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Ozet: Mikrobiyal patojenlerde antibiyotik direngliligi diinyada ciddi bir saglk sorunu haline gelmistir. Son yillarda, anti-
mikrobiyal aktiviteye sahip yeni bilesikler gelistirmek icin daha etkili alternatif tedavi yaklagimlari arastirnimaktadir. Na-
nopartikiller (NP) sahip olduklari Ustiin 6zellikler nedeniyle, antibakteriyel etki, kanser terapisi, ila¢ ve gen tasiyici sis-
temler gibi birgok alanda uygulama bulmaktadir. Bu galismada, hidrotermal yontemle sentezlenen yeni nesil bir anti-
mikrobiyal ajan olarak kitosan-gimiis nanoparttkili (K-Ag-NP) ve kitosan-Giimus-Grafen Oksit (K-Ag-GO) nanokom-
poziti (NK) kullaniimistir. Bu maddeler UV-visible (UV-vis) absorpsiyon spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterize edilmistir. Ayni zamanda bu maddelerin Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 90028 susla-
rina kars! antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon teknigi kullanilarak arastiriimistir. Elde ettigimiz veriler bu maddelerin
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gostermisgtir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, grafen oksit nanokompoziti, giimis nanopartikull, kitosan

Synthesis and Characterization of Chitosan-Silver Nanoparticle and Chitosan-Silver-Graphene Oxide Nano-
composite with Their Determination of Antimicrobial Activies

Summary: Antibiotic resistance in microbial pathogens has become a serious health problem in the world. In recent
years, more effective alternative treatment approaches have been investigated to develop new compounds with antimi-
crobial activity. Nanoparticles (NPs) find applications in many areas such as antibacterial effects, cancer therapy, drugs
and gene delivery systems due their superior properties. In this study, chitosan-silver nanoparticles (K-Ag-NP) and
chitosan-silver-graphene oxide (K-Ag-GO) nanocomposites (NK) synthesized by hydrothermal method were used as a
new generation antimicrobial agent. These materials were characterized by UV-visible absorption spectroscopy and
scanning electron microscopy (SEM). Antimicrobial activities of those against Escherichia coli ATCC 35218, Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Streptococcus. mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Candida albicans
ATCC 90028 strains were also tested by using disk diffusion method. The data we have obtained show that these ma-
terials have antibacterial effect.

Key words: Antimicrobial activity, chitosan, graphene oxide nanocomposite, silver nanoparticle

Girig

Nanoteknoloji biyoloji, kimya ve fizik gibi temel
bilimlerin muhendislik ile butinlestirildigi, nano-
teknoloji ile uretilen nanoyapilarin geleneksel
yontemlerle Uretilenlere gore daha Ustin kabul
edilen 6zellikler sergiledigi, son yillarin en géz-
de bilim alanlarindan biri olarak kabul edilmek-
tedir. Nanopartiktller (NP); boyutlari 1-100 nm
arasinda degisen, dogal (proteinler, polisakkarit-
ler) ya da sentetik (Uretim sirasinda sentezle-
nenler, dnceden sentezlenenler) yapidaki poli-
merlerle de hazirlanabilen, hazirlama yontemine
gobre nanoklre veya nanokapsul olarak adlandi-
rilan ve etkin maddenin partikdl iginde ¢éztundu-
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raldigu, hapsedildigi ve/veya ylizeye adsorbe
edildigi yada baglandigi matriks sistemlerdir
(11,15,42). Son yillarda, nanoteknoloji tip ve
biyoteknoloji alaninda NP sistemlerle ilgili aras-
tirmalara ve uygulamalara iligkin c¢aligmalarin
sayisinda 6nemli derecede artis olmustur
(6,11,42). Tiptaki uygulamalar &zellikle; ilag,
gen ve antijenler igin tasiyici olarak kullaniima-
sl, in vitro/in vivo diagnostiklerin uygulanmasi,
diyet destekleyiciler, geligtiriimis biyouyumlu
materyallerin Uretimi gibi konulari kapsamakta-
dir (1,8,11,19-22,24,36). Dogal ya da sentetik
polimerlerin kullaniimasi ile elde edilen ilaglarin
yani sira, proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili
dokuya hedeflendirilmeleri, ilaglarin, proteinlerin
ya da peptidlerin stabilitesinin artiriimalar igin
kullanilan nanopartikillerin sagladigi en 6énemli
avantajlardan birisi, NP’lerin kiiglk partikil bo-
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yutlarina sahip olmasidir. Béylece kugik kapi-
lerlerden gegerek hucrelere alinirlar ve hedef
bdlgede etkili etkin madde akimulasyonunu
saglarlar (14-17,35,47). Digeri ise, NP’lerin ha-
zirlanmasinda biyobozunur materyallerin kulla-
nilmasidir. Biyobozunur malzemeler glnler hat-
ta haftalar slren periyotlarda hedef dokuda
kontrollii etkin madde salimini saglamaktadirlar
(44). Kitosan; (i) biyobozunur, biyo-uyumlu, gu-
venli ve toksik olmayan, dogal bir polimerdir (ii)
memeli ve mikroorganizma hucrelerine baglana-
bilme, (iii) bag dokusu Uzerinde rejeneratif akti-
vite, (iii) kemik Ureten hilcre (osteoblast) olusu-
munu hizlandirici aktivite, (iv) kanamay! durdu-
rucu (hemostatik) aktivite, (v) antimikrobiyal akti-
vite, (vi) anti-kanserojen aktivite, (vii) anti-
kolesterol aktivite, (viii) kemik olusumunu hizlan-
dirici aktivite, (ix) merkezi sinir sistemini baskila-
yici aktivite ve (x) bagisiklik sistemini uyarici
aktivite seklinde siralanabilecek birgok biyolojik
Ozellige sahiptir (18). Kitosan ve turevlerinin
biyolojik énemli &zelliklerinden birisi sahip ol-
duklari antimikrobiyal aktivitedir. Kitosanin anti-
bakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteye sahip
oldugu birgok arastirmaci tarafindan bildirilmis-
tir. Ayrica alglere kargi da aktiftir (23,31,38).

