/ODA-MMT))

Mavi LED 15181n yiiksek foton enerjisi, foto-rediiksiyon kinetigini hizlandirarak daha
kiiglik boyutlu, homojen dagilimli ve yiiksek ylizey/hacim oranina sahip nanopartikiillerin
olugmasina katki saglamaktadir [147], [148]. Bu ozellik, partikiillerin reaktif yiizey alanini
artirarak antimikrobiyal etkinligin kimyasal olarak giiclenmesine neden olur (Bkz. Sekil 4.2,
Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6). Bu calismada sentezlenen AgNP tasiyicili
biyouyumlu polimer nanokompozitler, yaklasik 2 saat boyunca 450 nm dalga boyuna sahip
mavi LED 151k kaynagi altinda 1sinlanmis; siire¢ sonunda numuneler karakteristik olarak
koyu kahverengi bir renk almistir. Bu renk degisimi, AgNP olusumunun gorsel bir géstergesi
olarak degerlendirilmistir.

Incelenen literatiirlerde de benzer sonuglar rapor edilmistir. Bunyatova et al. [131]
goriiniir 151k fotonlarinin giimiis nanopartikiillerin foto-rediiksiyonu {iizerindeki etkisini

incelemis, optoelektronik geri bildirim tespitini ve antimikrobiyal aktivitenin
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degerlendirilmesini hedeflemistir. Calismalarinda farkli dalga boylarindaki LED 1sinlari ile
AgNP sentezi gergeklestirilmis ve mavi LED 1sik altinda {iretilen en kiiciik (46 nm)
nanopartikiillerin en yiiksek antibakteriyel etkinligi gosterdigi rapor edilmistir. Buna karsin,
kirmiz1 LED 151k altinda sentezlenen nanopartikiillerin en gii¢lii anti-fungal etkiyi sagladigi
belirlenmistir.

Bu sonuglar, mavi LED kullaninmmin o&zellikle yiiksek antibakteriyel aktivite
hedeflenen uygulamalarda tercih edilmesinin bilimsel ve teknik ag¢idan dogru bir yaklagim
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, bu ¢calismada 450 nm mavi LED 151k kullanilmasi,
elde edilen AgNP’lerin morfolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve biyolojik etkinliginin

artirllmasi agisindan literatiirle uyumlu, rasyonel bir se¢imdir.
4.2. Karakterizasyon Analizleri

4.2.1. SEM Analizi

1 ml’de 3 mg AgNP iceren stok cozeltiler kullanilarak, drop-casting yontemi ile
PMMA yiizeylerine kaplanmis Ornek 1 (AgNP tastyicii PVP/ODA-MMT), Ornek 2
(PVP/MA/ODA-MMT) ve Ornek 3 (Ag tastyicili CMC/MA/ODA-MMT) numunelerinin
ylizey morfolojileri, 100.000x biiylitme oraninda elde edilen taramali elektron mikroskobu
(SEM) gorintiileri ile incelenmistir. Goriintiiler, 10.0 kV hizlandiric1 gerilim ve 7.2 mm
calisma mesafesi altinda alinmis olup, ylizey detaylarimi yiiksek c¢oziiniirliikkte ortaya

koymaktadir. Malzeme hazirlama yontemi Boliim 3.2°de ayrintili olarak sunulmustur.

4.2.1.1. Ornek 1 (AgNP Tastyicili PVP/IODA-MMT)

Sekil 4.9 a’da goriilen 100.000x biiylitmeli SEM goriintiistinde, PMMA yiizeyine
kaplanmis AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT selilloz matris yiizeyinde nano oOlgekli
¢ekirdek-kabuk yapisini agiga ¢ikartmaktadir. Drop-casting yonetimiyle yapilan kaplama
yapisi, uzamis elipsoit seklinde olup, yar1 homojen seklinde yiizeye dagilmustir.

Sekil 4.9 a’da goriilen SEM goriintiisiinden kirmizi ile isaretlenen bolgenin analizi i¢in
ImageJ yazilimi kullanilmis ve analiz edilmistir. Sekil 4.9 b’de goriildigi tizere Matlab
yazilimi lizerinden kirmizi bolge igerisinde yer alan ¢ekirdek-kabuk yapisi dagilimi grafik
haline getirilmis ve histogram grafigi seklinde sunulmustur. En yiiksek cekirdek-kabuk
yapist yogunlugu 8-10 nm araliginda gézlemlenmis ve histogram saga carpik bir dagilim
gosterilmistir. Image] yazilimi ile elde edilen analiz verileri, 6l¢iim giivenilirli§inin
saglanmas1 ve sonuclarin dogrulanmasi amaciyla ek olarak gorsel inceleme yontemi ile

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9 a) Ornek 1’in SEM goriintiisii ve Ornek 1’in ¢ekirdek-kabuk yapist boyut dagilimi (nm) (PVP
/ODA-MMT/AgNO3) 3 mg/ml AgNO;)

4.2.1.2. Ornek 2 (AgNP Taswyicili PVP/ODA-MMT/ MA)

Sekil 4.10 a’da verilen 100.000x biiyiitmeli SEM goriintlisti, PMMA tabanh ylizey
tizerine kaplanmig AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT/MA seliiloz matris yiizeyinde nano
Olgekli c¢ekirdek-kabuk yapisini agiga c¢ikartmaktadir. Drop-casting yonetimiyle yapilan
kaplama yapisi, uzamis elipsoit seklinde olup, yar1 homojen seklinde ylizeye dagilmistir.
Yiizey morfolojisi, farkli boyutlarda ve diizensiz sekillerdeki partikiillerden olusmaktadir.

Sekil 4.10 b’de sunulan ¢ekirdek—kabuk yapisinin boyut dagilimi histogrami, kirmizi
kutu ile isaretlenen bolgeden elde edilen gekirdek—kabuk yapisinin boyut verilerinin ImageJ
yazilimi kullanilarak ¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Elde edilen veriler, MATLAB ortaminda
analiz edilmis ve histogram grafigi olusturularak gorsellestirilmistir. Histogram dagilimi
icerisindeki en yogun aralik 10-20 nm olup, bu boyut araliginda ¢ekirdek—kabuk yapisinin

toplam igindeki orani en yiiksek seviyededir. Histogram normal dagilima yakin bir dagilim
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sergilemistir. ImageJ ile gergeklestirilen analiz sonuglarinin, dogruluklarinin teyit edilmesi

amaciyla gorsel incelen:2 yontemiyle de kontrol edilmistir.

YBU-MERLAB 10.0kV 7.2mm S-x100k-SE(L) 03/06/2025 15: 11" - 400nm

b) 1 .
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Sekil 4.10 a) Ornek 2’in SEM gériintiisii ve Ornek 2’in gekirdek-kabuk yapisi boyutu (nm) dagilimi
(PVP/ODA-MMT/MA/ AgNO3) 3 mg/mL AgNO;)

4.2.1.3. Ornek 3 (AgNP Taswyicili- CMC/MA/ODA-MMT)

Sekil 4.11 a’da verilen 100.000x biiyiitmeli SEM goriintiisii, PMMA tabanli substrat
tizerine kaplanmig AgNP Tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT polimer matrisin nano 6lgekli
cekirdek—kabuk yapisim1 gostermektedir. Drop-casting yontemi ile elde edilen kaplamanin
ylizey dagilimi, uzamis elipsoit geometrisine sahip olup yari homojen bir sekildedir. Yiizey
morfolojisi, farkli boyutlara ve diizensiz sekillere sahip partikiillerden olusmaktadir.

Sekil 4.11 b’de yer alan boyut dagilim histogrami, Sekil 4.11 a’da yer alan kirmizi
bolge Imagel yazilimi {izerinden analiz edilmis ve Matlab yazilimi iizerinden grafik haline
getirilmigtir. Analiz sonuglari, partikiillerin biiyilk ¢cogunlugunun 5-10 nm araliginda
yogunlastigini, bu boyut araliginda ¢ekirdek—kabuk yapisinin toplam igindeki orani en

yuksek seviyede oldugunu gostermistir. Histogram saga c¢arpik bir yapi sergilemektedir.
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Image] ile gergeklestirilen analiz sonuglarinin, dogruluklarinin teyit edilmesi amaciyla

gorsel inceleme yontemiyle de kontrol edilmistir.

YBU-MERLAB 10.0kV 7 2mim S-x 100k SE(L) 03/06/2025 15:13- -400nm""
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Sekil 4.11 Ornek 3’iin (CMC / MA / ODA-MMT / AgNO;) SEM gériintiisii ve Ornek 3’iin (CMC / MA /
ODA-MMT / AgNO;) ¢ekirdek-kabuk yapist boyutu (nm) dagilimi

4.2.2. EDS Analizi

EDS analizleri, AgNP tasiyicili polimer matris ile kaplanmis numuneler {izerinde
gergeklestirilmistir. Her bir numune, 3 mg/mL konsantrasyona sahip giimiis nanopartikiil
(AgNP) cozeltileri kullanilarak PMMA vyiizeylerine drop-casting yontemiyle kaplanmig
olup, bu yiikleme miktar1 her yiizey lizerine esit ve kontrollii sekilde uygulanmistir (her bir
ylizeye 200ul damlatilmistir.) EDS spektrumu yiizeyin elementel bilesimini ortaya
koymaktadir. Yatay eksen enerji (keV), dikey eksen ise sayim yogunlugunu (cps/eV) ifade
etmektedir. Tim analizlerde yiizeyde baskin olarak oksijen (O) ve karbon miktar1 (C)
goriilmiistiir bu da yapinin ¢ogunlugunun polimer matris oldugunu, daha diisiik oranda ise

gimis (Ag) igerdigini gostermektedir.
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4.2.2.1. Ornek 1 (AgNP Tastyicili PVP/ODA-MMT)

Sekil 4.12°de sunulan EDS spektrumu sonuglarina gore yiizeyde tespit edilen Glimiis
(AQg) elementi ve agirlik¢a yiizdesi (Wt%) su sekildedir:

Gilimiis (Ag): %1,0- 3 keV civarinda gozlenen karakteristik Ag pikleri, ylizeyde glimiis
nanopartikiillerin varligini kesin olarak ortaya koymaktadir. Ag’nin diisiik agirlik¢a ytizdesi,
kaplama siirecinde kullanilan AgQNO3 miktarin sinirlt olmasindan ve AgNP ‘lerin polimer
matris igerisinde gomiilii ¢cekirdek-kabuk yapisi igerisinde olmasindan kaynaklidir. Buna
ragmen, bu seviyede giimiis varligi, hedeflenen fonksiyonel (6r. antimikrobiyal) 6zellikler
icin yeterli kabul edilecektir. (Bkz. Boliim 4.3 ve Boliim 4.4)

i

Witk o
C Ti7 03
g 155 03
Ma 55 01

Ag 10 01
Ca 03 00

Powered by Tru-Q &
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Ag Lal Ca Kal

.| ke

Sekil 4.12 Ornek 1’in (PVP/ODA-MMT /AgNO5) EDS analizi (Toplam malzeme yiizdesi icerisindeki %1,0
miktardaki Ag orani)
4.2.2.2. Ornek 2 (AgNP Tastyicilh PVP /ODA-MMT/ MA)

Sekil 4.13’te Guimiis (Ag) — %1,8: 3 keV civarinda yer alan Ag pikleri, yiizeyde
%1.8’lik oranda glimiis nanopartikiillerin varligin1 gostermektedir. Diigiik konsantrasyon,
giimiisiin sinirli miktarda uygulanmasindan veya polimer matris igerisinde kismen gomiilii
olmasindan kaynaklanabilir. Genel olarak, EDS spektrumu yiizeyin yiiksek oksijen ve
karbon igerigine sahip bir polimer matris igerisindeki ¢ekirdek-kabuk yapisinin varligini
dogrulamaktadir. Buna ragmen, yiizey fonksiyonelligi agisindan bu miktar yeterlidir. (Bkz.

