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Emilim,  geniş  yüzey  alanı  nedeniyle  ince  bağırsakta  gerçekleşir  [6].  İlaç  direncini  yenmek  

için,  antibiyotik  kapsüllü  nanosistemler  şu  anda  denemelerden  geçiyor.  Antibiyotiklerin  

aktivitesi  ayrıca  pH,  enzimatik  inaktivasyon  vb.  ile  arttırılabilir.

İlaç  iletimi,  özellikle  antibiyotiklerin  farmakokinetiğini  ve  biyodağılım  
profillerini  değiştirerek  antimikrobiyal  etkinliğini  artırmak  için  geliştirilmiş  
dendrimerler,  lipozomlar,  polimerler  ve  hibrit  nanoparçacıklar  dahil  olmak  
üzere  çeşitli  nanoyapılar  kullanılarak  gerçekleştirilebilir  [7-9].

Antimikrobiyal  ajanlarla,  özellikle  antibiyotiklerle  tedavi,  şu  anda  
patojenik  mikroorganizmaları  öldürmek  veya  büyümesini  engellemek  
için  en  kolay  yaklaşımdır  [1].  Bununla  birlikte,  yeni  antibiyotik  ajanların  
hızla  ortaya  çıkması  nedeniyle  mevcut  antibiyotiklerin  etkinliğinin  
formülasyonları  ve  türevleri  azalmaktadır  [2].  Bakteriyel  enfeksiyon  
bozukluğunun  klinik  tedavi  başarısızlığı,  hücre/dokuya  özgü  
bariyerlerin  düşük  biyoyararlanımı,  ilaç  stabilitesi,  biyofilmle  ilişkili  
enfeksiyon  ve  dirençli  bakterilerin  ortaya  çıkması  ile  ilişkilidir  [3].  
Ayrıca,  ilaç  direnci  sorunlarının  üstesinden  gelmek  için,  sıklıkla  
yüksek  dozlarda  antibiyotikler  verilir  ve  bu  da  birçok  yan  etki  ve  toksisiteye  
neden  olur  [4].  Sağlıklı  dokular  için  toksisite  ve  çözünürlük  sorunları,  
antibiyotiklerin  büyük  miktarlarda  kullanımının  ek  kısıtlamalarıdır  [5].  Çoğu  insanda  uyuşturucu

1.  Giriş

Biyobozunur  malzemeler  toksik  değildir,  biyouyumludur  ve  difüzyon  veya  
şişme  kullanarak  ilaçların  boşaltımını  kontrol  etmenin  basit  bir  yolunu  
sağlar  [10].  Antimikrobiyaller  genellikle  mikroorganizmaları  hayati  
bileşenlerinden  birkaçına  bağlanarak  öldürür.  Hümik  asit  (HA),  nano  ölçekli,  
güçlü  adsorpsiyon  ve  toksik  olmama  gibi  benzersiz  davranışları  nedeniyle  
kimya,  biyoloji  ve  ilaç  endüstrisinde  büyük  ilgi  çekmiştir  [11,12].  Ölü  veya  ganik  
maddenin  biyolojik  bozunmasıyla  üretilen  HA,  doğal  ortamda  her  zaman  
mevcuttur  [13].  HA  esas  olarak\\OH  ve\\COOH  gruplarını  içerir  [14].  pH'a  
duyarlı  HA,  metal  iyonlarının  yüksek  yüzey  alanı  nedeniyle  daha  fazla  
adsorpsiyon  kapasitesine  sahiptir.  İlaç  moleküllerinin  taşıyıcı  üzerine  
adsorpsiyonu,  hidrojen  bağları  ve  Vander  Waals  kuvvetleri  gibi  duyarlı  
kimyasal  etkileşimler  yoluyla  gerçekleştirilir  [15].
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Doğal  olarak  oluşan  hümik  asidin  (HA)  makromolekülleri,  benzersiz  davranışları,  yani  güçlü  adsorplayıcı  ve  toksik  olmayan  
yapıları  nedeniyle  kimya,  biyoloji  ve  ilaç  endüstrisinde  ilgi  toplamıştır.  Burada,  basit  emülsifikasyon  teknikleriyle  topikal  
ve  bölgeye  hedefli  siprofloksasin  iletimi  için  organik  (HA)  inorganik  (ZnO)  hibrit  nanopartiküller  ile  işlevselleştirmeyi  araştırdık.  
Siprofloksasin  (CIPRO)  kapsüllü  hibrid  nanotaşıyıcı,  uzun  süreli  ve  kontrollü  bir  şekilde  antibiyotiklerin  bakteriyel  enfeksiyon  
bölgelerine  sürekli  salınması  için  çekici,  yeni  bir  ilaç  verme  aracı  oluşturur.  Tasarlanan  sistemin  analitik  özellikleri  FTIR,  
XRD,  SEM/EDAX  ve  TEM  ile  ayrıntılı  olarak  incelenmiştir.  24  saat  boyunca  siprofloksasinin  ilaç  salımı,  pH  2.5,  5.5,  6.8  ve  
8.0  için  sırasıyla  %87.5,  %98.03,  %97.44  ve  %97.24  idi.  Antibakteriyel  aktivite  sonuçları,  CIPRO  kapsüllü  hibrit  
nanotaşıyıcının  mikroorganizmalara  karşı  mükemmel  büyüme  inhibisyonu  gösterdiğini  doğruladı.  Antibiyotik  yüklü  
bu  hibrit  nanotaşıyıcı,  enfekte  bölgelere  hedeflenen  ve  kontrollü  ilaç  dağıtımı  için  umut  verici  bir  yaklaşımı  temsil  
ediyor.
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ZnO  NP'lerin  hazırlanması,  nanotaşıyıcının  işlevselleştirilmesi  ve  antibiyotiğin  
yüklenmesi  aşağıdaki  adımlarla  gerçekleştirildi.  Başlangıçta,  ZnO  NP'ler  aşağıdaki  
gibi  çökeltme  yöntemi  [24]  ile  hazırlandı :  Kısaca,  8.4165  g  KOH  bir  beher  içinde  100  
mL  deiyonize  suda  çözülerek  1.5  M  KOH  hazırlandı.  Daha  sonra  14,8745  g  ZnNO3  100  
mL  deiyonize  suda  (0,5  M)  çözülerek  KOH  çözeltisi  içeren  behere  aktarıldı  ve  1  saat  
(saat)  manyetik  olarak  karıştırıldı.  1  saat  sonra,  ZnO  NP'lerin  beyaz  çökeltileri  elde  
edildi,  4000  rpm'de  santrifüjlendi  ve  üç  kez  damıtılmış  su  ile  yıkandı.  Daha  sonra  
çökeltiler  toplandı  ve  500  °C'de  bir  kül  fırınında  4  saat  kalsine  edildi.  İşlevselleştirme  
için,  500  mg  ZnO  NP'ler,  1.0  g  HA  eklenmiş,  DMSO  içeren  bir  beher  içinde  çözüldü  ve  30  
dakika  boyunca  manyetik  olarak  karıştırıldı.  ZnO  ile  işlevselleştirilmiş  HA  (hibrit  
nanotaşıyıcı)  toplandı  ve  3000  rpm'de  santrifüjlendi  ve  60  °C'de  4  saat  hava  
fırınında  kurutuldu.

