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OZET

OKSIDE AMILOZLU GUMUS NANOPARTIKULLERIN
KURKUMIN VE SINNAMALDEHIT iLE
ANTIBAKTERIYEL SINERJIK AKTiVITESININ SAPTANMASI

Coklu antibiyotik-direncli bakteriler infeksiyonlarin tedavisinde ciddi
problemler yaratmaktadir. Bu nedenle yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesine
gereksinim duyulmaktadir. Antibakteriyel aktivitesi nedeniyle gegmiste yaygin
olarak kullanilmis olan giimiisiin nanopartikiil formu, ¢evre dostu bir indirgeyici ajan
ve stabilizator olan okside amiloz kullanilarak sentezlendi. Ayrica okside amilozlu
kurkumin ve sinnamaldehit komplekslerinin yani1 sira her iki komplekse giimiis
nanopartikiil eklenerek okside amilozlu kurkumin-giimiis nanopartikiil kompleksi ve
okside amilozlu sinamaldehit-giimiis nanopartikiil kompleksi elde edildi. Sentezlenen
komplekslerin karakterizasyonu fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi ve
transmisyon elektron mikroskobisi kullanilarak yapildi.

Ticari ve sentezlenen komplekslerin antibakteriyel aktiviteleri, Kirby-Bauer
disk difizyon yontemi, agar kuyucuk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi. Bu ¢alismada standart ve klinik 6rneklerden soyutlanan ¢oklu antibiyotik
direngli bakteri kokenleri kullanilmistir. Gram pozitif standart kokenler,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium ATCC 6057 ve Listeria
monocytogenes F 1483, Gram negatif standart kokenler, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Stenotrophomonas maltophilia
ATCC 17666, Acinetobacter Iwoffii ATCC 19002, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, ¢oklu antibiyotik direngli kokenler, S. aureus, P. aeruginosa ve K.
pneumoniae olarak segilmistir.

Kurkumin ile okside amilozlu kurkumin kompleksinin denendigi tiim
bakterilerde antibakteriyel aktivitenin diisiik oldugu ve aralarinda kayda deger bir

fark olmadig1 gbézlenmesine karsin, sinnamaldehit, okside amilozlu sinnamaldehit ve



okside amilozlu glimiis nanopartikiil komplekslerinin denendigi tiim bakterilerde

antibakteriyel aktivitenin oldugu goriilmiistiir.

Dama tahtasi yontemi kullanilarak okside amilozlu giimiis nanopartikiil
kompleksi ile kurkumin veya sinnamaldehit arasindaki sinerjik aktivite,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde denendi. Sonug
olarak, okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi ile kurkumin arasinda kismi
sinerji, sinnamaldehitle arasinda ise sinerji saptandi. Sentezlenen bu komplekslerin,
bitki Oziitleri ve ugucu yag bilesenleri ile birlikte topikal kullaniminin

degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel aktivite, giimiis nanopartikiil, kurkumin, sinnamaldehit,

sinerji
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL SYNERGIC ACTIVITY OF
OXIDED AMYLOSE SILVER NANOPARTICLES WITH
CURCUMIN AND SINNAMALDEHYDE

Multiple antibiotic-resistant bacteria creates serious problems in the treatment
of infections. Therefore, there is a need to develop new antibacterial agents. The
nanoparticle form of silver, which has been widely used in the past due to its
antibacterial activity, was synthesized using oxidized amylose, an environmentally
friendly reducing agent and stabilizer. In addition to curcumin and cinnamaldehyde
complexes with oxidized amylose, silver nanoparticles were added to both
complexes and curcumin with oxidized amylose-silver nanoparticle complex and
cinnamaldehyde with oxidized amylose-silver nanoparticle complex were obtained.
Characterization of synthesized complexes was performed using Fourier transform
infrared spectroscopy and transmission electron microscopy.

Antibacterial activities of commercial and synthesized complexes were
determined by Kirby-Bauer disk diffusion method, agar well diffusion and
microdilution method. In this study, standard strains and multiple antibiotic resistant
bacterial strains isolated from clinical samples were used. Gram-positive standard
strains, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium ATCC 6057 and Listeria
monocytogenes F 1483, Gram-negative standard strains, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Stenotrophomonas maltophilia
ATCC 17666, Acinetobacter lwoffii ATCC 19002, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, multiple antibiotic resistant strains, S. aureus, P. aeruginosa and K.
pneumoniae were selected.

Although it was observed that the antibacterial activity of curcumin and
curcumin with oxidized amylose complex was low in all tested bacteria and there

was no significant difference between them, it was observed that cinnamaldehyde,

Vii



cinnamaldehyde with oxidized amylose complex and silver nanoparticle complex
with oxidized amylose had antibacterial activity in all tested bacteria.

The synergistic activity between silver nanoparticle complex with oxidized
amylose and curcumin or cinnamaldehyde were tested in Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa strains using the checkerboard method. As a result, partial
synergy was found between silver nanoparticle complex with oxidized amylose and
curcumin , and synergy with cinnamaldehyde. It is thought that the topical use of
these synthesized complexes together with plant extracts and essential oil

components can be evaluated.

Keywords: Antibacterial activity, silver nanopatrticle, curcumin, cinnamaldehyde, synergy
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1. GIRIS

Glinlimiizde antibakteriyel diren¢ Onemli Ol¢iide artmistir ve yeni etkili
antibakteriyel ajanlarin kesfedilmesine acil gereksinim vardir (Hammer vd. 1999).
Ozellikle infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin bilingsiz kullanilmas1
sonucunda ¢oklu antibiyotik direngli (CAD) bakteriler klinik orneklerden siklikla
soyutlanmaktadir. Bu yiizden yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesine
gereksinim duyulmaktadir. Glimiis, periyodik tabloda argentum kisaltmasi olan Ag
kimyasal sembolii ile 47. sirada yer alan beyaz ve parlak metalik bir elementtir. Saf
giimiis sekil verilebilir ve yiiksek elektriksel ve termal iletkenlige sahiptir (Hirano,

2009).

Nanoteknoloji; hastaliklarin taranmasi, teshisi ve tedavisindeki uygulamalari
21. yiizyilda bireysel ve niifus temelli saglikta devrim yaratma potansiyeline sahip
yeni bir alandir (Aschengrau vd. 2008). Nanoteknoloji, daha biiyiikk maddeden
onemli Ol¢lide farklilik gdsteren yeni ve boyutla iliskili fiziko-kimyasal 6zelliklere
sahip olabilen nanopartikiiller (NP'ler) iiretilmesiyle hizla gelismektedir (Ju-Nam ve
Lead, 2008). Metalik nanopartikiiller giinlimiizde kozmetik, gida, tekstil, tip vb.
cesitli uygulama alanlarina sahiptir. Ozellikle demir, altin, selenyum, bakir, ¢inko ve
glimiis en yaygin sekilde kullanilan nanopartikiillerdir (Arfat vd. 2017; Pulit-Prociak
vd. 2016).

Antibiyotiklerin kesfinden oOnce hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir.
Glmiis, glinlimiizde de etkili bir antibakteriyel ajan olarak bilinmekte ve klinik
kullanimi1 bulunmaktadir (Klasen, 2000). Giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) ¢ok
cesitli mikroorganizmalara karsi miikemmel bakterisidal ozellikler gostermistir.
Piyasada ilag, kateterler, kemik ¢imentosu ve yapay kalp kapakciklart gibi AgNP'leri
igeren birgok biyomedikal iiriin bulunmaktadir (Roe vd. 2008). Bu maddelerden
bazilar1 giimiis nitrat, siilfadiazinin giimiis tuzu ve diger siilfonamid kombinasyonlar1
gibi en popiler giimis formlarmin tibbin farkli alanlarinda uygulamalar

bulunmaktadir (Balcazar vd. 2015).



Kurkumin (Cur); halk dilinde "zerdecal" olarak bilinen, Zingiberaceae
familyasina Curcuma longa bitkisine ait rizomlardan elde edilen ve geleneksel olarak
antimikrobiyal ajan ve bocek kovucu olarak kullanilan maddedir (Aratjo ve Leon,
2001). Sinnamaldehit (Cin) ise, Lauraceae familyasina ait olan tar¢inin kabuk ugucu

yaginda, yiiksek oranda en ¢ok bulunan bilesendir (Doyle ve Stephens, 2019).

Bu c¢alismada, Cur ve Cin yani sira okside amiloz kullanarak kimyasal
yontemle sentezlenmis okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi (OA-AgNP),
okside amilozlu kurkumin kompleksi (OACur), okside amilozlu kurkumin-giimiis
nanopartikiil kompleksi (OACur-AgNP), okside amilozlu sinnamaldehit kompleksi
(OACin), okside amilozlu sinnamaldehit-giimiis nanopartikiil kompleksi (OACin-
AgNP) disk difiizyon, agar kuyucuk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile on iki
farkli standart ve dort klinik 6rnekten soyutlanan ¢oklu antibiyotik direngli bakteri
kokenlerine karsi antibakteriyel etkinligini OA-AgNP’lerin Cur ve Cin ile sinerjik

aktivitesini inceledik.

Uretim ydntemine bakilmaksizin, AgNP ve komplekslerin tipta, saglik
hizmetlerinde ve biyoteknolojide alternatif bir antimikrobiyal ajan, biyosensor, ilag
tasiyicisi olarak kullanilmalar1 glinlimiizde biiyiik 6nem tagimaktadir. Calismamizdan
elde ettigimiz sonuglarin tim diinyada artmakta olan antibiyotik direnci sorununa

katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknolojinin Tanim ve Tarihcesi

Boyutlar1 1 ile 100 nanometre (nm) arasinda degisen yapilarin ve
molekiillerin incelenmesi sonucunda elde edilen bilgileri pratik uygulamalarda
kullanilmasina nanoteknoloji ad1 verilir (Sekil 2.1). Nano, 'ciice' veya ‘cok kiigiik bir
sey’ anlamima gelen Yunanca bir &n eke aittir ve metrenin milyonda birini (10~ m)

ifade eder (Bayda vd. 2019; Li ve Chen 2011; Ravishankar ve Jamuna Bai 2011)
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Sekil 2.1. Nano boyutlarinin karsilastirilmasi (Gnach vd. 2015)

Nanoteknoloji, atomik ve molekiiler seviyede caligilarak, gelismis ve yeni
fiziksel, kimyasal, biyolojik Ozelliklere ait yapilar ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.
(Mansoori ve Soelaiman, 2005). Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Ulusal
Nanoteknoloji Insiyatifi (NNI), nanoteknolojiyi “benzersiz fenomenlerin kimya, fizik
ve biyolojiden tip, miihendislik ve elektronige kadar c¢ok cesitli alanlarda yeni
uygulamalar1 miimkiin kildig1 ve nano 6lgekte (1 ile 100 nm) yiiriitiilen bir bilim,
miihendislik ve teknoloji” olarak tanimlar (NNI, 2021). Bu tanim, nanoteknoloji i¢in
iki kosulun gerekliligini vurgulamaktadir. Birincisi partikiillerin sekil ve boyutlarinin
onemi, ikinci ise insanligin yarari i¢in kullanilmak amaciyla yeni partikiillerin

gelisimine Onciiliik etmesidir (Allho, 2007).



Amerikali fizik¢i ve Nobel Odiilii sahibi Richard Feynman, 1959'da
nanoteknoloji kavramini ilk kez Amerikan Fizik Dernegi'nin yillik toplantisi
sirasinda kullandi. Feynman, California Institute of Technology'de (Caltech) "altta
¢ok sey var" baslikli bir konferans sundu. Feynman, “Britannica Ansiklopedisi'nin 24
cildinin tamamini neden bir igne basina yazamiyoruz” hipotezini ortaya atti
(Toumey, 2008). Feynman, hipotezlerinin kanitlanmasindan dolayr modern
nanoteknolojinin babasi olarak kabul edildi. Nanoteknoloji terimini ilk kez 1974
yilinda Japon bilim insani Norio Taniguchi tanimlamistir. Nanoteknolojiyi “genel
olarak maddelerin bir atomla veya bir molekiille birlestirilme, sekil degistirme ve
saglamlastirilma islemidir” seklinde agiklamigtir (Taniguchi vd. 1974).

Feynman'in fikirlerinden bu yana, fizikciler Gerd Binnig ve Heinrich
Rohrer'in IBM Ziirih Aragtirma Laboratuvari'nda taramali tiinel agma mikroskobu
(STM) adinda yeni bir mikroskop tiirli icat etmesine kadar nanoteknolojide sinirlt
ilerleme olmustur (Binnig vd. 1982 a,b). Binnig ve Rohrer birlikte, STM tasarimlari
nedeniyle 1986'da Nobel Fizik Odiili'nii almiglardir. Bu bulus, giiniimiizde
nanoteknoloji arastirmacilart i¢in Onerilen araglar olan atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ve taramali prob mikroskoplarinin (SPM) gelistirilmesine de yol a¢mistir
(Binnig vd. 1986; Binnig vd. 1990).

Nanoteknolojiye ilgi 21. yilizyilin basinda artarak devam etmis ve ozellikle
bircok hastaligin teshisi ve tedavisi igin tip alaninda biiyiilk potansiyele sahip
olabilecegi vurgulanmistir (Kinnear vd. 2017). Bu nedenle, nanotip birgok
aragtirmaci tarafindan nanoteknolojinin en ilgi ¢ekici uygulama alanlarindan biri

olarak kabul edilmektedir (Weissig vd. 2014).

2.2. Giimiisiin Tarihgesi

Giimiis, Keldaniler tarafindan yaklasitk MO 4.000’e kadar bilinen, altin ve
bakirdan sonra kullanilan {iglincii metalik elementtir (Kristel vd. 2013). Aym
zamanda yedi gezegeni haftanin yedi giinline ve viicudun bazi kisimlarina baglayan
simyacilar, glimilisii aya benzeterek “glimiis ay” terimini kullanmislardir. Tarihin
babasi olarak bilinen Herodot, Pers krallarinin birgogunun suyu yillarca taze tutan

giimiis kaplarda tasinmayan suyu i¢mediklerini bildirmistir (Islam vd. 2013).
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Milattan 6nce Eski Fenikeliler, Yunanlilar, Romalilar ve Misirlilar yiyecek ve suyu
korumak i¢in giimiisii kullandiklar1 kaydedilmistir. Makedonlar daha iyi yara
iyilesmesi saglamak, cerrahi infeksiyonlar1 Onlemek ic¢in giimiis tabakalari
kullanmislardir. Hipokrat, iilser tedavisi ve yara iyilesmesini desteklemek i¢in glimiis
preparatlar kullanmigtir. Yirminci yiizyilin ilk yarisinda kesfedilen antibiyotiklerin
kullanilmaya baglanmasina kadar giimiis ve giimiis-protein kompleksleri yaygin
olarak kullanilmistir. Bu formiilasyonlar topikal olarak (¢0zelti, merhem veya
kolloidlerin veya folyolarin dogrudan uygulanmasiyla) veya agizdan (oral kullanim)

verilmistir (Kristel vd. 2013; Alexander, 2009).

