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Giris: Saghk hizmeti iliskili infeksiyonlar, tiim dtinyada oldugu gibi tilkemizde de énemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Hastane
infeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalarda gortilen antibiyotik direnci alternatif antimikrobiyal arayislara yénelmeye neden

olmustur. Biz de bu amacgla hastane kaynakli infeksiyonlara sebep olan direngli mikroorganizmalara karsi ¢inko nanopartikiil ve ¢inko
borat bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metod: Cinko nanopartikiil ve cinko borat bilesiklerinin minimum inhibisyon konsantrasyonlari (MIK) belirlenerek fraksiyo-
nel inhibitér konsantrasyon (FIK) degerleri kombinasyon calismasi ile degerlendirildi. HepG2-bakteri infeksiyon modeli olusturulduktan
sonra ¢inko nanopartikiil ve ¢cinko borat bilesenlerinin olusturduklari etkileri sitoksik ve antioksidan aktivite bakimindan inceleme yapildi.

Bulgular: Cinko nanopartikiil + ¢cinko borat 31.25 ug/mL + 62.5 ug/mL fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonunda en gliclii sinerjik etki
Klebsiella pneumoniae tizerinde tespit edildi. Aditif etki ise en gliclii olarak ¢cinko NP 500 ug/mL + ¢inko borat 500 ug/mL konsantras-
yonunda Escherichia coli tizerinde gériilmtistiir. Cinko boratin Klebsiella pneumonia susuna diger bakterilere gére daha dtistik dozlarda
etkili oldugu tespit edildi. Hticre hatti canlilik orani bakteri infeksiyon modelinde dtisiikten yiiksege siralandiginda Klebsiella, MRKNS,
Enterecoccus, Streptococcus, MRSA, E. coli olarak tespit edilmistir.

Sonug: Elde edilen sonuclar ¢inko nanopartikiil ve ¢inko borat bilesiklerinin antimikrobiyal etkinlik bakimindan umut verici oldugunu
gostermektedir. Bu iki bilesen, olusturduklari sinerji ile beraber 6zellikle MRSA ve Klebsiella bakterileri tizerinde etkili olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cinko borat; Cinko nanopartikiil; HepG2 hiicresi; Minimum inhibisyon konsantrasyon; Sinerjik etki
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ABSTRACT

Determination of the Synergistic Effect of Nanoparticle Zinc + Zinc Borate Compounds in a
Bacterial Infection Model on HepG2 Liver Cell Line
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Introduction: Health-care associated infections are a significant cause of mortality and morbidity globally, including in our country.
Antibiotic resistance in microorganisms causing nosocomial infections has led to the search for alternative antimicrobials. For this
purpose, we aimed to determine the antimicrobial activity of zinc nanoparticles and zinc borate components against resistant microor-
ganisms causing hospital-acquired infections.

Materials and Methods: Minimal inhibitory concentrations (MIC) of zinc nanoparticles and zinc borate compounds were determined
and fractional inhibitory concentration (FIC) values were evaluated in a combination study. After creating the HepG2-bacterial infection
model, the effects of zinc nanoparticles and zinc borate components were examined in terms of cytotoxic and antioxidant activity.

Results: At a fractional inhibition concentration of 31.25 ug/mL for zinc nanoparticles and 62.5 ug/mL for zinc borate, the strongest
synergistic effect was detected on Klebsiella pneumoniae. The additive effect was observed most strongly on Escherichia coli at a
concentration of zinc NP 500 pug/mL + zinc borate 500 ug/mL. It was determined that zinc borate was effective against the Klebsiella
pneumonia strain at lower doses than other bacteria. When ranking cell line viability from low to high in the bacterial infection model,
the order identified was Klebsiella, MRCNS, Enterococcus, Streptococcus, MRSA, E. coli.

Conclusion: The results obtained show that zinc nanoparticles and zinc borate compounds are promising in terms of antimicrobial
activity. The synergy between these two components is particularly effective against MRSA and Klebsiella bacteria.