Mikrobiyal direncin artmasi, halk saghginin yo6-
netimini, modern dinyada 6nemli bir konu hali-
ne getirmistir. Son yillarda birgok yeni antibiyotik
gelistiriimis olsa da, hi¢ biri ¢oklu ilag direncli
(MDR) enfeksiyonlarla micadele etmek icin ye-
terli degildir (29). Bu nedenle, direncli patojenler
icin alternatif ve daha etkili terapétik stratejiler
gelistiriimesi 6nemlidir. Son vyillarda materyal
bilimi ve biyolojiyi birlegtiren bir alan olan nano-
biyoteknoloji bilimindeki ilerlemeler, antimikrobi-
yal Ozellikteki NP’lerle calisildigini gostermistir.
NP’ler ve kitosan, birgok avantajlarindan dolayi
tip, biyomedikal, biyomUhendislik, farmasétik ve
kozmetik alanlarinda oldukga fazla ilgi gérmek-
tedir. Kronik hastaliklarin teshisinde terapdtik
maddelerin verilmesinde basarili bir sekilde kul-
lanilan NP’ler (50) cilt ve yanik yaralarinda bak-
teriyel enfeksiyonlarin tedavisi icin de bir sece-
nek olmustur. NP'i ve kitosani yeni nesil antimik-
robiyal ajanlar olarak gelistirmek, Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerde gorilen ilag direnci
sorununu gidermek igin cazip ve uygun maliyetli
bir arag olabilir. Bu ¢alismanin amaci kitosani
kullanarak gimus nanopartikili (Ag-NP) ve
gimuis-grafen  oksit-nanokompozit  (Ag-GO
NK)'lerinin sentezi ve karakterizasyonu i¢in basit
ve gevre dostu bir yaklasim gelistirerek, kitosan-
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guimus-nanopartikilid (K-Ag-NP)'U ve kitosan-
gumus-grafen oksit-nanokompozit (K-Ag-GO
NK)'lerinin  Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Strepto-
coccus. mutans ATCC 68175, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Candida albicans ATCC 90028
suslarina karsl antimikrobiyal aktivitelerini aras-
tirmaktir.

Gereg ve Yontem

Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu calismada, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Streptococcus mutans
ATCC 68175, Candida albicans ATCC 90028
suslari kullanilmistir. Bu suslar Erciyes Universi-
tesi Eczacilik Fakultesi Farmasétik Biyoteknoloji
kiltur koleksiyonundan temin edilmistir.
Kitosan-Giimiis Nanopartikiilii
NP)’niin Sentezi

Calismada, 4 mL 50 mM AgNO; (giimis nitrat
(AgNO3) %99'luk Sigma Aldrich) ve 30 mg/mL
10 mL kitosan (K) %1 lik asetik asit hazirlanmig-
tir. Bu iki ¢ozelti 30 dakika boyunca karistirila-
rak teflona aktarilmistir. Etivde 95°C’de 24 saat
boyunca bekletiimis ve elde edilen malzeme
daha sonra karakterize edilmistir.
Kitosan-Giimiis-Grafen oksit Nanokompoziti
(K-AgGO-NK)’nin Sentezi

Gumusg-grafen oksit nanokompoziti (Ag-GO NK)
Sriram ve ark. (45) tarafindan énerilen yénteme
gore sentezlenmistir. Grafen oksit (GO) tarafin-
dan gimis nanopartikllleri (Ag-NP)'nin yaka-
lanmasi ic¢in farkli konsantrasyonlarda iki asa-
mali olarak NaCl ¢ozeltisi eklenerek sentez isle-
mi gerceklestiriimistir. GO (final konsantrasyonu
0.1 mg/mL) karisirken Uzerine dnceden sentez-
lenmis olan Ag-NP c¢ozeltisi 2 mL eklenmis ve
karisma igslemi devam ederken NaCl ¢ozeltisi
(2.4 mL, 0.09 M) damla damla ilave edilmigtir.
Ag-NP'nin 6n toplanmasi gerceklestikten belirli
bir stre sonra (10s) NaCl ¢ozeltisi (5 mL, 0.29
M) damla damla ilave edilmistir. Karisim 30 dk
karismaya birakilarak daha sonra karisim 3000
rom'de 5 dk. santrifij edilmistir. Olusan Ag-NP/
GO igeren solusyon 5000 rpm’de 10 dk santifQj
edilerek ayrilmis ve kati Ag-GO pargaciklari 5
mL deiyonize su igerisinde dagitililarak, santrif(j
islemi tekrarlanmistir.