2.3. Giimiis ve Giimiis Nanopartikiilerin Tipta Kullanim

Tibbi bir ajan olarak kullamlan giimiis nitratin ilk net kaydi MO 702-705'te
Gabor tarafindan bildirilmistir. Paracelsus, 1520 yilinda glimiisii yaralarin tedavisi ve
dahili uygulamalarda kullanmistir. Angelo Sala 1614'te, glimiis nitrat1 bir miishil

olarak ve beyin infeksiyonlarinin tedavisi i¢in vermistir (Kristel vd. 2013).

Sarap, su, siit ve sirkenin glimiis kaplarda saklandigind1 19. yy’a gelindiginde,
daha uzun siire bozulmadan kaldiklar1 goriilmistir (Andrew vd. 2013). Ayn
zamanda Alman kadin dogum uzmani Doktor Carl Siegmund Franz Crede
bebeklerdeki yenidogan konjuktivitini Onlemek i¢in glmiis nitrat goz damlasi
kullanimina &nciiliik etmistir. ik once %2'lik bir ¢dzelti kullanmis, ancak bu daha
yiiksek konsantrasyonun neden oldugu tahris nedeniyle %1'lik bir c¢ozeltiye
indirilmistir (Joseph vd. 2013). Crede 1891'de yara antisepsisi i¢in kolloidal glimiisii
ilk kullanan kisi olarak kabul edilmistir (Medici vd. 2019).

Gilimiisiin kullanim amaglar ile ilgili Medici vd. (2019) yayimlanan yayinda
asagidaki bilgiler verilmistir. Bu yayma gore kolloidal glimiis, 20. yiizyillin
baslarinda, 6rnegin hastanelerde bir mikrop 6ldiiriicii olarak tibbi uygulamada yaygin
olarak kullanilmistir. Prestijli tip dergileri, giimiis kolloidal soliisyonlarinin
etkinligini, hi¢cbir olumsuz dezavantaji olmayan bakterisitler olarak tanimlamistir.
Ornegin, 1918'de T. H. Anderson-Wells'in Lancet dergisinde bir kolloidal giimiis

preparatinin  “bobreklerde herhangi bir tahrise ve ciltte pigmentasyona sebep
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olmayacagini ve intravendz olarak giivenli bir sekilde kullanilabilecegini” bildiren

bir makalesi yayinlanmigtir.

Glimiis tuzlar1 gegmiste konjunktivit, gastroenterit, bel soguklugu ve sifiliz
gibi infeksiyonlara karsi antibakteriyel maddeler olarak ve ayni zamanda nikotin
bagimliligin1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Merck Index birinci baskist 1889
yilinda yayimlanmis ve farmasotik amaclar i¢in en az 18 giimiis tuzu listelenmistir.
Bu tuzlar iginde en yaygin olarak kullanilan giimiis nitrat (AgNOQOs3), simyacilar
tarafindan “ay kostigi” olarak adlandirilmistir. Roma doéneminde Lapis infernalis
olarak da bilinen bu maddenin ilk uygulamalari, MO 69 yilina kadar uzanmaktadur.
Aynt zamanda %0.5'lik AgNOs ¢ozeltisi olarak yaniklarin ve kutandz sigillerin
tedavisinde de basarili bir sekilde kullanilmistir (Bellinger vd. 1970; Sterling vd.
2001). Glimiis arsfenamin (bilesik 606 olarakta bilinmektedir) ilk olarak 1910 yilinin
baslarinda sifilise ve tripanozomiyaza karsi, basarili bir sekilde kullanilmis olup,
1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfedilmesi ve bu madde ile
tedavi edilen hastalar arasinda arjiri vakalar1 sebebiyle tibbi uygulamalar

sonlandirilmistir.

Ik giimiis protein formiilasyonu Alman kimyager Arthur Eichengriin
tarafindan bulundu ve 1897'de terapotik uygulamaya girdi. Genellikle albiimin ile
giimiigiin  kombine edilmesinden olusan %@&’lik Protargol, antibiyotiklerin
bulunmasindan 6nce gonore tedavisi i¢in kullanilmistir. Argyrol, baska bir giimiis
protein formiilasyonu olup, 1902'de Dr. Albert Coombs Barnes ve Hermann Hille
tarafindan bel soguklugunun tedavisinde Onerilmistir ve bugiin hala klinik olarak
kullanilmaktadir. Argyrol ayrica, mukozadaki lokal infeksiyonlarin tedavisi igin
onerilmektedir (Vaupel vd. 2005).

Glimiis siilfadiazin 1960'arda kesfedilmis olup, bir Ag* iyonunun siilfonamid
isimli antibiyotige baglandigi bir komplekstir ve topikal antibiyotik olarak yanik
yaralarinin tedavisinde kullanilmistir. Glimiis siilfadiazin ve enrofloksasinin % 1’lik
krem formiilasyonu, bir antibakteriyel-antimikotik emdiilsiyon olarak veteriner
hekimlik uyugulamalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Giimiis siilfadiazin,
Diinya Saglk Orgiitii'niin temel ilaclar listesi'ne dahil edilmis ve etkinligi ve yan

etkileri konusundaki uzun siireli degerlendirmeye bakilmaksizin, hala ticari olarak
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satilmaktadir (Storm-Versloot vd. 2010; Wasiak vd. 2013). Giimiis asetat ise, aslinda
bir pestisittir. Ancak Avrupa'da ilk kez 1970'lerin basinda sigara igmeyi caydirici bir
pastil, birkag yil sonra da sakiz olarak kullanilmistir. Giimiis asetat dumanla temas
ettiginde, sigara igenlerin agzinda itici bir metalik tat olusturmakta, boylece sigara

tiiketimini engellemektedir (Jensen vd. 1991, Rose vd. 2010).

Glimiis nanopartikiiller yiliksek biyouyumluluk ve islevsellestirilmis
potansiyele sahip olduklarindan ve kolayca tespit edilebildiklerinden dolay1
kullanilmaktadir (Baranwal vd. 2018). Giimiis nanopartikiillerin kendine 0zgi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri vardir (Wypij vd. 2018). Bu 6zelliklerin
partikiillerin sahip oldugu sekil ve boyutlardan etkilendigi bildirilmektedir (Lee vd.,
2019). Bu nanopartikiiller 6zellikle son yillarda antimikrobiyal ve antikanser
uygulamalar1 ile 6ne g¢ikmaktadir. Giiniimiizde de bu konu ilag olarak kullanim

potansiyellerinden dolay ilgi cekmektedir (Dhand vd. 2016; Wypij vd. 2018).

o
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Sekil 2.2. Giimiis nanopartikiilerin (AgNP) biyolojik etkileri

Gumiis nanopartikiillerin (AgNP), sekil 2.2” de goriildiigii gibi antioksidan,
antikanser, antiinflamatuvar, antifungal, antiviral, antiparaziter ve antibakteriyel gibi
genis biyolojik aktiviteleri nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Dakal
vd. 2016; Kim vd. 2007). Giimiis nanopartikiillerin genis yiizey alanlari, canlilig
etkileyen bakteri membranndan kolaylikla girebilmesi nedeniyle antibakteriyel
aktiviteyi artirmaktadir (Haukvik vd. 2010; Zheng vd. 2010). Ayrica AgNP'ler, diger



nanopartikiillere kiyasla cok diisik uguculuga sahip olmasi, yiiksek sicaklik
araliklarin1 tolere edebilmesi ve mikroorganizmalarin {iremesini sinirlayabilmesi
Ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Bhawana vd. 2011; Jeyaraj vd. 2013; Kumar vd.
2016).

2.4. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Aktivitesi

Glimiisiin ve bilesiklerinin antibakteriyel aktivitesi uzun zamandir
bilinmektedir (Liao C. vd. 2019). Giimiis ve giimiis nanopartikiillerin (AgNP), Gram
negatif bakteriler (Escherichia, Pseudomonas, Salmonella ve Vibrio) Gram pozitif
bakteriler (Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Listeria, Staphylococcus,
Streptococcus) ve antibiyotiklere direngli kokenlerin  (6rn.  Acinetobacter,
Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecium) iiremesini engelledigi
bilinmektedir. Bu yiizden AgNP'ler umut verici antimikrobiyal ajanlar arasinda
sayilmaktadir (Liao S. vd. 2019; Samuel vd. 2020; Yin vd. 2020).

Glimiis nanopartikiillerin Gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel
etkilerinin Gram negatif bakterilerden daha belirgin oldugu ve bunun, Gram negatif
bakterilerin gézenekli olmayan hiicre duvarlariin nanopartikiillerin (NP) girisini
engellemesi ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. Proteinler ve komplekslerle kovalent
baglantilar1 olan Gram pozitif bakteri hiicre duvarinin nispeten gézenekli yapisinin,

yabanci molekiillerin penetrasyonuna izin verdigi diisiiniilmektedir (Zaidi vd. 2017).

Nanopartikiillerin antibakteriyel etkilerini gdsterebilmeleri igin, bakteri
hiicreleri ile temas halinde olmalar1 gerekir. Nanopartikiiller, elektrostatik ¢ekim,
Van der Waals kuvvetleri, reseptor-ligand ve hidrofobik etkilesimler ile bakterilere
temas ederler (Bayindir, 2009). Sekil 2.3’teki gibi bakterilere temas ettikten sonra,
bakteri zarin1 geger ve hiicre zarimin seklini ve islevini bozar. Daha sonra, oksidatif
strese, heterojen degisikliklere, bozulmus hiicre zar1 gegirgenliginin yol actig1
elektrolit denge bozukluklarina ve DNA, lizozomlar, ribozomlar ve enzimler gibi
bakterilerin hiicresel temel bilesenleri ile etkilesime girerek de enzim inhibisyonuna
ve protein deaktivasyonuna sebep olurlar (Altuner, 2013; Yang vd. 2009). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit radikaller (O2), hidrojen peroksit (H20>), hidroksil



radikaller (OH) gibi kisa 6miirlii oksidanlardan olusur (Raffi vd. 2010; Baek ve An,
2011). Bu tiirlerin yiiksek reaktivitesi nedeniyle ROS, peptidoglikana ve hiicre

zarina, DNA, ribozom ve proteinlere zarar vermektedir (Pelgrift ve Friedman, 2013).
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Sekil 2.3. Giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel etki mekanizmasi (Liao vd. 2019)

Sekil 2.4” de gortildiigii gibi giimiis 1yonlar1 bakterinin i¢ine dogru difiize olur
ve burada bakteri enzimleriyle reaksiyona girerek enzimlere baglanir. Bu sekilde
bakterilerin biiylimesi ve ¢ogalmasi engellenmis olur. Ayrica bakteri hiicre duvarina
ve hiicre zarmma baglandigi, tiyol gruplarnt ile etkilesime girerek solunum
enzimlerinide inhibe ederek bakterinin 6lmesine yol agtig1 belirlenmistir (Jung vd.
2008). Liau vd. (1997) yilinda hazirladiklar1 ¢alismalarinda tiyol (-SH) gruplari
bulunduran aminoasitler ile (-SH) grubu igermeyen aminoasitlere giimiis iyonlarinin
etkisini arasgtirmis ve ¢aligmada sonucunda (-SH) grubu igeren aminoasitlerde giimiis
iyonlarinin tiyol gruplarina baglandiklar1 goriilmiistiir ve sonucunda enzimlerin

islevinin etkisiz hale getirildigini bildirmistir.



Sekil 2.4. Giimiis iyonlarinin antibakteriyel etkisi

2.5. Kurkumin

Kurkumin Zingiberaceae familyasina ait Curcuma longa bitkisinin
rizomundan elde edilen, kimyasal adi [(E, E) -1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksi-fenil) -
1,6-heptadien-3,5-diyon] olan halk dilinde "zerdegal" olarak bilinen bilesendir.

OCH; OCH;

Sekil 2.5. Kurkuminin kimyasal yapisi

Kurkumin ilk olarak Vogel ve Pelletier tarafindan 1815'te Curcuma longa
rizomlarindan izole edilmistir. Cur ilk kez 1842'de Vogel tarafindan saflastirilmistir
(Prasad vd. 2014). Asya halklarinin sosyo-kiiltiirel yasaminda 6nemli bir yere sahip
olan Cur, ilag, baharat, gida koruyucu ve renklendirici olarak kullanilmaktadir
(Anderson vd. 2000). Ayn1 zamanda geleneksel olarak bocek kovucu ajan ve yara

iyilestirici olarak kullanilmistir (Rudrappa ve Bais 2008).
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Yapilan kapsamli arastirmalar, Cur’in sekil 2.6° da gorildigi gibi gigli
antioksidan, antiinflamatuar, antikanser, antifungal, antiviral ve antibakteriyel
ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir (Pizzo vd. 2010; Aggarwal ve Harikumar,
2009; Wang vd. 2009). Cur, Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan “genel olarak
giivenli” (GRAS) olarak kabul edilmektedir (FDA, 2020).

Zerd(;:;
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Sekil 2.6. Kurkuminin biyolojik etkileri (Rai vd. 2020)

Kurkuminin ayrica, son derece hidrofobik, 1siga duyarl, alkali ve in vivo
ortamda pratik olarak kararsiz oldugu bilinmektedir. Ozellikle nanopartikiil haline
getirilen Cur’in, yiiksek yiizey alani /hacim orani nedeniyle, hem ¢oziiniirligii hem
de ¢oziinme hizi artirilabilir (Knetsch ve Koole, 2011). Ayrica, kiiciik partikiil
boyutu, Cur’in sistemik dolasimda kalma siiresini uzatabilir, dagilimin1 degistirebilir

(Mohanty ve Sahoo, 2010).