İnhibisyon  deneyleri,  50  uL  mikrobiyal  kültür  (3  x  106  CFU/mL)  ve  100  uL  ardışık  olarak  
seyreltilmiş  ilaç  içeren  150  uL'lik  nihai  hacimde  steril  96  oyuklu  plakalarda  (Corning  Co.,  
NY,  ABD)  yapıldı.  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  kompleksler  (1–500  μg/mL).  Mikrotiter  
plakalar,  37  °C'de  24  saat  boyunca  statik  olarak  inkübe  edildi  ve  bakteri  büyümesi,  bir  
Spectra  max  mikrotiter  plaka  okuyucusu  (moleküler  cihazlar,  Sunnyvale,  ABD)  kullanılarak  
600  nm'de  kültürlerin  optik  yoğunluğu  ölçülerek  değerlendirildi.  Tüm  aşılar  üç  kopya  
halinde  büyütüldü.  MIC'ler,  24  saat  sonra  gözle  görülür  bir  büyüme  oluşturmayan  en  
düşük  ilaç  konsantrasyonu  olarak  gösterildi.  Minimum  bakterisidal  konsantrasyon  (MBC),  
MIC  testi  mikrotitresinden  100  μL  bakteri  kültürü  dağıtılarak  hesaplandı.

Florokinolon  ailesinin  bir  üyesi  olan  siprofloksasin  (CIPRO),  geniş  antimikrobiyal  
aktiviteye  sahiptir  [16].  Genellikle  karmaşık  ve  basit  idrar  yolu,  cilt/gözenek,  kemik/
eklem,  periodontal  ve  bağırsak  enfeksiyonlarının  tedavisinde  kullanılır  [17].  
Yüksek  pH'larda,  CIPRO,  karboksilik  grubunun  deprotonasyonu  nedeniyle  negatif  bir  yük  
kazanırken,  düşük  pH'larda,  CIPRO  molekülleri,  amin  grubunun  protonasyonu  nedeniyle  
pozitif  yüklü  olarak  ortaya  çıkar  [18].  Pek  çok  bakteri  formunun  negatif  yüklü  duvarları,  
elektrostatik  etkileşimler  yoluyla  pozitif  yüklü  nanoyapılarla  karışarak  geçirgenlik  
ayarlamalarını  ve  hatta  tüm  hücre  duvarının  ve  dolayısıyla  patojenin  kendisinin  
yok  edilmesini  etkiler  [19].

Kuru  nanoparçacıkların  ağırlığı

2.6.1.  Suşlar  ve  kültür  koşulları

500  mg  ZnO-HA  nanotaşıyıcı  içinde  250  mg  CIPRO,  ZnO  HA'yı  DMSO  çözünmüş  
CIPRO'nun  yağ  kısmı  ile  birleştirerek.
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Nanotaşıyıcı  ve  serbest  ilaç,  ilaç  kapsülleme  işlemine  tabi  tutuldu.  Bu  reaksiyon  
karışımından,  süpernatan  solüsyon  10  dakikalık  zaman  aralıklarıyla  toplandı  
ve  3000  rpm'de  santrifüjlendi.  Çözeltideki  ilacın  konsantrasyonu,  295  nm'lik  bir  λmaks  
değeri  ile  UV  spektrometresi  (UV  1600,  Shimazhu,  Japonya)  ile  analiz  edildi.  Deney  üç  
kopya  halinde  gerçekleştirildi.

