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OZET

CINKO OKSIT (ZnO) NANOPARTIKULLERININ ANTIFUNGAL
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Izel BAHADIR

Biyoloji Anabilim Dal1
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Bilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Dog. Dr. Rasime DEMIREL
(Ikinci Damigman: Prof. Dr. Ender SUVACI)

Kiifler, ¢esitli hava hareketleri ile i¢ ortamlara sporlarini kolaylikla tagiyabilirler ve
gerekli ortam sartlar1 saglandiginda tagindiklar1 ortamda hizli bir sekilde ¢cogalarak yayilis
gosterir. Kiiflere ait olan sporlarin etrafa yayilmasi ile de gesitli ikincil hastaliklarin
olusmasi i¢in uygun ortam saglanmis olur. Ozellikle hastane, okul, toplu tasima alanlar
gibi halka ag¢ik yerlerde kisiden kisiye de hastaliklarin bulasmasini kolaylastirir. S6z
konusu mikroorganizma grubunun, i¢ ortam havasindaki sayisinin azaltilmasi1 ve daha
temiz bir ortam olusturulmasi i¢in ¢esitli biyomalzemelerin, biyoplastiklerin, boyalarin,
metal ve cam arag-gereglerin yapimi artmis durumdadir. Bu ¢alismada ¢inko oksit
velveya gimiis ile zenginlestirilmis formlarindan olusan 10 adet ozel tasarlanmig
nanopartikiiliin, Tiirkiye’nin 5 farkli yenidogan {initesi i¢ havasindan elde edilmis olan
toplam 39 farkli kiif tiirtine kars1 antifungal aktivitesi incelenmistir. Kuyucuk testi, agar
diliisyon testi, minimum inhibe edici konsantrasyonun belirlenmesi yontemleri
kullanilarak antifungal aktivite incelenmistir ve etkin dozlarin etki mekanizmalarinin
belirlenmesi iizerine uygulama gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, incelenen
nanopartikiillerin test mikroorganizmalar1 lizerinde farkli seviyelerde antifungal etki
Ozelligine sahip olduklari1 ve bu etkinin giimiis katkisi ile degisken sonuglar sergiledigi

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Cinko oksit, Giimiis, i¢c hava, Kiif, Nanopartikiil.



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ZINC OXIDE (ZnO)
NANOPARTICLES

Izel BAHADIR

Department of Biology
Programme in Basic and Industrial Microbiology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2020
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rasime DEMIREL

(Co-Supervisor: Prof. Dr. Ender SUVACI)

Microfungi can easily carry their spores to indoor environments thanks to various
air movements. The microorganisms in question rapidly proliferate and spread in the
environment where they are transported when the necessary environmental conditions are
provided. As the spores of the microfungi spread out, a suitable environment paves the
way for the arising of various secondary diseases. Especially in public places such as
hospitals, schools and public transportation areas, it makes the transmission of diseases
from person to person easier. The production of various biomaterials, bioplastics, paints,
metal and glass equipment has been increased to reduce the number of this microorganism
group in indoor air and to create a cleaner environment. In this study, the antifungal
activity of 10 different specially designed nanoparticles based from zinc oxide and
enriched with silver against was performed against to 39 different microfungus species
isolated from indoor air of 5different newborn units of Turkey. The antifungal activity
was investigated by using agar well diffusion, agar dilution, and minimum inhibitory
concentration methods and focused on determination of activity mechanisms of effective
doses. As a result, we exhibited that test nanoparticles have antifungal activity on different

levels and silver doped forms showed variable effects.

Key words: Zinc oxide, Silver, Airborne, Microfungi, Nanoparticle.
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1.GIRIS

Kiifler, dogada en yaygin bulunan 6karyotik canlilar olup, su ve organik madde
bulunan her ortamda kolaylikla ¢ogalma yetenegine sahiptirler. Saprofitik ve parazitik
cesitleri ile havadan, sudan, topraktan ve bitkilerden izole edilebilirler (Simsekli vd.,
2000).

Kiifler, dis ortamda c¢ok fazla bulunurlar ve ¢esitli hava hareketleri ile i¢ ortamlara
sporlarin1 kolaylikla tagiyabilirler. S6z konusu mikroorganizma gerekli ortam sartlari
saglandiginda tasindiklar1 ortamda hizli bir sekilde ¢ogalabilme yetenegine sahiptirler.
Bununla birlikte kiifler sicaklik, su, oksijen, pH gibi sartlarin ¢ok diisiik ya da ¢ok yiiksek
oldugu durumlarda hayatta kalma yetenegine de sahiptirler (Chao vd., 2002).

Kapal1 bir ortamdaki kiif sporu konsantrasyonu i¢in saglik agisindan 1000 kob/m?®
siir deger olarak kabul edilmektedir ve bu koloni sayisinin 150-1000 kob/m? olmast,
insan sagligini etkileyecek problemlere yol agmaktadir (C6l ve Aksu, 2007).

Cesitli nedenler ile hastalanan kisilerin hastaneye yatig nedeninin diginda, en erken
48-72 saat sonra ortaya ¢ikan enfeksiyonlar yani hastane enfeksiyonlarinin (Nozokomiyal
enfeksiyonlar) yogunluklar: hastanelerde yiiksektir (Letrilliart vd., 2001).

Nozokomiyal enfeksiyonlar pek ¢cok hastanede 6nemli bir problem olarak kargimiza
cikmaktadir ve bu derece 6nemli enfeksiyonlar daha fazla 6liim yasanmasina da neden
olabilmektedir (Beggs, 2003).

Hastane enfeksiyonlar1 hastanenin tiim servislerinde ve tiim yas gruplarinda
goriilebilmektedir. Fakat yagli, altta yatan kronik hastaligi olanlarin yanisira, g¢ocuk
hastalar hastane enfeksiyonu gelismesi agisindan en riskli grubu olusturmaktadir. Cocuk
hastalar arasinda hastane enfeksiyonu riski acisindan prematiire ve yeni doganlar ilk
sirada yer almaktadirlar (Giirler, 2004).

Hastanelerde hava ile taginan ¢ogu mikroorganizma hastane personeli, hastalar ve
ziyaretciler tarafindan salinmaktadirlar. Bu durum beraberinde cesitli bulasmalar
getirmektedir. Binalarda bulunan kisi sayis1 ne kadar fazla ise havadaki organizma yiikii
de o kadar fazladir. Bu nedenle havanin mikroorganizma yiikii cok degiskendir. insan ve
yapilan is tipine, sayisina bagl olarak biiyiik oranda degisiklik gostermektedir (Beggs,
2003).

Tiirkiye’de i¢ hava kalitesine dair bir ¢alisma TUBITAK-1001, 111T925 no’lu

proje ile gerceklestirilmis ve bu ¢aligmada Tiirkiye’nin bes farkli ilindeki yeni dogan



tinitelerinin i¢ havasindaki kiifler dikkate alinmistir. Bu c¢alisma ile de 6nemli seviyede
bir kiif probleminin varligi belirlenmis ve yayinlanmistir. Ayrica ¢aligsma ile belirlenen
kiif ¢esitliliginin ¢esitli hastaliklara 6zellikle de yenidogan tinitesindeki hasta profili i¢gin
onemli hastaliklara neden olabilecegi kaydedilmistir (Demirel vd., 2017). 111T925 no’lu
proje ¢aligmasi ile ortaya konulmus olan problem hakkinda disiplinler aras1 tasarlanmis
olan bu ¢alisma ile ¢6ziim Onerilerinin gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu amagla Tiirkiye’nin bes farkli hastanesinde yer alan yenidogan {initelerinden
elde edilmis olan kiiflerin inhibe edilmesi konusunda ¢esitli nanopartikiillerin etkinliginin
belirlenmesi lizerine odaklanilmistir. Test edilen nanopartikiiller ¢inko oksit kokenli olup
glimiis zenginlestirmesinin antifungal etkiye katkisinin olup olmadiginin belirlenmesi

hedeflenmistir.



1.1. Genel Bilgi

1.1.1. Mantarlarin temel 6zellikleri

Mantarlar (Funguslar), 6karyotik ve hazir organik maddelerle beslenmek zorunda
olan heterotrof organizmalardir. Mantar hiicrelerinde ¢eper yapisi, kitin veya seliilozun
amorf matriks i¢inde yayilmis mikrofibrillerinden olugsmus olup temel iireme birimlerini
sporlar temsil etmektedir. Siniflandirmada Mantar alemi igerisinde yer alirlar (Kasik,
2010).

Mantarlar, fotosentetik pigment igermezler, bu nedenle besinlerini diger canlilarin
hazirladig1 organik maddelerden genellikle absorbsiyon ile alirlar. Mantarlarda vejetatif
yapt tallus admi alir. Tallus, yaklastk 5 mm ¢apindaki iplik¢iklerin dallanarak
cogalmasindan olusur ve tiim alana yayilir. Vejetatif yapiy1 olusturan iplik¢iklerin her
birine hif, bir tiire ait hiflerin timine ise misel denir. Bazi mantarlarda hifi olusturan
uzun, silindirik hiicreler genellikle septum denen bolmelerle birbirinden ayrilmaktadirlar
(Gliven, 2011; Sar16zlii ve Demirel, 2010).

Pek ¢ok mantar, basit inorganik besinleri kullanarak kendi aminoasit, yag ve
vitaminlerini sentezleyebilir fakat heterotrofik olmalar1 onlarin bazi maddelerin
ayrismasinda rol oynamalarint sinirlar. Eger substrat ya da besin kaynaklart 6li ise
saprofitik, canli ise parazitik olmaktadirlar (Giiven, 2011; Sari6z1i ve Demirel, 2010).

Mantarlarda iireme, eseyli ve eseysiz olmak {izere iki tiptir. Eseyli lireme
somatogamie, gametogamie ve gametangiogamie (angiogamie) seklinde olmaktadir.
Eseysiz tiremede karyogami ve mayoz olusmamaktadir (Kasik, 2010).