Kurkumin nanopartikiili, gelismis sulu faz ¢ozlnirliigi ve basit
dagilabilirligi  nedeniyle Cur'den daha gelismis antibakteriyel aktivite
sergilemektedir. Bacillus subtilis, S. aureus, Helicobacter pylori ve Pseudomonas
aeruginosa'ya karsi antibakteriyel aktivite goriilmistir (Basniwal vd. 2011).
Antibakteriyel aktivitesi saptanmis olan Cur’in etki mekanizmasi, bakteri hiicre
duvarina tutunmasi ve biitiinliiglinii bozmasi sonucunda hiicrenin i¢ine niifuz etmesi
seklindedir. Boylece, hiicre organellerinin yapist da bozularak, hiicre canlilig1 sona

ermektedir (Zheng vd. 2020).
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2.6. Sinnamaldehit

Lauraceae familyasina ait olan tar¢inin (Cinnamomum zeylanicum) dabhil
oldugu 250 bitki tiiriinden olusan Cinnamomum cinsi igindeki birka¢ agacin ig
kabugundan elde edilmektedir. Bu bilesen 1834'te Jean Baptiste Dumas ve Eugéne-
Melchior Péligot tarafindan targin ugucu yagindan elde edilmis ve 1854'te Italyan
kimyager Luigi Chiozza tarafindan da laboratuvarda sentezlenmistir (Shreaz vd.
2016; Vasconcelos vd. 2018).

Sinnamaldehit (3-fenil-2-propenal), targin ugucu yaginda, Oziitleme tiiriine
bagli olarak %62-95 arasinda degisen bir oranda bulunmaktadir (Khasnavis ve

Pahan, 2012; Shreaz vd. 2016).

Sekil 2.7. Sinnamaldehitin kimyasal yapisi

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Aroma ve Oziit
Ureticileri Dernegi (FEMA) tarafindan GRAS olarak tanimlanmis ve konsey
tarafindan A statiisii (gida maddelerinde kullanilabilir) onay1 verilmistir (Friedman,
2017). Cin, bocek oldiiriicii (Huang ve Ho, 1988), antiinflamatuvar (Liao vd. 2008),
immiinmodiilatér (Koh vd. 1998), antikanser (Imai vd. 2002), antifungal (Bang vd.
2000) ve antibakteriyel etkiler gibi farkli biyolojik aktiviteler gostermektedir (Doyle
ve Stephens, 2019; Sadhna vd. 2010). Mevcut arastirmalar, Cin’in hiicre duvar
sentezinin, membran fonksiyonunun ve spesifik enzim aktivitelerinin inhibisyonuna
bagl olarak antimikrobiyal aktivite gosterdigini diisiindiirmektedir (Di Pasqua vd.
2007; Gill ve Holley, 2006).

Birgok ¢alisma, Cin’in hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler

tizerindeki antimikrobiyal etkilerini kanitlamistir (Trinh vd. 2015; Utchariyakiat vd.
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2016; Yap vd. 2015). Gram negatif bakteriler karmasik hiicre duvar yapisi nedeniyle,
bitki Ozleri, ugucu yaglart ve bilesenlerine Gram pozitif bakterilerden daha
direnglidir (Trombetta vd. 2005). Gram pozitif bakteri hiicre duvari, hidrofobik
molekiillerin hem hiicre duvarima hem de sitoplazmaya kolayca niifuz etmesine ve
etki etmesine izin verir (Nazzaro vd. 2013). Cin tarafindan zara bagli veya zara
gomiilii enzimlerin inhibisyonu, protein yapisinda degisikliklere neden olarak
bakteriyostatik etkinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Helander vd. 1998). Cin’in,
ayrica OmpA, OmpC ve OmpR gibi membran porinlerinin ve amino asit
tastyicilariin gen ekspresyonunu azaltma yetenegine sahip oldugu, aktif tagimay1 ve
hiicre zarimdan diflizyonu bozdugu da Dbildirilmistir (Amalaradjou ve

Venkitanarayanan, 2011a, b).

2.7. Amiloz

Bitkilerde depolanan ana karbonhidratlardan nisasta iki glikoz polimer
bileseni icermektedir. Bunlardan birisi suda ¢dziinebilen amiloz, digeri suda
¢Oziinemeyen amilopektindir (Seung, 2020). Nisasta, alerjik olmayan, ucuz, GRAS
olarak tanimlanan, dogal karbonhidrat polimeridir. Amiloz, a (1 — 4) glikosidik
baglarla birbirine baglanan a-D- glikoz birimlerinden olusan bir polisakkarittir (Zhu,

2017).

CHOH [ CH, OH | CH,OH
o) o o)
OH OH OH
OH O o OH
OH - OH | 300-600 OH

Sekil 2.8. Amilozun kimyasal yapisi

Amiloz, ¢ogu dogal nisastanin <%35'ini olusturmaktadir. Nisasta graniilleri
igindeki amilozun kesin konumu bilinmemektedir. X-1s1n1 sagilma verileri, amilozun
cogunlukla graniiliin amorf bolgelerinde meydana geldigini gostermektedir (Jenkins

ve Donald, 1995). Yaygin bir teori, amiloz varliginin, amorf bosluklari doldurarak

13



nisasta graniiliiniin depolama verimliligini artirdigidir (Donald vd. 2001). Amiloz
farkli bir¢ok alanda 6nemli bir koyulastirici, su baglayici, jellestirici ve stabilizator
ajan olarak kullanilmaktadir. Kimyasal modifikasyon, polisakkaritlerin 6zelliklerini
degistirmek igin kullanilan yaygin bir yoldur ve bunlardan en ¢ok kullanilani ise,
oksidasyon islemidir (Ashogbon ve Akintayo, 2014). Oksidasyon isleminde,
polisakkaritin ¢ok sayidaki hidroksil, aldehit veya karboksil gruplar
oksitlenmektedir. Oksitlenen gruplar, polisakaritlerin sulu ¢ozelti i¢indeki

¢ozinlrlik performanslarini iyilestirmektedir. (Gumul vd. 2014).

2.8. Giimiis Nanopartikiil Komplekslerinin Sentezi

Gimiis nanopartikiil kompleksleri (AgNP) fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yollardan sentezlenebilir (Iravani vd. 2014). Nanopartikiiller fiziksel yontemle,
atmosferik basingta bir tip firm1 kullanarak buharlasma-yogusma ile
hazirlanmaktadir (Kruis vd. 2000). Fiziksel yontemlerin avantajlari, yiiksek saflikta
AgNP'lerin olusmasi, indirgeyici ajan olarak kullanilan radyasyon ve tehlikeli
kimyasallar1 icermemesi iken, dezavatajlar1 diisiik verim, yiiksek enerji tiiketimi,

c¢oziici kirliligi ve diizglin dagilim eksikligidir (Shameli vd. 2010; Jung vd. 2006).

Glimiis nanopartikiillerin biyolojik sentezi (yesil sentez), bitkisel 6ziitlerden
ve/veya mikroorganizmalardan elde edilen, alternatif bir yaklasim olarak ortaya
cikmistir. Biyolojik sentez, kimyasal ve fiziksel sentez yontemlerine gore cesitli
avantajlara sahiptir. Basit, uygun maliyetli, ¢evre dostu, yiikksek verim ve/veya liretim
icin kolayca Olgeklendirilebilinmesi bilinen avantajlarindandir (Husen vd. 2014;
Siddigi vd. 2016). Biyolojik sentezin ana dezavantaji ise, uzun reaksiyon siiresidir.
Ancak mikrodalga yardimli sentez yoluyla geleneksel termal 1sitmaya kiyasla
reaksiyon hizi ve {iriin verimi artirilabilir (Chain vd. 2016). Biyolojik yontemlerle
sentezlenen AgNP'lerin boyutu 1 ile 600 nm araliginda degismektedir (Swamy vd.
2015).

Kimyasal yontemle, giimiis nanopartikiilleri hazirlamak i¢in su veya organik
¢oziciiler kullanilir (Wiley vd. 2005; Tao vd. 2006). Bu islemde metal onciiller,
indirgeyici ve dengeleyici ajanlar gibi ii¢ ana bilesen kullanilmaktadir. Genel olarak,
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giimiis nanomalzemeler “yukaridan asagiya” ve ‘“asagidan yukariya” olarak
smiflandirilan iki yontemle elde edilebilir (Deepak vd. 2011). “Yukaridan asagiya”
yontemi, yigin haldeki bir maddenin alinmasi ve pargalara ayrilmasi anlamina
gelmektedir (Amulyavichus vd. 1998). "Asagidan yukariya" yontemi ise, atomik
olarak dagilmis bir fazdan, yogunlasmis kat1 bir faza dogru geg¢isi tanimlamaktadir.
Kimyasal yontemlerin en biiylik avantaji, diisiik verime sahip fiziksel yontemlerin
aksine Uretim kolayligi, diisiik maliyet ve yiiksek verimdir. Bu yontemin dezavantaji,
iiretilen partikiillerin yilizeyleri kimyasal madde ile kaplandig i¢in beklenen saflikta
elde edilememesidir. Partikiill agregasyonunun oOnlenmesi igin daha ileri adim
gerektiren AgNP'lerin iyi karakterize edilebilecek biiyiikliikte hazirlanmasi da dikkat
edilmesi gereken bir bagka noktadir (Malik vd. 2002).

2.9. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi sentezlenen
partikiillerin ~ islevsel  yonlerini  degerlendirmek  i¢cin  Onemlidir. Glimis
nanopartikiillerini (AgNP) karakterize etmek i¢in UV-Vis spektrofotometrisi, X-1sin1
difraktometrisi (XRD), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), kizilotesi
spektroskopi (IR), taramali elektron mikroskobu (SEM) gibi farkli birgok mikroskop
kullanilmaktadir (Hall vd. 2007; Gerwert vd. 1999; Wang, 2000).

2.9.1. Fourier Doniisiimii Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi

Fourier Dontisiimii Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi genellikle anahtar
fonksiyonel gruplar1 tanimlamak veya serbest amin gruplari, sistein kalintilar1 ya da
karboksil gruplarinin elektrostatik ¢ekimi ile sentezlenmis AgNP'lere spesifik olarak
baglanan biyomolekiilleri karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir (Roy vd. 2012).
FT-IR spektrumlari, AgNP sentezinde kullanilan organizma/tiiriin 6zelliklerine gore

degismektedir (Elsayed vd. 2018).

Fourier doniisiimii kizildtesi spektroskopisi kullanilarak, 107 diizeyinde

kiiglik adsorbans/absorbans degisikliklerini tespit etmek miimkiin hale gelmekte ve
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nanopartikiillere kovalent olarak baglanmig fonksiyonel molekiillerin dogrulanmasi
veya katalitik islem sirasinda enzim ve substrat arasinda meydana gelen etkilesimler
tamimlanabilmektedir (Baudot vd. 2010; Barth ve Zscherp, 2002). Kizil6tesi
spektrometrelerinin avantajlari, verilerin ¢ok kisa siirede alinabilmesi ve daha az
ornek gereksinimi ile karakterizasyon isleminin gergeklestirilmesidir (Kumar ve
Barth, 2010). Aym1 zamanda kizil6tesi spektroskopisi, giimiis nanopartikiilii gibi
biyolojik maddeleri tanimlamak i¢in uygun, degerli, non-invaziv, uygun maliyetli ve
basit bir tekniktir (Kazarian ve Chan, 2006; Liu ve Webster, 2007).

2.10. Bakteriler

2.10.1. Staphylococcus aureus

Uremeleri sirasinda birbirlerinden ayrilmayarak {iziim salkimina benzemeleri
nedeniyle 1880°de Ogston tarafindan stafilokok adi verilmistir. Stafilokoklar
Rosenbach tarafindan 1884 yilinda ilk olarak hasta orneklerinden soyutlanmistir.
(Bilgehan, 2000). S. aureus ise, iliremeleri sirasinda olusturduklari karotenoid
pigment nedeniyle kolonilerinin altin sarist renginde goriilmesi nedeniyle bu isim
verilmistir. S. aureus 0.5-1.5 pm c¢apinda, hareketsiz, fakiiltatif anaerop, Gram
pozitif, yiiksek konsantrasyonda tuz iceren besiyerlerinde (%10 NaCl) ve 18-40°C
genis 1s1 araliklarinda iireyebilen katalaz ve koagiilaz pozitif koklardir (Murray vd.
2013).

Stafilokoklar koagiilaz iretimi, protein A varligi ve N-asetilglukozamin
igeren tiire 6zgiil ribitol teikoik asit (polisakkarit A) ile tanimlanir. Konak dokularina
tutunmayi saglayan ve fagositozdan koruyan yapisal komponentler, ¢ok sayida toksin
ve hidrolitik enzimleri igeren viriilans faktorleri bulunmaktadir. Gida zehirlenmeleri,
toksik sok sendromu, haslanmis deri sendromu toksine bagli hastaliklaridir.
Impetigo, folikiilit, fronkiil, karbunkiil, yara infeksiyonlar1 piyojenik hastaliklar1 ve
bakteriyemi ve sepsis sistemik hastaliklar1 olusturur. Bu bakteriler 6zellikle burunda
olmak {izere deri ve mukozal yiizeylerde normal florada bulunur. Kalin peptidoglikan
tabaka varlig1 ve dig membran yoklugu nedeniyle bu bakteriler kuru ylizeylerde uzun

stire kalabilirler. Kisiden kisiye dogrudan temas ya da kontamine esyalarla (6rn.
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yatak carsaflari, giyecekler) bulasabilirler. Kiymik, dikis, protez, kateter gibi yabanci
cisim varligi, gecirilmis cerrahi girisim ve normal florayr baskilayan antibiyotik
kullanimi nedeniyle infeksiyona neden olurlar. Bebeklerde haslanmis deri sendromu,
kot hijyene sahip kiigiik ¢ocuklarda impetigo ve diger deri infeksiyonlar1, menstriiel
donemdeki kadinlarda toksik sok sendromu, intravaskiiler kateteri olanlarda
bakteriyemi ve endokardit, sant1 olanlarda menenjit, solunum fonksiyon yetmezligi
veya gecirilmis viral solunum yolu infeksiyonu olanlarda ise pnémonin etkenidir.
Hastane ve toplum kokenli metisilin direngli S. aureus (MRSA) infeksiyonlar1 tiim
diinyada Onemli bir problemdir. MRSA giiniimiizde toplum kaynakli deri ve
yumusak doku infeksiyonlanin en yaygin etkendir. Piyojenik infeksiyonlardan bu
bakterilerin tanimlanmasinda mikroskopi 6nemli olmasina ragmen, toksine bagli
infeksiyonlarda yarar saglamamaktadir. Stafilokoklar segici olmayan besiyerlerine
ekildiklerinde hizla iirerler. S. aureus'u kontamine Orneklerden soyutlamak igin
mannitol-tuz agar gibi secici besiyeri kullanilmaktadir. S. aureus kokenleri koyun

kanli agarda beta hemoliz yapmaktadir (Murray vd. 2013).