Boliim 4.3 ve Boliim 4.4)
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Sekil 4.13 Ornek 2’in (PVP/ODA-MMT/ MA / AgNO5) EDS Analizi (Toplam malzeme yiizdesi
icerisindeki %1,4 miktardaki Ag orani)

4.2.2.3. Ornek 3 (AgNP Tastyicili- CMC/MA/ODA-MMT)

Sekil 4.14°te Glimiis (Ag) — %1,4: 3 keV civarinda ortaya ¢ikan Ag pikleri, yiizeyde
AgNP’lerin varligini kesin olarak dogrulamaktadir. Yiizeye kaplanan stok ¢ozeltideki AgNP
miktarmin 3 mg/ml olmasi, spektrumda tespit edilen bu oranin temel kaynagini
olusturmaktadir. Genel olarak, EDS spektrumu yiizeyin yiiksek oksijen ve karbon igerigine

sahip bir polimer matris igerisindeki ¢ekirdek-kabuk yapisinin varligini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.14 Ornek 3’iin (CMC / MA / ODA-MMT / AgNO5) EDS Analizi
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4.2.3. UV-Vis Analizi

PVP/ODA-MMT, PVP/ODA-MMT/MA ve CMC/MA/ODA-MMT polimer matrisleri
icerisinde AgNP’lerin in-situ olusumu, AgNO; igeren kolloidal ¢ozeltilerin mavi LED (450
nm) 15181 altinda 1simnlama Oncesi ve sonrasindaki gorsel degisimlerle dogrulanmistir.
Isinlama dncesinde numuneler acik tonlu, yar1 seffaf bir goriiniim sergilerken, 2 saatlik LED
1sinlamasi sonrasinda koyu kahverengi ve gri tonlarma doniigsmiistiir. Bu renk degisimleri,
polimerik matris igerisinde Ag* iyonlarinin indirgenerek Ag® nanopargaciklara doniisiimiinii
ve yiizey plazmon rezonansi (SPR) etkisinin ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Bdylece, mavi
LED i1smlamasinin giimiis iyonlarinin indirgenme kinetigini hizlandirarak matris igerisinde
homojen AgNP olusumunu etkin sekilde sagladigi sonucuna varilmistir [149].

Bu calismada, %100 stok c¢ozeltisi (1 ml’de 3 mg AgNP igeren) kullanilarak goriiniir
151k altinda sentezlenen ii¢ farkli AgNP tastyicili drnegin (Ornek 1: AgNP tasiyicili
PVP/ODA-MMT, Ornek 2: AgNP tastyicili PVP/ODA-MMT/MA, Ornek 3: AgNP tastyicili
CMC/MA/ODA-MMT)  UV-Vis  spektrofotometresi ile  absorbans  Olgiimleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.15°te sunulmustur.

Sekil 4.15°te goriilen UV-Vis spektrumlari incelendiginde, her {i¢ 6rnegin yiizey
plazmon rezonanst (LSPR) bdlgelerinde farkli dalga boylarinda maksimum absorbans
sergiledigi belirlenmistir. Literatiirde de ifade edildigi tizere, LSPR pik konumlari;
AgNP’lerin parcacik boyutu, morfolojisi ve bulundugu ortamin optik ozellikleri ile
dogrudan iliskilidir [150]. Ayrica, pik dalga boyunun daha diisiik olmasi genellikle daha
kiiciik partikiil boyutlarina isaret etmektedir. Bu baglamda, {i¢ 6rnek arasinda en diisiik dalga
boyuna sahip olan Ornek 3’iin, muhtemelen en kiiciik ¢ekirdek-kabuk yapist dagilimina
sahip oldugu degerlendirilmektedir.
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b) 08 Orneklerin UV-Vis Spektrumlari
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Sekil 4.15 a) Ornek 1’in (AgNO; iceren PVP/ODA-MMT) 1sinlamasindan énceki UV-Vis spektrumu, b)
Mavi LED 1silamasindan sonra Ornek 1: AgNP tastyicili PVP/ODA-MMT, Ornek 2: AgNP tastyicili
PVP/ODA-MMT/MA ve Ornek 3: AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-MMT nin UV spektrumlari

Sekil 4.15 a’da, mavi LED (450 nm) 1s1nlamasi 6ncesi ve sonrasinda elde edilen UV-
Vis spektrumlar1 karsilastirmali olarak verilmistir. Isinlama 6ncesinde 6rnegin spektrumu,
300-800 nm araliginda diisiikk absorbans degerleri gostermekte olup belirgin bir yiizey
plazmon rezonansi (LSPR) piki gozlenmemektedir. Bu durum, polimer matris igerisinde Ag*
tyonlariin indirgenmemis oldugunu gostermektedir.

Mavi LED isinlamasindan sonra ise, UV-Vis spektrumunda 390450 nm civarinda
belirgin bir LSPR piki ortaya ¢ikmistir. Bu pik, polimerik matris igerisinde Ag* iyonlarinin
Ag® nanopargaciklara indirgenmesi sonucunda gelisen yiizey plazmon rezonansi etkisine
karsilik gelmektedir. Literatiirde de bildirildigi tlizere, bu tip piklerin olusumu, polimer
matris igerisinde AgNP olusumunun gergeklestiginin agik bir gostergesidir [151]. Ayrica,
orneklerin renklerinin 151nlama sonrasi acik seffaf tonlardan koyu kahverengi ve gri renklere
dontismesi, AgNP olusumunu destekleyen gorsel bir kanit olarak degerlendirilmistir. Mavi
LED iginlamasinin, her {i¢ 6rnegin matrisinde (PVP/ODA-MMT, PVP/ODA-MMT/MA ve
CMC/MA/ODA-MMT) AgNP sentezini etkin sekilde tetikledigi ve UV-Vis spektral
analizinin bu siirecin dogrulanmasinda gii¢lii bir karakterizasyon yontemi olarak

kullanilabilecegi ortaya konmustur [150].
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Sekil 4.16 Ornek 1’in (Ag Tasiyicili PVP/ODA-MMT) UV spektrumu (409 nm)
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Sekil 4.17 Ornek 2’in (Ag Tastyicili PVP/MA/ODA-MMT) UV spektrumu (441 nm)
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Sekil 4.18 Ornek 3’iin (Ag Tastyicii CMC/MA/ODA-MMT) UV spektrumu (391 nm)
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Orneklerin optik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan UV-Vis spektroskopisi
analizlerinde, LSPR pikleri partikiil boyutuyla iligskilendirilmistir. Partikiill boyutu
kiigiildiikge LSPR piki daha kisa dalga boylarina kaymakta ve daha keskin absorpsiyon
bantlar1 olusturmaktadir. Buna karsilik, partikiil boyutunun artmasi, piklerin daha uzun dalga
boylarina kaymasina ve genislemesine neden olmaktadir.

Her ii¢ 6rnekte de LSPR pikleri 390—450 nm araliginda gézlenmis olup, bu degerler
goriinilir 151k bolgesinde plazmonik uyarilmanin miimkiin oldugunu gdstermektedir. Bu
sonug, LED tabanli goriiniir 151k sentez metodolojisinin etkinligini ve elde edilen AgNP
tastyicili biyouyumlu nanokompozitlerin fotokatalitik ve antibakteriyel uygulamalara

uygunlugunu dogrulamaktadir [152], [153].

4.2.4. XRD Analizi

AgNP igeren s1vi formdaki biyouyumlu nanokompozitlerin kristal yapilarinin ve faz
dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla XRD analizi yapilmistir. Bu kapsamda ornekler
oncelikle 40 °C’lik etiivde bir gece boyunca kurutularak toz forma doniistiiriilmesi
beklenmis ardindan XRD analizine tabi tutulmustur. (Bkz. Bolim 3.2 Orneklerin

Karakterizasyon Teknikleri)

——— AgNP tasiyicih PVP/ODA-MMT (Ornek 1)
7000 — AgNP tasiyicili PVP/MA/ODA-MMT (Ornek 2)
1 N —— AgNP tasiyicih CMC/MA/ODA-MMT (Ornek 3)
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Sekil 4.19 20 ~ 38,27° gozlenen XRD deseni
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AgNP igeren biyouyumlu nanokompozitlerin kristal faz dagilimlar1 XRD ile
incelenmis ve Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de goriildiigli lizere 20 =~ 38,27° ve 44,42°°de
gozlenen baskin pikler, giimiisiin yilizey merkezli kiibik (fcc) yapisina ait sirasiyla (111) ve
(200) diizlemlerine karsilik gelerek AgNP olusumunu dogrulamistir (JCPDS 04-0783)
[154]. Baz1 orneklerde 62,03° ve 73,5° civarinda ortaya ¢ikan ek paternler, literatiirde
polimer katkilari, kismi indirgenme veya AgNO3 kalintilar ile iligkilendirilmistir. Debye—
Scherrer denklemi ile 38,27° piki iizerinden hesaplanan kristalit boyutu ~12-15 nm olup,
literatiirde bildirilen nanometrik AgNP degerleriyle uyumludur [155]. Sonug olarak, XRD

bulgular1 nanokompozitlerde fcc yapili kristalin AgNP olusumunu dogrularken, ikincil

50 60 70 80 Q0
29, °

Sekil 4.20 20 ~ 44,42° gozlenen XRD deseni

pikler sentez kosullar1 ve matris katkilarinin faz dagilimina etkisini ortaya koymustur.
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4.3. Hiicre Canhilik Testleri

4.3.1. AgNP Kolloidal Cézelti Orneklerinin Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

AgNP tasiyicili polimer esasli ii¢ farkli nanokompozit formiilasyonun hiicre canlilig
tizerindeki etkisi, yiizeye uygulanmadan once sivi halde test edilerek biyouyumluluk
acisindan 6n degerlendirmeye tabi tutulmustur. Her bir 6rnekte toplam hacim 1 mL olup,
toplam AgNO; miktar1 3 mg’dir. Stok ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu ¢6zeltilerin kolloid
haldeki sitotoksik potansiyeli, HaCaT hiicre hatt1 kullanilarak MTT yontemi ile
degerlendirilmistir.

Sekil 4.11°de sunulan sonuglara gore, kontrol grubuna kiyasla tiim 6rneklerde hiicre
canliliginda belirgin bir sekilde azalma goriilmiistiir. Sadece besiyeri ile inkiibe edilen
kontrol grubunun canliligi %100 kabul edilerek, diger gruplardaki canlilik belirlenmistir.
Ormnek 1 grubu varyantlarinda hiicre canlilig1 %82 iken, Ornek 2 grubunda canlilik ortalama

%78’dir. Ornek 3’ e ait varyantlarda en diisiik canlilik oran1 saptanmustir.

