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Dogal olarak olusan hiimik asidin (HA) makromolekdlleri, benzersiz davrani slari , yani gliclii adsorplayi ¢ ve toksik olmayan
yap! lari nedeniyle kimya, biyoloji ve ila¢ endistrisinde ilgi toplami sti r. Burada, basit emuilsifikasyon teknikleriyle topikal

ve bolgeye hedefli siprofloksasin iletimi igin organik (HA) inorganik (ZnO) hibrit nanopartikiller ile islevsellestirmeyi arasti rdi k.
Siprofloksasin (CIPRO) kapsullt hibrid nanotasi yi1 ¢, uzun sureli ve kontrolli bir sekilde antibiyotiklerin bakteriyel enfeksiyon
bolgelerine strekli sali nmasi icin gekici, yeni bir ilag verme araci  olusturur. Tasarlanan sistemin analitik 6zellikleri FTIR,

XRD, SEM/EDAX ve TEM ile ayri nti Ii olarak incelenmistir. 24 saat boyunca siprofloksasinin ilag sali mi , pH 2.5, 5.5, 6.8 ve
8.0icinsi rasi yla %87.5, %98.03, %97.44 ve %97.24 idi. Antibakteriyel aktivite sonuglari , CIPRO kapsullu hibrit
nanotasli y1 ¢ ni nmikroorganizmalara karsi mukemmel blylime inhibisyonu gdsterdigini dogruladi . Antibiyotik yGklu

anahtar kelimeler:

ZnO nanopargaci klari
Humik asit

bu hibrit nanotasi y1 « , enfekte bolgelere hedeflenen ve kontrollu ilag dagi tt mi igin umut verici bir yaklasi mi temsil
ediyor.

siprofloksasin
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1. Girig Emilim, genis yiizey alani nedeniyle ince bagi rsakta gerceklesir [6]. Ilac direncini yenmek
icin, antibiyotik kapsulli nanosistemler su anda denemelerden gegiyor. Antibiyotiklerin
Antimikrobiyal ajanlarla, 6zellikle antibiyotiklerle tedavi, su anda

patojenik mikroorganizmalari  éldurmek veya blyumesini engellemek

aktivitesi ayri ca pH, enzimatik inaktivasyon vb. ile artti i labilir.

icin en kolay yaklasi mdi r [1]. Bununla birlikte, yeni antibiyotik ajanlari n
hi zla ortaya ¢i kmasi nedeniyle mevcut antibiyotiklerin etkinliginin
formulasyonlari ve tlrevleri azalmaktadi r [2]. Bakteriyel enfeksiyon
bozuklugunun klinik tedavi basart si zli g1 , hiicre/dokuya 6zgl
bariyerlerin disuk biyoyararlani mi , ilag stabilitesi, biyofilmle iliskili
enfeksiyon ve direncli bakterilerin ortaya ¢i kmasi ile iligkilidir [3].

Ayri ca, ilag direnci sorunlari ni n Ustesinden gelmek igin, st kh kla
yuksek dozlarda antibiyotikler verilir ve bu da bircok yan etki ve toksisiteye
neden olur [4]. Sagll kh dokular icin toksisite ve ¢ézunurlik sorunlari ,

flag iletimi, 6zellikle antibiyotiklerin farmakokinetigini ve biyodagi It m
profillerini degistirerek antimikrobiyal etkinligini arti rmak icin gelistirilmis
dendrimerler, lipozomlar, polimerler ve hibrit nanoparcaci klar dahil olmak
Uzere cesitli nanoyapi lar kullani larak gergeklestirilebilir [7-9].
Biyobozunur malzemeler toksik degildir, biyouyumludur ve difiizyon veya
sisme kullanarak ilaglari n bosalti mi ni kontrol etmenin basit bir yolunu
saglar [10]. Antimikrobiyaller genellikle mikroorganizmalari hayati
bilesenlerinden birkagi na baglanarak éldurir. Himik asit (HA), nano dlgekli,
gucli adsorpsiyon ve toksik olmama gibi benzersiz davrani slari  nedeniyle

antibiyotiklerin blytk miktarlarda kullani mi ni nekki si tlamalar di r [Ski6ogy bhsdojisaijasendiairisinde biydk ilgi cekmistir [11,12]. Oli veya ganik
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maddenin biyolojik bozunmasi yla uretilen HA, dogal ortamda her zaman
mevcuttur [13]. HA esas olarak\\OH ve\\COOH gruplari ni igerir [14]. pH'a
duyarli  HA, metal iyonlari ni nyuksek ylzey alani nedeniyle daha fazla
adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. flagc molekdllerinin tasi y1 ¢ Gzerine
adsorpsiyonu, hidrojen baglari ve Vander Waals kuvvetleri gibi duyarl
kimyasal etkilesimler yoluyla gergeklestirilir [15].
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Florokinolon ailesinin bir tyesi olan siprofloksasin (CIPRO), genis antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir [16]. Genellikle karmasi k ve basit idrar yolu, cilt/g6zenek, kemik/
eklem, periodontal ve bagi rsak enfeksiyonlari ni n tedavisinde kullani It r [17].
Yiksek pH'larda, CIPRO, karboksilik grubunun deprotonasyonu nedeniyle negatif bir yik
kazani rken, diistik pH'larda, CIPRO molekiilleri, amin grubunun protonasyonu nedeniyle
pozitif ylklu olarak ortaya ¢ kar [18]. Pek cok bakteri formunun negatif yukli duvarlar ,
elektrostatik etkilesimler yoluyla pozitif yikli nanoyapi larla kari sarak gecirgenlik
ayarlamalari ni ve hatta tim hicre duvart ni nve dolayr si yla patojenin kendisinin
yok edilmesini etkiler [19].