Antibiyotik tedavisinden Once lokal infeksiyonlarda insizyon ve drenaj
yapilmaktadir. Sistemik infeksiyonlarin tedavisi i¢in antibiyotik gereklidir. Ampirik
tedavi uygulanmasinda MRSA'ya etkili antibiyotikler sec¢ilmelidir. Tedavide
trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin veya minosiklin, klindamisin, vankomisin
daptomisin, tigesiklin ve linezolid kullanilabilir. Uygun yara temizligi ve antiseptik
solisyonlarin  kullanimi, infeksiyonlarin Onlenmesine yardimci olur. Hastane
infeksiyonunu onlemede saglik personelinin elini yikamasmin hastalar arasindaki

yayilimi dnlemesinde dnemi vurgulanmaktadir (Murray vd. 2013).

2.10.2. Esherichia coli

Ik kez 1885 yilinda Dr. Theodor Escherich tarafindan bebek digkilarmdan
soyutlanan bir bakteridir. Kalin bagirsaktan soyutlandigr icin Bacterium coli
commune olarak adlandirilmistir ve 19. yiizyilin sonlarma dogru Escherichia cins
ismi olmustur. Bu bakteri 1950 yilina kadar insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde normal florada bulunan, patojen olmayan bir mikroorganizma olarak
kabul edilmistir (Topgu vd. 2002). E. coli Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz

negatif, fakiiltatif anaerop bir mikroorganizma olup, insanlarin ve ¢ogu sicakkanli
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hayvanlarin dogal bagirsak florasinda yer alir. Peritrik flagellalariyla hareketlidir,
fakat hareketleri yavastir (Goniil ve Karapinar, 1994).

Bagirsak dis1 infeksiyonlar arasinda bakteriyemi, iiriner sistem infeksiyonlari,
yenidogan menenjiti ve karimn i¢i infeksiyonlar1 yer alir. Birgok infeksiyon endojen
kaynakli olmakla birlikte gastroenterit olusturan kokenler genellikle ekzojen
kaynaklidir. Bu mikroorganizmalar birgok kiiltiir ortaminda hizli iirerler. Yaygin
infeksiyon gelismedigi siirece, enterik patojenler semptomatik olarak tedavi edilirler.
Antibiyotik tedavisi, in vitro duyarlilik testlerine gore yapilmalidir. Kontrol
onlemleri ile hastane kaynakli infeksiyon riski azaltilmaktadir. Ornegin, kisith
antibiyotik  kullanimi, gereksiz iiriner katater kullanimindan kaginilmasi
gerekmektedir. Hijyen kosullarinini saglanmasi, gastroenterit yapan kokenlerle

karsilagma riskini azaltir (Murray vd. 2013).

2.10.3. Pseudomonas aeruginosa

Bazi yaralarda ve ozellikle cerrahi girisimlerden sonra ameliyat yeri ve gaz
bezlerinde yesil mavimsi bir irinin olusumu géze ¢arpmakta ve 1882’de Gessard
tarafindan bu bakteri mavi irin etkeni olarak gosterilmistir. Bacterium aerugineum,
Bacillus aeruginosum, Pseudomonas polycolor gibi isimlerle anilmistir. (Bilgehan,
2000). P. aeruginosa hareketli, diiz veya hafif kivrimli, Gram negatif, aerop
basillerdir, karakteristik olarak ciftler halinde bulunurlar (Murray vd. 2013).

Nonfermentatif, basit besinlere gereksinim duymaktadirlar. Cesitli viriilans
faktorleri, vardir. Bu bakterinin flajella, pili, lipopolisakkarit, aljinat kapsiil gibi
adezinleri, ekzotoksin A, piyosiyanin, elastaz, proteaz, fosfolipaz C, ekzoenzim S ve
T toksinleri ve enzimleri 6nemli viriilans faktorleridir. Solunum yolu, iiriner sistem,
deri ve yumusak doku, kulak ve goz, bakteriyemi ve endokardit gibi infeksiyonlara
neden olurlar. Dogada her yerde ve ¢igekler, lavabolar, tuvaletler, mekanik solunum
ve diyaliz makineleri gibi hastanenin nemli ortamlarinda bulunurlar. Ozellikle genis
spektrumlu antibiyotiklerle tedavi olan yatan hastalarin solunum cihazi kullandiginda
veya hastanede kalma siiresi uzadiginda, solunum yolu ve gastrointestinal sistemde
gecici olarak kolonize olabilmektedirler. Rutin besiyerlerinde kisa siirede iireyen bu

bakteri karekteristik koloni morfolojisi degerlendirildiginde kanli besiyerinde [3-
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hemoliz, Mieller-Hinton besiyerinde pigment iiretimi (mavi, mavi-yesil, kahverengi)
ve aromatik kokusu (iiziimsii koku) ile tanimlanabilir. Siklikla etkili antibiyotiklerin
kombine (6rn. aminoglikozitler ve B-laktam antibiyotikler) kullanimi etkili iken,
monoterapi genellikle etkisizdir. Bu durum direngli kdkenlerin gelisimine de neden
olmaktadir. Hastane infeksiyonu kontrol oOnlemleri steril tibbi cihazlarin
kontaminasyonunu  6nlemek ve nozokomiyal gecisi azaltmak {izerine

yogunlagmalidir (Murray vd. 2013).

2.10.4. Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium

Enterococcus {iyeleri 1984 yilina kadar D grubu Streptococcus olarak
smiflandirilmis, ancak genomik DNA analizinin sonucunda ayri bir cins
siniflandirmast uygun gortilmistiir. Klinik olarak 6nemli iki tiir Enterococcus
faecalis ve Enterococcus feacium’dur. Ciftler ve kisa zincirler seklinde goriilen Gram
pozitif, fakiiltatif anaerop, sporsuz koklardir, hiicre duvari, grup D gliserol, teikoik

asit gibi gruba 6zgiil antijenler igerir (Fisher vd., 2009).

Bu bakterilerin viriilansi, konak yiizeylerine yapisma yetenegi, biyofilm
olusturmas1 ve antibiyotiklere diren¢ durumuna gore belirlenmektedir. Olusturdugu
hastaliklar arasinda; idrar yolu ve yara infeksiyonlari, peritonit, endokardit ve
bakteriyemi bulunmaktadir. Insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemini kolonize
eder; genis spektrumlu antibiyotiklerin normal bakteriyel floranin dengesini bozdugu
durumlarda, diger mukozal yiizeylere yayilabilmektedir. Infeksiyonlarin g¢ogu
endojendir, bazilar1 hastadan hastaya bulas sonucu ortaya ¢ikar. Uzun siire hastanede
yatan ve Ozellikle enterokoklarin dogal olarak direngli oldugu sefalosporinler gibi
genis spektrumlu antibiyotik kullanan hastalarda infeksiyon etkenidir. Rutin
kullanimda olan besiyerlerinde kolayca iireyebilen enterokoklar, katalaz negatif, L-
pirolidonil arilamidaz pozitif, safra tuzu ve optokine direnglidir. Bir aminoglikozid
grubundan bir antibiyotik ile penisilin, ampisilin veya vankomisin gibi hiicre
duvarina etkili olan antibiyotiklerin kombinasyonu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. E. feacium, E. faecalis’e goére daha direnclidir. 1972'de
vankomisinin klinik kullanima girmesinden sonra direngli enterokoklarin ortaya
cikigi sadece 15 yil siirmiistiir (Metan vd. 2005). Enterococcus’larda alti farkli tip
vankomisin direnci gosterilir: Van-A, Van-B, Van-C, Van-D, Van-E ve Van-G
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(Gilmore, 2002). Van-A hem vankomisine hem de teikoplanine direngli olmasi
nedeniyle en Onemli diren¢ tipi iken, Van-B vankomisine direnglidir ancak
teikoplanine duyarli, Van-C ise sadece vankomisine kismen direnclidir (Kagmaz ve
Aksoy, 2005). Antibiyotik direngli bakteriler i¢in, linezolid, daptomisin, tigesiklin ve
kinopristin/dalfopristin  gibi yeni klinik kullanima girmis ilaglar tercih
edilebilmektedir. Bu ilaglarin her birine karst giderek artan oranda direng
gelismektedir ve c¢ogu koken (Ozellikle E. faecium) tarafindan olusturulan
infeksiyonlar herhangi bir antibiyotikle tedavi edilememektedir. Enterococcus
infeksiyonlarint 6nlemek ve kontrol altina almak giigtiir. Enfekte hastalarin
izolasyonu, hasta ile temasta eldiven ve Onliik gibi kisisel koruyucu ekipmanlarin

giyilmesi bu bakteriler ile kontaminasyon riskini diisiirmektedir (Murray vd. 2013).

2.10.5 Listeria monocytogenes

Salmonelloz, shigellosis, yersiniosis gibi bulagici hastaliktan farkli olarak
listeriosis, bulucusunun adin1 tagimaz. Cambridge'deki laboratuar hayvanlar1 arasinda
yayilan salgmi arastiran Murray, Webb ve Swann nedeni kesfettiklerinde,
Erysipelothrix, Listerella ve son olarak Listeria gibi jenerik isimlerden Once
Bacterium monocytogenes adimi kullanmiglardir. Dolayisiyla hastalik mevcut adi
genel kullanima girene kadar uzun yillar listerellosis olarak adlandirildi (Murray vd.
1926). Ancak daha sonra antisepsiyi bulan Dr. Lister’i onurlandirmak icin Listeria

isimlendirmesini yapmislardir (Seeliger, 1988).

Listeria monocytogenes fakiiltatif hiicre i¢i bir patojen oldugu igin
antikorlarin etkisinden kacabilir. Viriilan kokenler; hiicreye tutunma faktorleri
(internalinler), hemolizinler (listeriyolizin O ve iki fosfolipaz C enzimi) ve aktin
aracilt hiicre i¢i hareketi saglayan bir protein (ACtA) iiretir. Genis pH araliginda, 4°C
de ve tuz varhiginda {iireyebilmeleri nedeniyle kontamine gidalarda bulunan
bakterilerin diger mikroorganizmalardan ayristirilmasinda kolaylik saglar. Toprak, su
ve bitkilerden, insanlardan ve gesitli hayvanlardan ve (diisiik diizey gastrointestinal
tastyicilik) soyutlanabilir. Hastalik, kontamine gidalarin tiiketilmesi (6rn. kontamine
slit ve peynir, islenmis etler, 6zellikle lahana gibi ¢ig sebzeler) veya anneden bebege
transplasental yolla bulasir; y1l boyunca sporadik olgular ve epidemiler goriilebilir.

Yenidoganlar, yaslilar, gebe kadinlar ve hiicresel immiin yetmezligi olan hastalar,
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hastalik gelisimi acisindan yiiksek risk altindadir. Yeni doganlarda yaptig
infeksiyonlardan erken baslangigch hastalik, graniilamatéz infanseptika, uterusdan
transplasental olarak gecer; bir¢ok organda yaygin apseler ve graniilomlar ile
karakterizedir. Geg¢ baslangicli hastalik ise, dogum sirasinda veya dogumdan kisa
stire sonra kazanilir; menenjit veya meningoensefalit ile birlikte sepsis olusur.
Saglikli yetiskinlerde hastalik, siklikla grip benzeri seklinde goriiliir, gastroenterit de
gortlebilir. Hastalik gebelerde ve hiicresel immiin yetmezligi olan bireylerde primer
atesli bakteriyemi, hipotansiyon ve menenjit ile birlikte yaygin seklinde goriilebilir.
Mikroskobik inceleme duyarli degildir, kiiltiir i¢in 2-3 giinliik inkiibasyon veya 4°C
de zenginlestirme gereklidir. Bakterilerin oda 1sinda hareketli olmasi, kolonilerinin
zayif beta hemolitik olmasi, 4°C’de ve yliksek tuz konstrasyonlarinda iireyebilme
yetenegi tani icin yardimci Ozelliklerdir. Ciddi hastaliklarin tedavisinde segilecek
antibiyotikler penisilin veya ampisilindir, tek baglarina veya gentamisin ile kombine
olarak kullanilabilir. Yiiksek risk altindaki bireyler, hayvansal kokenli ¢ig veya az
pismis gidalar, krem peynir ve yikanmamis ¢ig sebzeleri tiiketmekten kaginmalidir

(Murray vd. 2013).

2.10.6. Salmonella Typhimurium

Salmonella, ilk tanimlayan Eberth tarafindan 19. yiizyilin baslarinda,
calisiimaya baslanmis ve daha sonra Gaffky, insan tifo atesinden sorumlu basili izole
etmistir (Le Minor vd. 1991). Daha sonra, 1885'te Theobald Smith, Daniel Elmer
Somon ile birlikte, enfekte olmus domuzlarin bagirsaklarindan Salmonella’y:
soyutlamistir. (D'Aoust vd. 1989). Bakteri susu, Smith ile ¢alisan patolog Dr. Daniel

Elmer Salmon tarafindan Salmonella olarak adlandirildi (Eng vd. 2015).