Key Words: Zinc borate; Zinc nanoparticle; HepG2 cell; Minimum inhibition concentration; Synergistic effect

GIRIS 151,

Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli
saglik hizmeti iliskili infeksiyonlarda Kklinik ©nemi
olan gram-negatif bakterilerdirl!:?]. Hastane kay-
nakli bakterilerin antibiyotik maddelerine karsi
direncli olduklar1 bilinmektedir. Direnc meka-
nizmalar1 farkli bakterilerde degiskenlik gosterse
de genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)

onemli patojenlerdir Metisiline direncli stafilo-
koklar B-laktamazlara da direnclidir. Bu nedenle
bu bakterilerin neden oldugu hastaliklarin teda-
visinde glikopeptitlere alternatif uygulanabilecek
diger antibiyotiklerin kullanilmas:1 ihtiyaci ortaya
clkmaktadlr[5]. Antibiyotiklere direncli etkenlerin
neden oldugu bu infeksiyonlar hem morbidite ve
mortaliteyi arttirmakta hem de hastanede vatis

iiretimi ile gelisen diren¢, enterik gram-nega-
tif bakterilerde ©nemli direnc mekanizmasidir.
Bu enzim en sik Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae’de bulunur. Bu mikroorganizmalarin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde karbape-
nemler ilk secilen ajanlardlr[S]. Metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) diinya genelinde
hastane kaynakh infeksiyonlarda tnde gelen etken
olup toplum kokenli infeksiyonlarda da onemli bir
yere sahiptir. Son zamanlarda MRSA en yaygin
kullamima sahip olan B-laktam sinifi antibiyotik-
lere karsida dogal capraz direnc sergilemektedir.
4 Metisiline direncli koagiilaz negatif staflokoklar
(MRKNS), hastanelerde infeksiyonlar ac¢isindan

stiresinde uzama ve ciddi komplikasyonlara neden
olabilmektedirl®7]. Belirtilen bu nedenlerden dola-
y1 yeni tedavilerin gelistirilmesi onemli olmaktadir.
Giiniimiizde nanoteknolojinin gelismesiyle beraber
farkli nanoparcacik ajanlar gelistirilmektedir.

Nanopartikiiller (NP’ler) 100 nm’den Kkiiciik,
biyosidal, mikrobiyal membranlar ile yakin etki-
lesim halinde ve vyiiksek vyiizey-hacim oranina
sahip partikijllerdir[&g]. Metal ve metal oksitler
gibi inorganik antibakteriyel ajanlar, stabiliteleri
nedeniyle organik bilesige kiyasla avantajhidir!10),
Bu metal oksitler arasinda cinko oksit (ZnO),
antibakteriyel ajan olarak ©zel bir ilgi gormek-
tedir. Yapilan cahsmalarda ZnO enterotoksijenik
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Escherichia coli (ETEC)nin enterositlere yapis-
masint  engelledigi  tespit edilmistirl11], Ayrica
ZnO nanopartikiilleri (ZnO-NP’ler) antibakteriyel
aktivite sergiler ve mikroorganizmalarin yiizeylere
tutunmasini engeller[lz]. ZnO ayrica bakteri hiic-
relerine nano Oolcekte niifuz eder!13!,

Bor bilesikleri antiseptik olarak basta kul-
lanilsa da sonrasinda paraziter infeksiyonlarda
kullanilmaktadir!*1%] Bor molekiilii antimikro-
biyal etkinligi olan hidrofobik bir elementtir!10],
Yiizde iicliik borik asitlerin derin yaralara uygu-
lanmasinin  yogun bakim {initelerinde iyilesme
ve hastanede Kkalis siiresinin azalmasina katki
sagladigi bildirilmistir!16-19. Yapilan calismalarda,
bor bilesiklerinin tek basina ve kombine olarak
antibakteriyel etkinligi ile ilgili calismalar sinirh

sayida olup daha fazla cahsmaya ihtiyac duyul-
maktadirl11,18-21,25,32-34]

Calismamizda Kilebsiella pneumoniae 700603
SHV18, Escherichia coli 25922, Enterococcus
faecalis 29212, Staphylococcus aureus (MRSA)
33591, MRKNS, S. saprophyticus KUEN 712
ve Streptococcus mitis 12261 bakterilerine karsi
cinko nanopartikiil ve cinko borat molekiillerinin
etkilerini arastirdik. Elde edilen MIK verileri dog-
rultusunda fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu
(FIK) degerleri belirlendi. FIK verileri ile HepG2
karaciger hiicre hattinda kombinasyonun sitotoksik
aktiviteleri belirlenerek antioksidan ve immiinoflo-
resan parametreleri incelendi.