Antibakteriyel nanoparcaci klari n (NP'ler) performansi ni ve 6zelliklerini daha da
artl rmak icin, karmasi k uygulamalar igin hibrit kompleksler olusturmak tzere kademeli
olarak diger metal tirleri ile birlestirilirler. Daha yaki n zamanlarda, inorganik NP'lerin
guclu antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi belirlendi [20]. Metal NP'lerin 6zelligi, 6zellikle
ortamdaki boyutlari na, kararli i klari na ve konsantrasyonlari nabagl di r. Cinko
oksit nanoparcaci klart (ZnO NP'ler), dusuk toksisiteleri, disik maliyetleri ve potansiyel
biyouyumluluklari nedeniyle cekicidir [21]. ZnO NP'lerin biyomedikal uygulamalari
teshisten terapétiklere kadar uzani r. ZnO NP'ler, yari iletkenlik gibi benzersiz 6zelliklere
sahiptir; yara iyilesmesi, antifungal ve antibakteriyel aktiviteler [22]. ZnO NP'ler iyi

tani mlanmi s antibakteriyel aktivitelere sahiptir ve etkili bir bakterisidal ajan olarak
kullani labilirler [23]. Tek bilesenli malzemeler, istenen birden ¢ok 6zelligin yalni zca
birka¢i ni karsi layabilir. Bu zorluklari n tstesinden gelmek icin burada, basit bir
emdlsiyon teknolojisi kullanarak CIPRO'yu kapsullemek icin ZnO NP'lerle islevsellestirilmis
HA'ni n olaganustt dogal olarak olusan organik bilesenlerini gelistirdik. Gelistirilen bu
yontem, kontrolll, uzun sureli kabi zli k ve hedefe yonelik ilag sali ni miiginilag
dagl tt m sistemlerinde uygulanmi st r.

2. Malzemeler ve yontemler

2.1. Malzemeler

Cinko nitrat (ZnNO3), Potasyum hidroksit (KOH), Humik asit (HA)
(Molwt ca.  1500) ve Sorbitanmonolaurate (Span 20) Sigma Aldrich Chemicals, Mumbai,
Hindistan'dan sati nali ndi . Analitik dereceli kimyasallar daha fazla saflasti r1 Imadan
kullani Idi . CIPRO, Himedia Laboratories'den (Mumbai, Hindistan) temin edildi. Deneyler

boyunca cift dami t1 Imi s sukullani Idi .

2.2.Zn0 nanoparcact klari ni nsentezive HA'ni n islevsellestiriimesi

ZnO NP'lerin hazi rlanmasi , nanotasi y1 ¢ ni nislevsellestiriimesi ve antibiyotigin
yuklenmesi asagl daki adi mlarla gergeklestirildi. Baslangi ¢ta, ZnO NP'ler asagi daki
:Ki saca, 8.4165 g KOH bir beher icinde 100
mL deiyonize suda ¢6zllerek 1.5 M KOH hazi rlandi . Daha sonra 14,8745 g ZnNO3 100
mL deiyonize suda (0,5 M) ¢oziilerek KOH ¢ozeltisi iceren behere aktari Idi

gibi ¢okeltme yéntemi [24] ile hazi rlandi

ve 1 saat
(saat) manyetik olarak kari sti ri Idi .1 saat sonra, ZnO NP'lerin beyaz ¢okeltileri elde
edildi, 4000 rpm'de santriftjlendi ve tic kezdami ti Imi ssuiley kandi .Daha sonra
cokeltiler toplandi  ve 500 °C'de bir kil fi i ni nda 4 saat kalsine edildi. islevsellestirme
icin, 500 mg ZnO NP'ler, 1.0 g HA eklenmis, DMSO igeren bir beher icinde ¢6zlldi ve 30
dakika boyunca manyetik olarak kari sti ri Idi . ZnO ile islevsellestirilmis HA (hibrit
nanotasi yi c )toplandi ve 3000 rpm'de santrifiijlendi ve 60 °C'de 4 saat hava

fi r ni nda kurutuldu.

Nanotasi yi ¢ sentezive hibrit nanotasi yi ¢ Gzerinde CIPRO kapstllemesi, O/
W emiilsiyon yontemi [25] kullani larak gerceklestirilmistir.

Ki saca 500 mg ZnO-HA, 10 mL DMSO iginde ve 500 mg Span 20, 50 mL su iginde eritildi.
ZnO-HA ¢ozeltisi iceren DMSO, su iceren surfaktan ¢ozeltisine damla damla ilave edildi.
Kari si m2saatkari sti ri Idi ve santrifijlendi ve daha sonra daha fazla
karakterizasyon icin 60°C'de bir hava fi ri ni nda 4 saat kurutuldu. Yukari daki

proseduri kapsulleme takip etti.
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500 mg ZnO-HA nanotasi y1 ¢ iginde 250 mg CIPRO, ZnO HA'yi

ile birlestirerek.