Salmonella, insan ve hayvanlarda 6nemli bir enterik bakteriyel patojendir.
Salmonella cinsi Enterobacteriaceae ailesine ait iki tiir igerir: S. enterica ve S.
bongori (Shinohara vd. 2008). ilki, Romen rakamlar1 ile gdsterilen alti alt tiirden
olusur ve flagellar (H) ve somatik (O) yapilari ile birbirinden farklilik gdsteren
2600'den fazla serotipi igerir (Coburn vd. 2007; Eng vd. 2015). Salmonella enterica
serovar Typhimurium, 2.600 farkli serovarindan biridir (Branchu vd. 2008).
Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait lire negatif, biiyiik ¢cogunlugu H2S

pozitif, hareketli, glikozdan asit lireten, laktoz negatif, oksidaz negatif ve fakiiltatif
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anaerop, Gram negatif basillerdir (Grimont ve Weill, 2007; Mezal vd. 2014).
Salmonella infeksiyonlarinin patogenezinde birgok viriilans faktoriiniin gesitli roller
oynadig1 gosterilmistir. Bu faktorler arasinda flagella, kapsiil, plazmidler, adhezyon
sistemleri olup, Salmonella’ da ii¢ tip sekresyon sistemi bulunmaktadir (Daigle,
2008; Sabbagh vd. 2010). Salmonella her yerde bulunur ve kuru ortamda son derece
kalicidir, ayn1 zamanda giinlerden birka¢ aya kadar degisen siirelerde suda da
kalicidir. S. enterica serovarlar1 cesitli konaklara ve rezervuarlara sahiptir ve hem
insanlarda hem de hayvanlarda hastaliga neden olabilir. Konakda birka¢ serovar
haricinde, S. enterica serovarlarinin ¢ogu konaga adapte olmustur ve bu hastaliga
neden olabilir (Rebecca ve Andrea, 2017).

Salmonella-Shigella agar (SS), ksiloz-lizin-deoksikolat agar (XLD) ve
hektoen enterik (HE) agar plakalar1 gibi diger kati segici besiyerleri daha spesifik
izolasyon ve tanimlama i¢in kullanilir. Karakteristik bir metabolik 6zelligi olan
hidrojen siilfiir iiretimi, bu ii¢ secici ortam tiiriinde siyah merkezli koloniler
tarafindan gosterilir. Kligler'in demir agar1 (KIA) ve ii¢ sekerli demir (TSI) agarinda
gaz ve hidrojen siilfit iiretimi ve ayrica sar1 renklenmeye yol agan dekstroz
fermantasyonu yer alir. TSI ortam1 ayn1 zamanda siikroz fermentasyonunu tespit
etmesine ragmen, her iki ortam da glikoz ve/veya laktozu fermente etme kabiliyetini
belirlemek i¢in kullanilir (Fabrega ve Vila, 2013). Seftriakson ve siprofloksasin,
invaziv Salmonella infeksiyonlarmin tedavisi igin tercih edilen ilaglardir (Glynn vd.
1998; Wong vd. 2014). Son zamanlarda, azitromisin, FDA tarafindan Salmonella

infeksiyonlarinin tedavisi i¢in ek bir ajan olarak onaylanmistir (Sjolund vd. 2011).

2.10.7. Klebsiella pneumoniae

Ik olarak 1882'de Carl Friedlander tarafindan pndmoniden &len hastalarin
akcigerlerinden izole edilen bir bakteri olarak tanimlanmistir (Friedlaender, 1882).
Gram boyama teknigini gelistiren Danimarkali bilim insan1 Hans Christian Gram, ve
1884 te K. pneumoniae’dan S. pneumoniae’yr ayirt etmistir. Daha sonra Alman

bakteriyolog Edward Klebs tarafindan Klebsiella tiirii olarak isimlendirilmistir.

Klebsiella pneumoniae uglari yuvarlak, kisa, hareketsiz, sporsuz fakiiltatif

anaerop, Gram negatif bir bakteridir. Genellikle ug uca ikiser ikiser kisa zincirler
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seklinde ve tek tek bulunurlar. Genel kullanim besiyerlerinde tirerler. Optimal 37°C
ve pH 7 de iyi tirerler. Bakterilerin polisakkarit yapisinda genis bir kapsiilii bulunur.
Bakteriyel pnomonilerin yaklasik olarak %2’si K. pneumoniae tarafindan meydana
getirilir. Bunun disinda idrar yollarina, peritona ve kulak gibi organlara yerleserek

cesitli infeksiyonlara neden olurlar (Bilgehan, 2000).

Klebsiella kokenleri genellikle birden fazla antibiyotige direnglidir. K.
pneumoniae ampisiline direng saglayan beta laktamaza sahiptir. Genisletilmis
spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) pozitif olan Klebsiella kokenleri,
karbapenemler disinda hemen hemen tiim beta laktam antibiyotiklere direnclidir.
Ayrica aminoglikozitler, florokinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol ve trimetoprim

[siilfametoksazola direngli kokenler klinik 6rneklerden soyutlanir (Murray vd. 2013).

2.10.8 Stenotrophomonas maltophilia

Ik olarak 1943'te bir plevral efiizyonu olan hastadan soyutlanmis ve
Bacterium bookeri adi verilmistir. Daha sonra 1961'de Pseudomonas maltophilia
olarak yeniden adlandirilmigtir. 1983'te Xanthomonas cinsine ve en son 1993'te
Stenotrophomonas'a tasinmistir. S. maltophilia, birkag polar flagella ile hareketli,
fermentatif, zorunlu aerop ve katalaz pozitif, oksidaz negatif Gram negatif bir
basildir. Stenotrophomonas infeksiyonlari, bagisikligi zayiflamis bireylerde yiiksek
morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmistir. S. maltophilia ¢evresel ¢oklu
antibiyotik direngli bakteridir. S. maltophilia plastige yapisma ve bakteri filmleri
(biyofilmler) olusturma 6zelligine sahiptir. Sulu ortamlarda, toprakta ve bitkilerde
bulunan bu bakteri, hem hastane/klinik ortam i¢inde hem de disinda su ile iliskili
kaynaklardan soyutlanmistir. S. maltophilia, iki indiiklenebilir kromozomal metalo
laktamazin iiretilmesi nedeniyle bircok genis spektrumlu antibiyotige (tiim
karbapenemler dahil) dogal olarak direncglidir. Genellikle tigesiklin, piperasilin ve
seftazidime duyarlidir (Brooke, 2012; Murray vd. 2013).

2.10.9. Acinetobacter Iwoffi ve Acinetobacter baumannii

Acinetobacter, hareketsiz cubuk anlamma gelen Yunanca bir kelimedir. iki

onemli tiiri Acinetobacter baumannii ve Acinetobacter Iwoffii'dir. A. baumannii
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bakteriyolog Paul Baumann'dan adini almistir. Acinetobacter lwoffii ise eskiden

Mima polymorpha veya Acinetobacter calcoaceticus gibi isimlerle kullanilmistir.

Acinetobacter zorunlu aerop, oksidaz negatif, kiit kisa Gram negatif
kokobasillerdir. Dogada saprofit olan bu bakteri, hastane ortaminda mekanik
solunum cihazlar1 gibi nemli ylizeylerde ve deri gibi kuru ylizeylerde yasayabilir.
Saglik11 bireylerin ¢ok az bir kisminda normal orofarengeal floranin bir elemani
olarak bulunur ve hastanede yatis siirecinde c¢ogalarak yiliksek sayiya ulasir.
Acinetobacter cinsi; glikozu okside eden tiirler (en stk A. baumannii) ve glikozu
okside etmeyen tiirler (en sik A. Iwoffii ve A. haemolyticus) olmak {izere iki gruba
ayrilir. Insanda olusan infeksiyonlarin en sik etkeni A. baumannii ‘dir.
Acinetobacter'ler firsat¢1 patojen olup, solunum yolu, iriner sistem ve yaralarda
infeksiyonlara yol agar ayrica sepsise de neden olurlar. Genis spektrumlu antibiyotik
kullanan, cerrahi operasyon geg¢irmis hastalar, Acinetobacter infeksiyonlari igin risk
altindadir. Hastanede yatan hastalarda nozokomiyal yara ve akciger infeksiyonlar1 da
onemli bir problem haline gelmistir; ¢iinkii infeksiyonlarin bir¢ogu karbapenemleri
de igerecek sekilde goklu antibiyotik direngli kdkenler ile gelisir. In vitro duyarlilik

test sonuglarina gore 6zgiil tedavi uygulanmalidir (Murray vd. 2013).

2.11. Antibakteriyel Aktivite

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri
tiiriine kars1 in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Onemli
bakteriyel izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklarin1 saptamak klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin temel gorevlerinden biridir. Bu amacla birgok yontem arasindan
secim yapilabilir. Bu yontemler i¢inde sivi mikrodiliisyon, makrodiliisyon, disk

difiizyon, antimikrobik gradient ve otomatize sistemler yer alir (CLSI, 2006).

2.11.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi, 1972 Uluslararasi Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Ortak Calismasi raporunda tanimlanan ilkelere ve diinya ¢apindaki uzman gruplarin
deneyimlerine dayanan standartlastirilmis bir yontemdir. 1940'ta gelistirilen disk

diflizyon yontemi, rutin antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in bir¢cok klinik
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mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan bir yontemdir (Heatley, 1944). Ucuz ve
uygulamasi basit olan bu yontem Kirby Bauer tarafindan gelistirilmistir.

15 mikrolitre
partikill emdirilir

Canlandinlmis olan bakteriler 0.5

McFarland bulanikhgmda hazirlanip

tam saha ekimi yapihr. Uremenin olmadig: alan iiredigi alan
(inhibisyon zonu) dlgiiliir

Sekil 2.9. Disk difiizyon yontemi (EUCAST, 2021)

Antimikrobiyal duyarlilik testine yonelik en eski yaklasimlardan biri olan disk
difiizyon yontemi, rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin kullanilan
antimikrobiyal duyarlilik testlerinden biri olmaya devam etmektedir. Ozel ekipman
gerektirmeyen bu yontemde gii¢ iireyen bakteriler de dahil olmak iizere bakteriyel

patojenlerin ¢cogunu test etmek olanaklidir (EUCAST 2021).

2.11.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Yoéntemi

Bakterilerin antibakteriyel ajanlara olan hassasiyetlerini belirlemek i¢in ¢esitli
duyarhilik testleri bulunmaktadir. Bu testler arasinda antibiyotik emdirilmis diskler
kullanilarak yapilan antibiyogram, antibiyotik iceren sivi besiyeri kullanan mikro
veya makrodiliisyon testleri yaninda farkli agar besiyeri kullanan agar diliisyon
yontemi sayilabilmektedir. Bu calismada agar kuyucuk diflizyon yonteminin
standardize edilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmis ve agar disk difiizyon yontemi

referans olarak kullanilmistir (Aytar vd. 2019).

2.11.3. Mikrodiliisyon Yontemi

Mikrodiliisyon yontemi hem klinik uygulamada hem de arastirma amagl
yaygin olarak kullanilmakta olup, FEuropean Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan minimum inhibisyon konsantrasyon

(MIK) degerlerinin tayininde kullanilan uluslararasi referans bir yontemdir. Mueller-
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Hinton s1v1 besiyeri, diliisyon duyarlilik testlerinde en c¢ok kullanilan besiyeridir.
Makrodiliisyon yontemine gore daha az miktarda besiyeri kullanilir. Mikrodiliisyon
yontemi sayesinde cok sayida farkli bakterinin basit, ucuz bir sekilde bir

antibakteriyel ajana kars1 test edilmesi miimkiin olmaktadir (EUCAST, 2021).

MiK VE MBK HAZIRLANISI
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Sekil 2.10. Mikrodiliisyon yontemi (URL-1)

2.11.4. Dama Tahtas1 Yontemi

Antimikrobiyeller arasindaki sinerjik etkilesimi belirlemekte kullanilan en
yaygin yontemdir. Dama tahtasi yontemi, bakterilerin farkli konsantrasyon
kombinasyonlarinda antibakteriyel ajanla inkiibe edildigi ve gece boyunca
inkiibasyondan sonra biiylime inhibisyonu i¢in degerlendirildigi standart minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) testinin bir modifikasyonudur (Brennan-Krohn ve
Kirby, 2019).

26



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada otoklav (Hirayama HG-50), hassas terazi (Sartorius, CPA224S),
etliv (Memmert IN 160), biyogiivenlik kabini (Labconco), manyetik karistirici (IKA,
RT S5000), liyofilizasyon cihazi (Christ, Alpha 1-4 LD Plus), fourier doniigiimii
kizilotesi spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum 65 FT-IR attenuated total

reflectance spektrometre) kullanildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullandigimiz malzemeler jel gegirgenlik kromatografisi (GPC)
analizine gore ortalama polimerizasyon derecesi 1230 olan amiloz (Biosynth
Carbosynth), giimiis nitrat (Acs Reagent), bakir stilfat (Sigma-Aldrich) hidrojen
peroksit (H202, %30.0), kurkumin (Sigma-Aldrich), trans-sinnamaldehit (Sigma-
Aldrich) ayrica diyaliz torbasi (Sigma-Aldrich, 33 mm) ticari olarak temin edildi.

3.3. Bakteri Kokenleri

Bu ¢alismada, standart Gram pozitifler; Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aures ATCC 43300 (MRSA), Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecium ATCC 6057, Listeria monocytogenes F 1483. Standart Gram
negatifler; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 17666, Acinetobacter lwoffii ATCC 19002,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ve klinik orneklerden soyutlanan g¢oklu
antibiyotik direngli bakteri kokenleri, S. aureus ve P. aeruginosa, K. pneumoniae

bakteri kokenleri kullanilmastir.
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3.4. Komplekslerin Sentezi

3.4.1. Okside Amiloz

Okside amiloz, iki asamali bir ydntemle hazirlandi (Lyu vd. 2017). Ilk
asamada amilozun, graniil yapisini tahrip etmek i¢in oksitlendi, boylece amilozun
sulu ¢ozelti i¢indeki ¢oziiniirligii artirildi. Amiloz (60 g) manyetik karistiricida %30
H202, (15 ml) %0,05 CuSOs (2 ml) ¢ozeltisi ile karistirildi. Oksidan olarak H20-
kullanilirken, katalizor olarak CuS0s4 kullanildi. Beher i¢ine konulan bu maddeler
40°C' de 15 dk boyunca karistirildi. Bu karisima 400 ml kaynamis su eklenerek
75°C' de 15 dk boyunca manyetik karistiricida reaksiyona sokuldu. Ikinci asamada,
ayni karisima 400 ml kaynamis su eklenerek 100°C' de 30 dk boyunca karistirildi. Bu
karisim oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra, ¢ozelti 20 dk boyunca 3000
rpm'de santrifiij edildi. Esit olarak alt1 pargcaya boliinen siipernatanin birincisi, bakir
iyonlarin1 uzaklastirmak amaciyla, diyaliz torbasina konuldu ve deiyonize su igeren

beherde karanlik ortamda oda 1s1sinda 2 giin boyunca tutuldu.