Tablo 4.2 AgNP tasiyicili biyouyumlu nanokompozitlerin kolloidal formdaki kompozitlerin hiicre canliligi

Ornek Ornek Isimleri AgNP Konsantrasyonu % Canhilik
Numaralar (mg/ml)

Kontrol Kontrol - 100,014+7,03

1--1 1,5 mg/ml AgNP 82,785+6,78
AgNP Tastyicili

1--2 PVP/ODA-MMT 0,75 mg/ml AgNP 81,890+6,16
1--3 0,375 mg/ml AgNP 79,913+7,37
2--1 AgNP Tastyicili 1,5 mg/ml AgNP 82,713+2,56
2--2 PVP/ODA- 1,5 mg/ml AgNP 78,701+4,75
2--3 MMT/MA 0,375 mg/ml AgNP 71,068+3,80
3--1 AgNP Tastyicilt 1,5 mg/ml AgNP 77,648+6,09
3--2 CMC/ODA- 1,5 mg/ml AgNP 76,234+8,61
3--3 MMT/MA 0,375 mg/ml AgNP 69,293+8,53
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Sekil 4.21 AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT (1-1: 1,50 mg/mL; 1-2 0,75 mg/mL AgNOs, 1-3: 0,375 mg/mL
AgNOs), AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT/MA (2-1: 1,50 mg/mL; 2-2 0,75 mg/mL AgNO, 2-3: 0,375
mg/mL AgNO:s) ve AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-MMT (1-1: 1,50 mg/mL; 1-2 0,75 mg/mL AgNO, 1-3:
0,375 mg/mL AgNOs) kolloid ¢dzeltilerinin sitotoksisite analizleri.

Bu test, kaplama oncesi kolloidal formlarn toksik potansiyelini ortaya koymak
acisindan 6nemlidir. Tiim kompozitlerin kolloidal ¢ozeltilerinin hiicre canliligini ortalama
%70’1n iizerinde korudugunu gostermektedir. Tiim kompositlerin serbest formlar1 ortalama
%70’in lizerinde canlilik gostermistir. Kullanilan kolloidal formlarin konsantrasyonu
PMMA yiizeylerine kaplanan nanokompozit miktarina gore belirlenmistir. Kolloidal ¢6zelti
ile kaplanmis yiizeyler arasinda gozlenen sitotoksik farklar, ajanlarin immobilizasyonunun
hiicrelere  dogrudan temasmi smirlandirdigint  ve  biyouyumlulugu arttirdigini
gostermektedir. Bu farkin daha belirgin hale gelip gelmedigini, ylizeye kaplanmis formlar
tizerinde yapilacak olan hiicre canlilik testleri ile karsilastirmali olarak incelenmistir. (Bkz.

Boliim 4.3.2)

4.3.2. MTT Yontemi ile HaCaT Hiicre Hattinda Hiicresel Canlilik Analizi

EDS analizlerinden elde edilen giimiis oranlar1 temel alinarak, her bir 6rnek i¢in MTT
analizine uygun olacak sekilde kontrollii seyreltilmis ekstraktlar hazirlanmistir. Boylece,
hiicre canlilig1 testlerinde kullanilan orneklerin igerdigi AgNP miktarlar1 yiizeyde tespit
edilen degerlerle orantili olacak sekilde standardize edilmistir. Yapilan MTT analizlerinde,

glimiis nanopartikiill oram1 arttikga HaCaT hiicre canlilifinda anlamli bir azalma
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gbozlemlenmistir. 3-1 numarali PMMA 06rnegi %75,926+5,62 canlilik gosterirken, 3-3
numarali 6rnegindeki canlilik %86,444+1,82 olarak belirlenmistir (p<0,05). Sonuglar ISO
10993-5 standardinda belirtilen sitotoksisite kabul kriterleri ile karsilastirilmistir. Standarda
gore %70’in altinda hiicre canliligi tespit eden Ornekler sitotoksik, iizerindekiler ise
biyouyumlu kabul edilmektedir. Calismada kullanilan &rnekler ortalama %75’in iizerinde
canlilik gostermistir. Nanokompozitlerin kolloidal formlarinin toksisitesi HaCaT hiicrelerine
daha yiiksektir. Bir ylizeye kaplama yapilmasi toksisiteyi azaltmaktadir. 1-3 numarali
ornegin serbest formu %79,913+7,37 canlilik gosterirken, ayn1 kompozit PMMA ylizeye
kaplandiginda toksisitesi %97,296+5,21 olarak belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.3 AgNP tasiyicili biyouyumlu nanokompozitler ile kaplanan PMMA &rneklerine ait sitotoksisite

sonuglari
Ornek Ornek isimleri AgNP Konsantrasyonu % Canhhk
Numaralari (mg/ml)
Kontrol Kontrol - 100,074+8,42
Bos Pleksi Bos Pleksi - 99,481+9,64
1--1 1,5 mg/ml AgNP 98,370+8,91
AgNP Tastyicili 0.75 me/m] AeNP

1--2 PVP/ODA-MMT ’ g g 08,481+8,67
2--1 AgNP Tasiyicili 1,5 mg/ml AgNP 94,675+1,39
2-2 PVP/ODA- 1,5 mg/ml AgNP 98,852+2,04
2--3 MMT/MA 0,375 mg/ml AgNP 93,037-5,22
31 AgNP Tastyicih 1,5 mg/ml AgNP 75,926+5,62
3.2 CMC/ODA- 1,5 mg/ml AgNP 84.40746,65
3--3 MMT/MA 0,375 mg/ml AgNP 86,444:1,82
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Sekil 4.22 PMMA ’ya kaplanmig olan AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT (1-1: 1,50 mg/ml; 1-
2: 0,75 mg/ml; 1-3: 0,375 mg/ml AgNQOs), AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT/MA (2-1: 1,50 mg/ml;
2-2: 0,75 mg/ml; 2-3: 0,375 mg/ml AgNOs) ve AgNP tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT (3-1: 1,50
mg/ml; 3-2: 0,75 mg/ml; 3-3: 0,355 mg/ml AgNOs) 6rneklerin MTT Analizi

Sonuglar, glimiis igerigi arttikca yiizeye gecen iyonik giimiis miktarinin da arttigini ve
bu durumun hiicre canlilig1 iizerinde hafif inhibisyon olusturabilecegini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, tim gruplar icin canlilik oranlarinin %70’in lizerinde olmasi, kaplanan
ylizeylerin sitotoksik etki gosterdigini ve biyouyumlu oldugunu desteklemektedir. 1SO
10993-5 standardina goére kaplanan ylizeylerin sitotoksik olmadigin1 ve giivenle
kullanilabilecegini gostermektedir.

Incelenen literatiir caligmalarinda, yiizeye immobilize edilmis AgNP’lerin kolloidal
formlara kiyasla daha diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bunun temel
nedeninin, giimis iyonlarinin salinim hizindaki farklilik oldugunu belirtmektedir. Giimiis
iyonlar1 kolloidal formda hiicresel diizeyde daha giiglii bir sitotoksik etkiye sahip olup,
oksidatif stres olusturarak hiicre zar biitiinliigiinii bozmakta ve mitokondriyal aktiviteyi
inhibe etmektedir [106]. Grade et al., (2012) [156] AgNP’leri agar hidrojel matrisi igerisine
immobilize edilmesinin, kolloidal siispansiyonlara kiyasla salinim davranisina ve
biyouyumluluga etkilerini incelemistir. Caligma bulgulari, hidrojel matrisi kullanilarak
sabitlenen AgNP’lerin kontrolsiiz dagilmay1 ve giimiis iyonlarinin hizli salinimini belirgin

bicimde smirladigini  ortaya koymustur. Arastirmacilar, bu kontrolli salinim
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mekanizmasinin fibroblast hiicrelerinde toksisiteyi anlamli diizeyde azalttigini; buna karsin,
kolloidal siispansiyonlarda hizli iyon salinimi nedeniyle sitotoksisite esiginin ¢ok daha kisa

stirede agildigin1 bildirmistir.

4.4. Canly/Olii Hiicre Boyamasi ile Kaplanmis Yiizeylerin Antibakteriyel Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

Bu boliimde, farkli polimer matrisler i¢inde formiile edilmis AgNP tastyicilt
kaplamalar, PMMA yiizeylerine uygulanmis ve bu yiizeylerde olusan biyofilmler
incelenmistir. Biyofilm yapilarinin analizi i¢in canli/6lii hiicre boyama yontemi kullanilmas,
ardindan lazer taramali konfokal mikroskop (CLSM) ile 10 pm o6l¢ekli goriintiiler elde
edilmistir. Kaplama islemi sonrasinda numunelere, steril kosullar altinda bakteri
inokiilasyonu yapilmis ve petri kaplar igerisinde 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmin ardindan, canl/6lii hiicre boyama islemi
uygulanmis numuneler goriintiileme i¢in mikroskop platformuna yerlestirilmistir.
Gorlintiileme sirasinda, metabolik olarak aktif canli hiicreler yesil floresan sinyali ile,

membran biitiinliigli bozulmus 6li hiicreler ise kirmizi floresan sinyali ile tespit edilmistir.

4.4.1. Kontrol Grubu Biyofilm Orneklerinde Canl/Olii Hiicre Dagiliminin Analiz
Edilmesi

CLSM ile elde edilen goriintiiler, ylizeylerin antibakteriyel etkinligini degerlendirmek
amacityla MATLAB yazilimi ile analiz edilmis, sayisallastirilmis ve elde edilen veriler Tablo
4.4°te sunulmustur. Istatistiksel degerlendirmeler Béliim 4.4.1.1°de verilmistir.

Kontrol grubu érneklerinde Sekil 4.23 (a—c), sirasiyla a) S. aureus (ATCC 29213), b)
S. epidermidis (ATCC 12228) ve c) E. faecalis (ATCC 29212) suslarinin PMMA ylizeyler
tizerindeki biyofilmleri gézlemlenmistir. Gorsel inceleme sonucunda:

a) (S. aureus): Yogun yesil sinyal, diisiik kirmizi sinyal yalnizca ortada daginik olarak
goriinmektedir.

b) (S. epidermidis): Yesil sinyal yogunlugu baskin, kirmizi sinyal goriinmemektedir.

c) (E. faecalis): Yesil sinyal oldukga yiiksek, kirmizi sinyal ise gériinmemektedir.

Yesil floresan sinyalin baskin olmasi, hiicre zar biitlinliigiiniin korundugunu ve
bakterilerin canliligin1 siirdiirdiigiinii gostermektedir. Kirmizi sinyalin diisiik seviyede
olmasi ise, antibakteriyel etkinlik bulunmayan kontrol ylizeylerinde bakteri yasaminin

devam ettigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.23 Kontrol grubu 6rneklerinde; a) Staphylococcus aureus (ATCC 29213), b) Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) ve c) Enterococcus faecalis (ATCC 29212) suslarina ait PMMA yiizeylerindeki
biyofilm olusumlari

Gorsellerde yesil (canli hiicreler) ve kirmizi (61i hiicreler) piksel yogunluklar1 Matlab
tizerinden maskeleme yontemi ile gorsellestirilmistir. Canli/61i hiicre oranlar1 ayr1 ayri
hesaplanmis; toplam piksel sayisina oranlanarak yiizdeleri belirlenmistir. Bu sayisal analiz

sonuglar1 Tablo 4.4’te sunulmustur.

Canli Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

Canli hiicre sayisi: 63699 (98.5%)
0lii hiicre sayisi: 949 (1.5%)
5> |

Sekil 4.24 Sekil 4.23 a’da goriilen biyofilmlerin canly/ 6lii hiicre analizi (MATLAB da analiz
edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

Canli hiicre sayisi: 2176 (100.9%)
01ii hiicre sayisi: @ (0.9%)
»> |

Sekil 4.25 Sekil 4.23 b’de goriilen biyofilmlerin canly/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da analiz edilmistir.)
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Canli Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

Canla hiicre sayisi: 6018086 (100.8%)
0lii hiicre sayisi: @ (0.0%)
5> |

Sekil 4.26 Sekil 4.23 c¢’de goriilen biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da analiz edilmistir.)