DMSO ¢ozlinmusg
CIPRO'nun yag ki smi

2.3. Hibrit nanotasi y1 c ni nfiziko-kimyasal karakterizasyonu

Sentezlenen bilesiklerin fonksiyonel grubu Fourier transform infrared spektroskopisi
(Spectrum GX-I, Perkin Elmer, Waltham, MA, ABD) kullani larak 4000-400 cm-1
arall g1 nda KBr pelet yontemi ile belirlendi. Diizlem oryantasyonu ve kristakyami , X
ki ri ni m teknikleri (PW3040/60 X pert PRO, Almelo, Hollanda) ile dogrulandi . Yizey
morfolojisi (Hitachi-SU 6600 Taramali
cali st ri Idi )taramal

Elektron Mikroskobu, Tokyo, Japonya; 15 kV'da
elektron mikroskobu ile yapi Idi . Parcaci klari nboyutu
ve sekli, 200 kV'da cali sti i lan transmisyon elektron mikroskobu ile analiz edildi.

2.4. Kapsulleme verimliliginin tahmini

Nanotasi yI c ve serbestilag, ilag kapsilleme islemine tabi tutuldu. Bu reaksiyon
kari si mi ndan, sipernatan soltsyon 10 dakikali k zaman arali klari yla toplandi
ve 3000 rpm'de santrifujlendi. Cozeltideki ilaci n konsantrasyonu, 295 nm'lik bir Amaks
degeri ile UV spektrometresi (UV 1600, Shimazhu, Japonya) ile analiz edildi. Deney ¢
kopya halinde gergeklestirildi.

Toplam ilag miktari  {lagsi zilag miktari
EES b % - - 100
Kuru nanoparcact klart nagr rli g

2.5.Invitroilagsali ni mi ni narastt r Imasi

CIPRO (200 mg) yuklu kuru nano-tasi y1 ¢ lar, T mL asetat ve fosfat tamponlu
saline (pH 2.5, 5.5, 6.8 ve 8.0) ilave edildi ve ardi ndan bir diyaliz torbasi na yerlestirildi,
her iki ucundan baglandi ve icine daldi r Idi . 150 mL sali m ortami iceren beher.
icinde tutuldu. Her 30 dakikada
beherden ¢i kari Idi ve hemen taze ortamla

Beher, 100 rpm'de cali san bir manyetik kari sti ri ¢
bir, 3 mL in vitro sali m ortami
degistirildi. CIPRO'nun sali m 6zellikleri, UV spektroskopisi (UV-1600, Shimazhu, Japonya)
kullani larak degerlendirildi.

2.6. In vitro antibakteriyel aktivitenin etkisi

2.6.1. Suslar ve kultur kosullar

Test bakteriyel patojenleri olarak Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) (ATCC
25619) ve Bacillus cereus (B. cereus) (ATCC 11778) kullani Idi . Her iki patojen de
yetistirildi ve 37°C'de %0.5 glikoz (pH 7 + 0.2) iceren triptik soya suyu (TSB) iginde tutuldu.
Kultarler, 1/100'luk bir seyreltmede bir gecelik asi lamadan asi landi  ve 170 rpm'de
calkalanarak 37 °C'de kibe edildi. Tim arasti rmalar icin, kilturler orta Ustel faza
buyutuldi (600 nm'de optik yogunluk [OD600] = 1.2).

2.6.2. MiK ve MBC tayini

P. aeruginosa ve B. cereus'un planktonik hicrelerinin ilaca ve ilag yikli tasi y1 ¢ ya
karsi hassasiyetleri, Klinik ve Laboratuvar Standartlari  Enstitlist tarafi ndan tarif
edildigi gibi mikrotiter et suyu seyreltmesi ile belirlendi.

Inhibisyon deneyleri, 50 uL mikrobiyal kiiltir (3 x 106 CFU/mL) ve 100 uL ardi si k olarak
seyreltilmis ilag iceren 150 uL'lik nihai hacimde steril 96 oyuklu plakalarda (Corning Co.,
NY, ABD) yapi Idi .veilagylklitasi yi c kompleksler (1-500 pg/mL). Mikrotiter
plakalar, 37 °C'de 24 saat boyunca statik olarak inklibe edildi ve bakteri buytmesi, bir
Spectra max mikrotiter plaka okuyucusu (molekuler cihazlar, Sunnyvale, ABD) kullani larak
600 nm'de kultarlerin optik yogunlugu 6lculerek degerlendirildi. Tum asi lar Gg kopya
halinde bayutildu. MIC'ler, 24 saat sonra gozle gorulir bir biylme olusturmayan en
dusuk ilag konsantrasyonu olarak gosterildi. Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC),

MIC testi mikrotitresinden 100 pL bakteri kilttrd dagi ti larak hesaplandi .
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Mueller Hinton Agar (MHA) plakalari na kuyucuklar ve 37 °C'de 12-18 saat inkibe
edilir. Her plakta besten az koloni olusmasi na izin veren en dustk ilag konsantrasyonu
MBC olarak élculd.