Antimikrobiyal Aktivitenin incelenmesi
Kitosan-gimis nanopartikili (K-Ag-NP) ve kito-
san-gumis-grafen oksit nanokompozitinin (K-Ag
-GO NK) test suglar Uzerinde antimikrobiyal
aktivitesi Klinik Laboratuvar Standartlari Enstit(-

(K-Ag-
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si’ne gore disk difizyon metodu kullanilarak
yapiimigtir  (10). Steril kabin icerisinde 0.5
McFarland bulanikliinda ayarlanmis olan mik-
roorganizma suspansiyonundan steril sartlarda
100 L alinarak ve daha énce hazirlanan kati
besiyeri ortamina ekilmigtir. Bos steril antibiyotik
disklerine 15 pyL 30 ppm olacak sekilde K-Ag-
NP ve K-Ag-GO NK’i emdirilmistir. Bu diskler
kati besi yerinin Uzerine diizgln bir sekilde yer-
lestirilmistir. Kontrol gruplari da ayni paralelde
hazirlanmistir. Bu islemlerden sonra mikroorga-
nizmalar 37°C’de 24 saat sure ile inkibe edil-
mistir. inklibasyon siresi sonucunda olusan
inhibisyon zonlari kumpas yardimi ile dlgllerek
zon gaplari milimetre (mm) olarak kaydedilmis-
tir. Tim analizler iki paralelli olacak sekilde ger-
ceklestirilmistir.

Bulgular

K-Ag-NP’niin ve K-Ag-GO NK’nin Sentez ve
Karakterizasyonu

Hidrotermal ydntem ile kitosan, indirgenme ve
stabilize ajani olarak kullanilip gimis (Ag®)
iyonlarini, gimus metal formuna indirgeyerek
kararli K-Ag-NP’l sentezlenmistir. Kitosan mole-
kulleri ile Ag” iyonlarinin etkilesiminde elektron
transferi kitosandan Ag® iyonlarina dogru akar
ve kitosan oksitlenirken Ag® iyonlari Ag metal
formuna indirgenerek Ag c¢ekirdekleri olusur.
Klasik NP sentezinde oldudu gibi cekirdeklen-
meyi, blylime basamagi takip ederek kitosan
molekullerinin Uzerine baglandig kararli Ag-NP
sentezlenir. Uv-Vis spektrumdaki Ag-NP’ye ait
dar absorbans piki ve Ag-NP ¢b6zeltisinde 2 haf-
ta boyunca cokelti olusmamasi, kararli Ag-
NP’lerin varligini gosterir. Plazmonik NP’lerden
olan dairesel Ag-NP’lerin karakteristik UV-Vis
absorbans piki 400-440 nm araligindadir. Yapi-

Sekil 1. K-Ag-NP
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Sekil 3. Ag-NP UV-vis spektroskopisi (Ag-NP Karakteristik
absorbans pik: ~440 nm)

lan analiz sonucunda, K-Ag-NP ¢ozeltisinin ab-
sorbans noktasi da yaklasik olarak 440 nm ola-
rak Olgulmastir. Bu durum K-Ag-NP olugsumu-
nun en 6nemli géstergelerinden biridir. K-Ag-
NP’niin 5 mg/mL ile 50 ug/ml GO ¢ozeltisini ka-
ristirarak kitosan-gimus-grafen oksit (K-Ag-GO)
nanokompoziti sentezlenmistir. Olusan K-Ag-NP
turuncu-kahverengi, K-Ag-GO NK'i ise gri-siyah
renktedir (Sekil 1 ve Sekil 2). Ayni zamanda UV
-Vis spektorfotometresi ile Ag-NP’nin UV-Vis
spektrumu alinmigtir (Sekil 3).

SEM Analizi

ZEISS EVO LS10 SEM 25 kV ¢alisma gerilimin-
de kullanilarak goruntiler elde edilmistir (Sekil

h

200 nm EHT =25.00 kv
WD = 8.0 mm

Signal A = SE1
Mag = 50.00 KX

Date 15 AP 2015 o oM
Chamber = 1.976-004 Pa

Sekil 4. Ag-NP SEM géruntisi Ag-NP: ~ 45 nm

200 nm EHT = 25.00 kV/

Signal A = SE1 Date 4 Dec 2015 (> ornom
WD = 6.5mm = a

Mag = 50.00 K X Chamber = 7.15e-004 Pa

Sekil 5. Ag-GO NK’nin SEM gorintusi
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4, Sekil 5). Konsantre 50 pL Ag-NP sulu ¢ozelti-
si karbon bant kapl stub Gzerine damlatilmigtir
ve berrak goérintilerin elde edilmesi igin bir ge-
ce boyunca kurutulmustur.