Eseyli tiremenin siiflandirilmasi su sekildedir:
1-Gametogamie: Gametlerin birlesmesi olayidir. Uge ayrilmaktadir.

» Isogamie
= Anisogamie

= Qogamie
2-Somatogamie: Somatik yapilarin birlesmesi olayidir. Dorde ayrilmaktadir.

»= Hologamie

= Sporoidiogamie
= Sporoidiogamie
» Hyphogamie



3-Angiogamie: Ureme organlar1 birlesir. Dorde ayrilmaktadir.

Isoangiogamie
Anisogamie
Spermatioangiogami
Hyphoangiogamie

Mantarlardaki gelismislige gore spor olusturabilme yetenekleri de birtakim

farkliliklar sergilemektedir. Mantarlardaki eseyli tireme sporlari sunlardir:

Oospor: Ilkeldir yani az gelismistir.
Zygospor: Rhizopus tiyelerinde bulunur.
Ascospor: Ascomycetes iiyelerinde bulunur.

Basidiospor: Sapkali mantarlarda bulunur.

Mantarlardaki eseysiz iireme sporlari ise:

Arthrospor: Hiflerin parcalanmast ile olusur.

Chlamydospor: Ortam kosullar1 olumsuzken kalinlasmis bir ¢eper olusturur.
Conidiospor: Havaya agik olan sporlardir.

Sporangiospor: Rhizopus sp. gibi kese i¢inde olan sporlardir.

Blastospor: Mayalar da tomurcuklanmayla gévde tizerinde olan sporlardir
(Kasik, 2010).

1.1.2. Mantarlarin sayisim1 ve yayihsim etkileyen faktorler

Mantarlarin diger canlilar gibi sayisini yani popiilasyonunu genisletebilmesi i¢in

birtakim kosullar gereklidir. Bu kosullarin optimal diizeyde olmas1 gelisimin kontrolli

bir sekilde olmasi1 demektir. Bu ortam kosullar1 ise sunlardir;

1-Sicakhik:

Optimum; 20°C -40°C
Psikofil; 0°C-20°C
Mezofil; 25°C-30°C
Termofil; 45°C-55°C’dir.

2-pH: Optimum pH=6dir. Asitli ortamlar tercih edilir.

3- Organik madde: Organik madde olarak sadece metani kullanamazlar.

4



4-Vitaminler: B komplex vitamini ve biyotin etkiler.
5-Nem: %80-100 oranindadir.

6-Isik: UV mutajen etki gostermektedir.

7-Hava: Agir olarak aerobik iiyeler bulunmaktadir.

1.1.3. Mantarlarn yararlari ve zararlar faaliyetleri

Mantarlarin yararh etkileri 6zellikle endiistriyel ve biyoteknolojik alanlarda artis
gostermektedir. Ozellikle mantarlardan elde edilen ikincil metabolitler canli yasamu igin
endiistriyel proseslerde kapsamli bir sekilde yayginlasmstir. ikincil metabolitler, farkli
metabolik dongiiler sonucu olusan ve birincil metabolizma tirlinlerine gore iz miktarlarda
sentezlenen maddelerdir. Ayn1 zamanda ikincil metabolitler hiicrede biriken bilesiklerin
hiicreden uzaklastirilmasi i¢in araci rol iistlenmektedirler (Akkara ve Tosun, 2014).

Mantarlar, insanlara biyoloji, endiistri ve biyoteknoloji gibi alanlarda yararli
ozelliklerini gosterse de bunun yaninda bir takim zararli 6zelliklere sahiptir. Zararh
faaliyetlerine bakildiginda en yaygin zararlar1 besin ¢iiriimesi, mikotoksin olusumu ve
bulunduklar1 ortam igerisinde ¢esitli kontaminasyonlar yaratarak ikincil enfeksiyonlara
sebep olmalaridir.

Mikotoksinler, Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp.ve Alternaria sp. basta
olmak tizere bazi kiiflerin belirli nem ve 1s1 kosullarinda olusturduklar1 metabolitlerdir.
En sik karsilasilan mikotoksinler; aflatoksinler, okratoksin, trikotesen, zearalenon,

patulin ve fumonisindir (Soydz ve Ozcelik, 2002).
1.1.4. 1i¢ hava kiifleri ve 6nemi

Kiifler, mikotoksin tiretmelerine ilaveten ihtiyag¢ duyduklari optimum sicaklik (25
°C) ve nem oraninda (% 75-90) hasta bina sendromlari (HBS) olusturarak ikincil
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Kuhn ve Ghannoum, 2003).

HBS olusumuna sebep olan etkenler; allerjenler, mantar sporlari, bakteriler, viriisler
ve maytlar baslica aerosollerdir. I¢ ortam havasinda yiiksek oranda sdz konusu
biyoaerosollarin bulunmasi astim, allerjik rinit, asir1 duyarlilik pndémonisi gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Tuncer ve Soyer, 2005).

Ikincil enfeksiyon ile etki yaratan mikrofunguslarin sporlar1 genellikle havayla
tasinmakta ve mikrofungus tiiriinlin havayla taginan sporlarinin insanlarda kronik bronsit,

astim, fungal alerjiler, agir1 duyarli pndmoni ve aspergillosis gibi ¢esitli hastaliklar yaptig1
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bilinmektedir. Bununla birlikte solunum yolu alerjilerinin % 2-30’unun sebebi kiif
sporlarina baglanmig olup Alternaria ve Cladosporium tiirlerinin en ¢ok alerji yapan
kiifler oldugu bildirilmistir (Pepeljnjak ve Segvi¢, 2003).

Ikincil enfeksiyon yaratma potansiyeli olan kiifler topluma acik olan hastane, okul,
tasit vb. yerlerdeki hava kirliligi ile de daha kolay yayilis gdstermektedir. Hastane florasi
icin cesitli bakterilerin yan1 sira Alternaria sp., Aspergillus sp.,Cladosporium sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp.,Scopulariopsis sp. ve Trihothecium sp. cinslerine ait
olan ¢esitli tiirler kaydedilmistir (Sarica vd., 2002).

Ayn1 zamanda ikincil enfeksiyona sebep olabilecek kiiflerin bina i¢ ortaminin yani
sira bina dis ortaminda da yaygin bir sekilde bulundugu bilinmektedir. Toplam 23 cinse
ait olan (Acremonium, Alternaria, Arthroderma, Aspergillus, Ceratocystis,
Cladosporium, Curvullaria, Fusarium, Geotrichum, Monilia, Mucor, Mycelia,
Penicillium, Phialophora, Phoma, Phytopthora, Pleospora, Rhizopus, Stachybotrys,
Stemphylium, Scolecobasidium, Torula, Ulocladium) ve en sik rastlanan cinslere ait
yiizde oranlart: Aspergillus spp. (% 23.15), Cladosporium spp. (%21.30), Penicillium
spp. (%11.11), Ulocladium spp. (%210.18), Alternaria spp. (% 5.55), Mycelia spp. (%
5.55) seklinde kayit edilmistir (Imali vd., 2008).

Bununla birlikte baska bir ¢aligmada i¢ ortamda bulunan Aspergillus spp. (%23.3),
Cladosporium spp. (%7), Rhizopus spp. (%7) kiiflerinin de oldugu tespit edilmistir. Bu
cesitliligin ortamda bulunmasi ile i¢ ortam biyoaerosol konsantrasyonlarmin dig ortam
konsantrasyonlarindan 2 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Mentese vd., 2009).

Rutubetli binalarin mikrofungus cesitliliginde en ¢ok izole edilmis olan tiyelerin
Penicillium (%96), Cladosporium (%89), Ulocladium (%62), Geomyces pannorum
(%57), ve Sistronema brinkmannii (%51) oldugu belirlenmistir (Kuhn ve Ghannoum,
2003).

1.1.5. Nanopartikiiller, kullamim alanlari ve nanopartikiillerin iistiin yanlari
1.15.1. Nanopartikiiller ve kullanim alanlar

Boyutu 100 nanometrenin (nm) altinda olan nanopartikiiller, hacimsel yapili
malzemelerden ¢ok daha farkli ve iistiin olarak kabul edilen 6zellikler sergilemektedirler

(Miller vd., 2004). Bakir, ¢inko, titanyum, giimiis ve altin gibi metaller ile sentez edilmis



nanopartikiiller olduk¢a yayginlagmistir. Nanoyapili partikiillerin gosterdikleri {istiin

ozellikler sayesinde;

Saglik sektoriindeki kullanimlari (teshis, tedavi, ila¢ tasima, goriintiileme, doku
miihendisligi)

Atiklarmn aritilmasi; 6zellikle atik sularin (filtrasyon)

Yenilenebilir enerji kaynaklarinin olusturulmasi (enerji tiikketimini azaltma, geri
doniistimlii piller, enerji tiretim verimliliginin arttirilmast)

Bilisim teknolojisi (bellek depolama, yeni yariiletken cihazlar, yeni
optoelektronik cihazlar, ekranlar, kuantum bilgisayarlar)

Sivil savunma (roket)

Endiistri (katalizler)

Saglikli yasam kosullar1 (insaat)

Gida kalite ve koruma (gida, ev, optik)

Akillt kumaslar

Kisisel bakim iiriinleri

Ziraat alaninda kullanilmaktadir (Ozdogan vd., 2006).

1.1.5.2. Nanopartikiillerin iistiin yanlart

Nanopartikiiller; hiicre zarindan ¢abuk gecebilmesi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile

hiicre hasar1 yaratmasi, nanoboyutta olmasi, tedavi edici olmasit ve bir kismmin diisiik

toksik veya toksik olmamasi gibi iistiin ozelliklere sahiptir (Sekil 1.1). Uretilen

nanopartikiiller son zamanlarda 06zellikle saglik alaninda ¢esitli hiicreler {izerine

yogunlagmistir.