24 saatlik tiremeden sonra, P. aeruginosa ve B. cereus'un biiyiimesini engellemeyen

en yiiksek ilag konsantrasyonu ve ilag ytiklii tagi y1 ¢, alt MiK olarak segildi.

2.6.3. P. aeruginosa ve B. cereus'a kargi zaman oldirme kinetigi

P. aeruginosa ve B. cereus'a karsi zaman 6ldirme kinetigi, ilag ve ilag yuklu

tast yr c iginkarsi Ik gelen MIC ve 2x MIC'ye esdeger konsantrasyonlarda 24
saat streyle kaydedildi. P. aeruginosa (2,0 x 105 CFU/mL) ve B. cereus (3,0 x 102 CFU/
mL)ilag ve ilag yikli tasi y1 ¢ ni n 1x MIC'sinde 37 °C'de ve canli It k igin belirli
zaman arali klari nda gekilmis olarak inkiibe edildi. plaka say! lari . MH brot
kullani larak seri on kat seyreltme yapi Idi . Her dilisyondan 50 uL, MHA

ve plakalar, 37 °C'de 24 saat inkibe edildi.
inkiibasyondan sonra, bakteri kolonileri sayi Idi ve bir zaman-biyiime egrisi cizmek

plakalari nayizeysel olarak yayr Idi

icin mililitre (Log) basi na koloni olusturan birimler olarak temsil edildi.

2.6.4. Hoechst ile kristal viyole biyofilm tahlili ve HCS-canli  biyofilm boyama 96
oyuklu poli stiren plakalarda (Corning Co., NY, ABD) inert bir biyofilm gelistirme tahlili
yap! Idi . Ki saca hucreler, 0.07'lik bir baslangi ¢ bulani kli § nda (OD600)
beyin kalp infizyon ortami na asi landi veilag veilag yukli tasi y1 c
onsuz 48 saat calkalamadan kulturlendi. 96 oyuklu plakalardaki biyofilmler, Milli-Q su

ile veya

ile hafifce yi kandi
at Idi

ve 200 uL metanol (%99) ile sabitlendi. Daha sonra metanol
ve kuyucuklar 28 °C'de kurutuldu.

Daha sonra her bir oyuga kristal viyole (%0.1) ilave edildi ve plakalar, oda

si cakh g1 nda 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra kristal viyole ¢i kari Idi ve
lekeli biyofilmler suyla yr kandi . Kristal menekseyi ¢ozmek icin lekeli biyofilmlere
asetik asit (%33) ilave edildi ve sollisyonun absorbansi , bir Spectramax mikrotiter
plaka okuyucu kullani larak 590 nm'de 6lculdi. Biyofilm inhibisyon ylzdeleri su
sekilde hesapland: :

%Biyofilm inhibisyonu % 1 i\;% 100

burada Ac, belirli bir ilag konsantrasyonu C ile kuyunun absorbansi ni  temsil eder

ve Ao, kontrol kuyusunun absorbansi ni gosterir.

2.6.5. Motilite ve koloni yayma testi Motilite testi,
Suganya ve arkadaslar tarafi ndan agi klanan yontem takip edilerek

yap! Idi . [26]. Bes mikrolitre (OD, 600 nm'de 0,4'e ayarlanmi s) P. aeruginosa ve B.

cereus, yumusak agar ortami ni n (%1 pepton, %0,5 NaCl, %0,5 agar ve %0,5 filtre-)

orta noktasl na noktaya inokiile edildi. (1/2 MiK) ile ve ilag ve ilag ytikli kompleks

olmadan steril D glikozu). Plakalar daha sonra 30 °C'de dikey yonde 12 saat sireyle

inkUbe edildi ve koloni go¢ bélgelerinin alanlari ndaki azalma icin analiz edildi.

3. Sonuglar ve tarti sma
3.1. FTIR analizi

Gelistirilen ZnO NP'ler fonksiyonellestirilmis HA nanotasi yi ci ile kapsullenmis
antibiyotik ilag tamponunda fonksiyonel gruplari nvarli g1, FTIR spektroskopisi
kullani larak belirlendi. Olusan ZnO-HA ve ilag yukli ZnO-HA'ni nyapi si FTIR
spektroskopisi ile dogrulanmi sti r.
(A) HA, (B) hibrit nanotasi y1 ¢ ve (C) CIPRO kapsullenmis hibrit nanotasi y1 ¢ ni n
FTIR spektrumu belirlendi (Sekil 1). Sekil 1A'da, HA'ni n [27] alifatik C\\H esneme
titresimleri nedeniyle tepe noktalari 2917 cm-1 ve 2838 cm-1 arali g1 nda
kaydedilmistir . C_O gerilmesi icin 1572 cm-1 ve 1379 cm-1'de ylksek yogunluklu
genis pikler ortaya ¢ kti
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Sekil 1. (A) HA'ni n FTIR spektrumlari ; (B) hibrit nanotasi yi1 c ; ve (C) CIPRO kapsulld hibrit
nanotasl yi c .