Çinko  nitrat  (ZnNO3),  Potasyum  hidroksit  (KOH),  Humik  asit  (HA)

2.2.  ZnO  nanoparçacıklarının  sentezi  ve  HA'nın  işlevselleştirilmesi

Toplam  ilaç  miktarı İlaçsız  ilaç  miktarı

(Molwt  ca.  1500)  ve  Sorbitanmonolaurate  (Span  20)  Sigma  Aldrich  Chemicals,  Mumbai,  
Hindistan'dan  satın  alındı.  Analitik  dereceli  kimyasallar  daha  fazla  saflaştırılmadan  
kullanıldı.  CIPRO,  Himedia  Laboratories'den  (Mumbai,  Hindistan)  temin  edildi.  Deneyler  
boyunca  çift  damıtılmış  su  kullanıldı.

2.6.2.  MİK  ve  MBC  tayini

P.  aeruginosa  ve  B.  cereus'un  planktonik  hücrelerinin  ilaca  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcıya  
karşı  hassasiyetleri,  Klinik  ve  Laboratuvar  Standartları  Enstitüsü  tarafından  tarif  
edildiği  gibi  mikrotiter  et  suyu  seyreltmesi  ile  belirlendi.

EEð  Þ¼  %

Antibakteriyel  nanoparçacıkların  (NP'ler)  performansını  ve  özelliklerini  daha  da  
artırmak  için,  karmaşık  uygulamalar  için  hibrit  kompleksler  oluşturmak  üzere  kademeli  
olarak  diğer  metal  türleri  ile  birleştirilirler.  Daha  yakın  zamanlarda,  inorganik  NP'lerin  
güçlü  antimikrobiyal  özellikler  gösterdiği  belirlendi  [20].  Metal  NP'lerin  özelliği,  özellikle  
ortamdaki  boyutlarına,  kararlılıklarına  ve  konsantrasyonlarına  bağlıdır.  Çinko  
oksit  nanoparçacıkları  (ZnO  NP'ler),  düşük  toksisiteleri,  düşük  maliyetleri  ve  potansiyel  
biyouyumlulukları  nedeniyle  çekicidir  [21].  ZnO  NP'lerin  biyomedikal  uygulamaları  
teşhisten  terapötiklere  kadar  uzanır.  ZnO  NP'ler,  yarı  iletkenlik  gibi  benzersiz  özelliklere  
sahiptir;  yara  iyileşmesi,  antifungal  ve  antibakteriyel  aktiviteler  [22].  ZnO  NP'ler  iyi  
tanımlanmış  antibakteriyel  aktivitelere  sahiptir  ve  etkili  bir  bakterisidal  ajan  olarak  
kullanılabilirler  [23].  Tek  bileşenli  malzemeler,  istenen  birden  çok  özelliğin  yalnızca  
birkaçını  karşılayabilir.  Bu  zorlukların  üstesinden  gelmek  için  burada,  basit  bir  
emülsiyon  teknolojisi  kullanarak  CIPRO'yu  kapsüllemek  için  ZnO  NP'lerle  işlevselleştirilmiş  
HA'nın  olağanüstü  doğal  olarak  oluşan  organik  bileşenlerini  geliştirdik.  Geliştirilen  bu  
yöntem,  kontrollü,  uzun  süreli  kabızlık  ve  hedefe  yönelik  ilaç  salınımı  için  ilaç  
dağıtım  sistemlerinde  uygulanmıştır.

CIPRO  (200  mg)  yüklü  kuru  nano-taşıyıcılar,  1  mL  asetat  ve  fosfat  tamponlu  
saline  (pH  2.5,  5.5,  6.8  ve  8.0)  ilave  edildi  ve  ardından  bir  diyaliz  torbasına  yerleştirildi,  
her  iki  ucundan  bağlandı  ve  içine  daldırıldı.  150  mL  salım  ortamı  içeren  beher.  
Beher,  100  rpm'de  çalışan  bir  manyetik  karıştırıcı  içinde  tutuldu.  Her  30  dakikada  
bir,  3  mL  in  vitro  salım  ortamı  beherden  çıkarıldı  ve  hemen  taze  ortamla  
değiştirildi.  CIPRO'nun  salım  özellikleri,  UV  spektroskopisi  (UV-1600,  Shimazhu,  Japonya)  
kullanılarak  değerlendirildi.

2.6.  İn  vitro  antibakteriyel  aktivitenin  etkisi

Nanotaşıyıcı  sentezi  ve  hibrit  nanotaşıyıcı  üzerinde  CIPRO  kapsüllemesi,  O/
W  emülsiyon  yöntemi  [25]  kullanılarak  gerçekleştirilmiştir.

2.4.  Kapsülleme  verimliliğinin  tahmini

2.1.  Malzemeler

Kısaca  500  mg  ZnO-HA,  10  mL  DMSO  içinde  ve  500  mg  Span  20,  50  mL  su  içinde  eritildi.  
ZnO-HA  çözeltisi  içeren  DMSO,  su  içeren  sürfaktan  çözeltisine  damla  damla  ilave  edildi.  
Karışım  2  saat  karıştırıldı  ve  santrifüjlendi  ve  daha  sonra  daha  fazla  
karakterizasyon  için  60°C'de  bir  hava  fırınında  4  saat  kurutuldu.  Yukarıdaki  
prosedürü  kapsülleme  takip  etti.

2.3.  Hibrit  nanotaşıyıcının  fiziko-kimyasal  karakterizasyonu

2.5.  İn  vitro  ilaç  salınımının  araştırılması

Test  bakteriyel  patojenleri  olarak  Pseudomonas  aeruginosa  (P.  aeruginosa)  (ATCC  
25619)  ve  Bacillus  cereus  (B.  cereus)  (ATCC  11778)  kullanıldı.  Her  iki  patojen  de  
yetiştirildi  ve  37°C'de  %0.5  glikoz  (pH  7  ±  0.2)  içeren  triptik  soya  suyu  (TSB)  içinde  tutuldu.  
Kültürler,  1/100'lük  bir  seyreltmede  bir  gecelik  aşılamadan  aşılandı  ve  170  rpm'de  
çalkalanarak  37  °C'de  kübe  edildi.  Tüm  araştırmalar  için,  kültürler  orta  üstel  faza  
büyütüldü  (600  nm'de  optik  yoğunluk  [OD600]  =  1.2).