3.4.2. Okside Amilozlu Kurkumin Kompleksi

Okside amiloz ¢ozeltisine olan siipernatanin ikinci kismi 100 ml kaynamis
DS eklenerek 55°C' ye sogutuldu. Daha sonra ¢ozeltiye Cur (1 g) ilave edildi ve
manyetik karistirici izerinde oda sicakligina kadar sogutuldu. Yukarida tarif edildigi
gibi elde edilen madde diyaliz torbasina konularak karanlik ortamda tutuldu (Kharat,
vd. 2017; Lyu vd.2019).

3.4.3. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksi

Okside amiloz ¢ozeltisine olan siipernatanin ti¢iincii kism1 100 ml kaynamig
DS eklenerek ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 0,02 mol/L AgNOs (75 ml) ilave edildi ve
karanlikta 100°C'de 120 dk siiresince tutuldu. Cozeltinin oda sicakliina kadar
sogutuldu ve diyaliz torbasi kullanilarak fazla AgNO03’in uzaklastirilmasi icin

yukarida tarif edildigi gibi diyalize edildi (Kharat, vd.2017; Lyu vd. 2019).
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3.4.4. Okside Amilozlu Kurkumin-Giimiis Nanopartikiil Kompleksi

Okside amiloz ¢ozeltisine olan siipernatanin  dordiincii kismi 100 ml
kaynamis DS eklenerek ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 0,02 mol/L AgNOz (75 ml) ilave edildi
ve karanlikta 100°C'de 120 dk siiresince tutuldu. Bu ¢ozelti igine Cur (1 g) ilave
edildi ve karisim daha sonra stirekli karistirilarak oda sicakligina kadar sogutuldu. Bu
karisim fazla Cur’i uzaklastirmak i¢in 15 dk boyunca 12000 rpm'de santrifiij edildi.
Fazla AgNOz'i uzaklagtirmak i¢in yukarida tarif edildigi gibi diyalize edildi (Kharat
vd. 2017; Lyu vd. 2019).

3.4.5. Okside Amilozlu Sinnamaldehit Kompleksi

Okside amiloz ¢ozeltisine olan siipernatanin besinci kismi1 100 ml kaynamis
DS eklenerek 55°C' ye sogutuldu. Bu ¢ozeltiye Cin (1 ml) eklendi ve karigim daha
sonra manyetik karistiricida oda sicakligina kadar sogutuldu. Cin’i uzaklastirmak

icin yukarida tarif edildigi gibi diyalize edildi (Kharat vd. 2017; Lyu vd. 2019).

3.4.6. Okside Amilozlu Sinnamaldehit-Giimiis Nanopartikiil Kompleksi

Okside amiloz ¢ozeltisine olan siipernatanin altinct kismi 100 ml kaynamig
DS eklenerek ¢o6ziildi. Bu ¢ozeltiye 0,02 mol/L AgNOs (75 ml) ilave edildi ve
karanlikta 100°C'de 120 dk siiresince tutuldu. Bu ¢6zelti igine Cin (1 ml) ilave edildi
ve karigim daha sonra siirekli karigtirilarak oda sicakligina sogutuldu. Serbest Cin ve
AgNOs3’1 uzaklastirmak igin yukarida tarif edildigi gibi diyalize edildi (Kharat vd.
2017; Lyu vd. 2019). Hazirlanan tiim kompleksler steril falkon tiipler igerisine
almarak Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Fen Bilimleri Uygulama ve

Arastirma Merkezine liyofilizasyon islemi i¢in teslim edildi.
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b e f

Sekil 3.1. Sentezlenen komplekslerin fiziksel goriintimleri, a: okside amiloz, b: okside
amilozlu glimiis nanopartikiil kompleksi, c: okside amilozlu kurkumin kompleksi, d: okside
amilozlu kurkumin-giimiis nanopartikiil komleksi, e: okside amilozlu sinnamaldehit
kompleksi, f: okside amilozlu sinnamaldehit-giimiis nanopartikiil kompleksi

3.5. Komplekslerin FT-IR Karakterizasyonu

Okside amiloz giimiis, Cur ve Cin igeren komplekslerin FT-IR spektrumlari,
bir fourier dontisiimlii kizilotesi spektrometreden elde edildi. Zayiflatilmig toplam
yansima (Attenuated Total Reflection-ATR) tinitesi kullanilarak dalga sayisi araligi
4000 cm™* ile 400 cm™ araliginda ¢oziiniirliikteydi (Lyu vd. 2019).

3.6. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin TEM

Karakterizasyonu

Okside amiloz giimiis nanopartikiil kompleksi boyutunu belirlemek icin
transmisyon elektron mikroskobu (FEI, Tecnai G2 Spirit Biotwin) kullanildi. TEM
numunelerini hazirlamak i¢in 1 mg/mL konsantrasyonda 10 uL karbon kapl bakir
1zgara iizerine damlatildi ve havada kurutuldu. ODTU Merkez Laboratuvar1 AR-GE

Egitim ve Olgme Merkezine gonderilerek karakterizasyon analizi yapildi.

3.7. Komplekslerin Antibakteriyel Aktivitesinin Saptanmasi

3.7.1. Bakteri Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Standart ve klinik 6rneklerden soyutlanan bakteri kokenleri %5 koyun kanlt
Miieller Hinton Agar (KKMHA) besiyerine ekildi. Uretilmis her bir bakteri

kokeninden dort bes koloni secilerek McFarland 0,5 (108kob/ml) yogunlukta olacak
sekilde bakteri siispansiyonlart hazirlandi (EUCAST, 2021).
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3.7.2. Disk Difiizyon Yontemi

Okside amiloz, OACur, OACur-AgNP, OACin, OACiIn-AgNP
komplekslerinin her biri steril distile su (DS) kullanilarak, Cur ve Cin ise,
dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak 256 mg/ml sekilde stok soliisyonlari
hazirlandi. Bu soliisyonlardan her biri ¢apt 6 mm olan disklere 15 pL (3.84 mg)
olarak emdirildi. Test edilecek bakteri kokenleri KKMHA ’a ekilerek 18 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Yukarida tanimlandigi gibi, hazirlanan siispansiyonlar i¢in her bir
bakteri kokeninin ayri1 bir KKMHA kullanilarak silgi¢ yardimi ile tam saha ekimi
yapildi. Bu petri plaklarina kompleksleri iceren diskler yerlestirilerek, 37°C’de 18
saat inkiibe edildi (EUCAST, 2021). Calismalar {i¢ kez tekrarlandi.

3.7.3. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Agar kuyucuk difiizyon yontemi, kompekslerin antibakteriyel aktivitesini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Aytar vd. 2019). Disk difiizyon
yonteminde kullanilan prosediire benzer sekilde, bakteri slispansiyonu hazirlanip
Miieller Hinton Agar (MHA) plag: yiizeyine, tam saha yayildi. Daha sonra, 6 mm
capinda steril bir delici u¢ ile kuyucuk acilip istenen konsantrasyonda 100 pL
antimikrobiyal kompleks eklendi. Daha sonra petri plaklari, 37 °C* de 18 saat inkiibe
edildi. Calismalar {i¢ kez tekrarlandi. Antibakteriyel ajanin besiyeri ortaminda yayilip
test edilen bakteri kokeninin iiremesini engellemesi test edildi (Aytar vd. 2019;
EUCAST, 2019; 2021).

3.7.4. Mikrodiliisyon Yontemi

Minimum inhibisyon konsantrasyon ve MBK degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemi ile 96 kuyucuklu U tabanli steril mikroplakalar kullanilarak belirlendi. Tiim
caligmalar Katyon Ayarli Miieller Hinton Broth (KAMHB) besiyeri kullanilarak
yapildi. Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 50 ul KAMHB pipetlendi.
Komplekslerin seri diliisyonlar1 4 mg/ml-1,9375 pg/ml araliginda olacak sekilde
yapildi. Bakteri siispansiyonlar1 1/100 oraninda diliie edildi (10° kob/ml).
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga son konsantrasyon 5x10° kob/ml olacak sekilde

50ul  bakteri siispansiyonu eklendi. Mikroplaka {izerinde iireme kontrolii
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(KAMHA-tbakteri), ¢oziicii kontrolii (KAMHA+DS veya DMSO) ve komplekslerin
sterilite  kontrolii (KAMHA-+Kompleks) i¢in birer kuyucuk kullanildi.
Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak 18 saat 37°C’de inkiibe edildi. Bakteri
{iremesinin gdzle goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.
Calismalar ii¢ kez tekrarlandi. Minimal bakterisidal konsantrasyonun tespiti igin,
MIK degerleri belirlendikten sonra mikroplaka iizerinde bakteri iiremesi goriilmeyen
kuyucuklarin her birinden 10 pl alinarak KKMHA’a pipetlendi. Daha sonra
besiyerleri 37°C’ de 18 saat inkiibe edildi. KKMHA iizerinde bakterilerin %99,9’unu
6ldiiren en kiiclik konsantrasyon MBK degeri olarak saptandi (EUCAST,2021).

3.7.5. Dama Tahtas1 Yontemi

OA-AgNP ile Cur ve Cin arasindaki etkilesim dama tahtasi yontemi ile
belirlendi (Eliopoulos, 1988; Eliopoulos ve Moellering, 1996). Bu ¢alismada her bir
bakteri kokeni i¢in 2 adet steril 96 kuyucuklu “U” tabanli mikroplaka kullanildu.
Birinci mikroplakadaki her bir kuyucuga KAMHB’dan 50 ul dagitild1 ve birinci test
ornegi olan OA-AgNP MIK degerinin 4 sulandirim iistiinden baslayip 4 sulandirim
altina kadar, dikey diizlemde yukaridan asagiya dogru diliie edildi (Sekil 3.2.).

KOMPLEKSIN SERi DILUSYON ALANI OIZHK A;iljl Ki'\&i?"
AgNP | Cin
025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 [0,25 |2 a c
012 | 012 | 012 | 012 | 012 | 012 | 012 | 0412 [012 |1 a c
0,06 | 006 | 006 | 006 | 006 | 006 | 006 | 006 [006 |05 a c
003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 {003 |[025 |a& c
001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001 (001 012 b
0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,007 |0,007 |0,06 b
0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 |0,03 b
0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 |0,001 |0,01 b

Sekil 3.2. Birinci mikroplakada OA-AgNP seri diliisyonunun hazirlanmasi

3pozitif kontrol (KAMHB+Bakteri), °Céziicii kontrolii (KAMHB+DS/DMSO+Bakteri), *Negatif
kontrolii (KAMHA), 9Sterilite kontrolii (KAMHA/Kompleks)

Ikinci mikroplakaya ise, 100 ul KAMHB dagitildi ve Cur veya Cin’in MIK

degerinin 4 sulandirim tistiinden 4 sulandirim altina kadar, yatay diizlemde sagdan
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sola dogru diliie edildi. Yapilan diliisyonlar, diger mikroplakaya birebir ayni
kuyucuga olmak iizere 50 pl aktarildi. (Eliopoulos ve Moellering, 1996). Sonug
olarak kuyucuklarda her iki kompleksin farkli konsantrasyonlari elde edilmis oldu
(Sekil 3.3).

KOMPLEKSLERIN SERi DILUSYON ALANI BOS ALAN
0,01 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
0,01 | 003 | 0,06 | 012 | 025 | 05 1 2 X X X X
0,01 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
001 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
001 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
001 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
001 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X
001 | 003 | 0,06 | 012 | 0,25 | 05 1 2 X X X X

Sekil 3.3. ikinci mikroplakada Cur veya Cin seri diliisyonunun hazirlanmasi

b
KOMPLEKSLERIN SERI DILUSYON ALANI (N)'Ff‘f‘g CcirL]‘r/ Kontrollar
0.12 0,25 2 c e
0.06 0,12 1 c e
3| 0.03 006 | 05 | c| e
<
2| 001 003 | 025 | c| e
o
0.007 001 [012 | d | f
0.003 0,007 | 006 | d | f
0.001 0003 | 003 | d | f
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0.0009‘ ‘ ‘ ! ‘ ’ ‘ 0,001 0,01‘ d ‘ f ‘

0,007 0,01 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1
Cur/Cin ‘

Sekil 3.4. Dama tahtas1 mikroplakasinin inkiibasyon sonrast goriiniim semasi

Renkli alan agiklamalar1 Sari: bakteri iireyen, beyaz: bakteri {iremeyen ve mor: FIKI hesaplanacak
kuyucuklar. a: OA-Ag (Okside amilozlu giimiis nanopartikiill kompleksi) ve b: Cur/Cin
(Kurkumin/Sinnamaldehit) MiK degeri, c: Pozitif kontrol (KAMHB+Bakteri), d: Coziicii kontrolii
(KAMHB+DS/DMSO+Bakteri), e: Negatif kontroli (KAMHA), f: Sterilite kontrolii
(KAMHA/Kompleks)

Dama tahtas: yontemi ile OA-AgNP ve Cur kombinasyonunun S. aureus
ATCC 29213 kokeni igin sematik olarak goriiniimii sekil 3.4’de verilmistir. Bakteri
siispansiyonlar1 3.5.1.de tarif edildigi gibi hazirlandi. Bu siispansiyonlardan 100ul
birinci mikroplakanin besiyeri ve komplekslerin sterilite kontrol kuyucuklari harig
diger tim kuyucuklara pipetlendi. Birinci mikroplaka iizerinde iireme kontrolii
(KAMHB+bakteri), besiyeri kontroli (KAMHB), ¢oziicii kontrolii (DS veya
DMSO+KAMHB-+bakteri) ve sterilite kontrolii (KAMHB+OA-AgNP/Cur/Cin) i¢in
kuyucuklar kullanildi. Mikroplakalar 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Tiim ¢aligmalar
i¢ kez tekrarlandi. OA-AgNP ile Cur ve Cin arasindaki etkilesimin belirlenmesi igin
FIKI (fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi) hesaplamasi icin asagidaki

formiil kullanild1 (Eliopoulos ve Moellering, 1996).