HA'daki karboksilat gruplari  (COO-). Sekil 1B'deki hibrit nanotasi y1 ¢ ni nFTIR
spektrumu, 1741 cm-1'de gézlemlenen, ZnO-islevsellestirilmis HA molekilini ve
C_O'nun asimetrik/simetrik gerilme titresimlerini indikleyen protonlanmi s
karboksilik gruplari n (\\COO) varli g1 yla dogrulandi [28].ZnO olusumu, 615-900
cm-1 arall g nda halka olusturan bantlarla dogrulanmi sti r. CIPRO'nun nano

tasl yr ¢ tarafi ndan kapsullenmesi, Sekil di6\dalgostaRlamsideldin. 1614 &artiddakat
grubunun simetrik ve asimetrik gerilme titresimini gosterdi. 1017 cm-1'deki kiigiik
kayma , CIPRO molekullerinin hibrit nanotasi y1 ¢
olabilir.

ile etkilesiminden kaynaklani yor

3.2.X1 st m ki rt nimanalizi

Sentezlenmis hibrit nanotasi y1 ¢ veilag kapsullt hibrit nanotasi y1 c  olarak
HA'ni nkristal yapr si, X-1 g1 ni dif fraksiyonu (XRD) ile arasti ri Idi . Modeller
Sekil 2'de gosterilmektedir . Saf HA, 26 28 degerinde tek bir zirveye sahipti. Bu,

HA'ni nyari kristalli dogasi ni
islevsellestirildi.

gOsterir ve tam kristal olusturan ZnO ile
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Sekil 2. (A)HA'ni nX- st ni ki ri_nim modeli; (B) hibrit nanotasi yi ¢ ;ve (C) CIPRO
kapsullenmis hibrit nano-tasi y1 c .
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yap! lar. HA-ZnO'nun XRD paterni, 26.7°, 31.8°, 34.5°, 36.3°, 47.6°, 56.7°, 62.9°, 66.4°,
68.0°, 69.2°, 72.7° ve 77.0°'de yodunluk tepe noktalari gésterdi ve JEPDS dosyasi
no-79-0205 ile iyi bir korelasyona sahipti. Kapsullemeden sonra, ZnO-HA-CIPRO'nun
XRD paterni ZnO'nun yogunlugunu korudu.

Bu, hemtasi yi c larda hem deilag yukli tast yr c larda Cinkonunvarli g ni
dogrulami st r [29]. Kristal boyutu, XRD desenlerinden hesaplandi .

Ortalama kristal boyutu HA i¢in 45,53 x 10 9 nm (nanometre), hibrit nanotasi yi ¢
icin 39,48 x 10 9 nm ve ilag kapsullt hibrit nanotasi yi ¢ i¢in 39,72x 10 9 nmidi.

3.3. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

ZnO NP'lerin, hibrit nanotasi y1 c ni nve CIPRO kapsullenmis hibrit
nanotasl yi ¢ ni n morfolojisi, SEM spektros kopyasi kullani larak incelenmistir.
SEM degerlendirmesi, Sekil 3'te gdsterilen (A) ZnO NP'lerin, (B) hibrit
nanotast yr ¢ ni nve (C) CIPRO kapsullu hibrit nanotasi yi ¢ ni - n morfolojisi
hakki nda bilgi sagladi . Sekil 3A, ZnO'nun iyi toplanmi s plaka benzeriyapi si ni
sergiliyor. NP'ler. Sekil 3B, caplari 1 pmarali g1 nda olan hibrit nanotagi y1 ¢ ni n
kiresel seklini ve Sekil 3C'de caplari

nanotasl yi c yi

0,5pm arali g nda olan CIPRO kapsulld hibrit
gostermektedir . Ayri ca, parcaci klar, kiiresel parcaci klari n
olusmaolasi It g ni azaltan parcact klari nsi ki bir sekilde birbirine

yapl smasi na neden olan dustik dagi labilirlik nedeniyle esit olmayan bir sekilde
dagi Imi st r.Bu, CIPRO kapsullt hibrit nanotasi y1 ¢ ni- n mikemmel bir ilag
[30].

tasi maaraci olarak hareket ettigini dogrulad

3.4. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizi

Hibrit nanotasi y1 c ni nve CIPRO kapsulli hibrit nanotasi y1 ¢ ni nsekli
ve boyutu, TEM analiziyle ortaya ¢ kti  (Sekil 4). Sekil 4A'daki TEM géruntuleri,
sentezlenmis nanotasi y1 c lari n kiresel bicimde oldugunu dogrulamaktadi r.
Parcaci klar, HA'ni n hidroksil gruplari ni n mevcudiyeti ve capraz baglanma
nedeniyle aglomere edildi.

Sekil 4B, CIPRO kapsullt hibrit nanotasi y1 ¢ y1 gdstermektedir; TEM goruntisa,
ilag molekullerinin ki rmi z1 oklarla isaretlenmis tasi yi ¢ ya yuklendigini agi kca
gostermektedir. Bu, hibrit nanotasi yi ¢ ni nilaglari nkapsullenmesiigin daha
genis alana sahip oldugu anlami na gelir [31]. Secilen alan elektron ki ri ni- mi
(SAED) paterni, TEM gorintustnun igini agi ga ¢t kardi ve SAED spektrumu, XRD
paterni ile iyi bir korelasyona sahipti.