K-Ag-NP’ii ve K-Ag-GO-NK’nin Antimikrobi-
yal Aktivitesi

Disk difiizyon metoduna gore tespit edilen anti-
mikrobiyal aktivite sonuglari Tablo 1.‘de veril-
mistir. Bu sonuglara goére; K-Ag-NP’niin E. coli
ATCC35218 (4.7+0.1), S. aureus ATCC 25923
(3.440.2), S. mutans ATCC 68175 (3.0+0.2), B.
subtilis ATCC 6633 (2.2+0.0) suslarina karsi ve
K-Ag-GO-NK’nin E. coli ATCC35218 (2.510.1),
S. aureus ATCC 25923 (2.540.1), S. mutans
ATCC 68175 (1.4+0.0), B. subtilis ATCC 6633
(1.5£0.1) suslarina karsi antibakteriyal etki gos-
terdigi fakat C. albicans ATCC 90028 susuna
kars! antifungal aktiviteye sahip olmadigi tespit
edilmigtir. Calismada ayni zamanda K-Ag-
NP’nin test suslarina karsi K-Ag-GO-NK’'den
daha yuksek antibakteriyel etki gdOsterdigi de
belirlenmistir. K-Ag-NP test bakterileri arasinda
en yuksek aktiviteyi ise gram negatif bir bakteri
olan E. coli ATCC 35218 susuna karsi goster-
mistir.
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Ozellikle ilag taginmasi, antimikrobiyal uygula-
malar ve kanser terapisi konularinda, nanoparti-
killer ile yapilan ¢alismalar olduk¢a Umit verici-
dir (46). Metaller nanopartikiller uzun yillardir
antimikrobiyal ajan olarak kullaniimaktadirlar.
Bakterilerin metal nanopartikillerine karsi direng
kazanma ihtimali, diger konvansiyonel ve dar
spektrumlu antibiyotiklerden daha azdir (34).
Gumustn antimikrobiyal aktivitesi ylzyillardir
bilinmektedir. Biyolojik uygulamalarda genis bir
kullanima sahiptir. Antifungal, antibiyotiklere
karsi direncli bakteriler igin, enfeksiyonlarin 6n-
lenmesi, yara iyilestirme ve anti-inflamatuvar
gibi  kullanim  alanlari  yer  almaktadir
(5,25,39,40). Antimikrobiyal etki mekanizmalari-
nin, tam olarak anlasiimamasina ragmen, reak-
tif oksijen turlerinin olusumu ve bakterinin hicre
zarina baglanmasini igeren bir mekanizmayla,
hiicre zarina zarar verdigi belirlenmistir (43,51).
Grafen ¢ok yonli bir karbon bilesigi olarak bir-
¢ok uygulama alanina konu olmus ve kullanim
alanlar genislemekte olan bir nanomateryaldir
(2). Grafen elmastan sert ancak esnek yapida-
dir, hafif ve kuvvetlidir. Ayrica transparen, inert,
yogun, yuksek iletkenlik ve termal iletkentlik gibi
Ozelliklerinden dolayr énemli bir molekil olarak

Tablo 1. K-Ag-NP’G ve K-Ag-GO-NK’nin disk diflizyon testi sonuglari

inhibisyon Zon Gapi (mm)

Test suslar K-Ag-NP K-Ag-GO-NK
E. coli 4.7+0.1 2.5+0.1
S. aureus 3.4+0.2 2.5+£0.1
S. mutans 3.0£0.2 1.4+0.0
B. subtilis 2.2+0.0 1.5£0.1
C. albicans - -

“-“ Herhangi bir etki gézlenmemistir
“+"Ortalama t+Standart sapma

“NP, NK”’Nanopartikiil, Nanokompozit (30 ppm); “K” Kitosan; “Ag”

Tartisma ve Sonug¢

GunUmuzde fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sa-
hip olan nano boyuttaki ilag partikillerinin sen-
tezlenmesi, yeni farmasoétik Uridnlerin gelistiril-
mesinde ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir. Na-
nopartikillerin sahip oldugu essiz elektriksel,
kimyasal, mekanik ve optik 6zellikleri, yiuksek
yuzey alani/hacim oranlari ve oldukga kiiguk
boyutlari sayesinde etkin antimikrobiyal 6zellik
gOsterdikleri gézlemlenmistir (30). Tum bu farkh
Ozellikleri nanopartikilleri, hastaliklarin tanisi ve
tedavisinde ilgi odagi haline getirmistir (46).
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Gumds; “GO” Grafenoksit

goOrulmektedir (2). Ayrica grafen oksitte biyou-
yumludur (7). Grafen oksit, grafit tabakalarinin
oksitlenerek birbirinden ayriimis tek katmanl
halidir (3). Genis ylzey alanina, mukemmel
elektriksel ve termal iletkenlik ve biyouyumluluk
gibi essiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Anti-
mikrobiyal ajan olarak yapilan galismalarda gra-
fen oksidin toksikligini azaltmak ve verimliligini
arttirmak igin, farkl inorganik nanoyapilar, biyo-
molekiller ve polimerler ile ylizey modifikasyo-
nu ve fonksiyonalizasyonu  geligtirilmistir
(26,28).



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 208-215, 2018

Dogal bir biyopolimer olan kitosan ise, 6zellikle
son 50 yildir arastirmacilar igin ilging bir mater-
yal olarak yerini korumaktadir. Kitine gére birgok
avantaja da sahip olan kitosan basta gida, koz-
metik, ziraat, tip, eczacilik, kagit ve tekstil olmak
Uzere bir¢gok endustri dalinda kullanim alani bul-
mustur (13). Dodada bulunan kaynaklardan bol
miktarda elde edilebilen kitosan, canlilara karsi
toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak par-
calanabilirligi, biyouyumlulugu, kimyasal ve fizik-
sel 6zellikleri bakimindan diger biyopolimerlere
gore ustin 6zellikler géstermesi nedeniyle bir-
¢ok alanda kargimiza gikmaktadir (13). Kitosan
nanopargaciklari (K-NP) antibakteriyal, antimik-
robiyal ve antifungal etkilere sahiptir (46). Bazi
arastirmacilar kitosanin seliloz gibi diger poli-
merlerle karisimini saglamiglar ve kitosanin po-
likatyonik dogasinin hlicre membrani ylzeyin-
deki makromolekillerin negatif yukli rezidileri
ile etkilenmesinin bakteri ve funguslarin 6lima-
ne neden oldugunu belirtmislerdir (48). KNP’nin
midede ila¢ tahrisini dnleyen ya da azaltan asit
giderici ve antiulser etkilerinin yanisira kontrolll
ilag salimi (kitosan jelleri, tabletleri, mikrokurele-
ri ve mikrokapsiilleri ile gergeklestirilen) sistem-
lerindeki yararlarindan dolay! kullanimi oldukga
Onem tasimaktadir (33,41).