MATERYAL ve METOD

Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18, Esc-
herichia coli 25922, Enterococcus faecalis 29212,
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591, MRKNS,
S. saprophyticus KUEN 712 ve Streptococcus
mitis 12261 bakteri suslari, cinko nanopartikiil
(SigmaAldrich, ABD) ve cinko borat (SigmaAldri-
ch, ABD) kullanild:.

Bilesik Kimyasal Ozellikleri

Cinko nanopartikiil; linear formiil: Zn, mole-
kil agirligi: 65.39, Cas numarasi: 7440-66-6,
form: nanopartikiil toz, c¢oziici madde: Su, pH:
6.9519,

Cinko borat; linear formiil: ZnyBO¢ molekiil
agirhg: 313.754, Cas numaras:: 10361-94-1,
form: Toz, ¢oziici madde: Su, pH: 6.8-7.5[20,

Mikrobiyolojik Incelemeler

Tim bakteri stoklart 0.5 mL Triptik Soy
Broth (TSB) besiyerine eklenerek, 37°C’de 150
rpm’de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda iiretildi.
Daha sonra iireme olan besiyerinden 0.5 mL
alinarak taze TSB broth’a ekimi yapilarak stok
besiyeri calisma icin hazir hale getirildi.

Cinko nanopartikiil, cinko borat bilesiklerinin
suslara karsi MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi
kullanlarak  belirlendil®®21].  Cinko nanopartikiil
ve cinko boratin seri diliisyonlari, 2 mg/mL (40
mM) ve 2 mg/mL (40 mM) arasinda degisen
konsantrasyonlarda  mikrodiliisyonda  hazirlandi.
Doz araliklar1 Yilmaz ve arkadaslar1 ile Celebi ve
arkadaslarinin yaptigi calismalar referans alinarak
disiik-uygun doz araligi ve hiicre hatti {izerinde
sitotoksik aktivite gostermeyen 1024-0.97 pg/
mL kadar seri dilisyonlar hazirlandi ve mini-
mal inhibisyon konsantrasyonlari belirlendil1°-21],
Cinko nanopartikiil ve cinko borat bilesikleri 1:1
oraninda cift distile su icerisinde cozdiiriildii.

Minimum  inhibisyon = konsantrasyon  tayini
yonteminde Eozin Metilen Blue ve kanh agardan
alinan mikroorganizmalar calismaya alinip 24
saatlik taze kiiltiir yapilmistir. Ureyen koloniler,
0.5 Mc Farland (5 x 10° CFU/mL) bulanikli-
ginda hazirlandi. Daha sonra steril 96 oyuklu
mikroplakanin 1 ile 12 arasindaki tiim oyukla-
rina 0.5 mL Tryptic Soy Broth ortami eklendi.
flk olarak birinci kuyuya ilgili bor bilesiginden
(1024-0.97 pg/mL) 0.5 mL ilave edildi ve 10.
kuyuya 1:1 oraninda 0.5 mL diliisyon yapildi.
Daha sonra 10. kuyucuga 0.5 mL bakteri siis-
pansiyonu eklendi. Kuyuya bakteri kontrolii sade-
ce bakteri siispansiyonu ve 12. kuyuya kimyasal
bilesik eklendi. Daha sonra mikroplaka parafilm
ile kaplandi ve 24 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Biiyiimenin olmadigi son kuyu, MIK degeri olarak
belirlendil1°-21],

Elde edilen MIK verilerine bagh olarak en
etkili FIK sonuclari tespit edildi.121],

Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu Clinical
and Laboratory Standarts Institute (CLSI)
ve European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Test (EUCAST) standartlarinin esas
alindigi  antibiyotik  kombinasyonlarinin  in-vitro
etkinlik belirleme prensibi ile uygulanmaktadir. Bu
esas itibari ile ilaclarin tek basmna kullanildiginda
elde edilen etki ilaclarin toplamindan daha yiiksek
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ise sinerjistik etkilesim, toplamina esit ise aditif
etkilesim, tek ilac ile elde edilen sonuca esit ise
etkisiz durum (indifference), her iki ilacin etkisin-
den daha diisiik ise antagonistik etkilesim (anta-
gonizma) olarak tanimlanmaktadir®?]. Sakuolas ve
arkadaslarinin  yaptigi calisma referans alinarak
kombinasyonlarin etkinligi asagida yazilan formiile
gore belirlenmistir?1-22]

A: Kombinasyonda kullanmilan Antimikrobiyal 1
B: Kombinasyonda kullanilan Antimikrobiyal 2

FIK indeksinin hesaplanmast:

B’nin varhginda A'min MIK sayisal degeri

FIK A= -
Tek basina A'min MIK sayisal degeri

A'nin varhginda B'nin MIK sayisal degeri

FIK B= .
Tek basina B'nin MIK sayisal degeri

indeksi= FIK A + FIK B

indeksi

FIK
FIK
FIK
FIK
FIK

Mikrodiliisyon panelleri icin hazirlanan panelle-
re ¢inko borat ve nanopartikiil ¢inko bilesiklerinin
son konsantrasyonlari hesaplanarak soliisyonlar
hazirlandi.  Kuyucukta bulunmasi istenen son
konsantrasyonun dort kati yogunlukta olan ara
sulandirmalar hazirlandi. 100 pL' MHB buyyon
besiyeri tiim kuyucuklara dagitildi. Ilk olarak cinko
borat 100 pL yarn yarwya diliie edilerek dagitildi,
sonra cinko nanopartikiil 1024 pg-mL! dilue edi-
len kuyucuklara 100 pL eklendi. Negatif kontrol
olarak besiyeri ve pozitif kontrol olarak bakteri
kuyucuklart hazirlandi. Negatif kontrol kuyucugu
hari¢, antimikrobik ajanlar 5 pL olacak sekilde
plaklara dagitildi. Bu islem diger ¢inko borat ve
cinko nanopartikiil icin tekrar edilerek iic tekrar

seklinde 1,1ygular1d1[2 1,

<0.5: sineriji
>0.5 ve <1: aditif

>1 ve <4: etkisiz

indeksi

indeksi

M ™M M M M

indeksi >4: antagonizma

HepG2 Hiicre Hazirlama ve MTT analizi

HepG2 hiicre (HB-8065, ATCC) Kiiltiir-
leri, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dalindan temin edildi.

Kisaca, hiicreler taze ortam (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), fetal sigir serumu (FBS) %10 ve
antibiyotik %1 (penisilin, streptomisin ve amfoteri-
sin B) (Millipore, SigmaAldrich, ABD) icinde siis-
panse edildi. Hiicreler daha sonra 24 kuyucuklu
plakalara (Corning, ABD) ekildi ve inkiibatorde

(%5 CO,; 37°C) tutuldu. Hiicre plaklarindaki
hiicre oram %85’e ulastiktan sonra bakteri siis-
pansiyonu hiicre kiiltiiriine ilave edildi. Otuz daki-
ka inkiibasyon sonrasi, tedavi gruplar eklenerek
24 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Deney
siiresi sonunda, her bir kuyucuga 10 pL MTT (5
mg/mL) soliisyonu (Millipore, SigmaAldrich, ABD)
ilave edildi ve numuneler dort saat siireyle inkiibe
edildi. Siire sonunda formazan kristallerini ¢tzmek
icin her kuyucuga 100 pL DMSO (SigmaAldrich,
ABD) eklendi. Cozeltilerin optik yogunlugu, bir
Multiskan™GO mikroplaka spektrofotometresi kul-
lanilarak 570 nm'de okundu?l.