Tablo 4.4 Sekil 4.13’te goriilen biyofilmlerin % canli/ 61i hiicre analizi

Bakteri Tiirleri Canli % | Olii %
Staphylococcus aureus %98,5 %1,5
Staphylococcus epidermidis %100 %0
Enterococcus faecalis %100 %0

Elde edilen veriler, kontrol grubu yiizeylerinde antibakteriyel etkinligin bulunmadigini
acikca gostermektedir. S. aureus orneklerinde %98,5 oraninda canli hiicre tespit edilmis,
yalnizca orta alt bolgelerde %1,5 seviyesinde kirmizi floresan sinyal gozlemlenmistir. S.
epidermidis ve E. faecalis 6rneklerinde ise kirmizi sinyal tespit edilmemis, tiim hiicrelerin
canlt oldugu belirlenmistir.

Gorsel inceleme bulgulart ile MATLAB analiz sonuglart uyumlu olup, yesil floresan
sinyalin baskinlig1 hiicre zar biitiinligiiniin korundugunu, kirmizi sinyalin yok denecek

kadar az olmasi ise bakteriyel canliligin yiliksek seviyede siirdiiglinii dogrulamaktadir.

4.4.2. Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Susunun Biyofilm Orneklerinde
Canly/Olii Hiicre Dagilim

Inkiibasyonu tamamlanan 6rnekler, 10 um 6lgekli skala referansi kullanilarak lazer
taramali konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir. Gorseller, farkli kaplama tipleri ve
AgNO:s konsantrasyonlarina gore siniflandirilmistir:

Ornek 1 (AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT kaplama): a (S1c1), b (S1c2), ¢ (S1c3)

Ornek 2 (AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT/MA kaplama): d (S2c1), e (S2¢2), f (S2¢3)

Omek 3 (AgNP tasiyiciti CMC/MA/ODA-MMT kaplama): g (S3cl), h (S3c2), 1
(S3c3)

Her 6rnek grubunda sirasiyla 1,50 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP kullanilmistir.
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Sekil 4.27 Staphylococcus aureus (ATCC 29213) biyofilmlerinde, farkli AgNP tasiyicili nanokompozit
kaplamalarin 1,5 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP konsantrasyonlarinda canli (yesil) ve 6lii (kirmiz1) hiicre
dagiliminin CLSM goriintiileri. a—c: AgNP tasiyicili PVP/ODA-MMT; d—f: AgNP tasiyicilh PVP/ODA-
MMT/MA,; g—1: AgNP tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT kaplamalar.

Sekil 4.27°te gorildiigli lizere tiim kaplama tiplerinde yiiksek giimiis
konsantrasyonunda (1,5 mg AgNP) kirmiz1 floresan sinyali baskin yapida gézlemlenmis
olup, bu biyofilm yapilarinda hiicre 6liim orani yiiksek bulunmustur. Orta konsantrasyonda
(0,75 mg AgNP) yesil floresan sinyalinde artis gozlenmis, bu durum hiicre canliliginin
kismen geri dondiigiinii gostermektedir. En diisiik konsantrasyonda (0,375 mg AgNP) ise
yesil floresans baskin hale gelmis, hiicre canliligi tim kaplama 6rneklerinde maksimum
seviyeye ulasmistir.

Kaplamalarin biyofilm tlizerindeki etkisi, CLSM goriintiilerinin MATLAB ortaminda

islenmesiyle kantitatif olarak belirlenmistir. Gorsellerde yesil (canli) ve kirmizi (6lii)
76



kanallar ayristirilarak kontrast iyilestirme, giiriiltii azaltma ve esikleme (Otsu ydntemi)
uygulanmis, ardindan piksel alani analizi ile canli/6lii hiicre ylizdeleri hesaplanmistir. Elde

edilen kantitatif veriler, farkli kaplama tipleri ve AGNP konsantrasyonlari i¢in Tablo 4.5’te
sunulmustur.
Olii Hiicreler

Canli Hiicreler

"

Command Window
Canli hiicre sayisi: 1277 (1.3%)

0lii hiicre sayisi: 93640 (98.7%)

>

Sekil 4.28 Sekil 4.27 a’da goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canli/ 61i hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Olii Hiicreler

T

Canli Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 13667 (7.2%)

0lii hiicre sayisi: 177211 (92.8%)

>

Sekil 4.29 Sekil 4.27 b’de goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Ol Hiicreler

Canli Hiicreler
AR SR BRI .

Command Window

>» confocal
Canli hiicre sayisi : 124 (27.56%)

0lii hiicre sayisi @ 326 (72.44%)

Sekil 4.30 Sekil 4.27 ¢’de goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)
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Command Window

Canli hiicre sayisi: 4973 (6.6%)
0lii hiicre sayisi: 70364 (93.4%)
>>

Sekil 4.31 Sekil 4.27 d’de goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Olii Hiicreler

Command Window

»>» confocal

Canli hiicre sayisi : 39 (36.11%)
0lii hilcre sayisi : 69 (63.89%)
>> |

Sekil 4.32 Sekil 4.27 e’de goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canly/ 61 hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 90373 (37.2%)

Sekil 4.33 Sekil 4.27 f°de goriilen kaplama {izerindeki biyofilmlerin canly/ 61i hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

s

Command Window
Canli hiicre sayisi: 22358 (9.2%)

0lii hiicre sayisi: 220383 (90.8%)
>>

Sekil 4.34 Sekil 4.27 g’de goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)
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Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

Canli hiicre sayisi: 76350 (15.9%)

0lii hiicre sayisi: 403947 (84.1%)
>>

Sekil 4.35 Sekil 4.27 h’de goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canli Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window
Canla hiicre sayisi: 85886 (51.3%)

01ii hiicre sayisi: 81505 (48.7%)
>>

Sekil 4.36 Sekil 4.27 1’da goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canli/ 61ii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Tablo 4.5 Sekil 4.27°te goriilen kaplama uygulanmis ylizeyler tizerinde olusan biyofilmlerin canli/ 61i hiicre

analizi
Ornek Staphylococcus aureus
Tiirlf;zri Ornek Tipleri Giimiis miktar: (ATCC 29213)
Canh % Olii %
Sicl 1,5 mg/ml AgNP %1,3 %98,7
S1c2 AgNP tasw,\mlTPVP/ODA- 0,75 mg/ml AgNP %7,2 %92,8
S1c3 0,375 mg/ml AgNP %27,56 %72,44
S2c1 1,5 mg/ml AgNP %6,6 %93,4
S2¢2 AgNP tastyieill PVPIODA- g 75 mg/ml AgNP %36,11 9%63,89
MMT/MA
S2¢3 0,375 mg/ml AgNP %37,2 %62,8
S3c1 1,5 mg/ml AgNP %9,2 %90,8
S3c2 AgNP tastyicilt 0,75 mg/ml AgNP %15,9 %84,1
CMC/MA/ODA-MMT
S3c3 0,375 mg/ml AgNP %51,3 %48,7

MATLAB goriintii isleme analizi ile elde edilen veriler (Tablo 4.5), S.aureus
biyofilmlerinde canli ve 6lii hiicre oranlarinin giimiis konsantrasyonu ve kaplama tipine bagh
olarak belirgin sekilde degistigini gostermektedir. En yliksek bakterisidal etki, AgNP

tastyicili PVP/ODA-MMT kaplama ve 1,5 mg AgNP iceren S1cl 6rneginde gozlenmis olup,
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bu drnekte 6lii hiicre oran1 %98,7 olarak belirlenmistir. PVP’ nin hidrofilik yapis1 ve diisiik
bariyer direnci, AgNP’lerin matriks i¢inde homojen dagilmasini ve glimiis iyonlarinin hizl
salinimini kolaylastirarak kisa siirede yiiksek hiicre dliimiine yol agmistir [157], [158].

Orta konsantrasyonda (0,75 mg AgNP) 6zellikle S2¢2 (%36,11 canli) ve S2¢3 (%37,2
canli) orneklerinde, S1c2’ye (%7,2 canli) kiyasla daha yiliksek canli hiicre orani tespit
edilmistir. Bu durum, ¢ok bilesenli kaplama matrislerinde iyon salinnmimin daha yavas
gerceklesmesi ve bakterisidal etkinin azalmasi ile agiklanabilir.

En diisiik giimiis konsantrasyonunda (0,375 mg AgNP) ise en yiiksek canli hiicre orani
AgNP tastyicili CMC/MA/ODA-MMT kaplamali S3¢3 6rneginde (%51,3) elde edilmistir.
Bu durum, kaplama matriksinin yapisal 6zelliklerinin ve Ag" iyonu salinim kinetiginin
birlesik etkisiyle agiklanabilir. Matriksin bilesiminde yer alan CMC ve MA polimerleri,
yiiksek hidrofilik karakterleri sayesinde su molekiillerini absorbe ederek giimiis iyonlarinin
salinimini modiile edebilmekte, polimer zincirleri arasinda yer alan hidrojen baglar1 ve
¢apraz baglanma bolgeleri iyon difiizyonunu yavaslatmaktadir [159], [160].

Literatiir incelendiginde, AgNP’lerin Gram-pozitif bakterilere karsi1 Minimum
Inhibitér Konsantrasyonu (MIC) degerleri, planktonik S. aureus hiicreleri igin gogunlukla
1-5 pg/mL araliginda oldugu goriilmistiir [161]. Ancak biyofilm formunda bu deger, EPS
bariyeri nedeniyle genellikle 5-10 kat artmaktadir. EPS matriksi, polisakkaritler, proteinler
ve DNA’dan olusarak Ag" iyonlariin hiicre zarina ulagsmasini1 kismen engeller ve iyonlarin
baglanarak etkisizlesmesine neden olur [162]. S. aureus, Gram-pozitif, katalaz ve koagiilaz
pozitif, kiiresel sekilli bir bakteridir. Kalin peptidoglikan tabakas1 ve teiktoik asitler, cevresel
streslere ve bazi antibiyotiklere direncini artirir. Biyofilm olusturma yetenegi, polimerik
matriks i¢inde korunma saglayarak antimikrobiyal duyarliligi azaltir [163], [164].