Jena ve ark. (21) kitosan kapli giimis nanopar-
tiktllerinin (K-AgNP) insan patojenlerine ve
makrofaj hlcrelerine karsi toksisitesi ve antibak-
teriyel etkisini degerlendirmiglerdir. Bu calisma
ile K-Ag-NP farkl insan patojenlerine karsi guc-
I antibakteriyel aktivite gdOsterdigi ve ayrica
bakteriyel biyofilm olusumunu 6nledigi sonucu-
na varmiglardir. Spesifik dozdaki kitosan temelli
gumus nanopartikillerinin viicut hucrelerine za-
rar vermeden bakteriyi oldirdigiu ve bdylece
bakteriyel kolonizasyonu ve ila¢ direnciyle mu-
cadele etmek igin dizayn edilecek olan antibak-
teriyel ajana potansiyel érnektir. Baska bir ¢alig-
mada kitosan jel ile formule edilmis gimis na-
nopartiklllerinin antibiyofilm etkisinin ve insan
fibroblastlari Gzerine olan sitotoksik etkisi ince-
lenmistir. Gumus nanopartikullerinin - genis
spektrumlu antibakteriyel ajan olarak kullanilabi-
lecedi son calismalarda gosterilmistir. Ancak
medikal alanda, sitotoksik etkileri onlarin kulla-
nimini sinirlandirmaktadir. Calismada, gimus
nanopartikdlleri ile yUkllu kitosan nanopartikille-
rinin antibiyofilm kapasitesi degerlendirilmistir.
Bu islem gimuis sulfadiazin (SSD) kullanilarak
yapimistir. Sonug¢ olarak, kronik yaralardaki
infeksiyonlarinin énlenmesinde ve tedavisinde,

Dilsad ONBASLI

kitosan jelleri ile Ag-NP’nin kullanilabilecegi
gosterilmistir (37). Liu ve ark. (27) ile Das ve
ark. (12) tarafindan yapilan g¢alismalarda, GO-
Ag hibrid kompozitleri 6zgin antibakteriyel sis-
temler olarak kullanmislardir. Grafen oksit (GO)
nanoset yilizeyinin Ag nanopartikiller tarafindan
modifiye edilmesi, antimikrobiyal 6zelligini; GO-
NP’nin kararhihidini ve dispersitesini arttirabile-
cegini bildirmislerdir. Grafen oksit-gimis (GO-
Ag) nanokompozitlerin konjuge formlari, sinerjik
etki ve bakteri hicreleri arasindaki etkilesimi
azaltarak negatif ylizey yuki ile antibakteriyel
aktivitenin artmasina neden olduklarini vurgula-
misglardir. Zhu ve ark. (52) Ag-NP'nin GO taba-
kalarina konjuge edilmesi igin farkh yogunluk,
boyut ve formlara sahip bir baglayici olarak poli
dialildimetilamonyum klortr (PDDA) kullanmiglar
ve GO-PDDA-AgNP'in antibakteriyel aktivitesi-
nin Ag-NP'ine kiyasla dnemli dl¢iide arttirabildi-
gini ortaya koymuslardir. Cai ve ark. (4) yaptik-
lar1 bir calismada polietilenimini (PEI), indirgen-
mis grefen oksit (rGO)'in Ag-NP'ne konjugasyo-
nu icin baglayici olarak kullanmiglardir. Bu hibri-
din, ylksek ¢ozinurlik, kararhhk, hafif sitotoksi-
site, uzun sureli antibakteriyel etki gosterdigini
ve GO'nun 46.7 mV'luk negatif zeta potansiyeli
ile stabil kalmasini sagladigini, GO-PEI-Ag-
NP'nin polivinilpirolidon (PVP)-Ag-NP'e gore
uzun slre antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu-
nu ve mukemmel stabilite gdsterdiklerini tespit
etmislerdir. Veerapandian ve ark. (49) Entere-
coccus faecalis, Salmonella typhimurium, B.
subtilis, E. coli, igin UV 1sinlarina maruz birakil-
mis GO nanosetlerinin minimum bakterisid kon-
santrasyonunun (MIC) normal nanoset ve anti-
biyotik olan kanamisininkinden daha dusuk ol-
dugunu belirlemiglerdir. GO’in yuksek gligte an-
tibakteriyel Ozelliklere sahip oldugunu goster-
mistir. Chen ve ark. (9) GO'in bakteriyel ve fun-
gal patojenlerin ¢ogalmasi (zerinde gugliu bir
etkisi oldugunu gdstermiglerdir (bakterilerin yak-
lasik %90'I éldurilmis ve %80 makroconidia
¢gimlenmesini bastirmigtir). Ocsoy ve ark. (32)
Xanthomonas perforans’la yaptiklari bir calis-
mada GO Uzerinde buyidyen DNA ydénlendirmeli
Ag-NP’ini  gelistirmiglerdir. ~ GUmus-ciftzincirli
DNA-grafen oksit (Ag-dsDNA-GO) kompozitleri-
nin kultirde ve bitkilerde X. Perforans’in hicre
canlihgini etkili bir sekilde azathgini ve ¢ok di-
suk konsantrasyonda bu kompozitin, gelismis
stabilite, arttiriimis antibakteriyel aktivite ve da-
ha gucli adsorpsiyon 6zellikleri agisindan
onemli avantajlar saglayan mikemmel antibak-
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teriyel Ozellik gosterdiklerini bildirmiglerdir. Bu
c¢alisma sonuglari denemelerimizi destekler nite-
liktedir. Yaptigimiz galismada, kitosan kullanila-
rak Ag-NP ve Ag-GO-NK'nin sentezi ve karakte-
rizasyonu gerceklestiriimistir. Ayni zamanda bu
maddelerin, E. coli ATCC 35218, S. aureus
ATCC 25923, S. mutans ATCC 68175, B. subti-
lis ATCC 6633, C. albicans ATCC 90028 susla-
rina karsi antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis-
tir. Elde ettigimiz veriler K-Ag-NP ve KAg-GO-
NK'nin antibakteriyel etkiye sahip olduklarini
fakat antifungal bir aktivite gdstermediklerini
ortaya ¢ikarmistir. Diger yandan K-Ag-GO NK’i-
nin K-Ag-NP’e gore daha duslk antibakteriyel
aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir.
Sonug olarak, mikroorganizmalarin antibiyotikle-
re direng gelistirmeleri ve sirdurilebilir saghk
kosullarinin ekonomik olarak saglanmasi ama-
ciyla ¢ok sayida arastirmaci, yeni ve etkili anti-
mikrobiyal ajanlara dayanikhlik gelistirmeye yo6-
nelik teknoloji arayisina girmiglerdir. NP’ler ve
kitosan sahip olduklari essiz ve etkin antimikro-
biyal 6zellikleri sayesinde hastaliklarin tani ve
tedavisinde ilgi odagi haline gelmiglerdir. Bu
¢alismada, K-Ag-NP’U ve K-Ag-GO NK, kitosan
kullanilarak sentezlenmis ve elde edilen veriler
bu maddelerin antibakteriyel potansiyele sahip
olduklarini géstermistir. Dolayisiyla bu ¢alisma-
da kullanilan K-Ag-NP’G0 ve K-Ag-GO NK’nin,
cesitli bulasici hastaliklara sebep olan Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilerin tedavisinde,
mevcut antibiyotiklere alternatif olarak yeni anti-
mikrobiyal bir ajan olarak kullanilabilecegini du-
sundirmektedir. Ancak, bu molekillerin stabili-
te, immuinogenetik, farmakokinetik ve farmako-
dinamik ve 6zellikle de klinik etkileri hakkinda
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kaynaklar