Immiinofloresan Incelemeler

Hiicre Kkiiltiiri ekimi yapilan hiicreler para-
formaldehit soliisyonunda 30 dk tespit edildi.
Ardindan hiicreler %3’lik HyO,'de 5 dk bekletil-
di. Phosphate buffer soliisyon (PBS) ile yikanan
hiicrelere %0.1 Triton-X soliisyonu damlatilarak
15 dk bekletildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan
hiicrelere protein blok damlatildi ve 5 dk karan-
ik ortamda bekletildi. Ardindan oksidatif DNA
hasarini  gostermek amaciyla kullanilan  primer
antikor olan 8-OHdG antikoru kullanuldi. Bu
antikor (8-OHdAG kat no= sc-66036, sulandirma
orani= 1/100, US) damlatihp kullamm talimat-
larna uygun inkiibe edildi. Sekonder isaretleyici
olarak immiinofloresan sekonder antikor kullamhp
(FITC Cat no= ab6785, diliient orami= 1/500,
UK) karanlik ortamda 45 dk bekletildi. Daha
sonra Kkesitlere mounting medium’lu DAPI (Kat
no= D1306, sulandirma orani: 1/200, UK)
damlatiip 5 dk karanlik ortamda bekletildikten
sonra Kkesitler lamel ile kapatildi. Boyanan kesitler
floresans atacmanli mikroskopta incelendi (Zeiss
Axio, Almanya)[21].

Boyamalar sonucu elde edilen resimlerden
pozitif boyanmalarin yogunlugunu belirlemek ama-
cwyla; her resimden bes adet rastgele alan secildi
ve ZEISS Zen Imaging Software programinda
degerlendirmeleri yapildi. Veriler, alan %’si icin
ortalama ve standart sapma (ortalama =+ SS)
cinsinden istatistiksel olarak tammlandi. Pozitiflik
veren immiinoreaktif hiicreleri ve immiinopozitif
boyanmis alanlari saghkh kontrollerle Kkarsilastir-
mak icin One-Way ANOVA ve Tukey testleri
vapildi. Test sonucunda <0.05 p degeri anlamli
olarak kabul edildi ve veriler ortalama =+ SS
olarak sunuldu.
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BULGULAR
Minimum inhibitor Konsantrasyon

Cinko nanopartikiilin (Zn NP) ve cinko borat
(ZB) bilesenlerinin minimum inhibisyon konsant-
rasyon verileri Tablo 1’de sunulmaktadir. Cinko
nanopartikiiliin (Zn NP) Klebsiella pneumoniae‘ya
0.97 wg/mL, Enterecoccus faecalis'e 1.95 pg/mL
ve MRSA’va karsi 3.90 pg/mL etki gosterirken
Escherichia coli, Metisiline direncli koagiilaz nega-
tif Staphylococcus aureus ve Streptococcus mitis’e
karsi etki gostermedigi goriilmektedir. Cinko borat
(ZB) molekiilinin MIK'i incelendiginde ise kullan-
digimiz standart bakteri suslar1 iizerinde bir etkisi
olmadigi belirlendi (Tablo 1).

Fraksiyonel inhibitor Konsantrasyon
Indeksi

Cinko nanopartikiiliin (Zn NP) ve cinko borat
(ZB) bilesenlerinin FIK indeks wverileri Tablo
2’de sunulmustur. Cinko NP + c¢inko boratin
Escherichia coliye karsi aditif etki konsantras-
yonlan sirasi ile; 500 pg/mL + 500 pg/mL
(4.03), 250 pg/mL + 62.5 pg/mL (4.10), 125
pg/mL + 31.25 pg/mL (4.01), 250 pg/mL +
15.62 pg/mL (4.20)de goriilmiistiir. 31.25 pg/
mL + 31.25 pg/mL (0.39) konsantrasyonlarinda
sinerjik etki sergilerken diger konsantrasyonlarda