Kalishwaralal et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, S. aureus ve S. epidermidis 'in
kolloidal formdaki biyofilmlerinde AgNP uygulamasinin bakteri canliligini konsantrasyona
bagli olarak azalttigi, ancak diisikk dozlarda (100nM (yaklasik 10 pg/mL)) biyofilm
yapisinin kismen korundugu belirtilmistir. Diisiik AgNP konsantrasyonlarinda (100 nM
(vaklagtk 10 pug/mL))  biyofilm  metabolik  aktivitesinin  slirdiigiinii,  yiiksek
konsantrasyonlarda ise>%90 oraninda canlilik kayb1 oldugunu géstermistir. Bu ¢alismada
kullanilan glimiis nanopartikiiller (AgNP), kolloidal siispansiyon formunda sentezlenmis
olup, biyofilmler iizerine dogrudan uygulanmistir [165]. Bu yontem, nanopartikiillerin
cozeltide serbest halde bulunmasi ve bakteri hiicreleriyle dogrudan temas ederek iyon
salmimi1 yapmasi esasina dayanmaktadir. Kolloidal form, hizli bir etki baslangici

saglayabilmekle birlikte, partikiillerin zamanla aglomerasyon egilimi géstermesi ve yiizeyde
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homojen dagilimin kontrolsiiz olmasi gibi sinirliliklara sahiptir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, PMMA {izerine kaplanan AGNP dozunun biyofilm
icerisindeki antibakteriyel etkinlikte kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
kaplanan yiizeylerdeki giimiis nanopartikiil miktar1 azaldikga, yiizeye etki eden iyon

yogunlugu da diismekte ve buna bagli olarak bakterisidal etki zayiflamaktadir.
4.4.3. Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) Susunun Biyofilm Orneklerinde
Canly/Olii Hiicre Dagilhim

S. epidermidis biyofilmlerine kars1 ii¢ farklit AgNP tasiyicili nanokompozit kaplama
(PVP/ODA-MMT, PVP/ODA-MMT/MA, CMC/MA/ODA-MMT) 1,50 mg, 0,75 mg ve
0,375 mg AgNP konsantrasyonlarinda CLSM ile incelenmistir. 10 pm skala referansiyla

ornekler su sekilde siniflandirilmistir:
Ornek 1: a (Slcl), b (S1c2), ¢ (S1c3), Ornek 2: d (S2cl), e (S2¢2), f (S2¢3), Ornek 3:
g (S3cl), h (S3c2),1(S3c3)
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Sekil 4.37 Staphylococcus epidermidiss (ATCC 12228) biyofilmlerinde, farkli AgNP tasiyicili nanokompozit
kaplamalarin 1,5 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP konsantrasyonlarinda canli (yesil) ve 6li (kirmizi) hiicre
dagilimmin CLSM goriintiileri. a—c: AgNP tastyicili PVP/ODA-MMT; d—f: AgNP tastyicili PVP/ODA-
MMT/MA,; g—1: AgNP tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT kaplamalar.

Sekil 4.37’de goriildiigii  tizere, tim kaplama tiplerinde yiiksek glimiis
konsantrasyonunda (1,50 mg AgNP) (a-d-g) kirmizi floresans sinyali belirgin sekilde baskin
olup, biyofilm yap1 igerisinde hiicre 6liim oranmin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Orta
diizey konsantrasyonda (0,75 mg AgNP) (b-e-h) yesil floresans yogunlugunda artis
gbzlenmig, bu da hiicre canliliginin kismen korundugunu gostermektedir. En diisiik
konsantrasyonda (0,375 mg AgNP) (e-f-1) ise yesil floresans baskin hale gelmis ve canli
hiicre oran1 tiim kaplama gruplarinda maksimum seviyeye ulagmistir.

Biyofilmler iizerindeki kaplama etkisinin kantitatif degerlendirilmesi, CLSM
goriintiilerinin MATLAB yazilimi ile analiz edilmesiyle gerceklestirilmistir. Bu kapsamda,
goriintiilerdeki yesil ve kirmizi kanallar ayr1 ayr1 islenmis; kontrast artirma, giiriiltii giderme
ve Otsu esikleme algoritmas1 uygulanmigtir. Daha sonra piksel tabanli alan dl¢iimii yapilarak
canli ve Olii hiicre yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen kantitatif sonuclar, farkli kaplama
tirleri ve AgNP konsantrasyonlarina goére Tablo 4.6’da sunulmustur ve sonuglar

karsilastirilarak tartigilmistir.

Canli Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 944 (8.4%)

0lii hiicre sayisi: 220591 (99.6%)
>>

Sekil 4.38 Sekil 4.37 a’da goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)
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Canh Hiicreler

Olii Hiicreler
Cal R

Command Window
Canli hiicre sayisi: 2024 (5.9%)

0lii hiicre sayisi: 32327 (94.1%)
>>

Sekil 4.39 Sekil 4.37 b’da goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

Canli hiicre sayisi: 3733
0lii hiicre sayisi: 57305 (
>>

Sekil 4.40 Sekil 4.37 c’da goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canly/ 61 hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler
SRy : o <. 5

Command Window

Canli hiicre sayisi: 2577 (3.5
0

0lii hiicre sayisi: 70187 (96.5
>>

Sekil 4.41 Sekil 4.37 d’de goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler

Command Window

Canli hiicre sayisi: 8995 (16.4%)
0lii hiicre sayisi: 45918 (83.6%)
>>

Sekil 4.42 Sekil 4.37 e’de goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)
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Olii Hiicreler

Canh Hicreler

>> confocal

Canli hiicre sayisa
01ii hiicre sayisi
>

22 (57.89%)|
16 (42.11%)

Sekil 4.43 Sekil 4.37 e’de goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canli/ 61i hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Olii Hiicreler

%

Canh Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 19578 (11.8%)

0lii hiicre sayisi: 146596 (88.2%)
>>

Sekil 4.44 Sekil 4.37 e’de goriilen kaplama tizerindeki biyofilmlerin canly/ 61 hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Canli Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 1247@ (28.1%)

Olii hiicre sayisi: 31935 (71.9%)

>

Sekil 4.45 Sekil 4.37 e’de goriilen kaplama lizerindeki biyofilmlerin canli/ 61 hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)

Olii Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 41968

0li hiicre sayisi: 63108 (60.1

>>

Sekil 4.46 Sekil 4.37 e’de goriilen kaplama {izerindeki biyofilmlerin canli/ lii hiicre analizi (MATLAB’da
analiz edilmistir.)
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Tablo 4.6 Sekil 4.37’te goriilen kaplama iizerindeki biyofilmlerin canli/ 61ii hiicre analizi

N Staphylococcus epidermidis
Ornek phy y

Tiirleri Ornek Tipleri Giimiis miktar: (ATCC 12228)

Canh % Olii %

Sicl 1,5 mg/ml AgNP %0,4 %99,6

S1c2 AGNP tastyicil 0,75 mg/ml AgNP %5,9 %94,1

PVP/ODA-MMT

Sic3 0,375 mg/ml AgNP %6,1 %93,9

S2cl 1,5 mg/ml AgNP %3,5 %96,5

S2¢2 AgNP tagty1cilt 0,75 mg/ml AgNP %16,4 %83,6
PVP/ODA-MMT/MA

S2¢3 0,375 mg/ml AgNP %57,89 %42,11

S3cl 1,5 mg/ml AgNP %11,8 %88,2

S3c2 AGNP tastyictlt 0,75 mg/ml AgNP %28,1 %71,9
CMC/MA/ODA-MMT

S3c3 0,375 mg/ml AgNP %39,9 %60,1

Tablodan elde edilen veriler, S. epidermidis biyofilmlerinde glimiis nanopartikiil
konsantrasyonu ile hiicre canlilig1 arasindaki iliskinin belirgin oldugunu ortaya koymaktadir.
Yiiksek konsantrasyonda (1,50 mg AgNP) tiim kaplama gruplarinda 6lii hiicre oran1 %88’in
tizerinde olup, en yiiksek bakterisidal etki %99,6 6lii hiicre orami ile AgNPtasiyicili
PVP/ODA-MMT kaplamasinda (Slcl) gozlenmistir. Bu durum, yiiksek diizeyde salinan
giimiis iyonlarinin hiicre membran1 yapisini1 bozarak ve metabolik aktiviteleri inhibe ederek
biyofilm yapisini neredeyse tamamen ortadan kaldirdigini gdstermektedir.

Orta konsantrasyonda (0,75 mg AgNP) canli hiicre oranlar1 belirgin sekilde artmus,
ancak bu artis kaplama tipine gore farklilk gostermistir. Ozellikle AgNP tasiyicili
PVP/ODA-MMT/MA kaplamasinda (S2c2, %16,4 canli) ve AgNP tasiyicili
CMC/MA/ODA-MMT kaplamasinda (S3c2, %28,1 canli) hiicre canliligi yiiksek
konsantrasyona kiyasla anlamli derecede yiikselmistir. Bu durum, daha diisiik iyon
saliniminin biyofilm i¢erisindeki hiicrelerin bir kisminin hayatta kalmasina olanak tanidigim
diistindiirmektedir.

En disiik konsantrasyonlarda (0,375 mg AgNP) bazi gruplarda hiicre canlilig
maksimum seviyeye ulasmistir. Ozellikle S2¢3 (%57,89 canli) ve S3c3 (%39,9 canli)
gruplarinda gozlenen yiiksek canlilik orani, diisiik iyon saliniminin bakterisidal etkiyi
sinirladigin1 gostermektedir. Ancak S1c3’te (%6,1 canli) diisiik konsantrasyona ragmen
canlilik oraninin diisiik kalmasi, PVP/ODA-MMT kaplamasinin diisiik dozlarda dahi etkin

giimiis salinim1 yapabildigini ortaya koymaktadir.
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Genel olarak, giimiis konsantrasyonu ile hiicre 6liim orami arasinda pozitif bir
korelasyon, kaplama tipi ile canlilik diizeyi arasinda ise belirgin bir farklilik bulunmaktadir.
Bu bulgular, kaplama bilesiminin giimiis salinim kinetigi izerinde dogrudan etkili oldugunu
ve dolayisiyla biyofilm inhibisyon seviyesini belirledigini gostermektedir.

Elde edilen veriler, giimiis konsantrasyonunun S. epidermidis biyofilm canlilig1
tizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde de benzer sekilde,
yiiksek konsantrasyonlarda (>1 mg/mL esdeger Ag* salinim1) glimiis nanopargaciklarin S.
epidermidis biyofilmlerinde %90’dan fazla hiicre Olimiine yol actigi, disik
konsantrasyonlarda ise biyofilm yapisinin kismen korundugu bildirilmektedir [165].

Caligmamizda gdzlenen, 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda (0,375 mg AgNOs) canli
hiicre oraninin yiiksek olmasi, Lara et al. (2010) tarafindan da benzer sekilde rapor edilmis,
burada diisiik iyon salinimimin bakterisidal etkinligi sinirlandirdigi belirtilmistir [166].
Ayrica, kaplama tipine bagh farkliliklar, glimiis salinim kinetiginin biyofilm inhibisyon
seviyesini belirlemede kritik bir faktdr oldugunu ortaya koymaktadir.

S. epidermidis, insan deri ve mukozasinda dogal olarak bulunan bir koagiilaz-negatif
stafilokok tiiriidiir ve Ozellikle kateter, protez ve implant gibi tibbi cihaz yiizeylerinde
biyofilm olusturarak hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agabilmektedir [163].

Literatiirde, planktonik S. epidermidis hiicrelerinin giimiis iyonlarina karsi MIC
degerleri genellikle 1-5 pg/mL seviyesindeyken, biyofilm formu igin bu degerin 10 katina
kadar ¢ikabildigi rapor edilmektedir [167]. Bu durum, bizim ¢alismamizda diisiik giimiis
konsantrasyonlarinda biyofilm canliliginin korunmasini, yiiksek konsantrasyonlarda ise

giiclii bakterisidal etkinin ortaya ¢ikmasini agiklamaktadir.

4.4.4. Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Susu Konfokal Mikroskop Analizi

Enterococcus faecalis biyofilmlerine yonelik olarak, ti¢ farkli AgNP tasiyicili
nanokompozit kaplama tiirii (PVP/ODA-MMT, PVP/ODA-MMT/MA ve CMC/MA/ODA-
MMT) 1,50 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP konsantrasyonlarinda hazirlanmig ve CLSM
ile degerlendirilmistir. 10 um’lik 6l¢ek ¢ubugu referans alinarak elde edilen goriintiiler su
sekilde kodlanmustir:

e Ornek 1:a(Slcl), b (S1c2), c (Slc3)
e Omek 2: d (S2cl), e (S2¢2), f(S2c3)
e Ornek 3: g (S3cl), h (S3c2),1(S3c3)
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Sekil 4.47 Enterococcus faecalis (ATCC 29212) kaplama yiizeylerine biyofilmlerinde, farkli AgNP tagiyicili
nanokompozit kaplamalarin 1,5 mg, 0,75 mg ve 0,375 mg AgNP konsantrasyonlarinda canli (yesil) ve 6li
(kirmiz1) hiicre dagilimmin CLSM goériintiileri. a—c: AgNP tastyicili PVP/ODA-MMT; d—f: AgNP tasiyicili

PVP/ODA-MMT/MA; g—1: AgNP tasiyicili CMC/MA/ODA-MMT kaplamalar.