1. Akagi T, Baba M, Akashi M. Biodegradable
nanoparticles as vaccine adjuvants and de-
livery systems: Regulation of immune re-
sponses by nanoparticle-based vaccine.
Kunugi S, Yamaoka T. eds. In: Polymers in
Nanomedicine. Berlin Heidelberg: Springer-
Verlag, 2011; p.31-64.

2. Bedeloglu A, Tas M. Grafen ve grafen (re-
tim yontemleri. AKU J Sci Eng 2016; 16(3):
544-54.,

3. Bianco A, Cheng HM, Enoki T, Gogotsi Y,
Hurt RH, Koratkar N, Zhang J. All in the
graphene family-A recommended nomencla-
ture for two-dimensional carbon materials.
Carbon 2013; 65:1-6.

213

10.

11.

12.

13.

14.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 208-215, 2018

Cai X, Lin M, Tan S, Mai W, Zhang Y, Liang
Z, Lin Z, Zhang X. The use of polyethylenei-
mine-modified reduced graphene oxide as a
substrate for silver nanoparticles to produce
a material with lower cytotoxicity and long-
term antibacterial activity. Carbon 2012; 50
(10): 3407-15.

Carmona D, Lalueza P, Balas F, Arruebo M,
Santamaria J. Mesoporous silica loaded
with peracetic acid and silver nanoparticles
as a dual-effect, highly efficient bactericidal
agent. Micropor Mesopor Mat 2012; 161:84-
90.

Chan WC. Bionanotechnology progress and
advances. Biol Blood Marrow Transplant
2006; 12(1): 87-91.

Chang Y, Yang, ST, Liu JH, Dong, E, Wang
Y, Cao A. In vitro toxicity evaluation of grap-
hene oxide on A549 cells. Toxicol Lett 2011;
200(3): 201-10.

Chen Y, Mohanraj VJ, Parkin, JE. Chitosan-
dextran sulfate nanoparticles for delivery of
an anti-angiogenesis peptide. Int J Pept Res
Ther 2003; 10(5-6): 621-9.

Chen J, Peng H, Wang X, Shao F, Yuan Z,
Han H. Graphene oxide exhibits broadspect-
rum antimicrobial activity against bacterial
phytopathogens and fungal conidia by in-
tertwining and membrane perturbation. Na-
noscale 2014; 6(3): 1879-89.

CLSI. Performance standards for antimicro-
bial disk susceptibility test. Approved stand-
ard: M02-A10. Tenth Edition Vol. 29, Clinical
and Laboratory Standards Institute, Wayne,
PA: 2009; p.1.