Insan meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) iizerinde demir oksit nanopartikiillerinin

sitotoksik ozellikleri; in vitro sitotoksisite (MTT gibi) ve laktat dehidrogenaz testleri ile

aydinlatilmistir. Bu nanopartikiiller MCF-7 hiicrelerinde lipid peroksidasyonu ve

siiperoksit dismutaz, glutatyon ve katalaz aktivitelerinin tiikkenmesi ile oksidatif stres

olusturmustur. (Alarifi vd., 2014).



Toksik olmamast

ROS

Nano boyutta
olmast

Nanopartikiillerin
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Hiicre zarindan ¢abuk
gegebilmesi

Tedavi edici
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Sekil 1.1. Nanopartikiillerin iistiin yanlar

Bununla birlikte yeni gelistirilen ¢cinko oksit nanopartikiil yapilari ile daha da ileriye
gidilerek insan derisi keratinosit hiicreleri {lizerinde sitotoksisite, genotoksisite ve
fotogenotoksisite iizerinde UVA varliginda toksisite ¢alismalar1 ile diisiik toksiste
degerleri sergiledigi kaydedilmistir (Geng vd., 2018).

Tedavi edici etkisi oldugu diisiliniilen ¢esitli nanopartikiiller, 6zellikle uzun siire
dolasimda kalabilen nanopartikiiller olarak bilinen (long circulating), polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik polimerlerle kapli olan nanopartikiiller potansiyel ilag¢ tasiyici
sistemler olarak da kullanilmaktadir (Bhadra vd., 2002).

1.1.6. Nanopartikiillerin Kkiifler iizerine antifungal etkisi

Kiifler ozellikle hava ile kolaylikla tasinabilen ve sonrasinda c¢esitli
kontaminasyonlara sebep olan mikroorganizmalardir. Bu gibi 6zelliklerinden dolay1 da
ortam icerisinde ¢abuk yayilabilmektedirler. S6z konusu mikroorganizma grubunun
ortamdan uzaklastirilmas1 ve etkilerinin yok edilebilmesi i¢in ¢esitli nanoteknolojik
caligmalar bulunmaktadir.

Nanoteknolojik c¢alismalarda genellikle kiifler iizerine antifungal caligmalar
yapilmis olsa da son zamanlarda gelistirilen yeni yontemler ile kiifler araciligi ile
nanopartikiil sentezi de yapildig: belirlenmistir. Ozellikle giimiis gibi iyonlar kullanilarak
zenginlestirilen bu nanopartikiiller ile patojen mikroorganizmalara karst inhibisyon

calismalar1 mevcuttur (Gajbhiye vd., 2009).



Kiifler bulunduklar1 ortamda hemen yayilma 6zelligine sahip mikroorganizmalar
olduklart i¢in gelisimlerinin hizli bir sekilde engellenmesi amaciyla ¢inko oksit
iceriginden olusan nanopartikiillerin konsantrasyonlar1 diizenli bir sekilde arttirilarak var
olan formlara ilaveten daha etkin formlarin olusturulmasiin hedeflendigi uygulamalar
bulunmaktadir (Vlad vd., 2012).

Nanopartikiiller genel yapilarina istinaden gelistirilmis yeni formlar1 ile de daha
fazla etki sergilemektedir. Genel olarak tasarlanan kiiresel, iiggen vb. yapilarinin yani sira
yeni sistem ile gelistirilen altigen yapilari ile de bulunduklar1 ortamda daha fazla yiizey
alan1 yaratarak daha fazla koruma ve etki saglayabilmektedirler (Demirel vd., 2018).

Kiiflerin olusturdugu mikotoksin olusumunun engellenmesi amaciyla tarafindan
¢inko oksit igerikli nanopartikiilleri mikotoksin ajanlar1 olan Botrytis cinerea ve
Penicillium expansum’a karsi test edilmis ve antifungal aktivitesi oldugu belirlenmistir.
Calismada ZnO igerikli nanopartikiillerin P. expansum’ un gelisimini engellerken,
B.cinerea’ nin hiicre islevini engelledigi ve biiyiimesinde ¢esitli sekillerde bozulmalara
ugrattig1 belirlenmistir (He vd., 2011).

Ogar vd. (2015) kiif gelisimine kars1 giimiisiin antifungal 6zelliklerini incelemisler
ve kullandiklar1 giimiis konsantrasyonlarinin s6z konusu kiif {izerinde yap1 bozucu etkisi
oldugunu belirlemislerdir. Kullanilan giimiis nanopartikiilleri Chaetomium globosum
tizerindeki yap1 bozucu bir etki sergilemistir.

Trichosporon spp., Candida tiirlerinden sonra kanser hastalarindan en sik izole
edilen maya tiiriidiir. Bununla beraber Trichosporon spp. tiirleri cilt ve solunum yolunda
bulunur ve yiizeysel ve derin infeksiyonlara neden olmaktadir. Baska bir caligmada
Trichosporon asahii ye kars1 giimiis nanopartikiillerin antifungal aktivitesini test edilmis
ve sOz konusu kiif i¢in, belirli araliklarla konsantrasyonlari arttirilan glimiis
nanopartikiiller ile muamele edildiginde her bir konsantrasyonda farkli biiyiime caplari
gozlemlenmistir (Xia vd., 2016)

1.1.7. Nanopartikiillerin etki mekanizmalari

ZnO nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesi i¢in ¢esitli etki mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu etki mekanizmalari;

(a) Bakteriyel hiicre membranlarinin ZnO tarafindan tiretilen reaktif oksijen tiirleri
ile zarar gérmesi,

(b) ZnO'nun kismi ¢dziinmesi ve sitotoksik Zn?* iyonlarinin serbest birakilmast,



(c) Mikrobiyal hiicre duvarlarinin, ZnO partikiillerinin mikrobiyal hiicreler iizerine
tutunmasinin bir sonucu olarak kararsiz hale gelmesi seklindedir (Pasquet vd., 2014,
2015; Sirelkhatim vd., 2015)

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin artist (ROS) ile onlari
detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri
hiicre i¢i lipit ve protein yapilarin ¢ift bag iceren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift
baglarina saldirarak ve bir hidrojen atomu kopararak zincirleme oksidasyon
reaksiyonlarini baslatmaktadir. Bu faaliyetler sonucunda da hiicre i¢i lipit, protein ve
DNA gibi makromolekiiller hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre 6limii meydana
gelmektedir (Ozcan vd., 2015).

Okaryotik bir iiye olan filamentli kiifler de kompleks hiicre biitiinliigiine ilaveten,
genis hiicre ylizeyine sahip olmasi ve septa gibi hiicre bolmelerine sahip olmasinin yant
sira hiicre duvarindaki kuvvetli kitin igerigi, hiicreye diffiize olan iyon (Sekil.1.2)
miktarmi etkilemektedir. Hiicre i¢ine ulasan iyonlar yine aymi sekilde reaktif oksijen
bosluklar1 meydana getirerek hiicre 6liimlerine neden olmaktadirlar (Geng vd., 2018;

Khezelour vd., 2018)

Ag katkih MicNo

Nanopartikiiller MicNo .l
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Sekil 1.2. Kiif hiicreleri iizerine nanopartikiillerin etkisi
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Aktivitesi test edilen nanopartikiiller

Bu c¢aligmada 10 farkli nanopartikiil kullanilmistir. Bu nanopartikiiller; ticari ¢inko
oksit (ZnO) mikron partikiilleri (Sigma-Aldrich), MicNo® (Entekno Materials) ve farkli
yiizde oranlarinda (% 0.05, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00, 6.00 ve 8.00) giimiis katkilanmis
MicNo® (Entekno Materials)’dan olugsmaktadir. MicNo ve Ag ilavesi yapilmis olan
nanopartikiillere ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii de Sekil 2.1°de

verilmigtir.

Tablo 2.1. Aktivitesi test edilecek nanopartikiiller

Tozun Cinsi Numune Kodu Net Miktar (g)

Zn0O (Sigma) N 8.82
MicNo M 5.61
MicNo % 0.05 Ag H 541
MicNo % 0.25 Ag G 5.15
MicNo % 0.50 Ag F 8.10
MicNo % 1 Ag E 8.29
MicNo % 2 Ag D 7.63
MicNo % 4 Ag C 8.14
MicNo % 6 Ag B 8.27
MicNo % 8 Ag A 8.75
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MicNo MicNo % 1 Ag

MicNo % 2 Ag MicNo % 4 Ag

MicNo % 6 Ag MicNo % 8 Ag

Sekil 2.1. Test nanopartikiillerine ait SEM gériintiileri
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2.1.2. Test kiifleri

Bu tez ¢alismast icin, ‘“Tiirkiye'nin Bes ilinde Hastane Yenidogan Unitelerinin I¢
Ortam Havasinda Potansiyel Infeksiyon Riski Olusturabilen Mikrofungal Biyogesitliligin
Belirlenmesi’’ konulu TUBITAK(111T925) projesinden elde edilen ve potansiyel
hastalik yapici kiifler (Demirel vd., 2017) kullanilmistir. Bu kiif biyogesitliliginin biiyiik
bir kismi Aspergillus sp., Cladosporium sp., Penicillium sp. ve Rhizopus sp.cins
iiyelerinden olusmakta olup Edirne, Eskisehir, Istanbul, Izmir ve Manisa’daki
hastanelerden elde edilmis olup toplam 39 adet kiif 6rnegi bu ¢alismada kullanilmustir.

Kullanilan test kiiflerinin isimleri ve kaynak yerleri Tablo 2.2° de verilmistir.