ise etki goriilmemistir (Tablo 2). Cinko NP +
cinko boratin Klebsiella pneumoniae’ye karst aditif
etki konsantrasyonlan sirasi ile ; 31.25 pg/mL
+ 125 pg/mL (0.60)'de goriilmiistiir. 31.25 ng/
mL + 62.5 pg/mL (0.3) konsantrasyonlarinda
sinerjik etki sergilerken diger konsantrasyonlarda
ise etki goriilmemistir (Tablo 2). Cinko NP +
cinko boratin Enterecoccus faecalise karsi; kon-
santrasyonlarin hicbirinde aditif etki goriilmemistir.
Ancak 31.25 pg/mL + 31.25 pg/mL (0.21)
konsantrasyonlarinda sinerjik etki tespit edilmis
olup diger konsantrasyonlarda ise etki goriil-
memistir. Cinko NP + cinko boratin Klebsiella
pneumoniae izerinde; cinko NP 31.25 pg/mL
+ cinko borat 125 pg/mL (0.60) konsantras-
yonlarinda aditif etki, ¢cinko NP 31.25 pg/mL
+ cinko borat 62.5 pg/mL (0.3) konsantrasyon-
larinda sinerjik etki; diger konsantrasyonlarda ise
etki goriilmemistir (Tablo 2). Cinko NP + c¢inko
boratin MRSA 29213, metisiline direncli koagiilaz
negatif Staphylococcus aureus ve Streptococcus
mitis tizerinde; konsantrasyonlarin hicbirinde aditif
etki goriilmemistir. 31.25 pg/mL + 31.25 pg/
mL konsantrasyonlarinda sirasiyla (0.32), (0.15)
ve (0.33) oranlarinda sinerjik etki goriilmiis olup
ve diger konsantrasyonlarda ise etki goriilmemistir
(Tablo 2).

Tablo 1. Cinko ve cinko boratin standart suslar iizerinde minimal inhibisyon konsantrasyonu

Standart sug/Bilesik Cinko Cinko Borat (ZB)
Escherichia coli 25922 >1024 pg/mL >1024 pg/mL
Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18 0.97 pg/mL >1024 pg/mL
Enterococcus faecalis 29212 1.95 pg/mL >1024 pg/mL
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591 3.90 pg/mL >1024 pg/mL
T\S{Iigz:g;)eh;l;ce;g:(ljg:lg;{azz negatif stafilokok (MRKNS) 51024 pg/mL 51024 pg/mL
Streptococcus mitis 12261 >1024 pg/mL >1024 pg/mL

Tablo 2. Cinko ve ¢inko boratin standart suslar iizerinde FiK indeksi

Standart sus/FiK indeksi

Sinerjik Etki

Escherichia coli 25922

Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18
Enterococcus faecalis 29212
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591

Metisiline direncli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS)
S. saprophyticus KUEN 712

Streptococcus mitis 12261

Zn 31.25 pg/mL + ZB 31.25 pg/mL (0.39)
Zn 31.25 pg/mL + ZB 62.5 ug/mL (0.3)

Zn 31.25 pg/mL + ZB 31.25 pg/mL (0.21)
Zn 31.25 pg/mL + ZB 31.25 pg/mL (0.32)

Zn 31.25 pg/mL + ZB 31.25 pg/mL (0.15)
Zn 31.25 pg/mL + ZB 31.25 pg/mL (0.33)
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MTT analiz bulgular

Yirmi dort saat sonunda Zn NP + ZB’lerin
(81.2 pg/mlL) + bakteri gruplariin sitotoksik
etkisi MTT yontemi ile belirlendi (Sekil 1). Tiim
veriler kontrol grubu ile Kkarsilastirildi. Kontrol
grubunun hiicre canhlik oranmnin %100 oldugu
gozlendi. DMSO kontrol grubu, kontrol grubu-
na kiyasla istatistiksel anlamlilik gostermedi (p>
0.05). Bakteri suslarimin  olusturdugu toksisite
Sekil 1'de oldugu gibi en viiksek Klebsiella ve
MRKNS gruplarinda goriilmektedir (sirasiyla %62
ve %64 oraninda) (p< 0.001). Canhhk oranimm
bakteri soylarina gore diisiikten vyiiksek canhhk
oranina gore Klebsiella, MRKNS, Enterecoccus,
Streptococcus, MRSA, E.coli seklinde siralanmak-
tadir. Tedavi gruplarimiza bakildiginda, Zn NP
ve ZB hiicre canlihginda artisa neden olduklar
ve bakteri kaynakli toksisiteyi ortadan kaldirdikla-
rn goriilmektedir. Yapti@imiz analize gore (tedavi

grubu-bakteri grubu) en fazla etkinlik sirasiyla
MRKNS, Klebsiella, Enterecoccus gruplarinda
tespit edilmistir (%19, %12 ve %11 olarak)