Sentezlenen  bileşiklerin  fonksiyonel  grubu  Fourier  transform  infrared  spektroskopisi  
(Spectrum  GX-I,  Perkin  Elmer,  Waltham,  MA,  ABD)  kullanılarak  4000–400  cm-1  
aralığında  KBr  pelet  yöntemi  ile  belirlendi.  Düzlem  oryantasyonu  ve  kristal  yapı,  X  ışını  
kırınım  teknikleri  (PW3040/60  X  pert  PRO,  Almelo,  Hollanda)  ile  doğrulandı.  Yüzey  
morfolojisi  (Hitachi-SU  6600  Taramalı  Elektron  Mikroskobu,  Tokyo,  Japonya;  15  kV'da  
çalıştırıldı)  taramalı  elektron  mikroskobu  ile  yapıldı.  Parçacıkların  boyutu  
ve  şekli,  200  kV'da  çalıştırılan  transmisyon  elektron  mikroskobu  ile  analiz  edildi.

2.  Malzemeler  ve  yöntemler
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Şekil  2.  (A)  HA'nın  X-ışını  kırınım  modeli;  (B)  hibrit  nanotaşıyıcı;  ve  (C)  CIPRO  
kapsüllenmiş  hibrit  nano-taşıyıcı.
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Şekil  1.  (A)  HA'nın  FTIR  spektrumları;  (B)  hibrit  nanotaşıyıcı;  ve  (C)  CIPRO  kapsüllü  hibrit  
nano  taşıyıcı.
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Mueller  Hinton  Agar  (MHA)  plakalarına  kuyucuklar  ve  37  °C'de  12–18  saat  inkübe  
edilir.  Her  plakta  beşten  az  koloni  oluşmasına  izin  veren  en  düşük  ilaç  konsantrasyonu  
MBC  olarak  ölçüldü.

Ve

Geliştirilen  ZnO  NP'ler  fonksiyonelleştirilmiş  HA  nanotaşıyıcı  ile  kapsüllenmiş  
antibiyotik  ilaç  tamponunda  fonksiyonel  grupların  varlığı,  FTIR  spektroskopisi  
kullanılarak  belirlendi.  Oluşan  ZnO-HA  ve  ilaç  yüklü  ZnO-HA'nın  yapısı  FTIR  
spektroskopisi  ile  doğrulanmıştır.

24  saatlik  üremeden  sonra,  P.  aeruginosa  ve  B.  cereus'un  büyümesini  engellemeyen  
en  yüksek  ilaç  konsantrasyonu  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı,  alt  MİK  olarak  seçildi.

%Biyofilm  inhibisyonu  ¼  1

2.6.5.  Motilite  ve  koloni  yayma  testi  Motilite  testi,  
Suganya  ve  arkadaşları  tarafından  açıklanan  yöntem  takip  edilerek  

yapıldı.  [26].  Beş  mikrolitre  (OD,  600  nm'de  0,4'e  ayarlanmış)  P.  aeruginosa  ve  B.  
cereus,  yumuşak  agar  ortamının  (%1  pepton,  %0,5  NaCl,  %0,5  agar  ve  %0,5  filtre-)  
orta  noktasına  noktaya  inoküle  edildi.  (1/2  MİK)  ile  ve  ilaç  ve  ilaç  yüklü  kompleks  
olmadan  steril  D  glikozu).  Plakalar  daha  sonra  30  °C'de  dikey  yönde  12  saat  süreyle  
inkübe  edildi  ve  koloni  göç  bölgelerinin  alanlarındaki  azalma  için  analiz  edildi.

(A)  HA,  (B)  hibrit  nanotaşıyıcı  ve  (C)  CIPRO  kapsüllenmiş  hibrit  nanotaşıyıcının  
FTIR  spektrumu  belirlendi  (Şekil  1).  Şekil  1A'da,  HA'nın  [27]  alifatik  C\\H  esneme  
titreşimleri  nedeniyle  tepe  noktaları  2917  cm-1  ve  2838  cm-1  aralığında  
kaydedilmiştir .  C_O  gerilmesi  için  1572  cm-1  ve  1379  cm-1'de  yüksek  yoğunluklu  
geniş  pikler  ortaya  çıktı .

HA'daki  karboksilat  grupları  (COO-) .  Şekil  1B'deki  hibrit  nanotaşıyıcının  FTIR  
spektrumu ,  1741  cm-1'de  gözlemlenen,  ZnO-işlevselleştirilmiş  HA  molekülünü  ve  
C_O'nun  asimetrik/simetrik  gerilme  titreşimlerini  indükleyen  protonlanmış  
karboksilik  grupların  (\\COO)  varlığıyla  doğrulandı  [28] .  ZnO  oluşumu,  615–900  
cm-1  aralığında  halka  oluşturan  bantlarla  doğrulanmıştır .  CIPRO'nun  nano  
taşıyıcı  tarafından  kapsüllenmesi,  Şekil  1C'de  gösterilmektedir .  1614  cm-1'deki  sinyaller ,  CIP  anyonlarının  karboksilat  
grubunun  simetrik  ve  asimetrik  gerilme  titreşimini  gösterdi.  1017  cm-1'deki  küçük  
kayma ,  CIPRO  moleküllerinin  hibrit  nanotaşıyıcı  ile  etkileşiminden  kaynaklanıyor  
olabilir.