Tablo 2.2. Test kiifleri ve kaynaklar:

Test kiifleri Kaynak olusturan hastanenin bulundugu sehir
Aspergillus amoenus (Aspergillus amoenus M. Roberg Istanbul
1931)
Aspergillus calidoustus (Aspergillus calidoustus Eskisehir

Varga, Houbraken & Samson 2008)

Aspergillus chevalieri (Aspergillus chevalieri Thom & Izmir
Church 1926)

Aspergillus clavatus (1) (Aspergillus clavatus Desm. Eskisehir
1834)

Aspergillus clavatus (2) (Aspergillus clavatus Desm. Eskisehir
1834)

Aspergillus creber (Aspergillus creber Jurjevi¢, S.W. Edirne

Peterson & B.W. Horn 2012)

Aspergillus dimorphicus (Aspergillus dimorphicus Eskisehir
B.S. Mehrotra & R. Prasad 1969)

Aspergillus fischeri (Aspergillus fischeri Wehmer Edirne
1907)

Aspergillus flavus (Aspergillus flavus Link 1809) Edirne
Aspergillus fumigatus (Aspergillus fumigatus Fresen. Izmir
1863)

Aspergillus japonicus (Aspergillus japonicus Saito Eskisehir
1906)

Aspergillus jensenii (Aspergillus jensenii Jurjevic, Izmir

S.W. Peterson & B.W. Horn 2012)
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Tablo 2.2. (Devamm) Test kiifleri ve kaynaklar

Test kiifleri Kaynak olusturan hastanenin bulundugu sehir
Aspergillus ochraceus (Aspergillus ochraceus G. Edirne
Wilh. 1877)
Aspergillus puniceus (Aspergillus puniceus Kwon- Istanbul

Chung & Fennell 1965)

Aspergillus quadrilineatus (Aspergillus quadrilineatus Izmir
Thom & Raper 1939)

Aspergillus sydowii (Aspergillus sydowii (Bainier & Istanbul
Sartory) Thom & Church 1926 )

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire, Trans. Br. Istanbul
mycol. Soc. 18(2): 157 (1933)

Aspergillus terreus (1) (Aspergillus terreus Thom Edirne
1918)

Aspergillus terreus (2) (Aspergillus terreus Thom Izmir
1918)

Aspergillus tubingensis (1) (Aspergillus tubingensis Istanbul
Mosseray 1934)

Aspergillus tubingensis (2) (Aspergillus tubingensis Manisa
Mosseray 1934)

Aspergillus uvarum (Aspergillus uvarum G. Perrone, [zmir

Varga & Kozak. 2008)

Aspergillus westerdijkiae (Aspergillus westerdijkiae Istanbul
Frisvad & Samson 2004)

Cladosporium herbarum (Cladosporium herbarum Eskisehir
(Pers.) Link 1816)

Cladosporium pseudocladosporioides (Cladosporium Edirne

pseudocladosporioides Bensch, Crous & U. Braun
2010)

Cladosporium sphaerospermum (Cladosporium Istanbul

sphaerospermum Penz. 1882)

Cladosporium tenellum (Cladosporium tenellum K. Manisa
Schub., Zalar, Crous & U. Braun 2007)

Eurotium amstelodami (Eurotium amstelodami L. Edirne
Mangin 1909)

Hamigera ingelheimensis (Hamigera ingelheimensis Eskisehir
(J.F.H. Beyma) S.W. Peterson 2014)
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Tablo 2.2. (Devam) Test kiifleri ve kaynaklar

1875)

Test kiifleri Kaynak olusturan hastanenin bulundugu sehir
Penicillium adametzioides (Penicillium adametzioides Manisa
S. Abe 1956)
Penicillium brevicompactum (Penicillium Izmir
brevicompactum Dierckx 1901)
Penicillium chrysogenum (1) (Penicillium Eskisehir
chrysogenum Thom 1910)
Penicillium chrysogenum (2) (Penicillium Manisa
chrysogenum Thom 1910)
Penicillium citrinum (Penicillium citrinum Thom [zmir
1910)
Penicillium decumbens (Penicillium decumbens Thom Eskisehir
1910)
Penicillium georgiense (Penicillium georgiense S.W. Manisa
Peterson & B.W. Horn 2009)
Penicillium hordei (Penicillium hordei Stolk 1969) Eskisehir
Penicillium polonicum (Penicillium polonicum K.W. Eskigehir
Zaleski 1927)
Rhizopus microsporus (Rhizopus microsporus Tiegh. [zmir

2.1.3. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

2.1.3.1. Besiyerleri

Bu calisma i¢in, Merck 1.10130.0500 Potato dextrose agar (PDA), Merck
1.05398.0500 Malt extract agar (MEA), Himedia GM403 Potato dextrose broth (PDB),
Merck 822187 Tween 80, Distile su, Merck 8.02912.1000 Dimetil siilfoksit (DMSO) ve
Sigma Aldrich 101646137 Phosphate buffered saline (PBS), Electron Microscopy
Sciences % 25 Glutaraldehyde (GW) kullanilmistir.
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PDA besiyerinin hazirlanmast (Merck 1.10130.0500)

Potato infusion: 44
Glukoz: 20 ¢
Agar: 15¢
Distile su: 1000 ml

Ozmofilik olmayan ve standart mikrobiyolojik analizi yapilacak kiifler i¢in selektif
kat1 besiyeri olarak kullanilmistir. Ticari PDA igeriginden 40 g alinarak distile edilmis
1000 ml su igerisinde homejen hale getirilmis ve 121 °C’de 1,5 atm basmcinda 15 dk
otoklavlanarak steril petrilere dokiilmiistiir.

PDB hazirlanmas: (Himedia GM403)

Potato infusion: 200 g
Dekstroz: 20 ¢
Distile su: 1000 ml

PDB maya ve kiif izolasyonu /sayimi i¢in kullanilmistir. Ticari PDB den 24 g
alinarak 1000 ml distile su igerisinde homojen hale getirilmistir ve 121 °C’de 1,5 atm
basincinda 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Deney asamasinda PDB ¢ift kuvvetli

olarak kullanilacagindan dolayr standart hacminin iki kat1 hacimde kullanilarak

hazirlanmistir,
MEA besiyerinin hazirlanmast (Merck 1.05398.0500)
NazH extrac: 5049
ZnSO47H2: 0,01g
CuS047H:0: 0,005 g
Agar: 209
Distile su: 1000 ml

Test mikroorganizmalarinin gelistirilmesi i¢in selektif kati besiyeri olarak
kullanilmigtir. Ticari MEA igeriginden 48 g alinarak distile edilmis 1000 ml su igerisinde
homejen hale getirilmis ve 121 °C’de 1,5 atm basincinda 15 dk otoklavlanarak steril

petrilere dokiilmiistiir.
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2.1.3.2. Cozeltiler
%0.1’lik Tween 80 hazirlanmas: (Merck 822187)

Test mikroorganizmalarinin spor sayimlarinin yapilmasi i¢in kullanilmastir. Ticari
haldeki 500 g’lik Tween 80’den 0.1 g alinarak 100 ml’lik distile su igerisinde
hazirlanmistir.

DMSO hazirlanmast (Merck 8.02912.1000)

Aktivitesi test edilecek nanopartikiillerin ¢oziinmesi i¢in 121 °C’de 1,5 atm
basincinda 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Her bir toz i¢in 2 ml DMSO olacak
sekilde kullanilmistir.

Phosphate buffered saline + GW (Sigma Aldrich 101646137 - Electron Microscopy
Sciences % 25 Glutaraldehyde)
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) igin oOrneklerin fiksasyonu amaci ile
kullanilmistir. Steril edilmis distile su igerisinde 3/200 ml (v/v)’lik gluteraldehit/fosfat
tamponu olarak hazirlanmis ve her bir kiif 6rnegi i¢in 500 pl olacak sekilde kullanilmistir.
2.2. Yontem
Test nanopartikiillerinin 39 adet test kiifiine karsi olan etkilerinin belirlenebilmesi
icin bu tez calismasinda 3 farkli yontem ile deney diizeni kurulmus ve etkileri test
edilmistir. Antifungal aktivitenin belirlenmesini igin kullanilan yontemler;
» Kuyucuk testi (Balouiri vd., 2016)
* Agar diliisyon testi (tek madde konsantrasyonu) (Hendriksen, 2003)
«  Minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) (Eloof, 1998)

2.2.1. Test kiiflerinin 3 nokta ekim yontemi ile aktive edilmesi

5 farkli sehir hastanesinden elde edilen liyofilize haldeki 39 kiif 6rnegi haftalik
izolat calisma sayisina gére PDA besiyerine 3 nokta ekim yontemi ile steril kiirdan
yardimiyla ekilmis ve 26 °C de 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloni
gelisimi ve 6zellikleri kontrol edilmistir.

2.2.2. Aktive edilen test kiiflerinin Spor sayimi

Bahsedilen 3 yonteme de hazirlik amaciyla 6nceden 3 nokta ekim yontemi ile aktive
edilen kiiltiirden steril 6ze yardimiyla spor alinmig ve 10 mI’lik % 0.1°lik Tween 80
igerisine  aktarilarak  vortekslenmistir. % 0.1’lik  Tween 80 igerisinde ki
mikroorganizmanin spor sayiminin yapilmasi i¢in Thoma lamma 50 pl aktarilmis ve 151k
mikroskobunda spor sayim1 yapilarak 10°spor/ml yogunlugu olacak sekilde ayarlanmustir

(Giirgiin ve Halkman, 1990). Ayni islem her bir kiif tiirii i¢in tekrar edilmistir.
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2.2.3. Kuyucuk testi

Kuyucuk testine hazirlik amaciyla 10 ml’lik % 0.1°lik Tween 80 igerisinde
hazirlanmis spor siispansiyondan 100 pl alinarak PDA besiyerine aktarilmis ve yayma
plak yontemi ile yayilmistir. Yayma plak yontemi ile ekimi saglanan kiif izolatlarinin
farkli oranlardaki nanopartikiillere karsi olan hassasiyetlerini test etmek igin petri
icerisindeki PDA besiyeri lizerinde agar delici (6 mm ©) ile bloklar a¢ilmistir. Sonrasinda
her bir nanopartikiil i¢in 0.008 ¢ olarak tartilan tozlarin 2 ml DMSO igerisinde
homojenizasyonu saglanmistir. Homejen hale getirilen bu tozlardan da 40 pl alinarak
besiyeri lizerinde acilan bloklara aktarilmis ve 26 °C de 5 gilin boyunca inkiibasyona

birakilmistir (Sekil 2.1) (Balouiri vd., 2016).