FIKI= FIK OA-AgNP + FIK Cur/Cin

FiKi= (Kombinasyondaki OA-AgNP MIK + Kombinasyondaki Cur/Cin MIK
OA-AgNP MIK Cur/Cin MiK

Hesaplanan FiKI degerlerinin yorumu sinir degerlere gére yapildi. Li vd.

(2013)’e gore etkilesimler asagidaki sekilde degerlendirildi:
<0,5: sinerji,
>0,50-0,75: kismi sinerji,

>0,75-1,00: aditif etki,
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>1,00-4,00: indifferent

>4,00: antagonizma

4. BULGULAR

4.1. Amilozlu Komplekslerin FT-IR Karakterizasyon Sonuglari

Yalin amiloz spektrumunda 1335 cm™ ve 2928 cm™®’de —C-H (metilen)
fonksiyonel grubuna ait sirasiyla egilme ve gerilme titresimleri goriilmektedir (Sekil
4.1). OACur-AgNP, OACur ve OA-AgNP komplekslerine ait spektrumlar
incelendiginde ise bu piklerin ayni1 dalga sayilarinda yer aldig1 ancak merkezlerinin
daraldig1 ve siddetlerinin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
Yaln amiloz spektrumunda, 997 cm™’de goriillen aromatik yapiya bagh —OH
gruplarma ait olan keskin pikin, elde edilen OACur-AgNP, OACur ve OA-AgNP
komplekslerine ait spektrumlarda siddetinin azaldigi ve 997 cm™ ve 1016 cm™?
merkezli iki ayr1 pik seklinde boliindiigli goriilmektedir. Benzer sekilde, yalin amiloz
spektrumunda 857 cm™’de goriilen aromatik C-H diizlem igi egilme pikinin, OACur
OA-AgNP, OACur ve OA-AgNP komplekslerine ait spektrumlarda 847 cm™’de
frekansina kaydigi tespit edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Amilozun FT-IR analizi
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Sekil 4.2. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin FT-IR analizi

OACur-AgNP  ve OACur komplekslerine ait FT-IR spektrumlar
incelendiginde, 1734 cm™ dalga sayisinda gozlenen pikin Cur molekiiliine ait -C=0
(karbonil) gerilmesi oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Elde edilen bu
veriler, amiloz yiizeyinin her iki kompleks (OACur-AgNP ve OACur) i¢in de basarili
bir sekilde Cur ile kaplandigin1 gostermektedir. Raporlanan ¢alismalar
incelendiginde, kompleks yapilarinda yer alan Ag"nin (OACur-AgNP ve OA-
AgNP) belirgin bir etkiye sahip olamayacagi belirtilmelidir. Ciinki, kizilotesi
1iginlarin enerjisi, Ag" tiirlerinin titresimi i¢in yeterli degildir (Klein vd. 2014; Xia vd.
2011). Ancak, OA-AgNP’lerinin bagli bulundugu OACur-AgNP ve OA-AgNP
komplekslerine ait spektrumlar, yalin amiloz spektrumu ile kiyaslandiginda piklerde
gozlenen kayma veya siddet degisiklikleri AgNP ile gerceklesen etkilesime
baglanabilir (Lyu vd. 2019).
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Sekil 4.3. Okside amilozlu kurkumin kompleksinin FT-IR analizi
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Sekil 4.4. Okside amilozlu kurkumin-giimiis nanopartikiil kompleksinin FT-IR

analizi

FT-IR spektrumlarinin incelenmesi ile elde edilen ve yukarida belirtilen
tespitler, amiloz yapisinin, Cur ve Ag" iyonlar1 kullanilarak basari ile modifiye
edildigini gostermektedir. OACIn-AgNP ve OACin komplekslerine ait FT-IR
spektrumlar1 incelendiginde, 1646 cm™ dalga sayisinda gdzlenen pik yarilmasi, pik
merkezinin geniglemesi ve pik siddetinin artmasi okside amiloz yiizeyinin Cin
molekiilii ile kaplandigini gostermektedir. S6z konusu pik merkezinin genislemesinin
Cin yapisinda bulunan —C=0 (karbonil) grubundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Yalm amiloz spektrumunda 1335 cm™ ve 2928 cm™’'de —C-H (metilen) fonksiyonel
grubuna ait sirasiyla egilme ve gerilme titresimleri goriilmektedir. OACin-AgNP ve
OACin komplekslerine ait spektrumlar incelendiginde ise bu piklerin ayn1 dalga

sayilarinda yer aldigi ancak merkezlerinin daraldigi, yeni yarilma merkezlerinin

37



olustugu ve siddetlerinin degistigi tespit edilmistir. Yalin amiloz spektrumunda, 999
cm™°de goriilen aromatik yaprya bagli —OH gruplarma ait olan keskin pikin, elde
edilen OACIn-AgNP ve OACIn komplekslerine ait spektrumlarda siddetinin
degistigi, pik merkezinin 1021 cm™’e kaydigi ve yeni pik yarilmalarinin oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Okside amilozlu sinnamaldehit kompleksi FT-IR analizi
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Sekil 4.6. Okside amilozlu sinnamaldehit-giimiis nanopartikiil kompleksinin FT-IR

analizi
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Raporlanan ¢alismalar incelendiginde, kompleks yapisinda yer alan OACin-
AgNP belirgin bir etkiye sahip olamayacagi belirtilmektedir. Ciinkii, kizilotesi (IR)
isinlarin enerjisi, Ag” tiirlerinin titresimi i¢in yeterli degildir (Klein vd. 2014; Xia vd.
2011). Ancak, AgNP’lere bagli bulundugu OACin-AgNP kompleksine ait
spektrumlar, yalin amiloz spektrumu ile kiyaslandiginda piklerde gozlenen kayma
veya siddet degisiklikleri AgNP ile gerceklesen etkilesime baglanabilir (Lyu vd.
2019). FT-IR spektrumlarinin incelenmesi ile elde edilen ve yukarida belirtilen
tespitler, amiloz yapisimin, Cin ve Ag® iyonlari kullanilarak modifiye edildigini

gostermektedir.

4.2. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin TEM ile
Karakterizasyonu

Sentezlenen OA-AgNP kompleksinin  TEM goriintiileri  sekil 4.7.’de
goriilmektedir. Giimiis nanopartikiillerin ¢apinin 5 nm ile 10 nm araliginda degistigi
saptanmigtir. OA-AgNP kompleksinin boyutlarinin yaklasik 8,8 nm oldugu tahmin
edilmektedir. Sonug olarak, bu komplekslerin okside amiloz kullanilarak basarili bir
sekilde sentezlenebilecegi gosterilmistir. Boylece, okside amilozun, AgNP igin
indirgeyici olabilecegi ve AgNP’lerin stabilitesini artirmak igin tasiyici bir ajan

olarak kullanilabilecegi saptanmuistir.

Sekil 4.7. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin TEM

goriintiileri
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4.3. Komplekslerin Antibakteriyel Etkinliginin Disk Difiizyon

Yontemiyle Belirlenmesi

Okside amilozun, denenen tiim standart ve klinik 6rneklerden soyutlanan
bakteri kokenlerine karsi inhibisyon zonu olusturmadigi goriildii. Cur, OACur, OA-
AgNP, ve OACur-AgNP komplekslerinin standart bakteri kdkenlerine karst DD
yontemiyle antibakteriyel aktivite Sonuglart incelendiginde, Cur ve OACur
kompleksinin standart bakteri kokenlerine kars1 antibakteriyel aktivite gostermedigi,
inhibisyon zonlarinin, OA-AgNP i¢in 8 - 11 mm, OACur-AgNP i¢in 7 - 11 mm
araliginda degistigi belirlendi. (Tablo 4.1).

Cin, OACin ve OACIn-AgNP kompleksinin standart bakteri kokenlerine
kars1 antibakteriyel aktivite sonuglari, inhibisyon zonlarinin Cin igin 16 - >30 mm,
OACin i¢in 8-10 mm ve OACIn-AgNP i¢in 8-11 mm araliginda degistigini gosterdi.
En fazla etkiyi inhibisyon zon araligi 21- >30 mm aralifinda degisen Cin’in sahip

oldugu goriildii (Tablo 4.1).

Cur, Cin ve sentezlenen komplekslerin CAD bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite sonuglari, OACur kompleksi ve Cur’in CAD bakteri
kokenlerine karsi antibakteriyel aktivite gdstermedigi, inhibisyon zonlarinin OA-
AgNP icin 7-9 mm, OACur-AgNP ic¢in 8-10 mm, OACin ve OACin-AgNP
kompleksleri i¢in 7-11 mm araliginda degistigini gosterdi. En fazla etkiyi inhibisyon
zon araligr 19-28 mm aralifinda degisen Cin’in sahip oldugu tespit edildi (Tablo
4.2).

Tablo 4.1. Kurkumin, Sinnamaldehit ve Sentezlenen Komplekslerin Standart Kokenlere
Kars1 Disk Difiizyon Yontemiyle Antibakteriyel Aktivite Sonuglar

Bakteriler Kompleksler
OA OAAgNP Cur OACur OACur-AgNP  Cin OACin OACin-AgNP
S. aureus MSSA - 9 - - 9 28 8 9
S. aureus MRSA - 9 9 >30 9 9
E. faecalis - 9 9 26 8 8
E. faecium - 8 8 25 8 8
L. monocytogenes - 10 7 21 9 9
E. coli 8 >30 8 8
K. pneumoniae 7 22 8 8
P. aeruginosa - 9 9 16 8 8
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S. Typhimurium - 10 - - 10 >30 9 10

S. maltophilia - 8 - - 8 >30 8 9
A. lwoffii - 11 - - 10 >30 10 10
A. baumannii - 11 - - 11 >30 10 11

OA: Okside amiloz, AgNP: Giimiis nanopartikiil, Cur: Kurkumin, Cin: Sinnamaldehit, - : Inhibisyon zonu gériilmedi

Tablo 4.2. Kurkumin, Sinnamaldehit ve Sentezlenen Komplekslerin Coklu Antibiyotik
Direngli Kokenlere Karsi Disk Diflizyon Yo6ntemiyle Antibakteriyel
Aktivite Sonuclari

. Kompleksler
Bakteriler
OA OAAgNP  Cur OACur OACur-AgNP  Cin OACiIn OACin-AgNP
S. aureus MSSA - 7 - - 9 22 8 9
S. aureus MRSA - 8 - - 9 28 8 8
K. pneumoniae - 7 - - 8 20 7 8
P. aeruginosa - 9 - - 10 19 10 11

OA: Okside amiloz, AgNP: Giimiis nanopartikiil, Cur: Kurkumin, Cin: Sinnamaldehit, - : Inhibisyon zonu gériilmedi

4.4. Komplekslerin Antibakteriyel Etkinliginin Agar Kuyucuk Difiizyon

Yontemiyle Belirlenmesi

Okside amiloz, Cur ve OACur’in denenen tiim standart ve CAD bakteri
kokenlerine kars1 inhibisyon zonu olusturmadigi gériildii. Inhibisyon zonlarmin OA-
AgNP igin 11-14 mm, OACur-AgNP igin 11-15 mm, OACin ve OACin-AgNP i¢in
10-14 mm arahiginda degistigi belirlendi. En fazla etkiyi denenen tiim standart
bakteri kokenlerinde inhibisyon zonu >30 mm olan Cin’in gosterdigi goriildii (Tablo
4.3).

Cur, Cin ve sentezlenen komplekslerin CAD bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite sonuglari, OACur ve Cur’in CAD bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite gostermedigini, inhibisyon zonlarmin OA-AgNP i¢in 11-14
mm, OACur-AgNP icin 12-15 mm, OACin ve OACIn-AgNP igin 11-17 mm,
araliginda degistigini gosterdi. En fazla etkiye inhibisyon zon araligi 24 - >30 mm

araliginda degisen Cin’in sahip oldugu goriildii. Bu etki S. aureus kokenleri igin >30
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mm olarak saptanirken, K. pneumoniae ve P. aeruginosa i¢in <30 mm olarak

gozlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Kurkumin, Sinnamaldehit ve Sentezlenen Komplekslerin Standart
Kokenlere Kars1 Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemiyle Antibakteriyel

Aktivite Sonuglari

Bakteriler Kompleksler
OA OAAgNP Cur OACur OACur-AgNP Cin OACiIn OACin-AgNP
S. aureus MSSA - 13 - - 14 >30 12 12
S. aureus MRSA - 13 - - 13 >30 12 12
E. faecalis - 11 - - 12 >30 10 10
E. faecium - 11 - - 12 >30 11 11
L. monocytogenes - 11 - - 11 >30 11 11
E. coli - 12 - - 12 >30 12 12
K. pneumoniae - 12 - - 13 >30 11 12
P. aeruginosa - 14 - - 14 >30 13 14
S. Typhimurium - 12 - - 12 >30 11 12
S. maltophilia - 11 - - 11 >30 11 11
A. lwoffii - 14 - - 14 >30 14 14
A. baumannii - 14 - - 15 >30 14 14

OA: Okside amiloz, AgNP: Giimiis nanopartikiil, Cur: Kurkumin, Cin: Sinnamaldehit, - : Inhibisyon zonu

goriilmedi

Tablo 4.4. Kurkumin, Sinnamaldehit ve Sentezlenen Komplekslerin Coklu Antibiyotik
Direncli Kokenlere Kars1 Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemiyle
Antibakteriyel Aktivite Sonuglar

. Kompleksler
Bakteriler
OA OAAgNP Cur OACur OACur-AgNP Cin OACin OACin-AgNP
S. aureus MSSA - 14 - - 14 >30 14 15
S. aureus MRSA - 13 - - 14 >30 13 15
K. pneumoniae - 11 - - 12 24 11 12
P. aeruginosa - 14 - - 15 26 15 17




OA: Okside amiloz, AgNP: Giimiis nanopartikiil, Cur: Kurkumin, Cin: Sinnamaldehit - : inhibisyon zonu gériilmedi

4,5. Komplekslerin  Antibakteriyel Etkinliginin Mikrodiliisyon

Yontemiyle Belirlenmesi

Okside amiloz ve OA-AgNP kompleksinin standart bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite sonuglari, okside amilozun antibakteriyel aktivite
gostermedigi, OA-AgNP’nin MIK deger araligmm 0.01-0.03 mg/ml aralifinda
degistigini gosterdi. En fazla etki standart E. coli, K. pneumoniae ve A. baumannii

kokenlerine karst goriildii (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Okside Amiloz ve Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil
Kompleksinin Standart Kékenlere Kars1 Mikrodiliisyon Yontemiyle
Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