3.5. CIPRO kapsulleme verimliligi

Sentezlenen hibrit nanotasi yi ¢ ni n potansiyel yetenegi, kapsilleme
verimliligine gore belirlendi. CIPRO kapsullemesinin UV spektrumu, Sekil 5'te
go6sterilmektedir. Bu, CIPRO'nun emilsiyon ydntemiyle nano-tasi y1 ¢ ya
yuklendigini géstermektedir. Kapsulleme verimliligi, hibrit nanotasi y1 ¢ ni n
go6zenekleri Uzerindeki kademeli yikleme nedeniyle artan zamanla artti . Sonug
olarak,
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ilag kapsulleme etkinliginin 0 dakikada yaklasi k %99 oldugu gézlemlendi.

3.6. In-vitro CIPRO surimu

Gelistirilen tasi y1 c ni nilagsali m &zellikleri, yaygl n olarak kullani lan
diyaliz torbasi [32]. Vicudun pH'i
fizyolojik ortamlar, ilag sali m mekanizmalari ni énemli 6lctide etkiler. pH,
tasi yi a lardan hedef hiicrelere surekliilag sali ni mi ni
faktordar.

membran yontemiyle arasti ri Idi gibi cesitli

tetikleyen en 6nemli
CIPRO'nun hibrit nanoparcaci klardan sali nma davrani si , farkli  pH'lara sahip
ortamlarla PBS'de arasti 1 Idi :2.5,5.5, 6.8 ve 8.0. in vitro ilag sali m davrani si
olarak ilaci nkonsantrasyonuvetasi yi c larl n stabilitesi, UV-vis spektrofotometri
kullani larak incelenmistir. Amax degerleri pH 2.5, 5.5, 6.8 ve 8.0 icin s rasi yla 334
nm, 316 nm, 297 nm ve 295 nm idi (Sekil 6). Suda ¢ézunurlugun pH'a bagh oldugu
g6z ondne ali ndi g nda, her pH'I n kendi Amax degerivardi . pH
degerlendirmelerine gére CIPRO, test edilen tim ortamlarda 24 saate kadar hibrit
nanoparcaci klardan yavasca sali ndi . pH asidik cizgiden alkali cizgiye yukseldikge,
ilagsall ni myulzdesi de artti .24 saatte ilag sali m yUzdeleri, 2.5, 5.5, 6.8 ve 8.0

pH degerleriicin si rasi yla %87.5, %98.03, %97.44 ve %97.24 idi. pH 5.5'te, artan
¢6zUnurluk, elektrostatik etkilesimler, -1t etkilesimleri ve hidrojen baglari  nedeniyle
ilag sall morani en ylksekti. Bu nedenle, sentezlenen hibrit nanotasi yi1 c ve
CIPRO arasi ndaki afinitenin artti ri Imasi , ilaci nsureklisali nmasi yla
sonuglani r[33]. ilag salma profili, CIPRO yiikli nanotasi y1 ¢ ni n pH'a duyarli
oldugunu goésterdi. Bunun nedeni, ZnO ve HA arasi ndaki azalti Imi s elektrostatik
itme nedeniyle, negatif yukli HA'ni n pozitif yikli ZnO NP'ler Gizerine adsorbe
edilmesidir. HA'ni n ZnQO'ya eklenmesi, CIPRO icin daha fazla adsorpsiyon bélgesi
saglayabilir ve hibrit bolgelere CIPRO adsorpsiyonunu arti rabilir [34].

3.7. Hibrit nano tasi y1 ¢ ni ninvitro antibakteriyel aktivitesi

3.7.1. MIK ve MBC tayini

(A) CIPRO, (B) hibrit nano-tasi y1 ¢ ve (C) CIPRO-kapsullenmis hibrit nano-
tasi y1 a ni nantibakteriyel aktivitesini belirlemek igin si vi
yap! Idi . Elde edilen sonuglar, 55 pg ml-1'de ilact nve 25 pg ml-1'de ilag yuklu

seyreltme deneyi

kompleksin B. cereus'a karsi
gésterdi. P. aeruginosa icin MiK degeri ilag icin 35 pg ml-1, ilag yuklii tagi y1 ¢ igin

gercek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu

15 pg ml-1 bulundu. ZnO NP'ler, gesitli mikroorganizmalari n biylimesini kontrol
etmede ¢ok daha etkili maddelerdir ve MRSA dahil olmak Uzere cesitli bakterileri
oldurdugu bilinmektedir [35]. Tek basi natasi yi1 ¢, arag kontrolu olarak tutuldu
ve kendi ayri antibakteriyel etkinligine sahip degildi, ancak ilaca antimikrobiyal
potansiyelinde 6nemli élctide yardi mci  oldu. Padmavathy ve ark. [36], ZnO
NP'lerin bakteriyostatik ve bakterisidal etkisini bildirmistir.

Sekil 3. (A) ZnO NP'lerin SEM goruntusd; (B) hibrit nanotasi y1 ¢ ; ve (C) CIPRO kapsdlla hibrit nano tasi yr ¢ .
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Sekil 4. (A) hibrit nanotas y1 ¢ ni n TEM/SAED goriintisd; ve (B) CIPRO kapsullenmis hibrit nanotasi yi ¢ .