% 0.1'lik Tween 80 igerisinde
hazirlanmug 6rnekten 100 pl aktarihr
\

.\..

y
-

Agilan bloklara 2 ml DMSO igerisinde 0.008
gr olarak tartilan stispansiyondan 40 pl olacak
jekalde ilave edilir

Sekil 2.2. Kuyucuk testi

2.2.4. Agar diliisyon testi (tek madde konsantrasyonu)

Agar diliisyon yontemi ¢alisma kapsaminda tek doz kullanimi yapilarak modifiye
edilmis ve uygulanmistir. Bu test islemi i¢in hazirlanacak besiyerlerine sterilizasyon
oncesinde her bir tozdan 0.16 g olacak sekilde tartilmis ve 4 ml DMSO igerisinde
homojenize edilmistir (Hendriksen, 2003). Elde edilen siispansiyondan 3.2 ml alinmis ve
her bir toz i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmis 800 ml’lik PDA besiyerlerine ilave edilmistir. Toz
ilaveli her bir PDA besiyeri otoklav yardimu ile steril edilmis ve petrilere dokiilmiistiir.
Bu islemden sonra % 0.1°1ik Tween 80 icerisine aktarilarak Thoma lamui ile spor sayimi

(10° spor/ml) yapilan siispansiyondan, steril edilmis nanopartikiil ilaveli besiyerlerine
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yayma plak yontemi ile ekilmistir (Sekil 2.2). Inkiibasyon islemi 22.5 °C’de 5-7 giin
boyunca gerceklestirilmigtir.

Deneyin kontrollii olmasi i¢in ilave bir PDA besi ortamina test edilecek her bir kiif
ayni islem basamaklar1 takip edilerek ekilmistir ve hem normal gelisimi hem de

nanopartikiillii besi ortaminda ki geligimleri karsilastirilmistir.

3,2 ml ( 4ml DMSO igerisinde homojenize edilmis A tozu)
i i

PDA

V

e

uygulanir

Sekil 2.3. Agar diliisyon testi

2.2.5. Minimum inhibe edici konsantrasyonun (MIiK) belirlenmesi

MicNo, ZnO ve farkli oranlarda Ag katkli MicNo, yenidogan tinitelerinin i¢ ortam
havasindan elde edilen kiiflerin iizerinde hangi dozda ve hangi madde ilavesinde inhibe
olduklarm belirlemek i¢in MIK uygulamasi yapilmigtir. Her bir kiif izolat1 10 ml %
0,1°’lik Tween 80 igerisine aktarilmis ve Thoma lamu ile 10° spor/ml olacak sekilde spor
saymmi yapilmistir. Spor sayimi yapilan izolatlar % 0,1’lik Tween 80 tiiptinden 9 ml ¢ift
kuvvetli PDB icerisine 1 ml aktarilmis ve hazir hale getirilmistir. Sonrasinda test edilecek
her bir toz 0,008 g olarak tartilmis ve 2 ml DMSO igerisinde hem vorteks hem de
sonikasyon cihazi yardimi ile homojenize edilmistir. Her bir tozun 10°’e kadar diliie
edilmistir. Deney siirecine dahil edilen madde dozlarmin 1000, 500, 250, 125 ve 62,5
ug/ml olmasi saglanmistir (Eloof, 1998).

Her bir diliisyonda Elisa plate kuyucuklarina 100 pl aktarilmistir. Kuyucuklara
eklenen toz siispansiyonlarinin {izerine sayimi yapilan izolat:1 i¢eren ¢ift kuvvetli PDB’
den de 100 pl aktarilarak toplam 200 pl’lik hem nanopartikiil hem de izolat igeren
stispansiyon olusturulmustur. Elisa plate lizerinde nanopartikiil ilaveli tozlarin yaninda
pozitif ve negatif kontrol de olusturularak calismanin kontrollii olmasi1 saglanmistir.

Pozitif kontrol i¢cin 100 pl ¢ift kuvvetli PDB ve 100 pl spor siispansiyonu, negatif
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kontrolde ise 200 pl ¢ift kuvvetli PDB kullanilmistir. Bu islem her bir izolat i¢in
tekrarlanmugtir (Sekil 2.3) (Eloof, 1998, CLSI M38-A2, 2008).

11. Kuyucuk porzitif kontrol
( 100 ul PDB)

Dilisyon yapilmis A nanopartikiilii

12. Kuyucuk negatif kontrol
(200 ul PDB)
PDB
| |
| 1. 4
U

1.2 3 4 5 6 7 8 9 101 12

CO0000O00Q0
0000000000

2 ml DMSO icinde
0.008 gr tartilan A
nanopartikilil

@)
Q
O
Q

Q

@]

@]

Q

O

Q
00000000

COCOOLO000O

Sekil 2.4. Tek bir nanopartikiil icin MIK testi

2.2.6. Ultra yapisal degisimlerin incelenmesi

Calismada kullanilan nanopartikiillerin test kiiflerini nasil etkiledigi belirlemek igin
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) altinda inceleme gergeklestirilmistir. Bunun igin
en yiiksek antifungal aktivite gosteren nanopartikiil dozu ve etkili olduklari test kiifleri
secilmistir (Tablo2.3). Oncelikle test kiifleri MEA ortamma 3 nokta ekim teknigi ile
ekilmis ve 22.5 °C’de 5-7 giin olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda test kiifleri 10° spor/ml spor siispansiyonu hazirlamak i¢in kullanilmustir.

Calisma kiif 6rneklerinin kontrolii, nanopartikiillerin kontrolii ve nanopartikiil ile

muamele edilmis kiiflerin kontrollerine olarak tasarlanmuistir.

Tablo 2.3. TEM i¢in kullanilacak kiifler ve nanopartikiiller

Kiiflerin isimleri Test edilecek nanopartikiil Etkin doz
A. terreus F (MicNo % 0,50 Ag) 250 pg/ml
A. tubingensis G (MicNo % 0,25 Ag) 250 pg/ml
P. chrysogenum H (MicNo % 0,05 Ag) 125 pg/ml
R. microsporus C (MicNo % 4 Ag) 125 pg/ml

TEM ic¢in nanopartikiil kontrolii; 100 ml’lik PDB igeren erlenlere etki mekanizmasi
belirlenecek nanopartikiiller MIK calismasina gore belirlenen dozlarda olacak sekilde
ayr1 ayr tartilmis ve her biri bireysel olarak PDB iceren erlenlere ilave edilmistir.

Hazirlanan toz ilaveli PDB erlenleri 121 °C’de 1,5 atm basincinda 15 dk. ile steril
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edilmistir. Steril edilen PDB’ler 30 °C’de 120 rpm’de 48 saat boyunca ¢alkalamali etlivde
inkiibasyona birakilmigtir.

TEM icin kiif kontrolii; 90 mI’lik PDB igeren erlenlere % 0,1 Tween 80 icerisinde 10°
spor/ml konsantrasyonunda hazirlanan test kiif 6rneginden 10 ml ilave edilmistir.
Hazirlanan test kiifii ilaveli PDB erlenleri 30 °C’de 120 rpm’de 48 saat boyunca
calkalamali etlivde inkiibasyona birakilmistir.

TEM i¢gin nanopartikiil ile muamele edilmis kiif kontrolii; Test edilecek ilgili
nanopartikiilleri igeren 90 ml’lik PDB’1u erlenlere % 0,1 Tween 80 icerisinde 10°spor/ml
konsantrasyonunda hazirlanan her bir test kiifiinden 10 ml ilave edilmistir. Hazirlanan
nanopartikiil ve test kiifii ilaveli PDB erlenleri 30 °C’de 120 rpm’de 48 saat boyunca
calkalamal1 etlivde inkiibasyona birakilmistir.

Calkalamali etiivde inkiibasyonu tamamlanan o6rnekler 50 ml’lik steril falkon
tiiplerine aktarilmis ve 4000 rpm’de 5 dk santrfiij edilmistir. Santriflij sonrasinda her bir
Ornege ait olarak toplanan pelletler 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir ve iizerine
3/200 ml (v/v)’lik gluteraldehit/fosfat tamponundan 500 pl ilave edilmistir. TEM igin
hazirlanan numuneler +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Numunelerin incelenmesi Eskisehir
Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ARUM) tarafindan hizmet alimi yolu ile yapilmis ve Hitachi HT 7800 TEM’da

incelenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Kuyucuk Testi

Kuyucuk testi yontemi ile ZnO, MicNo ve farkli oranlarda Ag igeren MicNo
nanopartikiillerinin test kiifleri {izerinde gosterdikleri antifungal aktivite inhibisyon
zonlar1 seklinde mm cinsinden 6l¢iilmiistiir. Elde edilen inhibisyon zonlarinin sonuglarina
ait temsilci kiif izerindeki etkisi Sekil.3.1°de verilmistir. Tim test kiifleri izerindeki zon

capi etkisi de Tablo 3.1°de paylasiimustir.