Sekil 4.47°te goruldigl tizere, E. faecalis biyofilmleri iizerinde uygulanan tiim
kaplama tiplerinde yiiksek giimiis konsantrasyonunda (1,50 mg AgNP) (a—d—g) kirmiz1
floresans sinyali belirgin sekilde baskin olup, bu durum biyofilm yapisinda hiicre 6liim
oraninin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir. Orta diizey konsantrasyonda (0,75 mg
AgNP) (b—e-h) yesil floresans yogunlugunda belirgin bir artis gézlenmis, bu da hiicre
canliligimin kismen korundugunu isaret etmektedir. En diisiik konsantrasyonda (0,375 mg
AgNP) (c—f—1) ise yesil floresans baskin hale gelmis ve canli hiicre orani tiim kaplama

gruplarinda maksimum seviyeye ulagmistir.
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Kaplamalarin biyofilmler iizerindeki etkisi kantitatif olarak CLSM goriintiilerinin
MATLAB ortaminda islenmesi ile degerlendirilmistir. Analiz siirecinde, goriintiilerdeki
yesil (canlt) ve kirmizi (61i1) kanallar ayr1 ayr1 islenmis; kontrast artirma, giiriiltii azaltma ve
Otsu esikleme algoritmasi uygulanmistir. Daha sonra piksel tabanli alan 6l¢timii yapilarak
canli ve Ol hiicre ylizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen sayisal sonuglar, farkli kaplama
tipleri ve AgNP konsantrasyonlari i¢in Tablo 4.7°de sunulmus, bulgular literatiir verileriyle
karsilastirilarak tartigilmstir.

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window
Canli hiicre sayisi: 13687 (4.4%)

Olii hiicre sayisi: 296227 (95.6%)
>>

Sekil 4.48 Sekil 4.47 a’da goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6li hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Canh Hicreler Olii Hiicreler

| command Window

>>» confocal

Canli hiicre sayisi : 225 (41.9@%)
0lii hiicre sayisi : 312 (58.10%)
>> |

Sekil 4.49 Sekil 4.47 b’de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Canh Hucreler Olii Hiicreler

Command Window

>>» confocal

Canli hiicre sayisi : 313 (56.68%)
0lii hiicre sayisi : 240 (43.40%)
>> |

Sekil 4.50 Sekil 4.47 c’de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)
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Olii hiicre

Canh hiicre

Command Window
Canli hiicre sayisi: 8995 (16.4%)

Olii hiicre sayisi: 45918 (83.6%)

>>

Sekil 4.51 Sekil 4.47 d’de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

»> confocal
Canla hiicre sayisi : 484 (46.23%)

0lii hiicre sayisi1 : 563 (53.77%)
>> |

Sekil 4.52 Sekil 4.47 e’de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canly/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Canh Hiicreler Olii Hiicreler

Command Window

>> confocal
Canla hiicre sayisi :

986 (59.54%)

0lii hiicre sayis1 : 670 (40.46%)

>

Sekil 4.53 Sekil 4.47 f’de goriilen kaplama yilizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 61i hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Canh Hiicre Olii Hiicre

Command Window
Canli hiicre sayisi: 13687 (4.4%)

PJ01lii hilcre sayisi: 296227 (95.6%)
>

Sekil 4.54 Sekil 4.47 g’de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)
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canl hiicre Olii hiicre

Command Window
Canli hiicre sayisi: 17016 (44.8%)

0lii hiicre sayisi: 21683 (56.0%)
>>

Sekil 4.55 Sekil 4.47 h’da goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6li hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

canh hiicre Olii hiicre

Command Window
Canli hiicre sayisi: 5098 (81.1%)

01ii hiicre sayisi: 1185 (18.9%)
5> |

Sekil 4.56 Sekil 4.47 h’da goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi
(MATLAB’da analiz edilmistir.)

Tablo 4.4 Sekil 4.47°de goriilen kaplama yiizeylerindeki biyofilmlerin canli/ 6lii hiicre analizi

Enterococcus faecalis

Ornek Tiirleri Ornek Tipleri Giimiis miktar1 (ATCC 29212)

Canli % Olii %

Slcl 1,5 mg/ml AgNP %4,4 %95,6

Sic2 AgNP tastytcilt 0,75 mg/ml AgNP %41,9 9%58,1
PVP/ODA-MMT

Sic3 0,375 mg/ml AgNP %56,6 %43,4

S2c1 1,5 mg/ml AgNP %16,4 %83,6

S2c2 AGNP tastyicilt 0,75 mg/ml AgNP %46,23 %53,77

PVP/ODA-MMT/MA

S2c3 0,375 mg/ml AgNP %59,54 %40,46

S3cl 1,5 mg/ml AgNP %4,4 %95,6
AgNP tastyicili

S3c2 CMC/MA/ODA- 0,75 mg/ml AgNP %44,0 %56,0

S3¢c3 MMT 0,375 mg/ml AgNP 9%81,1 %18,9

Tablo 4.4’te goriilen sonuglara gore, E. faecalis biyofilmleri iizerinde farkli kaplama
tiplerinin ve AgNP konsantrasyonlarinin etkisini agikca ortaya koymaktadir. Yiksek
konsantrasyonda (S1cl, S2c1, S3cl — 1,50 mg AgNP) tiim kaplama gruplarinda 6lii hiicre
orani %83,6 ile %95,6 arasinda degismekte olup, bu degerler giiglii bir antibakteriyel etkinin

gostergesidir. Ozellikle Slcl ve S3cl orneklerinde 6lii hiicre oraninin %95,6 seviyesine
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ulagmasi, bu iki kaplamanin yiiksek dozda oldukga giiclii bir bakterisidal etki sagladigini
gostermektedir.

Orta konsantrasyonda (S1c2, S2c¢2, S3c2 — 0,75 mg AgNP) canli hiicre oranlar artmus,
%41,9 — %46,23 — %44,0 araliginda gozlenmistir. Bu durum, glimiis iyonu saliniminin
azalmasiyla birlikte hiicre 6liim oranmin distiiglinii ve kismi bir biyofilm korunumu
oldugunu gostermektedir.

En diisiik konsantrasyonda (S1c3, S2¢3, S3c3 — 0,375 mg AgNP) ise canli hiicre orani
%56,6 ile %81,1 arasinda degismis, ozellikle S3¢3’°te %81,1 canli hiicre oraniyla biyofilmin
bliyiik oranda korunabildigi goriilmiistiir. Bu bulgular, kaplamalarin antibakteriyel etkisinin
konsantrasyona bagimli olarak azaldigini acik bicimde ortaya koymaktadir.

Literatiirde, AgNP’lerin E. faecalis biyofilmlerine kars1 yiiksek etkinlik gosterdigi,
bunun glimiis iyonlarinin hiicre membranini bozarak, protein ve DNA yapisina zarar vererek
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) liretimini artirarak gergeklestigi rapor edilmistir [168], [169].
Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda AgNP’lerin biyofilm matrisine penetre olabilme
kabiliyeti, biyofilm formundaki bakterilerin diren¢ mekanizmalarini 6nemli 6lgiide
kirmaktadir [169].

E. faecalis, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob bir bakteridir ve 6zellikle endodontik
enfeksiyonlar, kronik yara enfeksiyonlari ve kateter iliskili enfeksiyonlar, hastane
enfeksiyonlart gibi tibbi ve medikal agidan onemli biyofilm kaynakli hastaliklarda rol
oynamaktadir [170]. Literatiirde, bu bakterinin biyofilm formuna gegtiginde antibiyotiklere
kars1 direncinin serbest (planktonik) formuna gére 1000 kata kadar artabildigi bildirilmistir
[170], [171]. Bu yiiksek direng, biyofilm matrisinin antibiyotiklerin difiizyonunu kisitlamasi,
hiicrelerin metabolik olarak yavaslamasi ve stres yanit genlerinin aktive olmast ile iligkilidir.

Bu calismada elde edilen veriler, AgNP iceren kaplamalarin 6zellikle yiiksek
konsantrasyonda E. faecalis biyofilmlerine karsi giiglii bir antibakteriyel etki sergiledigini
gostermektedir. Buna karsin, diisiik konsantrasyonlarda (0,375 mg AgNP) hiicre 6liim oran
belirgin sekilde diismiis ve canli hiicre yiizdesi artmistir. Bu durum, E. faecalis’in biyofilm
formunda sahip oldugu diren¢ mekanizmalariyla iliskilendirilebilir. Literatiirde, bu
bakterinin yogun ekzopolisakkarit (EPS) matriksi liretmesi, dentin tiibiillerine derinlemesine
penetre olmasi, metabolizmasini yavaglatarak “persister” hiicreler olusturmasi ve diisiik pH
kosullarinda proton pompa aktivitesi ile hayatta kalabilmesi gibi 0Ozellikler, diisiik
konsantrasyonlu antimikrobiyal ajanlara karsi tolerans gelistirmesine neden oldugu
bildirilmistir [170], [171]. Bu nedenle, diisiik dozlarda AgNP etkinligi smirli kalirken,

yiiksek dozlarda coklu etki mekanizmalar1 sayesinde biyofilm yapisi onemli Olciide
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bozulabilmektedir [168], [169].

4.4.5. Farklh Konsantrasyonlardaki AgNP Tasiyicih Biyouyumlu Nanokompozit
Kaplamalarin Gram-pozitif Bakteri Biyofilmleri Uzerindeki Antibakteriyel
Etkisi

Grafikler, farkli konsantrasyonlarda PMMA yiizeylerine uygulanmis AgNP tasiyicili

biyouyumlu polimer kaplamalarin, ii¢ farkli Gram-pozitif bakteri tiriiniin olusturdugu

biyofilmler {izerindeki doz—yanit iliskisini gostermektedir.

1,5 mg/ml Ag Kaplamali Farkli AgNP Tagtyicih Orneklerin Farkli Bakteri Tiirleri Uzerindeki Olii Hiicre Oranlari
(Sc1)

98,7 99,6
100 96,5 95,6 95,6
93,4 90,8 .

90 ' 83,6

80
c 70
8
O 60
[ ..
= Ornek 1
5 50
T m Ornek 2
340 )
‘0 Ornek 3
X 30

20

10

0
Staphylococcus aureus Staphylococcus Enterococcus faecalis
epidermidis

Sekil 4.57 1,5 mg/ml AgNP tasiyicili kaplamali farkli AgNP tasiyicili polimer kaplamalarin, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis biyofilmleri {izerindeki 6lii hiicre oranlart
(Scl).