3.  Sonuçlar  ve  tartışma

3.2.  X-ışını  kırınım  analizi

2.6.4.  Hoechst  ile  kristal  viyole  biyofilm  tahlili  ve  HCS-canlı  biyofilm  boyama  96  
oyuklu  poli  stiren  plakalarda  (Corning  Co.,  NY,  ABD)  inert  bir  biyofilm  geliştirme  tahlili  

yapıldı.  Kısaca  hücreler,  0.07'lik  bir  başlangıç  bulanıklığında  (OD600)  
beyin  kalp  infüzyon  ortamına  aşılandı  ve  ilaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  ile  veya  
onsuz  48  saat  çalkalamadan  kültürlendi.  96  oyuklu  plakalardaki  biyofilmler,  Milli-Q  su  
ile  hafifçe  yıkandı  ve  200  uL  metanol  (%99)  ile  sabitlendi.  Daha  sonra  metanol  
atıldı  ve  kuyucuklar  28  °C'de  kurutuldu.

Sentezlenmiş  hibrit  nanotaşıyıcı  ve  ilaç  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcı  olarak  
HA'nın  kristal  yapısı,  X-ışını  dif  fraksiyonu  (XRD)  ile  araştırıldı.  Modeller  
Şekil  2'de  gösterilmektedir .  Saf  HA,  2ϴ  28  değerinde  tek  bir  zirveye  sahipti.  Bu,  
HA'nın  yarı  kristalli  doğasını  gösterir  ve  tam  kristal  oluşturan  ZnO  ile  
işlevselleştirildi.

3.1.  FTIR  analizi

Daha  sonra  her  bir  oyuğa  kristal  viyole  (%0.1)  ilave  edildi  ve  plakalar,  oda  
sıcaklığında  30  dakika  inkübe  edildi.  Daha  sonra  kristal  viyole  çıkarıldı  ve  
lekeli  biyofilmler  suyla  yıkandı.  Kristal  menekşeyi  çözmek  için  lekeli  biyofilmlere  
asetik  asit  (%33)  ilave  edildi  ve  solüsyonun  absorbansı,  bir  Spectramax  mikrotiter  
plaka  okuyucu  kullanılarak  590  nm'de  ölçüldü.  Biyofilm  inhibisyon  yüzdeleri  şu  
şekilde  hesaplandı:

100

2.6.3.  P.  aeruginosa  ve  B.  cereus'a  karşı  zaman  öldürme  kinetiği

için

P.  aeruginosa  ve  B.  cereus'a  karşı  zaman  öldürme  kinetiği,  ilaç  ve  ilaç  yüklü  
taşıyıcı  için  karşılık  gelen  MIC  ve  2x  MIC'ye  eşdeğer  konsantrasyonlarda  24  
saat  süreyle  kaydedildi.  P.  aeruginosa  (2,0  x  105  CFU/mL)  ve  B.  cereus  (3,0  x  102  CFU/
mL)  ilaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcının  1x  MIC'sinde  37  °C'de  ve  canlılık  için  belirli  
zaman  aralıklarında  çekilmiş  olarak  inkübe  edildi.  plaka  sayıları.  MH  brot  
kullanılarak  seri  on  kat  seyreltme  yapıldı.  Her  dilüsyondan  50  uL,  MHA  
plakalarına  yüzeysel  olarak  yayıldı  ve  plakalar,  37  °C'de  24  saat  inkübe  edildi.  
İnkübasyondan  sonra,  bakteri  kolonileri  sayıldı  ve  bir  zaman-büyüme  eğrisi  çizmek  
için  mililitre  (Log)  başına  koloni  oluşturan  birimler  olarak  temsil  edildi.

burada  Ac,  belirli  bir  ilaç  konsantrasyonu  C  ile  kuyunun  absorbansını  temsil  eder  
ve  Ao,  kontrol  kuyusunun  absorbansını  gösterir.
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Şekil  3.  (A)  ZnO  NP'lerin  SEM  görüntüsü;  (B)  hibrit  nanotaşıyıcı;  ve  (C)  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nano  taşıyıcı.

yapılar.  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  yoğunluk  tepe  noktaları  gösterdi  ve  JEPDS  dosyası  
no-79-0205  ile  iyi  bir  korelasyona  sahipti.  Kapsüllemeden  sonra,  ZnO-HA-CIPRO'nun  
XRD  paterni  ZnO'nun  yoğunluğunu  korudu.

3.4.  Transmisyon  elektron  mikroskobu  (TEM)  analizi

Bu,  hem  taşıyıcılarda  hem  de  ilaç  yüklü  taşıyıcılarda  Çinkonun  varlığını  
doğrulamıştır  [29].  Kristal  boyutu,  XRD  desenlerinden  hesaplandı.

Hibrit  nanotaşıyıcının  ve  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcının  şekli  
ve  boyutu,  TEM  analiziyle  ortaya  çıktı  (Şekil  4).  Şekil  4A'daki  TEM  görüntüleri,  
sentezlenmiş  nanotaşıyıcıların  küresel  biçimde  olduğunu  doğrulamaktadır.  
Parçacıklar,  HA'nın  hidroksil  gruplarının  mevcudiyeti  ve  çapraz  bağlanma  
nedeniyle  aglomere  edildi.