Sekil 3.1. Temsilci kiiflere ait (Rhizopus microsporus) ait kuyucuk testi goriintiisii A) Petri on gortintiisii,
B) Petri arka goriintiisii

Tablo 3.1. Zon ¢apt degerleri (mm olarak verilmistir) (A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C: MicNo
% 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H: MicNo %
0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller
izolat ad1 A B C D E F G H M N
A. amoenus 13 12 14 11 - - 13 - - -
A. calidoustus 1 12 13 12 11 13 9 9 8 12
A. chevalieri 1 13 12 8 13 11 12 1 1 12
A. clavatus (1) 15 11 1 11 1 12 13 12 12 1
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Tablo 3.1. (Devam) Zon ¢ap: degerleri (mm olarak verilmistir) (A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C:
MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H:
MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adi A B C D E F G H M N
A.clavatus (2) - - - - - 15 |13 |11 |11 |13
A. creber 12 11 12 1 12 13 12 1 1 13
A. dimorphicus 11 8 7 9 - - 9 - 9 -
A. fischeri - - - - - 13 15 1 8 12
A. flavus 12 14 13 11 1 14 12 11 - -
A. fumigatus 15 14 14 13 12 12 13 12 12 1,1
A. japonicus 14 13 13 11 12 11 12 12 1 13
A. jensenii 12 12 15 15 13 13 13 11 11 11
A. ochraceus 12 13 - - 11 - - - - -
A. puniceus - - 13 11 12 - - - - -
A. quadrilineatus 14 13 12 8 13 11 12 1 1 12
A.sydowii - 15 14 - - - - - 12 -
A.tenuissima - - - - - - - - - -
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Tablo 3.1. (Devam) Zon ¢ap: degerleri (mm olarak verilmistir) (A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C:
MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H:
MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adi A B C D E F G H M N
Aterreus (1) - - - - - - - - - -
A. terreus (2) 12 13 1 8 9 14 15 - 11 11
A.tubingensis (1) 12 11 11 1 1 15 14 - 1 -
A.tubingensis (2) 14 |16 |9 9 1 1 13 (12 |1 14
A. uvarum 1 12 1 13 15 1 il 1 1 11
A. westerdijkiae 1 12 - - - - S - - -
C.herbarum 1 9 8 - - - - - - -
C. 12 11 9 1 1 11 12 9 1 11
pseudocladosporioides

C. sphaerospermum - - - - - - - - - -
C. tenellum - - - - - - - - - -
E. amstelodami 14 - - - 13 - - - - -
H. ingelheimensis 11 12 - 1 12 - - - - -
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Tablo 3.1. (Devam) Zon ¢ap: degerleri (mm olarak verilmistir) (A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C:
MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H:
MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller
izolat adi A B C D E F G H M N
P. adametzioides 12 | 13 1 11 1 11 1 - 12 12
P. brevicompactum 15 |11 9 9 1 13 12 9 9 9
P. chrysogenum(1) 9 1 1 - 11 1 12 9 1 11
P. chrysogenum (2) 15 | 13 - - 12 12 - - - -
P. citrinum - - = = = - - - - -
P. decumbens - - - - - 14 13 - 15 -
P. georgiense 12 |1 1 11 1 9 8 - - 8
P. hordei 1 12 15 13 9 8 7 6 6 -
P. polonicum 14 | 15 13 1 13 - 1 - - -
R. microsporus 14 | 13 13 14 13 11 13 12 11 15

3.2. Agar Diliisyon Yoéntemi

PDA besi ortamina aktarilan ZnO, MicNo ve farkli oranlarda Ag igeren MicNo
nanopartikiillerin varliginda test kiiflerinin gelisimi incelenmistir. Bu amag
dogrultusunda deneyin kontrollii olmasi i¢in ilave bir PDA besi ortamina test edilecek her
bir kiif ekilerek hem normal gelisimi hem de nanopartikiillii besi ortaminda ki gelisimleri

karsilastirilmistir. Kontrol ortamindaki gelisim dogrultusunda gosterdikleri gelisim ve
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sporlanma derecesi 1 (en az) — 5 (en ¢ok) (Tablo 3.2) arasinda siralama yapilmis ve
temsilci kiiflerin {izerindeki etkisi Sekil 3.2°de verilmistir. Tiim test kiifleri tizerindeki
sporlana derecelerine ait etki sonuglar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

A)

B)

Sekil 3.2. Temsilci mikroorganizmaya ait (Rhizopus microsporus) agar diliisyon testi gériintiisii

A) Petri 6n goriintiisii, B) Petri arka goriintiisii

Tablo 3.2. Nanopartikiillerin Etki Dereceleri

Cok yiiksek (kontrole benzerlik yiiksek) Yiiksek Orta Diisiik Cok diisiik
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Tablo 3.3. Sporlana derecelerine ait etki degerleri (K: Kontrol, A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C:
MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H:
MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller
izolat adi K A B C D E F G H M N
A. amoenus 5 4 4 4 4 4 4 5 4 4 4
A. calidoustus 5 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4
A. chevalieri 5 4 4 4 3 3 3 3 4 4 4
A. clavatus (1) 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
A. clavatus (2) 5 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4
A. creber 5 4 4 4 4 4 3 3 4 4 4
A. dimorphicus 5 4 4 4 3 3 3 3 3 4 4
A. fischeri 5 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
A. flavus 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A. fumigatus 5 3 3 4 4 4 3 3 3 3 3
A. japonicus 5 2 2 3 3 3 3 3 4 4 5
A. jensenii 5 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4
A. ochraceus 5 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
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Tablo 3.3. (Devam) Sporlana derecelerine ait etki degerleri (K: Kontrol, A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo
% 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo %
0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adi K A B C D E F G H M N
A. puniceus 5 3 2 2 3 3 3 3 3 3 3
A. quadrilineatus 5 4 4 3 3 3 2 2 2 2 2
A. sydowii 5 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4
A. tenuissima 5 4 4 4 3 3 3 4 4 4 4
A. terreus (1) 5 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4
A. terreus (2) 5 4 3 3 3 3 4 3 3 3 3
A. tubingensis (1) 5 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4
A. tubingensis (2) 5 4 4 4 3 3 2 3 3 3 3
A. uvarum 4 3 3 3 2 3 2 3 3 3 3
A. westerdijkiae 5 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4
C. herbarum 5 4 3 3 3 4 4 4 4 4 4
C. 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
pseudocladosporioides
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Tablo 3.3. (Devam) Sporlana derecelerine ait etki degerleri (K: Kontrol, A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo
% 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo %
0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller
izolat adi K | A B C D E F G H M | N
C. sphaerospermum 5 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3
C. tenellum 5 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2
E. amstelodami 5 4 3 3 3 2 2 2 2 2 2
H. ingelheimensis 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
P. adametzioides 5 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
P. brevicompactum 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
P. chrysogenum(1) 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
P. chrysogenum (2) 5 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3
P. citrinum 5 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3
P. decumbens 5 |4 3 3 3 2 2 2 2 2 2
P. georgiense 5 |4 3 3 3 3 3 3 3 3 3
P. hordei 5 4 4 3 3 3 2 2 2 2 2
P. polonicum 5 3 3 3 3 4 4 4 3 3 3
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Tablo 3.3. (Devami) Sporlana derecelerine ait etki degerleri (K: Kontrol, (A: MicNo % 8 Ag, B: MicNo
% 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G: MicNo %
0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller
izolat ada K |A |B |C |D |E |F G |H |[M [N
R. microsporus 5 3 2 2 1 2 3 3 3 3 3

3.3. Minimum inhibe Edici Konsantrasyonun Belirlenmesi

Gelistirilen her bir nanopartikiilin hangi doz ve oranda ne derece etki ettigi
gozlemlenmis ve gelisimlerinin baskilandigi kuyucuk sirasina gore pg/ml olarak kayit
edilmistir. Bunun i¢in hem test kiiflerini igeren PDB pozitif kontrol hem de test kiiflerini
icermeyen negatif kontrol PDB ile elde edilen MIK degerleri kiyaslanmistir. Bu
calismaya ait temsilci fotograf Sekil 3.3’de elde edilen MIK sonuglar1 da Tablo 3.4’de

verilmistir.

Sekil 3.3. Temsilci mikroorganizmaya ait (Rhizopus microsporus) MIK goriintiisii
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Tablo 3.4. Test nanopartikiillerine ait minimum inhibe edici konsantrasyon (ug/ml) (A: MicNo % 8 Ag,
B: MicNo % 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50 Ag, G:
MicNo % 0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adx A B C D E F G H M N

A. amoenus 125 | 250 | 250 | 250 | 250 |250 |250 |250 |250 | 125
A. calidoustus 125 | 125 | 125 |125 |125 |125 |125 |125 | 125 | 125
A. chevalieri 125 | 125 | 125 | 125 |250 |250 |125 |125 | 125 | 125
A. clavatus (1) 125 | 125 | 125 | 125 | 125 |125 |125 |125 | 125 | 125
A. clavatus (2) 125 | 125 | 125 | 250 | 250 |250 |125 |125 | 125 | 250
A. creber 125 | 250 | 250 | 250 |250 |250 |125 |125 | 125 | 125
A. dimorphicus 125 | 125 | 125 | 125 | 125 |125 | 125 |125 | 125 | 125
A. fischeri 250 | 125 | 125 |125 | 250 | 125 | 125 |125 | 125 | 125
A. flavus 250 | 250 | 250 |250 |250 |250 |250 | 250 | 250 | 250
A. fumigatus 250 | 125 | 250 |625 |125 | 250 |250 |125 | 625 | 250
A. japonicus 125 | 125 | 125 |125 |[125 | 125 |125 |125 | 125 | 125
A. jensenii 125 | 125 | 125 |125 |[125 | 125 |125 |125 | 125 | 125
A. ochraceus 125 | 125 | 125 | 250 |[125 |125 |125 |125 | 125 | 125
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Tablo 3.4. (Devam) Test nanopartikiillerine ait minimum inhibe edici konsantrasyon (ug/mi) (A: MicNo
% 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50
Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adi A B C D E F G H M N

A. puniceus 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
A. quadrilineatus 125 | 125 | 125 125 | 250 | 62,5 | 125 | 125 | 125 | 125
A. sydowii 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
A. tenuissima 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
A. terreus (1) 250 | 125 | 125 250 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250
A. terreus (2) 250 | 500 | 250 250 | 250 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250
A. tubingensis (1) 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
A. tubingensis (2) 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
A. uvarum 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 125 | 125
A. westerdijkiae 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125 125 | 250 | 250 | 125
C. herbarum 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
C. pseudocladosporioides 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
C. sphaerospermum 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250 | 125
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Tablo 3.4. (Devam) Test nanopartikiillerine ait minimum inhibe edici konsantrasyon (ug/mi) ((A: MicNo
% 8 Ag, B: MicNo % 6 Ag, C: MicNo % 4 Ag, D: MicNo % 2 Ag, E: MicNo % 1 Ag, F: MicNo % 0.50
Ag, G: MicNo % 0.25 Ag, H: MicNo % 0.05 Ag, M: MicNo, N: Sigma)