Sekil 4.57°da goriilen grafige gore, 1,5 mg/ml giimiis (Ag) kaplamali farkli AgNP
tastyicili polimer kaplamalarin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Enterococcus faecalis biyofilmleri {izerindeki 6lii hiicre oranlar1 (Sc1); Ornek 1, tiim bakteri
tiirlerinde %95 1n lizerinde 6lii hiicre orani ile en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gostermis,
ozellikle S. epidermidis’te %99,6 ile maksimum etkiye ulasmustir. Ornek 2, S. aureus ve S.
epidermidis’te yiiksek etki (%93.,4 ve %96,5) sergilerken, E. faecalis’te etkinlik %83,6’ya
gerilemistir. Ornek 3 ise E. faecalis’te %95,6 ile giiclii bir etki gdsterirken, S. aureus ve S.
epidermidis’te etkinlik sirasiyla %90,8 ve %88,2 seviyelerinde kalmstir.

Sekil 4.57°de sunulan sonuglara gore 1,5 mg/ml konsantrasyon, ¢alismada en uygun
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doz olarak belirlenmistir. Bunun temel nedeni, bu dozun hem biyouyumlu karakter
gostermesi hem de toksisite sinirlarini agsmamasidir. Ayrica, test edilen tiim nanokompozitler
bu konsantrasyonda en yiiksek antibakteriyel inhibisyon oranini sergilemistir. Daha diigiik
konsantrasyonlarda bakteri inhibisyon etkinligi yetersiz kalirken, daha yiiksek dozlarin ise
biyouyumluluk acgisindan risk olusturabilecegi degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, 1,5
mg/ml konsantrasyon; optimum antibakteriyel etki, diisiik toksisite ve biyouyumlu yapinin
birlikte saglandigi kritik denge noktasi olarak seg¢ilmistir.

Bu c¢alismada belirtilen 1,5 mg/ml degerinin, dogrudan ylizeye immobilize edilen
miktar1 ifade etmedigi; 1 ml ¢ozelti iginde 1,5 mg AgNP bulundugu, kaplama islemi icin ise
bu ¢ozeltiden yalnizca 200 pL kullanilarak yiizeye uygulandigi dikkate alinmalidir.

Literatiirde incelenen ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu, antibakteriyel etkinligi kolloidal
formda sentezlenen AgNP’ler iizerinden rapor etmistir. Ornegin, 10-20 nm boyutlu
AgNP’lerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi MRSA, E. coli ve P. aeruginosa iizerinde
yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir[172]. Yine, yalnizca 0.002 mg kolloidal
AgNP’nin 17.5 mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu veya 15 pg/mL diizeyindeki
AgNP’lerin K. pneumoniae iizerinde anlamli inhibisyon sagladigi raporlanmistir [173],
[174]. Daha yiiksek konsantrasyonlarda, 6rnegin 500 mg/ml ksantan zamki stabilize AgNP
nanokompoziti, farkli bakterilerde 10—12 mm ¢apinda inhibisyon bolgeleri olusturmustur
[175].

Bu literatiir bulgulari, kolloidal AgNP’lerin antibakteriyel etkinligini net bi¢cimde
ortaya koysa da bu sistemler biyolojik ortamda stabilite sorunlari, aglomerasyon egilimi ve
toksisite riskleri tagimaktadir.

Bu tez calismasimin 6zgiin katkisi, antibakteriyel etkinligi yalnizca kolloidal formda
degil, polimer matrislere immobilize edilmis AgNP nanokompozitler {iizerinden
degerlendirmis olmasidir. Kullanilan 1,5 mg/ml AgNP c¢ozeltisinden ylizeye 200 pL
kaplama ile elde edilen nanokompozitler, hem kolloidal formlardaki etkinlik seviyeleriyle
karsilastirilabilir diizeyde yiiksek antibakteriyel etki gostermis hem de biyouyumluluk ve

toksisite agisindan daha giivenli bir sistem sunmustur.
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0,75 mg/ml Ag Kaplamali Farkli AgNP Tastyicilh Orneklerin Farkli Bakteri Tiirleri Uzerindeki Olii
Hiicre Oranlar (Sc2)
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Sekil 4.58 0,75 mg/ml AgNP tastyicili kaplamali farklt AgNP tastyicili polimer kaplamalarin,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis biyofilmleri iizerindeki 6lit
hiicre oranlar1 (Sc2).

Sekil 4.58’de goriilen grafige gore, 0,75 mg/ml AgNP oraninda farkli AgNP tasiyicili
polimer kaplamalarin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus
faecalis biyofilmleri iizerindeki 6lii hiicre oranlar1 (Sc2) incelenmistir. Ornek 1, S. aureus
(9%92,8) ve S. epidermidis (%93,9) iizerinde yiiksek antibakteriyel aktivite gosterirken, E.
faecalis 'te etkinlik %58,1e diismiistiir. Ornek 2, S. epidermidis 'te %83,6 ile iyi diizeyde
etki sergilerken, S. aureus’ta etkinlik %63,89’a, E. faecalis’te ise %53,77’ye kadar
gerilemistir. Ornek 3, S. aureus (%84,1) ve S. epidermidis (%71,9) iizerinde orta diizeyde
aktivite gostermis, E. faecalis te ise %56 ile Ornek 2’ye yakin bir deger elde edilmistir.
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0,375 mg/ml Ag Kaplamali Farkli AgNP Tasiyicili Orneklerin Farkli Bakteri Tiirleri Uzerindeki Olii
Hiicre Oranlar (Sc3)
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Sekil 4.59 0,375 mg/ml AgNP tasiyicili kaplamali farkli AgNP tastyicili polimer kaplamalarin,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis biyofilmleri {izerindeki 61t
hiicre oranlari (Sc2).

Sekil 4.59°da goriilen grafige gore, 0,375 mg/mL giimiis (Ag) kaplamali farklt AgNP
tastyicili polimer kaplamalarin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Enterococcus faecalis biyofilmleri tizerindeki 6li hiicre oranlart (Sc3) degerlendirilmistir.
Ornek 1, diisiik kaplama konsantrasyonunda dahi S. epidermidis iizerinde %94,1 ile yiiksek
bir antibakteriyel etki gostermis, S. aureus 'ta ise bu deger %72,44e, E. faecalis 'te %43,4’¢
kadar diismiistiir. Ornek 2, S. aureus’ta %62,8, S. epidermidis 'te %42,11 ve E. faecalis 'te
%40,46 oraninda 6lii hiicre tespit edilerek diisiik ila orta diizeyde etki gdstermistir. Ornek 3,
S. aureus (%48,7) ve S. epidermidis (%60, 1) iizerinde sinirh etki sergilerken, E. faecalis 'te
etkinlik %18,9 ile olduke¢a diisiik seviyede kalmistir.

Bakteri biyofilmlerinde ekstraseliiler polimerik substanslar (EPS), hiicrelerin
salgiladig1 polisakkaritler, proteinler, ekstraseliiller DNA ve lipitlerden olusan ii¢ boyutlu bir
matriks yapisidir. EPS, hiicreleri ylizeye ve birbirine baglayarak biyofilmin mekanik
dayanikliligini artirirken, ayni zamanda antimikrobiyal maddelere karsi fiziksel bir bariyer
gorevi goriir. Bu bariyerin AgNP ve glimiis iyonlarmin biyofilmin derin katmanlarina
difiizyonunu sinirladigi, boylece etkinin konsantrasyona ve temas siiresine bagimli hale

geldigi taranan literatiirlerde bildirilmistir [176].
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Incelenen literatiir taramalarinda S. aureus biyofilmlerinin 10-20 nm boyutlu
AgNP’lere duyarlt oldugu, bu partikiillerin genellikle 390420 nm LSPR pikinde yiiksek
oldiirtictilik gosterdigi [177] ve biyofilm yogunlugunun diisiik konsantrasyonlarda iyon
penetrasyonunu sinirladigi [178] bildirilmektedir.

Orek 1’in diisiik konsantrasyonda bile S. epidermidis biyofilmlerine kars: yiiksek
etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda S. epidermidis’in
kalin peptidoglikan tabakasi ile yiiksek direng sergiledigi ancak kiiciik boyutlu ve ylizey
modifiye edilmis AgNP’lerin kalin peptidoglikan tabakasi tabakasina daha iyi niifuz ederek
antibakteriyel etkinligi artirdigi [179], [180] bildirilmektedir. Bulgularimiz bu mekanizma
ile uyumludur.

E. faecalis, diisiik giimiis konsantrasyonlarina karst en direngli tiir olarak One
cikmaktadir. Enterococcus faecalis yiiksek EPS iiretimi yapar, bu koruyucu matriks giimiis
iyonlarinin serbest difiizyonunu engeller [181]. Kishen et al. (2008) [182] c¢aligsmalarinda,
EPS yogunlugunun yiiksek oldugu biyofilmlerde AgNP’lerin antibakteriyel etkisinin
belirgin sekilde azaldig1 ve etkili inhibisyon i¢in daha yiiksek konsantrasyon (>1 mg/mL) ile
daha uzun maruz kalma siiresine ihtiya¢ duyuldugu rapor edilmistir. Bulgularimizda da E.
faecalis’in diisiik konsantrasyonlarda (0,375 mg/ml) diisiik inhibisyon orani (%18,9-43,4)

gostermesi, EPS tabakasinin bu koruyucu etkisi ile uyumludur.
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5. SONUCLAR

Diinya ¢apinda yenidogan enfeksiyonlarinin, her yil yaklasik 1,6 milyon bebegin
yasamini kaybetmesine yol agtig1r ve bu dliimlerin tiim yenidogan Oliimlerinin yaklasik
%40’ 11 olusturdugu bilinmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, PMMA yiizeyleri tizerine drop-casting yontemiyle uygulanan,
goriiniir 1s1kla aktive olabilen AgNP igeren ii¢ farkli (PVP/ODA-MMT, PVP/MA/ODA-
MMT, CMC/MA/ODA-MMT) antibakteriyel kaplamalarin yilizey morfolojisi, kimyasal ve
fiziksel yapisi, optik 6zellikleri, antimikrobiyal etkinligi ve biyouyumlulugu farkli teknikler
ile incelenmistir.

Gorlniir 151k aktivasyonu ig¢in mavi 151k (450 nm) kullanilmistir; ¢iinkii bu dalga boyu
AgNP’lerin LSPR pikine yakin olup fotokatalitik aktiviteyi ve glimiis iyonu salinimini
maksimize ederek antibakteriyel etkinligi artirmaktadir.

UV-Vis analizleri, biyouyumlu polimer nanokompozitlerde AgNP olusumunu
dogrulamis ve A max 409, 441 ve 391 nm'de gozlenen belirgin LSPR bantlari, 6rneklerin
goriiniir bolgede etkin plazmonik uyarilabilirlige sahip oldugunu gostermistir.

Drop-casting yonetimiyle yapilan kaplamalar igerisindeki Ag ¢ekirdek polimer
kaplama sekli uzamis elipsoid seklinde olup, yar1 homojen seklinde dagilmistir. EDS
elementel analizinin sonuglar1 Ag karakterize enerji piki olan 3 eV’da ¢ok diisiik yogunlukta
bir pik gostermektedir. Bu da nanokompozit i¢inde giimiis miktarin %2 altinda oldugunu
ispatlamaktadir.

XRD analizleri, 38,27° ve 44,42° pikleriyle fcc yapiya ait AgNP’lerin kristalin ve
nanometrik boyutta olusumunu dogrulamistir.

Bu calismada, AgNP’lerin ylizeye kaplanarak immobilize edilmesinin, kolloidal
formlara kiyasla hiicre canliligini daha yiiksek seviyede korudugu belirlenmistir. Bu durum,
kontrollii glimiis iyonu saliniminin sitotoksisiteyi azaltarak biyouyumlulugu arttirdigini
gostermektedir.