E. coli'ye karsi 400 pg ml-1'in Gzerinde bir konsantrasyonda . Daha az MIC, daha
yuksek antibakteriyel etkinlikle ilgilidir. MBC, B. cereus ve P. aeruginosa'ya karsi
tek basi nailagicinsi rasi yla80 pg ml-1ve 65 ug ml-1 ve ilag yakli tagi y1 ¢
icin 60 g ml-1 ve 30 ug mi-1 olarak belirlendi.

3.7.2. P. aeruginosa ve B. cereus'a kargi zaman éldirme kinetigi

Sekil 7'de gosterilen ilag ve ilag yukli tasi y1 ¢ lart nzaman éldirme kinetik
profilleri, test edilen konsantrasyonlarda test edilen bakteri suslari  Gizerinde
degisken derecelerde bakterisidal ve bakteriyostatik aktiviteler ortaya ¢i kardi .
Test edilen tim konsantrasyonlar, 30 dakikali k inkiibasyondan sonra B. cereus
ve P. aeruginosa'ya karsi  benzer éldiirme oranlari na sahipti. Tek basi na
ilact néldirme hi z1 , B. cereus ve P. aeruginosa'ya karsi ilag yukla
tagt yI a ni nkinden dahayavasti ; bakterisidal aktiviteler, yalni zca 2x MIC'de
1 saatlik inkiibasyondan sonra tespit edildi. Hem ilaci n hem de ilag yuklu
kompleksin MiK'sinden daha yiiksek bir konsantrasyonla tedavi, beklendigi gibi P.
aeruginosa ve B. cereus'un buylUmesini blyuk 6l¢iide inhibe etti. Tek basi na
ilact nkiyle karsi lasti r Idi g1 nda, dustik maruz kalma suresinde bile ilag
yukli tast y1 c ylakayda degder bir 6ldiirme etkinligi gézlendi. inkiibasyondan
2-3 saat sonra tam hicre 6limu gézlendi

. L) Ll LJ L] L]
0 ([ ] » » 9 L 2
Time (min)

ilag yikla tasi y1 ¢ ylave tek basi nailagla 4-5 saat. S. aureus'un ZnO NP'lere
karst arti ri Imi sduyarh I § darapor edilmistir [37,38]. Buna gére Sawai
[39]1, ZnO NP'ler ile S. aureus arasi ndaki gliclu afinitenin, ZnO NP'lerin bu
mikroorganizmaya karsi  daha yuksek aktivitesinin nedeni oldugunu belirtmistir.

3.7.3. Hoechst ile kristal viyole biyofilm tahlili ve HCS-canli  biyofilm boyama ZnO
NP'lerin bakteri 6ldurici aktivite Gzerindeki etkilerine iliskin genis bir cali sma
yelpazesi, besin ortami nda suspanse edilmis planktonik serbest ylizen
bakteri hiicrelerine odaklanmi st r [40,41]. Bakteriyel biyofilmler, ortopedik
implantlar dahil olmak Gzere cesitli ti bbi cihazlarda blyur ve olgunlasi rve
kronik inatgl  enfeksiyonda dnemli bir rol oynar. Biyofilme yerlesmis bakterilerin
kendi kendini salgi layan bir polimerik matris tarafi ndan korundugu g6z éniine
ali ndi g1 nda, genellikle geleneksel antibiyotik tedavisine daha az yani tverirler.

Bu nedenle, bu ¢ali sma biyofilmlerin ZnO NP'ler tarafi ndan inhibisyonunu
degerlendirdi ve ¢6zinmus HA varli 1 ni nbu toleransi degistirip
degistirmedigini belirledi. ilag ve ilag yiikli tasi y1 c ,asi lamasonrasi MTP
kuyulari nda ilk baglanma inhibitorleri olarak uygulandi . 1x MIC'de ilag ve ilag
yukli gozle gorilur bir buyime distst gozlendi

e

1.54

1.04

Sekil 5. Hibrit nanotasi yi ¢ ni ninvitro ilag kapsilleme profilleri.
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Sekil 6. CIPRO kapsdillt hibrit nanotasi yi ¢ ni ninvitroilag sali m profilleri.

tasl y1 o .Antimikrobiyal etkileri en aza indirmek igin ilaci n MiK alti
seviyeleri ve ilag yikli tasi y1 ¢ kullani Idi . 1/2 MiK'de, biyofilm olusumu,
ilag tedavisinin ardi ndan B. cereus ve P. aeruginosa igin si rasi yla %40 ve
%60'a kadar azaldi ;veilag yuklu tasi yr c ile tedavi Gzerine si rasi yla
%75 ve %85 orani nda. Ayri ca, faz kontrastli mikrograflar, B. cereus'un
mimari agi dan karmasi k ve dinamik ¢ok katmanli  matris yapi si ni

acl kca ortaya koydu ve
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Kontrolde P. aeruginosa biyofilmleri bulunurken, ilag ve ilag yakli tasi y1 ¢
(1/2 MiK) ile islenmis mikrograflarda bu tiir matris yapi lari  yoktu. Biyofilm
olusumunun bozulmasi na iliskin gézlemler, ilagla inkiibasyon Gzerine

yapt landi ri Imami s biyofilm olusumunu gésteren Hoechst boyama
kullani larak yapi lan yuksek icerikli tarama analizi ile desteklenmistir (Sekil
8). lag tedavisi durumunda mavi floresanda azalma kaydedildi.