Nanopartikiiller

izolat adx A B C D E F G H M N

C. tenellum 125 | 125 | 125 125 | 250 | 125 | 250 | 125 | 125 | 125
H. ingelheimensis 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
P. adametzioides 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
P. brevicompactum 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
P. chrysogenum(1) 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
P. chrysogenum (2) 250 | 125 | 125 125 | 125 | 250 | 125 | 125 | 125 | 250
P. citrinum 62,5 | 125 | 125 62,5 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 62,5
P. decumbens 125 | 250 | 125 62,5 | 250 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
P. georgiense 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
P. hordei 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125 | 125
P. polonicum 125 | 125 | 250 250 | 250 | 125 125 | 125 | 125 | 125
R. microsporus 125 | 250 | 125 250 [ 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
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3.4. Maruziyet sonucu olusan ultra yapisal degisimlerin incelenmesi

Gegirimli elektron mikroskobu icin hazirlanan test kiif 6rneklerinin kontrolii,
nanopartikiillerin kontrolii ve nanopartikiil ile muamele edilmis test kiiflerinin
kontrollerine ait olan fotograflar Sekil 3.4’de verilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
nanopartkiillerin kontrol erlenlerinde toz yapisinda herhangi bir gorsel degisim
belirlenmezken, muamele gormemis test kiiflerinin belirgin bir sekilde gelistigi
gozlemlenmistir. Nanopartikiiller ile muame edilmis olan test kiiflerinde ise 6zellikle
pellet ¢aplarmin kiiglilmesi, renklerinin koyulagsmasi ve pellet oraninin azlig1 dikkat
¢cekmistir. Test kiif hiicreleri ve kontrollere ait TEM fotograflar1 Sekil 3.5-8’de
paylasilmistir.

P. chrysogenum R. microsporus

Sekil 3.4. TEM analizinde kullanilacak numuneler; 1; Nanopartikiil kontrolii, 2; Nanopartikiil ile
muamele edilmis kiif kontroli, 3;kiif kontrolii
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Aspergillus terreus; saglikli hiicre

MicNo % 0,50 Ag (F)

MicNo % 0,50 Ag (F) ile muamele edilmis Aspergillus terreus

Sekil 3.5. Aspergillus terrues’a ait TEM goriintiisii

MIK uygulamasi ile MicNo % 0,50 Ag (F)’nin 250 pg/ml konsantrasyonda
Aspergillus terreus kiiftinii inhibe ettigi belirlenmistir. Ayn1 derisimde tekrar edilen

calisma TEM ile incelendiginde ise hiicre duvari ve hiicre membrani arasinda ¢ok belirgin
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bosluklarin olustugu, hiicre duvarinda yer yer kalinlasmanin gergeklestigi ve

sitoplazmada ileri derecede elektronca yogunlagmanin olustugu belirlenmistir.

MicNo % 0,25 Ag (G) ile muamele edilmis Aspergillus tubingensis

Sekil 3.6. Aspergillus tubingensis e ait TEM goriintiisii
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MIK uygulamasi ile MicNo % 0,25 Ag (G)’nin 250 pg/ml konsantrasyonda
Aspergillus tubingensis kiifiini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayni derisimde tekrar edilen
calisgma TEM ile incelendiginde ise hiicre duvari ve hiicre membrani arasinda ¢ok belirgin

bosluklarin olustugu, mitokondri {izerinde de hasar olusturdugu belirlenmistir.

Penicillium chrysogenum; saglikl: hiicre

MicNo % 0,05 Ag (H) ile muamele edilmis Penicillium chrysogenum

Sekil 3.7. Penicillium chrysogenum ‘a ait TEM goriintiisti
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MIK uygulamas: ile MicNo % 0,05 Ag (H)’nin 125ug/ml konsantrasyonda
Penicillium chrysogenum kiifiinii inhibe ettigi belirlenmistir. Ayni derisimde tekrar edilen
calisma TEM ile incelendiginde ise ‘blebbing’ denilen bosluklarin olustugu ve elektron

yogunlagmalarinin olustugu goériilmiistiir.

3 e e S NN : —

MicNo % 4 Ag (C)

MicNo % 4 Ag (C) ile muamele edilmis Rhizopus microsporus

Sekil 3.8. Rhizopus microsporus’a ait TEM goriintiisii
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MIK uygulamas ile MicNo % 4 Ag (C)’nin 125 pg/ml konsantrasyonda Rhizopus
microsporus kiifinii inhibe ettigi belirlenmistir. Ayn1 derisimde tekrar edilen ¢alisma
TEM ile incelendiginde ise hiicre igerisinde yirtilmalarin oldugu ve hasara ugradigi

belirlenmistir.
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
4.1. Sonug ve Tartisma

TUBITAK-1001, 111T925 no’lu proje ¢alismasi ile Tiirkiye’nin bes farkli ilindeki
yeni dogan {initelerinin i¢ havasinda dikkate deger bir kiif probleminin varligi belirlenmis
ve yayinlanmistir (Demirel vd., 2017). S6z konusu c¢alisma ile yenidogan iinitelerinde
tespit edilmis olan kiif yiikiiniin tanimlama sonucunda astim, allerjik rinit, asir1 duyarlilik
pnomonisi gibi hastaliklara neden olabilecek kiif tiirlerinin varlig1 ortaya konulmustur.

111T925 no’lu proje calismasi ile ortaya konulmus olan problem hakkinda
disiplinler arasi tasarlanmis olan bu calisma ile ¢6ziim Onerilerinin gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ kapsaminda ticari ZnO, ticari ZnO’nin tasarlanmasi ile
olusturulmus hegzagonal plaka formlu MicNo ve bu formun farkli derisimlerde Ag i¢eren
tiplerinden olusan toplam 10 adet nanopartikiiliin, i¢ hava ortamindan izole edilen 39 adet
kiif 6rnegine kars1 antifungal aktivitesinin belirlenmesi hedeflenmistir.

I¢ hava ortaminda potansiyel hastalik olusturan bu kiiflere kars1, kuyucuk testi ile
antifungal aktivitesinin belirlenmesi sonucunda Ag oraninin artmasiyla inhibisyon zonu
arasinda dogru orant1 oldugu belirlenmistir. Ozellikle MicNo % 6 Ag (B) nanopartikiiliin
en yiiksek inhibisyon zonunu mikotoksin iireticisi olmasi (Pantelides vd., 2015; Xu vd.,
2006; Tiilek ve Dolar, 2012). ile ¢esitli kanserojenik ve mutajenik olusumlara neden olan
A.tubingensis'e kars1 (16 mm) olusturdugu kaydedilmistir. MicNo % 4 Ag (C)’nin P.
hordei’ye kars1 (15 mm), MicNo % 1 Ag (E)’nin de 4. uvarum’a kars1 (15 mm) goriiliir
sekilde etki gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte mikotoksin iiretme yetenegi olan
P. citrinum, bitki yapraklar1 iizerinde ¢iiriimeye sebep olan A. tenuissima, C. tenellum, ve
C. sphaerospermum iizerinde zon etkisinin olusmadigi belirlenmistir.

Basgka bir ¢alismada (Demirel vd., 2018) ise yapilan kuyucuk testinde, filament6z
mantarlarin inhibisyonu {izerine, test edilen nanopartikiiller A. fumigatus (8-11 mm) ve
P. citrinum'a (8-10 mm) kars1 antifungal aktivite géstermistir. MicNo fiziksel 6zelliklerin
karsilagtirmasina gore, mantarlara karsi etkili bir ajan (A. fumigatus'un 9 mm inhibisyonu,
P.citrinum'un 10 mm inhibisyonu) olarak bulunmustur. Giimiis katkis1 varliginda artan
antifungal aktivite agik¢a goriilmiistiir. % 0.05 mol Ag katkilt MicNo numune &zellikle
A. fumigatus'u inhibe etmistir ve bu toz tiim tozlar arasinda en etkili olani olarak
bulunmustur.

Diger bir yontem olan agar diliisyon testi ¢aligmasi sonucunda hem Ag ilavesi
yapilmis MicNo % 0,50 Ag (F), MicNo % 0,25 Ag (G) ve MicNo % 0,05 Ag (H) hem de
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Ag ilavesi yapilmamis nanopartikiillerin (M ve N) kuyucuk testine karsi daha fazla
antifungal aktivite gosterdigi ve sdz konusu test mikroorganizmalarin yapist ve dokusunu
daha kolay bozdugu belirlenmistir. Kullanilan nanopartikiillerin besiyeri igerisine direkt
ilave edilerek homojen bir sekilde dagiliminin saglanmasindan dolay:r daha fazla etki
gosterdigi diisiiniilmektedir. Ozellikle MicNo % 2 Ag (D)’nin Rhizopus microsporus
tizerinde sporlanmayr 6nemli derecede azalttigi belirlenmistir. Bununla birlikte A.
amoenus’da ise sporlanmanin kontrole yakin bir sekilde devam ettigi ve bu kiif lizerinde
MicNo % 0,25 Ag (G)’nin etki gostermedigi belirlenmistir.

Test edilen nanopartikiillerin kontol sporlanma derecelerine benzerligi ¢cogunlukla
2 (disiik) — 3 (orta) ve 4 (yiliksek) tizerinde gortilmiistiir. Kontrole orta seviyede benzerlik
gosteren ve sporlanma 6zelligini kismen engelleyebilen nanopartikiil MicNo % 2 Ag; test
kiifleri igerisinde % 13, MicNo % 1 Ag’nin ise test kiiflerinin % 12’sini etkiledigi
kaydedilmistir (Grafik 4.1). Ozellikle MicNo % 0,50 Ag (F)’nin 8 kiif iizerinde % 14
oraninda sporlanmay1 en fazla azaltan nanopartikiil olarak belirlenmistir. Bunu takip eden
MicNo % 6 Ag (B)nin de 7 kiif lizerinde % 12 oraninda azaltici etkisi oldugu
belirlenmistir (Grafik 4.2).