CIPRO'nun  hibrit  nanoparçacıklardan  salınma  davranışı,  farklı  pH'lara  sahip  
ortamlarla  PBS'de  araştırıldı:  2.5,  5.5,  6.8  ve  8.0.  İn  vitro  ilaç  salım  davranışı  
olarak  ilacın  konsantrasyonu  ve  taşıyıcıların  stabilitesi,  UV-vis  spektrofotometri  
kullanılarak  incelenmiştir.  λmax  değerleri  pH  2.5,  5.5,  6.8  ve  8.0  için  sırasıyla  334  
nm,  316  nm,  297  nm  ve  295  nm  idi  (Şekil  6).  Suda  çözünürlüğün  pH'a  bağlı  olduğu  
göz  önüne  alındığında,  her  pH'ın  kendi  λmax  değeri  vardı.  pH  
değerlendirmelerine  göre  CIPRO,  test  edilen  tüm  ortamlarda  24  saate  kadar  hibrit  
nanoparçacıklardan  yavaşça  salındı.  pH  asidik  çizgiden  alkali  çizgiye  yükseldikçe,  
ilaç  salınım  yüzdesi  de  arttı.  24  saatte  ilaç  salım  yüzdeleri,  2.5,  5.5,  6.8  ve  8.0  
pH  değerleri  için  sırasıyla  %87.5,  %98.03,  %97.44  ve  %97.24  idi.  pH  5.5'te,  artan  
çözünürlük,  elektrostatik  etkileşimler,  π-π  etkileşimleri  ve  hidrojen  bağları  nedeniyle  
ilaç  salım  oranı  en  yüksekti.  Bu  nedenle,  sentezlenen  hibrit  nanotaşıyıcı  ve  
CIPRO  arasındaki  afinitenin  arttırılması,  ilacın  sürekli  salınmasıyla  
sonuçlanır  [33].  İlaç  salma  profili,  CIPRO  yüklü  nanotaşıyıcının  pH'a  duyarlı  
olduğunu  gösterdi.  Bunun  nedeni,  ZnO  ve  HA  arasındaki  azaltılmış  elektrostatik  
itme  nedeniyle,  negatif  yüklü  HA'nın  pozitif  yüklü  ZnO  NP'ler  üzerine  adsorbe  
edilmesidir.  HA'nın  ZnO'ya  eklenmesi,  CIPRO  için  daha  fazla  adsorpsiyon  bölgesi  
sağlayabilir  ve  hibrit  bölgelere  CIPRO  adsorpsiyonunu  artırabilir  [34].

3.3.  Taramalı  elektron  mikroskobu  (SEM)  analizi

3.5.  CIPRO  kapsülleme  verimliliği

Sentezlenen  hibrit  nanotaşıyıcının  potansiyel  yeteneği,  kapsülleme  
verimliliğine  göre  belirlendi.  CIPRO  kapsüllemesinin  UV  spektrumu,  Şekil  5'te  
gösterilmektedir.  Bu,  CIPRO'nun  emülsiyon  yöntemiyle  nano-taşıyıcıya  
yüklendiğini  göstermektedir.  Kapsülleme  verimliliği,  hibrit  nanotaşıyıcının  
gözenekleri  üzerindeki  kademeli  yükleme  nedeniyle  artan  zamanla  arttı.  Sonuç  
olarak,

ZnO  NP'lerin,  hibrit  nanotaşıyıcının  ve  CIPRO  kapsüllenmiş  hibrit  
nanotaşıyıcının  morfolojisi,  SEM  spektros  kopyası  kullanılarak  incelenmiştir.  
SEM  değerlendirmesi,  Şekil  3'te  gösterilen  (A)  ZnO  NP'lerin,  (B)  hibrit  
nanotaşıyıcının  ve  (C)  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcının  morfolojisi  
hakkında  bilgi  sağladı .  Şekil  3A,  ZnO'nun  iyi  toplanmış  plaka  benzeri  yapısını  
sergiliyor.  NP'ler.  Şekil  3B,  çapları  1  μm  aralığında  olan  hibrit  nanotaşıyıcının  
küresel  şeklini  ve  Şekil  3C'de  çapları  0,5  μm  aralığında  olan  CIPRO  kapsüllü  hibrit  
nanotaşıyıcıyı  göstermektedir .  Ayrıca,  parçacıklar,  küresel  parçacıkların  
oluşma  olasılığını  azaltan  parçacıkların  sıkı  bir  şekilde  birbirine  
yapışmasına  neden  olan  düşük  dağılabilirlik  nedeniyle  eşit  olmayan  bir  şekilde  
dağılmıştır.  Bu,  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcının  mükemmel  bir  ilaç  
taşıma  aracı  olarak  hareket  ettiğini  doğruladı  [30].

3.7.1.  MİK  ve  MBC  tayini

3.6.  In-vitro  CIPRO  sürümü

Geliştirilen  taşıyıcının  ilaç  salım  özellikleri,  yaygın  olarak  kullanılan  
diyaliz  torbası  membran  yöntemiyle  araştırıldı  [32].  Vücudun  pH'ı  gibi  çeşitli  
fizyolojik  ortamlar,  ilaç  salım  mekanizmalarını  önemli  ölçüde  etkiler.  pH,  
taşıyıcılardan  hedef  hücrelere  sürekli  ilaç  salınımını  tetikleyen  en  önemli  
faktördür.