(Sekil 1) (p< 0.001).
Immiinofloresan Analiz

DNA hasarinin olusumunu (8-OHdG) incelemek

icin immiinofloresan analiz uyguland: (Sekil 1).

ekspresyonu negatif olarak degerlendirildi. DMSO
kontrol grubu (pozitif kontrol olarak) 8-OHdG eks-
presyonu istatistik olarak kontrol grubuyla anlaml
farklilk goriilmedi. Bakteri gruplarina baktigimiz-
da E. coli, Enterecoccus, Klebsiella, MRKNS ve
Streptococcus - HepG2 gruplarinda c¢ok  siddetli
diizeyde intrasitoplazmik 8-OHdG ekspresyonlarina
rastlanildi. Tedavi gruplarinda ise Zn Np ve ZB
eklenmesi ile beraber DNA hasarimin azaldigi goriil-
mektedir. Degerlendirmeler sonucunda Zn NP+ ZB
+ E. coli grubunda orta diizeyde, Zn NP + ZB
+ Enterecoccus grubunda hafif diizeyde, Zn NP +
ZB + Klebsiella grubunda orta diizeyde, Zn NP +
ZB + MRKNS grubunda orta diizeyde, Zn NP +
ZB + MRSA grubunda orta diizeyde, Zn NP +
ZB + Streptococcus grubunda orta diizeyde etki
etmistir. Immiinofloresan bulgularin analiz verileri
istatistiksel analizleri Tablo 3’te sunuldu.

TARTISMA

Cinko nanopartikiil kiiciik  boyutlari,  yiik-
sek konsantrasyonlari sayesinde giiclii bakteri-
sidal etkive sahiptir?325] ABD Gida ve llac
Dairesi (21 CFR 182.8991) tarafindan genellikle
gtivenli bir malzeme olarak kabul edildiginden,
givenligi ve biyouyumlulugu nedeniyle gida,
kozmetik ve tipta vyaygin olarak kullaniminda

. Lo RIETN - [25,26
Yapilan degerlendirmede kontrol grubunda 8-OHJG gtivenli bir malzeme olarak bildirilmektedir! I,
MTT Analizi MTT Analizi
120 120
100 % = 100 %ﬁ 1
e 1/ !/ - * e / %« > *
- = h B Seo
= 7 7 o 7
g 40 :‘/ﬁ ;,/,-;y’ 5 40 % %
B n
20 % % 20 % %
2 “ 5 = 8 4 & 5 5
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A
z & 5 & & 5
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Sekil 1. MTT analiz sonuclari sunulmaktadir.

*p< 0.05 istatistiksel acidan anlamli, **p< 0.001 istatistiksel acidan anlamli.
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Tablo 3. immiinofloresan bulgulari

8-OHdG Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol

DMSO

E. coli

Enterecoccus

Klebsiella

MRKNS

MRSA

Streptococcus

Zn NP + ZB + E. coli

Zn NP + ZB + Enterecoccus
Zn NP + ZB + Klebsiella

Zn NP + ZB + MRKNS

Zn NP + ZB + MRSA

Zn NP + ZB + Streptococcus

19.84 + 0.74
18.53+0.92
103.48 + 1.26**
80.06 + 1.02%%
108.15 + 1.45P8
102.26 + 1.89%2
105.98 + 2.09°P
103.24 + 1.74%
49.82 +1.23*
37.65+1.18%
51.18 + 1.84P
52+1.562
51.37+1.33P
48.66 + 1.42%

Farkl sayidaki ayni ifadeler istatistiksel olarak anlamli farki (p< 0.05) ifade etmektedir.