Bu calismada, PMMA yiizeylerine kaplanan farkli konsantrasyonlardaki ti¢ AgNP
tastyicili polimer kaplamanin Gram-pozitif biyofilmler iizerindeki etkisi incelenmis;
kaplama konsantrasyonu arttik¢a antibakteriyel etkinin yiikseldigi, S. epidermidis’in diisiik
dozlarda dahi yiiksek inhibisyon gosterdigi, yogun EPS matriksine sahip E. faecalis’in ise
en direncli tiir oldugu belirlenmistir.

Segilen doz (1,5 mg/ml), test edilen aralikta (<1,5 mg/ml) gelistirilen tiim biyouyumlu

polimer matrislerde maksimum antibakteriyel inhibisyon sagladigi i¢in optimum kabul
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edilmistir.

Elde edilen bulgular, gelistirilen kaplamalarin enfeksiyon zincirini kirmada etkili bir
strateji sundugunu ve geleneksel dezenfeksiyon prosediirlerine tamamlayici ya da alternatif
bir yaklagim olabilecegini gostermektedir. Yenidogan yogun bakim kosullarinda enfeksiyon
kontrolii agisindan bu metodolojinin uygulanabilirligi, salgin riskini azaltmaya ve hasta

giivenligini artirmaya yonelik 6nemli bir katki sunmaktadir.
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EKLER
EK 1: Sentez Siirecinde Kullanilan Mavi LED’in Teknik Ozellikleri

P2N serisi LED’lere ait veri sayfasinda (datasheet), tablolar i¢inde yer alan D tipi
(Royal Blue) ve tepe dalga boyu yaklasik 450 nm olan verilere bakiniz.

2
SEITIILEDS

PRODUCT DATASHEET

P2N LED

High Power LED

Introduction

The P2N LED brings industry leading technology to the solid state lighting
market with its high quality and performance. With a silicone lens, P2N
LEDs feature very high brightness and efficacy, as well as excellent lifetime.
P2N LEDs are reflow solderable and the light output decay is less than 10%
under crucial test conditions (700mA, ambient 85°C and 85%RH).

With special phosphor technology, warm white P2N LEDs have very good color stability under high
temperature conditions. The typical CCT change is less than 50K when the junction temperature
reaches 100°C.
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Features

"8 Excellent Operating Life
"8 High Efficacy
"8 Low Thermal Resistance

"8 Superior ESD Protection

P2N PRODUCT DATASHEET

‘6

SMD Device

w

Instant Light

e

Fully Dimmable

"  RoHS Compliant

"8 No UV
Characteristics
Absolute Ratings
Rating
Parameter
White Series / Royal Blue / Blue / Green / Amber / Red
DC Forward Current (mA) 700 mA
LED Junction Temperature 125C
LED Operating Temperature -40C~110TC
Storage Temperature -40°C~110TC

Soldering Temperature

Max. 260°C / Max. 10sec. (JEDEC 020c)

ESD Sensitivity

2,000 V HBM (JESD-22A-114-B)

Reverse Voltage

Not designed to be driven in reverse bias
(VR=5V)

Preconditioning

Acc. to JEDEC Level 2
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General Characteristics at 350Ma

P2N PRODUCT DATASHEET

Temperature Thermal
Typ Dominant Wavelength A4 20 Coef:’icient of Resistance
Part number Color CRI Peak Wavelength Ap * 1z o Junction to
Vf (mV/C)
Lead
Min Max degree AV /AT, (C/W) RO,
Daylight 70 4750K 7000K 150 -3 10
P2N-W
Warm White 80 2600K 3700K 125 -3 10
P2N-R Red - 620 635 140 - 10
P2N-S Super Red - 655* 665* 140 - 10
P2N-A Amber - 580 600 140 - 10
P2N-G Green - 520 535 140 -3 10
P2N-B Blue - 460 470 140 -3 10
P2N-D Royal Blue - 440* 460* 140 -3 10
Notes :

1. The CCT is measured with an accuracy of +200K

2. The peak/dominant wavelength is measured with an accuracy of £1nm
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Luminous Flux and Forward Voltage

P2N PRODUCT DATASHEET

Performance at Test Current (350mA) Performance at 700mA
Part number Color Group Minimum VF Typical
Luminous Flux (Im) | Min | Max Luminous Flux (Im) or
U3 100 2.8 3.8 170
VA 110 2.8 3.8 185
Daylight VB 120 2.8 3.8 200
VC 130 2.8 3.8 220
P2N-W VD 140 2.8 3.8 240
UA 80 2.8 3.8 141
Warm white U2 90 2.8 3.8 160
U3 100 2.8 3.8 170
VA 110 2.8 3.8 185
S1 50 2 3.4 95
PIN-R Red S2 55 2 3.4 100
T1 65 2 3.4 125
TU 75 2 3.4 145
D1 200* 2 3.4 395*
P2N-S Super Red D2 2407 2 L 4607
D3 280* 2 3.4 540*
D4 320* 2 3.4 615*
R2 45 2 3.4 85
P2N-A Amber oL o0 E 24 S
S2 55 2 3.4 100
T1 65 2 3.4 125
Tl 65 2.8 3.8 125
PIN-G Green TU 75 2.8 3.8 145
U2 90 2.8 3.8 175
U3 100 2.8 3.8 195
NO 18 2.8 3.8 33
PIN-B Blue P1 22 2.8 3.8 40
P2 26 2.8 3.8 47
Ql 30 2.8 3.8 54
E2 440* 2.8 3.8 780*
E3 480* 2.8 3.8 850*
P2N-D Royal Blue
E4 520* 2.8 3.8 920*
ES 560* 2.8 3.8 990*
Notes:

1. Luminous flux is measured with an accuracy of £10%

2. The forward voltage is measured with an accuracy of +0.1V
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P2N PRODUCT DATASHEET

Relative Spectral Power Distribution, Ta=25 °C
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Typical Light Output Characteristics Vs. Temperature

100

90 ————

80

70

60

50

40

Relative Intensity (%)

30

20

10

—P2N-W, Daylight
= P2N-W, Warm white

20 40 60 80

100

Junction Temperature (Tj, ‘C)

6000

120

5500

5000

3000

= P2N-W, Daylight
= P2N-W, Warm white

2500

20 40 60 80

T

100

Junction Temperature (Tj, T)

)

SE m I LE DS © 2005-2013 SemilLEDs. All Rights Reserved

RoHS Compliant www.semileds.com
P2N Datasheet v3.5
Subject to change without notice

120

Page
5



P2N PRODUCT DATASHEET

Typical Spatial Radiation Pattern
P2N-W, Daylight
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P2N PRODUCT DATASHEET

P2N-R, P2N-A, P2N-G, P2N-B
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P2N PRODUCT DATASHEET

Thermal Design

Thermal design of the end product is important. The thermal resistance between the junction and the
solder point (RO,.) is 10°C /W, and the end product should be designed to minimize the thermal
resistance from the solder point to ambient in order to optimize the emitter life and optical
characteristics. The maximum operation current is determined by the plot of Allowable Forward

Current vs. Ambient Temperature.
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The junction temperature can be correlated to the thermal resistance between the junction and ambient (Rja)

by the following equation.

Tj=Ta + Rja*W

Tj: LED junction temperature

Ta: Ambient temperature

Rja: Thermal resistance between the junction and ambient
W: Input power (I¢* V)
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Typical Forward L-l1 Characteristics
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Typical Forward I-V Characteristics
White series/ Green / Blue / Royal Blue
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Mechanical Dimensions
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Notes:

1. Drawing is not to scale
2. All dimensions are in millimeter
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Shipping Package Information

Tube
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Dimensions (L¥W*H) Emitter Quantity
Tube 424%*16.7*%10.0 mm 50 EA
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Recommended Solder Pad Design
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Solder paste

Notes:
1. Drawing is not to scale

2. All dimensions are in millimeter
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P2N PRODUCT DATASHEET

Recommended Soldering Profile

The LEDs can be soldered using the parameter listed below. As a general guideline, the users are
suggested to follow the recommended soldering profile provided by the manufacturer of the solder

paste. Although the recommended soldering conditions are specified in the list, reflow soldering at
the lowest possible temperature is preferred for the LEDs.

tp > e —
Tp L Critical Zone
T toTp
i
:
-
© b
@
a
5
[t te ts

Preheat

25
[«— t 25°C to Peak

Time —>
IPC-020c-5-1
Profile Feature Sn-Pb Eutectic Assembly Pb-Free Assembly
Avera(gTeS’vF‘:?r::Jp;:[)J Rate 3¢ /second max. 3 /second max.
Preheat
- Temperature Min(Tsy,) 100°C 150°C
- Temperature Max(TSmax) 150C 200C
- Time(tsyin to tSya,) 60-120 seconds 60-180 seconds
Time maintained above:
- Temperature(T)) 183C 217°¢C
- Time(t) 60-150 seconds 60-150 seconds
Peak/classification Temperature(Tp) 215C 240
Time within 5T of actual Peak 10-30 seconds 20-40 seconds
Temperature(tp)
Ramp-Down Rate 6°C /second max. 6°C /second max.
Time 25°C to Peak Temperature 6 minutes max. 8 minutes max.
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P2N PRODUCT DATASHEET

Reliability Information

Stress Test Stress Condition Stress Duration
Room Temperature Operating Life (RTOL) Tb=25°C, If=700mA 1000 hours
High Temperature Operating Life (HTOL) Th=85°C, If=700mA 1000 hours
Wet High Temperature Operating Life (WHTOL) Ta=85°C, RH=85%, If=700mA 1000 hours

-40°C/125°C, 15min dwell,

T les (TMCL 2

emperature Cycles (TMCL) Smin transfer 00 cycles
High Temperature Storage Life (HTSL) Ta=110C, non-operating 1000 hours
Low Temperature Storage Life (LTOL) Ta=-40C non-operating 1000 hours

Solder Heat Resistance (SHR) 240C, 10 sec

Failure Criteria:
1. Brightness attenuate difference <10%
2. Forward voltage difference: +20%

Notes:
1. Tb: board temperature
2. Ta: ambient temperature

Notice:

This product is not for use, sale, or importation into the United States. Any agreement, documentation, or
communication (in any form, through any medium and for any purpose) related to this product is provided
subject to the above disclaimer, and no (and seller hereby disclaims any) indemnification is provided for this
product against any infringement claim of intellectual property rights in the United States. The limitations

above do not apply to products that are purchased and delivered before October 1, 2012.
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About Us

SemiLEDs Corporation is a US based manufacturer of ultra-high brightness LED chips with state of
the art fabrication facilities in Hsinchu Science Park, Taiwan. SemiLEDs specializes in the development
and manufacturing of vertical LED chips in blue (white), green, and UV using a patented copper alloy
base. This unique design allows for higher performance and longer lumen maintenance. In December
2008, The World Economic Forum recognized SemilEDs innovations with the 2009 Technology
Pioneer Award. SemilLEDs is fully 1ISO 9001:2008 and I1SO 14001:2004 Certified.

SemiLEDs is a publicly traded company on NASDAQ Global Select Market (stock symbol “LEDS”). For
investor information, please contact us at investors@semileds.com.

For further company or product information, please visit us at www.semileds.com or please contact

4
SEIMILEDS

www.semileds.com

sales@ semileds.com.

ASIA PACIFIC

3F, No. 11, KeJung Rd.
Chu-Nan Site

Hsinchu Science Park
Chu-Nan 350, Miao-Li County
Taiwan, ROC

Tel: +886-37-586788
Fax: +886-37-582688
sales@semileds.com
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