(A)  CIPRO,  (B)  hibrit  nano-taşıyıcı  ve  (C)  CIPRO-kapsüllenmiş  hibrit  nano-
taşıyıcının  antibakteriyel  aktivitesini  belirlemek  için  sıvı  seyreltme  deneyi  
yapıldı.  Elde  edilen  sonuçlar,  55  μg  ml-1'de  ilacın  ve  25  μg  ml-1'de  ilaç  yüklü  
kompleksin  B.  cereus'a  karşı  gerçek  antibakteriyel  aktiviteye  sahip  olduğunu  
gösterdi.  P.  aeruginosa  için  MİK  değeri  ilaç  için  35  μg  ml-1 ,  ilaç  yüklü  taşıyıcı  için  
15  μg  ml-1  bulundu.  ZnO  NP'ler,  çeşitli  mikroorganizmaların  büyümesini  kontrol  
etmede  çok  daha  etkili  maddelerdir  ve  MRSA  dahil  olmak  üzere  çeşitli  bakterileri  
öldürdüğü  bilinmektedir  [35].  Tek  başına  taşıyıcı,  araç  kontrolü  olarak  tutuldu  
ve  kendi  ayrı  antibakteriyel  etkinliğine  sahip  değildi,  ancak  ilaca  antimikrobiyal  
potansiyelinde  önemli  ölçüde  yardımcı  oldu.  Padmavathy  ve  ark.  [36] ,  ZnO  
NP'lerin  bakteriyostatik  ve  bakterisidal  etkisini  bildirmiştir.

Ortalama  kristal  boyutu  HA  için  45,53  x  10 9  nm  (nanometre),  hibrit  nanotaşıyıcı  
için  39,48  x  10 9  nm  ve  ilaç  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcı  için  39,72  x  10 9  nm  idi.

Şekil  4B,  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcıyı  göstermektedir;  TEM  görüntüsü,  
ilaç  moleküllerinin  kırmızı  oklarla  işaretlenmiş  taşıyıcıya  yüklendiğini  açıkça  
göstermektedir.  Bu,  hibrit  nanotaşıyıcının  ilaçların  kapsüllenmesi  için  daha  
geniş  alana  sahip  olduğu  anlamına  gelir  [31].  Seçilen  alan  elektron  kırınımı  
(SAED)  paterni,  TEM  görüntüsünün  içini  açığa  çıkardı  ve  SAED  spektrumu,  XRD  
paterni  ile  iyi  bir  korelasyona  sahipti.

ilaç  kapsülleme  etkinliğinin  0  dakikada  yaklaşık  %99  olduğu  gözlemlendi.

3.7.  Hibrit  nano  taşıyıcının  in  vitro  antibakteriyel  aktivitesi
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ilaç  yüklü  taşıyıcıyla  ve  tek  başına  ilaçla  4-5  saat.  S.  aureus'un  ZnO  NP'lere  
karşı  artırılmış  duyarlılığı  da  rapor  edilmiştir  [37,38].  Buna  göre  Sawai  
[39] ,  ZnO  NP'ler  ile  S.  aureus  arasındaki  güçlü  afinitenin,  ZnO  NP'lerin  bu  
mikroorganizmaya  karşı  daha  yüksek  aktivitesinin  nedeni  olduğunu  belirtmiştir.

E.  coli'ye  karşı  400  μg  ml-1'in  üzerinde  bir  konsantrasyonda .  Daha  az  MIC,  daha  
yüksek  antibakteriyel  etkinlikle  ilgilidir.  MBC,  B.  cereus  ve  P.  aeruginosa'ya  karşı  
tek  başına  ilaç  için  sırasıyla  80  μg  ml-1  ve  65  μg  ml-1  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  
için  60  μg  ml-1  ve  30  μg  ml-1  olarak  belirlendi.

3.7.3.  Hoechst  ile  kristal  viyole  biyofilm  tahlili  ve  HCS-canlı  biyofilm  boyama  ZnO  
NP'lerin  bakteri  öldürücü  aktivite  üzerindeki  etkilerine  ilişkin  geniş  bir  çalışma  

yelpazesi,  besin  ortamında  süspanse  edilmiş  planktonik  serbest  yüzen  
bakteri  hücrelerine  odaklanmıştır  [40,41].  Bakteriyel  biyofilmler,  ortopedik  
implantlar  dahil  olmak  üzere  çeşitli  tıbbi  cihazlarda  büyür  ve  olgunlaşır  ve  
kronik  inatçı  enfeksiyonda  önemli  bir  rol  oynar.  Biyofilme  yerleşmiş  bakterilerin  
kendi  kendini  salgılayan  bir  polimerik  matris  tarafından  korunduğu  göz  önüne  
alındığında,  genellikle  geleneksel  antibiyotik  tedavisine  daha  az  yanıt  verirler.

Şekil  7'de  gösterilen  ilaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcıların  zaman  öldürme  kinetik  
profilleri,  test  edilen  konsantrasyonlarda  test  edilen  bakteri  suşları  üzerinde  
değişken  derecelerde  bakterisidal  ve  bakteriyostatik  aktiviteler  ortaya  çıkardı.  