Cirpanli Y. Kamptotesin iceren polimerik ve
oligosakkarit bazli nanopartikiler formulas-
yonlarin gelistiriimesi ve in vitro-in vivo de-
Jerlendirilmesi, Doktora tezi, Hacettepe Univ
Sag Bil Ens, Ankara 2009; s. 4-15.

Das MR, Sarma RK, Saikia R, Kale VS,
Shelke MV, Sengupta P. Synthesis of silver
nanoparticles in an aqueous suspension of
graphene oxide sheets and its antimicrobial
activity. Colloids Surf B Biointerfaces 2011;
83(1): 16-22.

Demir A, Seventekin N. Kitin, kitosan ve
genel kullanim alanlari. Tekstil Tekno Elek
Derg 2009; 3: 92-103.

Derman Acar S. Canine parvovirus’e ait an-
tijenik 6zellikli sentetik peptidlerin sentezi ve
biyokonjugatlarinin  gelistiriimesi, Doktora
tezi, Yildiz Teknik Univ Fen Bil Ens, Istanbul



Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 208-215, 2018

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

2012; s. 45-53.

Derman S, Kizilbey K, Akdeste ZM. Polyme-
ric nanoparticles. J Eng Nat Sci 2013; 31:
107-20.

Desai MP, Labhasetwar V, Amidon GL,
Levy RJ. Gastrointestinal uptake of biodeg-
radable microparticles: Effect of particle si-
ze. Pharm Res 1996; 13(12): 1838-45.
Desai MP, Labhasetwar V, Walter E, Levy,
RJ, Amidon GL. The mechanism of uptake
of biodegradable microparticles in Caco-2
cells is size dependent. Pharm Res 1997;
14(11): 1568-73.

Dutta PK, Dutta J, Tripathi VS. Chitin and
chitosan: Chemistry, properties and applica-
tions. J Sci Ind Res 2004; 63(1): 20-31.
Freitas RA. What is nanomedicine? Nano-
medicine 2005; 51: 325-41.

Govender T, Riley T, Ehtezazi T, Garnett
MC, Stolnik S, Illum L, Davis SS. Defining
the drug incorporation properties of PLA—
PEG nanoparticles. Int J Pharm 2000; 199
(1): 95-110.

Jena P, Mohanty S, Mallick R, Jacob B, So-
nawane A. Toxicity and antibacterial assess-
ment of chitosan-coated silver nanoparticles
on human pathogens and macrophage cells.
Int J Nanomedicine 2012; 7: 1805-18.
Kreuter J. Influence of the surface properties
on nanoparticle-mediated transport of drugs
to the brain. J Nanosci Nanotech 2004; 4(5):
484-8.

Kong M, Chen XG, Xing K, Park HJ. Anti-
microbial properties of chitosan and mode of
action: A state of the art review. Int J Food
Microbiol 2010; 144(1): 51-63.

Kunzmann A, Andersson B, Thurnherr T,
Krug H, Scheynius A, Fadeel B. Toxicology
of engineered nanomaterials: Focus on bio-
compatibility, biodistribution and biodegra-
dation. Biochim Biophys Acta 2011; 1810(3):
361-73.

Landry BK, Nadworny PL, Omotoso OE,
Maham Y, Burrell JC, Burrell RE. The Kine-
tics of thermal instability in nanocrystalline
silver and the effect of heat treatment on the
antibacterial activity of nanocrystalline silver
dressings. Biomaterials 2009; 30(36): 6929-
39.

Lightcap IV, Kosel TH, Kamat PV. Ancho-
ring semiconductor and metal nanoparticles
on a two-dimensional catalyst mat. Storing
and shuttling electrons with reduced graphe-

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Dilsad ONBASLI

ne oxide. Nano Lett 2010; 10(2): 577-83.

Liu L, Liu J, Wang Y, Yan X, Sun DD. Facile
synthesis of monodispersed silver nanopar-
ticles on graphene oxide sheets with enhan-
ced antibacterial activity. New J Chem 2011;
35(7): 1418-23.

Ma J, Zhang J, Xiong Z, Yong Y, Zhao X.
Preparation, characterization and antibacte-
rial properties of silver-modified graphene
oxide. J Mater Chem 2011; 21(10): 3350-2.
Mohanty S, Mishra S, Jena P, Jacob B, Sar-
kar B, Sonawane A. An investigation on the
antibacterial, cytotoxic, and antibiofilm effi-
cacy of starch-stabilized silver nanopartic-
les. Nanomed: Nanotechnol Biol Med 2012;
8(6): 916-24.

Morones JR, Elechiguerra JL, Camacho A,
Holt K, Kouri JB, Ramirez JT, Yacaman MJ.
The bactericidal effect of silver nanopartic-
les. Nanotechnol 2005; 16(10): 2346-253.
No HK, Meyers SP, Prinyawiwatkul W, Xu Z.
Applications of chitosan for improvement of
quality and shelf life of food: A review. J
Food Sci 2007; 72(5): 87-100.

Ocsoy |, Paret ML, Arslan Ocsoy M, Kunwar
S, Chen T, You M, Tan W. Nanotechnology
in plant disease management: DNA-directed
silver nanoparticles on graphene oxide as
an antibacterial against Xanthomonas perfo-
rans. ACSNano 2013; 7(10): 8972-80.

Qi L, Xu Z, Jiang X, Hu C, Zou X. Prepara-
tion and antibacterial activity of chitosan
nanoparticles. Carbohydr Res 2004; 339
(16): 2693-700.