9% ® MicNo % 8 Ag

9% ® MicNo % 6 Ag

= MicNo % 4 Ag
B MicNo % 2 Ag
10%

B MicNo % 1 Ag

® MicNo % 0.50 Ag
11% MicNo % 0.25 Ag
MicNo % 0.05 Ag

MicNo

Grafik 4.1. Orta derecede benzerlik gisteren ytizdelik kiif sayisi
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B MicNo % 8 Ag
® MicNo % 6 Ag

11% m MicNo % 4 Ag

B MicNo % 2 Ag
16 < B MicNo % 1 Ag
(s]
® MicNo % 0.50 Ag

MicNo % 0.25 Ag
10% MicNo % 0.05 Ag

MicNo

Grafik 4.2. Diisiik derecede benzerlik gosteren yiizdelik kiif sayisi

Benzer bagka bir ¢alismada ise (Vlad vd.,2012) ZnO igerigi % 0’ dan baslanarak %
5, % 10 olacak sekilde arttirilarak nanopartikiiler besiyerine direkt ilave edilerek
Aspergillus sp. tizerinde test edilmis ve % 10 ZnO igerigine sahip olan nanopartikiillerin
antifungal aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buna bagl olarak da metal
igerigi daha fazla olan nanopartkiillerin kiif gelisimi lizerinde zayiflatict etkisi oldugu
sonucuna varilmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada (Xia vd., 2016) ise Trichosporon asahii’ye kars1 Ag
nanopartikiillerinin antifungal aktivitesi test edilerek 35 °C” de PDA besiyerinde 14 giin
boyunca inkiibe edildiginde, belirli araliklarla konsantrasyonlari arttirilan Ag
nanopartikiillerinin daha fazla antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

S6z konusu ¢alismalar dogrultusunda etkin dozun belirlenmesi amaciyla uygulanan
MIK c¢alismasinda en diisiik etki dozu 62,5 pg/ml olarak belirlenirken, en yiiksek etki
dozu 500 pg/ml olarak belirlenmistir. Incelenen nanopartikiiller arasindan Ag katkist olan
ve olmayanlarin birbirine yakin antifungal aktivite dozlarina sahip oldugu kaydedilmistir.
MicNo % 8 Ag (A) ve MicNo % 2 Ag (D) nanopartikiilleri P. citrinumu 62,5 pg/ml doz
ile inhibe ettigi dikkat ¢ekmistir. Yine aynm1 dozda A. quadrilineatus 'un MicNo % 0,50
Ag, P. decumbens’in de MicNo % 2 Ag tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir. Bunu
MicNo (M) ve ticari ZnO (N)’nun 125-250 pg/ml oraninda antifungal etki gostermesi
takip etmistir.

Toplam 39 adet kiif igin test edilen 10 adet nanopartikiilden MicNo % 8 Ag (A)
nanopartikiilii daha ¢ok 125 pg/ml dozunda 19 adet kiif izolatina kars1 antifungal aktivite
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gostermistir. Giimiis orant MicNo % 8 Ag (A) nanopartikiiliinden daha az olmasina
ragmen MicNo % 0,25 Ag (G) ve MicNo % 0,05 Ag (H) tozu ayni doz degerinde 21 adet
kiife kars1 antifungal aktivite gostererek daha fazla basar1 sergilemistir. Glimiis ilavesi
yapilmamis MicNo ise en etkin dozu 125 pg/ml’de gostererek 20 adet kiif izolatina karsi
basarili bulunmustur (Grafik 4.3).

Boylelikle yapilan MIK calismas1 Ag ilavesi yapilmayan MicNo ile de ayn1 dozda
etkilerin saglanabilecegi ve bunun sonucunda da ekonomik agidan daha az maliyet ile
ayni etkinin saglanabilecegi belirlenmistir.

25
m250 w125 62,5

20
15
10
5
F G H
20

0 A B Cc D E M N

m 250 18 17 18 21 23 16 16 17 17
m125 19 20 20 14 15 17 21 21 20 20
62,5 1 0 0 3 0 1 0 0 1 1

Grafik 4.3. Nanopartikiillerin farkli dozlarda (ug/ml)etkiledigi kiif sayist

Geng vd. (2018) tarafindan yapilan toksisite belirleme ¢aligsmalarinda ticari ZnO’in
test hiicre tipine (hiicre adin1 detayl yazabilirsin) karst LD50 degerinin 10-20 pg/ml
araliginda oldugu, ticari ZnO’in MicNo formuna doniistiiriilmesi ile LD50 degerinin 40-
50 pg/ml araligina yiikseldigi belirlenmistir. Caligmamizda kullandigimiz MicNo ve
gimiis katkili formlar1 bir ham madde olup, belirledigimiz antifungal aktivite
Ozelliklerine dayanarak c¢esitli {irtinlerde antifungal katki maddesi olarak
kullanilabilecegini ileri siirmekteyiz. Her son {iriinlin 6nerilen katki maddesine ilaveten
diger biitiin bilesenlerinin de gerek antifungal oOzelliginin gerek ise sitotoksik
ozelliklerinin olabilecegi diisiiniilerek son iiriin sitotoksisite c¢alismalarinin yapilarak
kullanilma sunulmasi bir yonetmelik geregi olup, iiriin tipine gore bu yonetmelik ¢esitleri

degismektedir. Ilaveten innovatif iiriin gelistirme siirecinde {iriin bilesenlerinin de
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antifungal aktivite sergileyebilecekleri dikkate alinarak MicNo gibi katki maddeleri
belirlenmis olan MIK degerlerinden daha diisiik dozlarda kullanilabilmektedir. Bu
sebeplerden dolayr, MicNo ve glimiis katkili formlariin innovatif {iiriin gelistirme
siirecinde ve sonucunda sitotoksik etki Ozelliklerinin degerlendirmeye alinmasi
gerekmektedir.

S6z konusu nanopartikiillerin, kiifler iizerinde gostermis oldugu etki
mekanizmasinin anlasilabilmesi amaciyla yapilan TEM analizinde ise kiiflere ait hiicre
duvarlarinda kirilmalar, hiicre duvar1 ve zar1 arasinda belirgin bosluklar, sitoplazmada
elektron yogunlagsmalari, hiicre i¢inde blebbing denen bosluklarin olugsmasi ve sonug
olarak da hiicre biitlinliigliniin korunamadig1 kaydedilmistir.

Ayni gekilde kiif olusumunun engellenmesi amaciyla (Xia vd., 2016) Ag katkili
nanopartikiiller Trichosporon asahii‘ye karsi test edilmis ve s6z konusu mikroorganizma
tizerinde hiicre duvarinin parcalanarak yer yer yirtilmalarin oldugu ve sitoplazmanin
kiigiilerek hiicre igerisinde bos alanlarin olustugu TEM ile belirlenmistir.

Bu calisma sonucunda incelemeye alinmis olan 10 adet nanopartikiiliin cesitli
diizeylerde antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ticari ZnO’in tasarlanmis
heksagonel plaka formlu MicNo formuna doniistiiriilmesinin antifungal etkinligin
arttirtlmasi yoniinde basar1 sagladigi tespit edilmistir. S6z konusu MicNo formunun Ag
katkis1 ile zenginlestirilmesinin antifungal aktiviteye olumlu yonde etki yaptigi ve
ozellikle % 0.50 Ag oraninin test kiiflerine karsi etkili oldugu belirlenmistir. Dolayisi ile
MicNo ve bazi Ag katkili formlarinin TUBITAK 1001-111T925 no’lu proje ile
belirlenmis olan mevcut problemi ¢6zme yoniinden 6nemli potansiyele sahip oldugu
belirlenmistir.

Gelistirilen Nanotech ZAG-1455- PAG C-0085 (http-1) ve Boyasan Powder
Coating BPCOAT-ST (http-1) gibi tozlar hem antifungal hem de antibakteriyel
olmasindan dolay1 hastaneler, laboratuvar test ekipmanlari, parklar ve oyun alanlari, toplu
tasima,ofisler, okullar, merdivenler, asansorler, havalandirma ve hava aritma
sistemlerinde kullanilmaktadir.

Ayni sekilde, Dilechem (http-2) kimya tarafindan gelistirilen antimikrobiyal
kaplamalar ile gesitli tesis alanlarinda patojenlerin biiylimesinin sinirlamasi igin Uiriinler
gelistirilmistir.

Ayrica yapilan bu tez ¢aligmasina ait i¢erik ve sonuglar sunum olarak hazirlanmistir

(EK-1).
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4.2. Oneriler

Bu c¢aligmalar sonucunda da i¢ ortamda bulunan kiifler iizerinde antifungal
aktivitenin saglanarak ortamin daha temiz bir hale getirilmesi hastane, okul vb. topluma
acik kurumlarda insan sagligini tehdit eden unsurlarin bu sekilde antimikrobiyal
malzemelerin yapimu ile 6zellikle kiif gelisimin engellenebilecegi ve ortamdaki sayisinin
azaltilabilecegi diisiiniilmektedir.

S6z konusu ¢alisma sonucunda etkisi belirlenen nanopartikiiller kullanilarak bahsi
gecen malzemelere ilaveten yeni malzemelerin yapimi; dezenfektan iiriinler,
antimikrobiyal seramikler, antimikrobiyal hava filtreleri, boyalar ve c¢esitli baska
malzemelerin yapimi ile insan sagligi agisindan potansiyel risk olusturan etmenlerin
ortadan kaldirilabilecegi 6n goriilmektedir.

Ozellikle bu ¢alisma kapsaminda da hedef alan olarak segilen hastane ortaminda
bulunan ve toplu kullanima ag¢ik olan alanlardaki (tuvalet, bekleme salon koltuklari,
trabzanlar, kap1) malzemelerin yapiminda etkisi belirlenen nanopartikiiller kullanilarak
da ikincil enfeksiyon olusturma yetenegi olan mikroorganizmalar {izerinde basarili

olabilecegi diisliniilmektedir.
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