Inorganik antimikrobiyaller arasinda antimikro-
bival aktivitesi giiclii etkiye sahip olan c¢inko
nanopartikiil, reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek
oksidatif hasar1 sayesinde mikroorganizmalara
glicli etki etmektedir?”). Bu etki cinko iyonlari-
nin ¢oziilmesi sonucunda hiicre hasarina sebep
olan oksidatif strese baglanma (ROS) prensibine
gore olusmaktadir?8-31] Calismamizda nanomo-
lekiil ve c¢inko bor karisimi bilesiginin cinko
NP + c¢inko borat 31.25 pg/mL + 62.5 pg/
mL fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonunda en
glicli sinerjik etki Klebsiella pneumoniae {izerin-
de tespit edildi. Aditif etki ise en giiclii olarak
cinko NP 500 pg/mL + c¢inko borat 500 ng/
mL  konsantrasyonunda Escherichia coli 25922
izerinde goriilmiustiir.

Borun cesitli tiirevleri tizerine yapilan bir calis-
mada, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Acinetobacter septicus ve Pseudomonas aerugi-
nosa bakteri gruplarina karsi aktivitesi degerlen-
dirilmistir*®!. Calismalarda Staphylococcus aureus
ve Acinetobacter septicusun bor bilesiklerine
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa dan
daha duyarli olduklari, bor tarafindan biyofilm-
lerin inhibe edildikleri sonucuna var11m1st1rl15].
Yapilan bir baska calismada ise Metisilin direncli

Staphylococcus  aureus  kolonizasyonuna  engel
olmak amaci ile uygulanan borik asitin lokal
etkinlik sergiledigi tespit edilmistir. Bu sayede

cerrahi ve/veya ileri antibiyotik tedavisine vyar-
dimci  olabilecegi bildirilmistirl31. Gram-pozitif ve
gram-negatif bakterilere karsi cinko katkili borat
tiirevinin antibakteriyel aktivitesinin incelendigi bir
baska calismada ise; cinko iyonlarinin bakterisidal
ve bakteriyostatik etki gosterdigi bildirilmistir®2!,
Hem borik asit hem de boraksin Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Acinetobacter septicus
DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785e Kkarsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi calismada sadece
borik asitin degil, bor tiirevlerinin de ©nemli
oldugu ifade edilmistir!!®. Protezlerde infeksiyona
neden olan koagiilaz (-) ve koagiilaz (+) stafilokok
suslar1 tizerinde borik asidin etkinliginin degerlen-
dirildigi baska bir calismada borik asidin biyofilm
olusumunu engelledigi gosterilmistir3°].

Bor tiirevlerinin antibakteriyel olumlu sonuclar
gosterdigi  calismalar bulunmaktadirt¢1:31:33.34]
Cinko NP + cinko boratin infeksiyon arastirma-
larinda kullanildigi herhangi bir calisma bulunma-
maktadir. Bu bilesiklerin kombine antimikrobiyal
etkinligi hastane iliskili infeksiyonlarin engellene-
bilmesi icin umut vadedici olabilirl?1-31:33.34] gy
calisma cinko NP ve cinko borat bilesiklerinin
Klebsiella  pneumoniae  patojenine  etkinliginin
degerlendirildigi ilk calisma olmasi ve hiicre diize-
yinde sitotoksik aktivitesinin belirlenmis olmasi ile
deger arz etmektedir.
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E.coli DMSO

Kiab |

Enterecoc 1

Streplecoc m

Zn+ZB+Ec

Zn&ZI&KI

Zn+ZB+Ef

Zn+ZB+WMRSA

Zn+ZBAVRKNS

ZniZBASm

Sekil 2. Hiicre kiiltiiri, 8-OHdG ekspresyonlari, FITC, IF,
Bar= 50 um.

tur.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma i¢in etik kurul onayina gerek yok-

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar

catismasi bildirmemislerdir.

YAZAR KATKISI
Anafikir/Planlama: DC, OC, AT, SB
Analiz/Yorum: Tum vazarlar

Veri Saglama: Tim vyazarlar

Yazim: DC, OC, AT

Gozden Gecirme ve Diizeltme: DC

Onaylama: Tum vyazarlar
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