Sekil 7. (A) Bacillus cereus'un zaman 6ldirme kinetigi egrisi; ve (B) Pseudomonas aeruginosa.
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Sekil 8. Hoechst boyamasi ile biyofilm inhibisyonunun HCS analizi. (A) Kontrol Pseudomonas aeruginosa biyofilmi; (B) Tek basi nailaci n 1/2 MIC'si ile inkiibe edilmis Pseudomonas aeruginosa biyofilmi;
ve (C)ilag yukli tasi yr c ; (D) Bacillus cereus biyofilmini kontrol edin; (E) 1/2 MIC tek basi na ilagla inktibe edilmis Bacillus cereus biyofilmi; ve (F) ilag yuklt tasi y1 c .

3.7.4. Motilite ve koloni yayma testi Motilite ve esasen enfeksiyonun erken evrelerinde, kolonizasyon ve flagella yoluyla tutunma
koloni gelisiminin bir kombinasyonu, bakterilerin besinleri algi lamasi ni ile kolaylasti ri I r[42]. Ilag ve ilag yUklii tasi yi ¢, hem B. cereus hem de P.
ve kovalamasi ni ve kolonizasyon icin tercih ettikleri niglere ulasmasi ni ve aeruginosa'ya karsi  6nemli bir anti-motilite etkisini tetikleyerek, yumusak doku

tutunmasi ni kolaylasti ri r.Bu nedenle, motilitenin bir rol oynadi g1 gorilmektedimerkezinde buytumelerini etkili bir sekilde yavaslatti

Sekil 9. Motilite inhibisyonu. (A) Kontrol Pseudomonas aeruginosa lekesi asi lanmi s; (B) Tek basi nailaci n 1/2 MIC'si ile inkiibe edilmis Pseudomonas aeruginosa; ve (C) ilag ylkli tagi y1 ¢ ; (D) Bacillus
cereus'u kontrol edin; (E) 1/2 MIC tek basi na ilagla inkiibe edilmis Bacillus cereus; ve (F) ilag ylkli tagi yr ¢ .
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agar plakalar (Sek. 9). Anti-motilite etkisi, st ni rli sayr da hucre ile
plakalardaki bakteri hareketarali i ni si ni rlar ve sonug olarak biyofilm
olusumunu azalti r. P. aeruginosa icin, motilitenin durmasi nedeniyle piyosiyanin
sentezi de inhibe edilmistir.

4. Sonug

Kapsullenmis CIPRO ilaglari iceren hibrit nanotasi y1 ¢ ni n sentezi, basit
emdulsiyon teknikleri kullani larak gosterildi. CIPRO, 295 nm'lik (Amaks degeri)
yuksek yukleme absorpsiyonu ile hibrit nanotasi y1 ¢ iginde basari yla
kapsullendi . CIPRO, ilaci n gesitli pH'larda (2.5, 5.5, 6.8 ve 8.0) ortamlarda 24
saate kadar fizyolojik kosullar alti ndayavascasali ndi g pH'aduyarll bir
ilag verme araci olarak kullani labilir. Bununla birlikte, pH 5.5'te ilag sali m
hi zi enyulksekti. XRD, sentezlenmis hibrit nanotasi yi ¢ ni nve CIPRO
kapsulli hibrit nanotasi yr ¢ ni nkristalyapi si ni dogruladi .SEM ve TEM
gorantdleri, CIPRO'nun 200 nm arali g1 nda hibrit nanotasi y1 c ya
kapsullenmesini gosterdi. CIPRO kapsulli hibrit nanotasi yi ¢, hem gram-
pozitif hem de gram-negatif bakterilere karsi , tek basi na hibrit nanotasi yi1 c
ve ilaca gore daha yuksek antibakteriyel aktivite sergiledi. Bu sonuclar, yiksek
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, guvenligi ve maliyet etkinligi nedeniyle, bu
yeni gelistirilen hibrit nanotasi yi ¢ ni n bakteriyel enfeksiyonlari n tedavisi

icin alternatif ve uygun bir tasi y1 ¢ olarak kullani Imasi ni hakli ¢ kari r.

tesekkurler

M. Rajan, Yeni Delhi'deki “"EMEQ" (F. No. - SB/EMEQ-241-2014) plani
kapsami ndaki mali destek icin Hindistan Hikimeti DST-SERB'ye minnettardi r.
M. Rajan, FTIR, SEM ali mi igin DST-FIST programi nave TEM ali mi icin UPE
programlari kapsami ndaki fonlar icin UGC'ye tesekkur eder. Yazarlar, bu
Arasti rma grubu No'yu (RG-1436-025) finanse ettigi icin King Saud Universitesi
Bilimsel Arasti rma Dekanli g1 na icten takdirlerini sunarlar.
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