Pal S, Tak YK, Song JM. Does the antibac-
terial activity of silver nanoparticles depend
on the shape of the nanoparticle? A study of
the Gram negative bacterium Escherichia
coli. Appl Environ Microbiol 2007; 73(6):
1712-20.

Panyam J, Sahoo SK, Prabha S, Bargar T,
Labhasetwar V. Fluorescence and electron
microscopy probes for cellular and tissue
uptake of poly (d, I-lactide-coglycolide) na-
noparticles. Int J Pharm 2003; 262(1-2): 1-
11.

Panyam J, Wiliams D, Dash A, Leslie-
Pelecky D, Labhasetwar V. Solid-state solu-
bility influences encapsulation and release
of hydrophobic drugs from PLGA/PLA nano-
particles. J Pharm Sci 2004; 93(7): 1804-14.
Perez-Diaz M, Alvarado-Gomez E, Sanchez
-Sanchez R, Velasquillo C, Gonzalez C,

214


http://pubs.acs.org/author/Ocsoy%2C+Ismail
http://pubs.acs.org/author/Paret%2C+Mathews+L
http://pubs.acs.org/author/Ocsoy%2C+Muserref+Arslan
http://pubs.acs.org/author/Kunwar%2C+Sanju
http://pubs.acs.org/author/Chen%2C+Tao
http://pubs.acs.org/author/You%2C+Mingxu
http://pubs.acs.org/author/Tan%2C+Weihong

K-Ag-NP ve K-Ag-GO-NK antimikrobiyal etkisi...

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

215

Ganem-Rondero A, Martinez-Castanon G,
Zavala-Alonso N, Martinez-Gutierrez F. Anti-
biofilm activity of chitosan gels formulated
with silver nanoparticles and their cytotoxic
effect on human fibroblasts. Mater Sci Eng
C Mater Biol Appl 2016; 60(1): 317-23.
Rabea EIl, Badawy MET, Stevens CV,
Smagghe G, Steurbaut W. Chitosan as anti-
microbial agent: Applications and mode of
action. Biomacromolecules 2003; 4(6): 1457
-65.

Raffi M, Hussain F, Bhatti T, Akhter JI, Ha-
meed A, Hasan MM. Antibacterial characte-
rization of silver nanoparticles against E.coli
ATCC-15224. J Mater Sci Technol 2008; 24
(2): 192-6.

Rai M, Yadav A, Gade A. Silver nanopartic-
les as a new generation of antimicrobials.
Biotechnol Adv 2009; 27(1): 76-83.
Rajalakshmi R, Indira Muzib Y, Aruna U,
Vinesha V, Rupangada V, Krishna moorthy
SB. Chitosan nanoparticles - an emerging
trend in nanotechnology. Int J Drug Deliv
2014; 6(3): 204-29.

Rao JP, Geckeler KE. Polymer nanopartic-
les: Preparation techniques and size control
parameters. Progress Polymer Sci 2011; 36
(7): 887-913.

Slawson RM, Van Dyke MI, Lee H, Trevors
JT. Germanium and silver resistance, accu-
mulation, and toxicity in microorganisms.
Plasmid 1992; 27(1): 72-9.

Soppimath KS, Aminabhavi TM, Kulkarni
AR, Rudzinski, WE. Biodegradable polyme-
ric nanoparticles as drug delivery devices. J
Control Release 2001; 70(1-2): 1-20.

Sriram MI, Kanth SB, Kalishwaralal K, Guru-
nathan S. Antitumor activity of silver nano-
particles in Dalton's lymphoma ascites tu-
mor model. Int J Nanomedicine 2010; 5: 753
-62.

Suri SS, Fenniri H, Singh B. Nanotechno-
logy-based drug delivery systems. J Occup
Med Toxicol 2007; 2(16): 1-6.

Thomas M, Klibanov AM. Conjugation to
gold nanoparticles enhances polyethylenimi-
ne's transfer of plasmid DNA into mamma-
lian cells. Proc Natl Acad Sci 2003, 100(16):
9138-43.

Torres-Giner S, Ocio M, Lagaron JM. Deve-
lopment of active antimicrobial fiber based
chitosan polysaccharide nanostructures
using electrospinning. Eng Life Sci 2008; 8

49.

50.

51.

52.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 15(3), 208-215, 2018

(3): 303-14.

Veerapandian M, Zhang L, Krishnamoorthy
K, Yun K. Surface activation of graphene
oxide nanosheets by ultraviolet irradiation
for highly efficient antibacterials. Nanotech-
nol 2013; 24 (39): 395-706.

Zhang L, Gu FX, Chan JM, Wang AZ, Lan-
ger RS, Farokhzad OC. Nanoparticles in
medicine: Therapeutic applications and de-
velopments. Clin Pharmacol Ther 2008; 83
(5): 761-9.

Zhao G, Stevens Jr SE. Multiple parameters
for the comprehensive evaluation of the sus-
ceptibility of Escherichia coli to the silver ion.
Biometals 1998; 11(1): 27-32.

Zhu Z, Su M, Ma L, Ma L, Liu D, Wang Z.
Preparation of graphene oxide—silver nano-
particle nanohybrids with highly antibacterial
capability. Talanta 2013; 117: 449-55.

Sorumlu Yazar:

Dog. Dr. Dilsad ONBASLI

Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali,
Kayseri-TURKIYE

Tel: 03522076666/28402

Fax: 03524379169

E-posta: odilsad@gmail.com