Test  edilen  tüm  konsantrasyonlar,  30  dakikalık  inkübasyondan  sonra  B.  cereus  
ve  P.  aeruginosa'ya  karşı  benzer  öldürme  oranlarına  sahipti.  Tek  başına  
ilacın  öldürme  hızı,  B.  cereus  ve  P.  aeruginosa'ya  karşı  ilaç  yüklü  
taşıyıcınınkinden  daha  yavaştı;  bakterisidal  aktiviteler,  yalnızca  2x  MIC'de  
1  saatlik  inkübasyondan  sonra  tespit  edildi.  Hem  ilacın  hem  de  ilaç  yüklü  
kompleksin  MİK'sinden  daha  yüksek  bir  konsantrasyonla  tedavi,  beklendiği  gibi  P.  
aeruginosa  ve  B.  cereus'un  büyümesini  büyük  ölçüde  inhibe  etti.  Tek  başına  
ilacınkiyle  karşılaştırıldığında,  düşük  maruz  kalma  süresinde  bile  ilaç  
yüklü  taşıyıcıyla  kayda  değer  bir  öldürme  etkinliği  gözlendi.  İnkübasyondan  
2-3  saat  sonra  tam  hücre  ölümü  gözlendi

3.7.2.  P.  aeruginosa  ve  B.  cereus'a  karşı  zaman  öldürme  kinetiği

Bu  nedenle,  bu  çalışma  biyofilmlerin  ZnO  NP'ler  tarafından  inhibisyonunu  
değerlendirdi  ve  çözünmüş  HA  varlığının  bu  toleransı  değiştirip  
değiştirmediğini  belirledi.  İlaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı,  aşılama  sonrası  MTP  
kuyularında  ilk  bağlanma  inhibitörleri  olarak  uygulandı.  1x  MIC'de  ilaç  ve  ilaç  
yüklü  gözle  görülür  bir  büyüme  düşüşü  gözlendi
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Şekil  4.  (A)  hibrit  nanotaşıyıcının  TEM/SAED  görüntüsü;  ve  (B)  CIPRO  kapsüllenmiş  hibrit  nanotaşıyıcı.

Şekil  5.  Hibrit  nanotaşıyıcının  in  vitro  ilaç  kapsülleme  profilleri.
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Şekil  6.  CIPRO  kapsüllü  hibrit  nanotaşıyıcının  in  vitro  ilaç  salım  profilleri.
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Şekil  7.  (A)  Bacillus  cereus'un  zaman  öldürme  kinetiği  eğrisi;  ve  (B)  Pseudomonas  aeruginosa.

taşıyıcı.  Antimikrobiyal  etkileri  en  aza  indirmek  için  ilacın  MİK  altı  
seviyeleri  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  kullanıldı.  1/2  MİK'de,  biyofilm  oluşumu,  
ilaç  tedavisinin  ardından  B.  cereus  ve  P.  aeruginosa  için  sırasıyla  %40  ve  
%60'a  kadar  azaldı;  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  ile  tedavi  üzerine  sırasıyla  
%75  ve  %85  oranında.  Ayrıca,  faz  kontrastlı  mikrograflar,  B.  cereus'un  
mimari  açıdan  karmaşık  ve  dinamik  çok  katmanlı  matris  yapısını  
açıkça  ortaya  koydu  ve

Kontrolde  P.  aeruginosa  biyofilmleri  bulunurken,  ilaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı  
(1/2  MİK)  ile  işlenmiş  mikrograflarda  bu  tür  matris  yapıları  yoktu.  Biyofilm  
oluşumunun  bozulmasına  ilişkin  gözlemler,  ilaçla  inkübasyon  üzerine  
yapılandırılmamış  biyofilm  oluşumunu  gösteren  Hoechst  boyama  
kullanılarak  yapılan  yüksek  içerikli  tarama  analizi  ile  desteklenmiştir  (Şekil  
8).  İlaç  tedavisi  durumunda  mavi  floresanda  azalma  kaydedildi.
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Şekil  8.  Hoechst  boyaması  ile  biyofilm  inhibisyonunun  HCS  analizi.  (A)  Kontrol  Pseudomonas  aeruginosa  biyofilmi;  (B)  Tek  başına  ilacın  1/2  MIC'si  ile  inkübe  edilmiş  Pseudomonas  aeruginosa  biyofilmi;  
ve  (C)  ilaç  yüklü  taşıyıcı;  (D)  Bacillus  cereus  biyofilmini  kontrol  edin;  (E)  1/2  MIC  tek  başına  ilaçla  inkübe  edilmiş  Bacillus  cereus  biyofilmi;  ve  (F)  ilaç  yüklü  taşıyıcı.

1115

Şekil  9.  Motilite  inhibisyonu.  (A)  Kontrol  Pseudomonas  aeruginosa  lekesi  aşılanmış;  (B)  Tek  başına  ilacın  1/2  MIC'si  ile  inkübe  edilmiş  Pseudomonas  aeruginosa;  ve  (C)  ilaç  yüklü  taşıyıcı;  (D)  Bacillus  
cereus'u  kontrol  edin;  (E)  1/2  MIC  tek  başına  ilaçla  inkübe  edilmiş  Bacillus  cereus;  ve  (F)  ilaç  yüklü  taşıyıcı.

3.7.4.  Motilite  ve  koloni  yayma  testi  Motilite  ve  
koloni  gelişiminin  bir  kombinasyonu,  bakterilerin  besinleri  algılamasını  

ve  kovalamasını  ve  kolonizasyon  için  tercih  ettikleri  nişlere  ulaşmasını  ve  
tutunmasını  kolaylaştırır.  Bu  nedenle,  motilitenin  bir  rol  oynadığı  görülmektedir.

esasen  enfeksiyonun  erken  evrelerinde,  kolonizasyon  ve  flagella  yoluyla  tutunma  
ile  kolaylaştırılır  [42].  İlaç  ve  ilaç  yüklü  taşıyıcı,  hem  B.  cereus  hem  de  P.  
aeruginosa'ya  karşı  önemli  bir  anti-motilite  etkisini  tetikleyerek,  yumuşak  doku  
merkezinde  büyümelerini  etkili  bir  şekilde  yavaşlattı.
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