Kompleksler
Bakteriler OA OAAgNP

MiK MBK MiK MBK
S. aureus MSSA - - 0.03 0.06
S. aureus MRSA - - 0.03 0.12
E. faecalis - - 0.06 0.12
E. faecium - - 0.06 0.06
L. monocytogenes - - 0.03 0.12
E. coli - - 0.01 0.01
K. pneumoniae - - 0.01 0.06
P. aeruginosa - - 0.03 0.06
S. Typhimurium - - 0.03 0.06
S. maltophilia - - 0.03 0.06
A. lwoffii - - 0.01 0.01
A.baumannii - - 0.01 0.01

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -:Ureme goriilmedi

Cur, OACur ve OACur-AgNP kompleksinin standart bakteri kdkenlerine
kars1 antibakteriyel aktivite sonuglari, MIK deger araliginin Cur igin 0.5-2 mg/ml,
OACur i¢in 0.12-2 mg/ml ve OACur-AgNP i¢in 0.007-0.06 mg/ml araliginda
degistigini gosterdi. En fazla etkiye OACur-AgNP’nin sahip oldugu goriildii. Bu etki
A. baumannii i¢in 0.007 mg/ml olarak saptanirken, S. maltophilia, S. Typhimurium
ve E. coli i¢in 0.01 mg/ml olarak bulundu (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Kurkumin, Okside Amilozlu Kurkumin Kompleksi ve Okside
Amilozlu Kurkumin-Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Standart
Kokenlere Kars1 Mikrodiliisyon Yontemiyle Antibakteriyel Aktivite
Sonuglari
Bakteriler Kompleksler
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Cur OACur OACur-AgNP

MiK MBK MiK MBK MiK MBK
S. aureus MSSA 2 4 1 2 0.03 0.06
S. aureus MRSA 2 4 1 2 0.03 0.06
E. faecalis 2 2 2 8 0.06 0.06
E. faecium 2 2 2 8 0.06 0.06
L. monocytogenes 1 4 2 4 0.03 0.03
E. coli 1 1 1 2 0.01 0.01
K. pneumoniae 1 2 1 4 0.06 0.06
P. aeruginosa 0.5 1 1 4 0.03 0.06
S. Typhimurium 2 4 0.12 0.50 0.01 0.03
S. maltophilia 4 4 0.25 0.50 0.01 0.06
A. lwoffii 2 2 0.25 1 0.03 0.03
A.baumannii 1 1 0.50 2 0.007 0.01

MIiK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -:Ureme goriilmedi

Cin, OACin ve OACIin-AgNP kompleksinin standart bakteri kokenlerine

kars1 antibakteriyel aktivite sonuglari, MIK deger araligimin Cin i¢in 0.01-1 mg/ml,

OACin i¢in 0.5-4 mg/ml ve OACiIn-AgNP i¢in 0.06-2 mg/ml araliginda degistigini

gosterdi. En fazla etkiye Cin’ni sahip oldugu goriildi. Bu etki standart bakteri

kokenleri K. pneumoniae A. lwoffii ve A. baumannii i¢in 0.01 mg/ml olarak bulundu

(Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Sinnamaldehit, Okside Amilozlu Sinnamaldehit Kompleksi ve Okside
Amilozlu Sinnamaldehit-Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Standart
Kokenlere Kars1 Mikrodiliisyon Yontemiyle Antibakteriyel Aktivite

Sonuglari
Kompleksler
Bakteriler Cin OACin OACin-AgNP

MiK MBK MIK MBK MiK MBK
S. aureus MSSA 0.25 2 2 4 1 2
S. aureus MRSA 0.25 2 2 8 0.50 1
E. faecalis 1 1 2 2 0.25 2
E. faecium 0.25 0.50 2 2 0.25 2
L. monocytogenes 0.25 1 0.50 4 0.12 0.50
E. coli 0.12 0.25 4 8 0.12 2
K. pneumoniae 0.01 0.03 0.50 2 0.03 0.06
P. aeruginosa 1 2 2 1 0.06 1
S. Typhimurium 0.25 0.50 4 4 0.06 0.25
S. maltophilia 0.03 0.06 2 4 0.12 0.50
A. Iwoffii 0.01 0.06 1 4 0.03 1
A.baumannii 0.01 0.03 1 2 0.03 2

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -:Ureme goriilmedi

Okside amiloz ve OA-AgNP kompleksinin CAD bakteri kokenlerine karsi

antibakteriyel aktivite sonuglari,

okside

amilozun

antibakteriyel

aktivite

gostermedigini, OA-AgNP’nin MIK deger araliginmn 0.06-0.25 mg/ml araliginda
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degistigini gosterdi. En fazla etki K. pneumoniae CAD bakteri kokenine karsi
goriildii (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Okside Amiloz ve Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil
Kompleksinin Coklu Antibiyotik Direngli Kokenlere Karsi
Mikrodiliisyon Yontemiyle Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

Kompleksler
. OA OAAgNP
Bakteriler - -
MIK MBK MIK MBK
S. aureus MSSA - - 0.12 0.50
S. aureus MRSA - - 0.25 0.25
K. pneumoniae - - 0.06 0.12
P. aeruginosa - - 0.12 0.12

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -: Ureme gériilmedi

Cur, OACur ve OACur-AgNP kompleksinin CAD bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite sonuglari, MIK deger araligmin Cur igin 2-4 mg/ml, OACur
icin 1-4 mg/ml ve OACur-AgNP i¢in 0.03-0.12 mg/ml arahiginda degistigini
gosterdi. En fazla etkiye OACur-AgNP’nin sahip oldugu belirlendi. Bu etki P.
aeruginosa ve K. pneumoniae CAD bakteri kokenlerine karst 0.03 mg/ml olarak
bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Kurkumin ve Okside Amilozlu Kurkumin Kompleksi ve Okside
Amilozlu Kurkumin-Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Coklu
Antibiyotik Direncli Kokenlere Kars1t Mikrodiliisyon Yontemiyle
Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Kompleksler
Bakteriler Cur OACur OACur-AgNP
MIK MBK MIK MBK MIK MBK
S. aureus MSSA 2 2 1 2 0.12 0.25
S. aureus MRSA 2 4 2 4 0.12 0.50
K. pneumoniae 4 8 4 4 0.03 0.03
4 4 4 8 0.03 0.12

P. aeruginosa

MIiK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -: Ureme gériilmedi

Cin, OACin ve OACIin-AgNP kompleksinin CAD bakteri kokenlerine karsi
antibakteriyel aktivite sonuglari, MIK deger araliginin Cin igin 0.25-1 mg/ml, OACin
kompleksi i¢in 0.25-4 mg/ml ve OACIin-AgNP igin 0.06-0.12 mg/ml araliginda
degistigini gosterdi. En fazla etkiye OACin-AgNP’nin sahip oldugu belirlendi. Bu
etki K. pneumoniae ve P. aeruginosa CAD bakteri kokenleri i¢in 0.06 mg/ml olarak
bulundu (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. Sinnamaldehit, Okside Amilozlu Sinnamaldehit Kompleksi ve Okside
Amilozlu Sinnamaldehit-Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Coklu
Antibiyotik Direncli Kokenlere Kars1 Mikrodiliisyon Yontemiyle
Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

Kompleksler
Bakteriler Cin OACin OACin-AgNP
MiK MBK MIK MBK MIiK MBK
S. aureus MSSA 0.25 0.5 0.25 0.50 0.12 0.25
S. aureus MRSA 0.5 1 0.25 0.50 0.12 0.50
K. pneumoniae 0.5 1 4 4 0.06 0.12
P. aeruginosa 1 1 2 2 0.06 0.06

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon -: Ureme gériilmedi

4.6. Kurkumin veya Sinnamaldehit

Nanopartikiil Kompleksinin Sinerjik Etkilesimi

ile Okside Amilozlu Giimiis

Cur veya Cin ile OA-AgNP kompleksinin sinerjik etkilesimi, standart bakteri

kokenleri ile S. aureus ve P. aerugnisa CAD bakteri kdkenlerine kars1 dama tahtasi

yontemi kullanilarak belirlendi. Sinerji mikroplakasinda bakteri tiremesi olmayan en

diisiik konsantrasyondaki fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon (FiK) degerleri

toplanarak, fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplandi. En

kiiciik FIKI degeri baz almarak Cur veya Cin ile OA-AgNP kompleksinin etkilesimi

degerlendirildi.

Etkilesim sonuclar1 incelendiginde denenen tiim bakteri kokenlerine karsi

Cur/Cin - OA-AgNP kombinasyonlari i¢in sirastyla kismi sinerji ve sinerji saptandi

(Tablo 4.11 ve 4.12).

Tablo 4.11. Kurkumin ile Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin

Sinerji Calisma Sonuglari

Bakteriler FiK OAAgNP / FIKCur FiKi  Etkilesim

S. aureus ATCC 29213 0.06 /0.50 0.56 Kismi Sinerji
S. aureus C4AD 0.12 /0.50 0.62 Kismi Sinerji
P. aeruginosa ATCC 27853 0.12/0.50 0.62 Kismi Sinerji
P. aeruginosa CAD 0.25/0.25 0.75 Kismi Sinerji

FIK: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon, FIKI: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi
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Tablo 4.12. Sinnamaldehit ile Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin
Sinerji Calisma Sonuglari

Bakteriler FiK OAAgNP / FiK Cin FiKi  Etkilesim
S. aureus ATCC 29213 0.12/0.12 0.24 Sinerji
S. aureus CAD 0.06/0.12 0.18 Sinerji
P. aeruginosa ATCC 27853 0.12/0.24 0.37 Sinerji
P. aeruginosa C4AD 0.12/0.24 0.37 Sinerji

FIK: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon, FIKI: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi

5. TARTISMA
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Diinya Saglik Orgiitii (DSO) antimikrobiyal ila¢ direncinin, halk sagligi
acisindan en biiylik on kiiresel tehditten biri oldugunu bildirmistir (WHO, 2020).
Antibiyotik direngli bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde yasanan
zorluklar nedeniyle yeni antibakteriyel ajanlarin arastirtlmasi 6ncelikli hale gelmistir
(CDC, 2020).

Nanoteknoloji, nanometre 6l¢eginde (1 nm ila 100 nm) sekil ve boyutlarina
gore yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin tasarimi, karakterizasyonu ve uygulamasi
olarak tanimlanir (Liao S. vd. 2019). Bu teknoloji kullanilarak daha etkili ve az
toksik  antibakteriyel komplekslerin  gelistirilmesinin miimkiin  olabilecegi
diistiniilmektedir. Glimiis nanopartikiillerin (AgNP), genis yiizey/hacim oranlar1 ve
kristalografik ylizey yapilar1 nedeniyle antibakteriyel aktivitelerinin oldugu
bildirilmistir (Alves, 2018; Zhang vd. 2016; McNeilly vd. 2021).

Gilimiis nanopartikiilleri sentezlenirken indirgeyici ve stabilize edici madde
olarak patates nisastasi, grafen oksit, kersetin ve amiloz gibi bir¢cok madde
kullanilmaktadir (Cholula-Diaz vd. 2018; Lyu vd. 2019; Yuan vd. 2017; Zhu vd.
2021). Okside amilozun sentezinde, oksidan olarak hidrojen peroksit, katalizor
olarak ise bakir siilfat kullanilmis ve iki asamal1 bir oksidasyon yontemi ile basarili

bir sekilde hazirlanmistir (Zhou vd. 2016).

Yapilan ¢aligmalarda, kimyasal veya biyolojik olarak sentezlenmis
AgNP’lerin Gram pozitif ve Gram negatif bakteri kdkenlerine karsi antibakteriyel
aktivitesi bildirilmistir (Khan vd. 2019; Loo vd. 2018; Silva Santos vd. 2016). Lyu
vd. (2019) tarafindan okside amiloz kullanilarak sentezlenen OA-AgNP, OACur ve
OACur-AgNP komplekslerinin S. aureus ve P. aeruginosa bakteri kdkenlerine karsi
antibakteriyel etkisinin oldugu bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda OA-AgNP ve
bu kompleksin Cur ve Cin eklenmis formlar1 kullanilmistir. Bu c¢aligmada
sentezlenen komplekslerin antibakteriyel aktiviteleri, 12 standart ve dort CAD
bakteri kokenine karsi disk difiizyon, agar kuyucuk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemleri ile belirlenmistir.

5.1. Okside Amiloz ve Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil
Kompleksinin Antibakteriyel Etkinligi
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Lyu vd. (2019)’nin bildirdigi gibi bizim ¢alismamizda da okside amiloz i¢in
antibakteriyel aktivite saptanmamistir. Bu c¢aligmada, 3.84 mg OA-AgNP igeren
diskler kullanilarak denenen tiim bakterilere karsi 7-11 mm araliginda inhibisyon
zonlar1 saptanmistir. Hazirlanan disklerdeki OA-AgNP miktarmin az olabilecegi
dikkate alinarak ¢ok daha fazla etken madde kullanilmasina imkan saglayan agar
kuyucuk difiizyon yontemi uygulanmistir. Bu yontemde her bir kuyucuga OA-AgNP
kompleksinden 25.6 mg eklenmis ve inhibisyon zonlarinin tiim bakterilere karst 11-
14 mm araliginda degistigi goézlenmistir. Ayrica OA-AgNP’nin denenen tim
bakterilere kars1 antibakteriyel etkinligi mikrodiliisyon yontemi ile de belirlenmistir.
OA-AgNP’nin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerlerinin 0.01-0.25
mg/ml araliginda ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerlerinin ise,
0.01-0.50 mg/ml araliginda degistigi ve giiglii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
goriilmistiir. Sonuglar géz oniine alindiginda OA-AgNP kompleksinin besiyerine
yeteri kadar yayilmadigi diisliniilmiis ve bu tarz ¢alismalarda DD ve agar kuyucuk
difiizyon yontemleri yerine sivi mikrodiliisyon yonteminin se¢ilmesinin daha dogru

olacagi kanisina varilmistir.

Lyu vd. (2019) yaptiklar1 c¢alismada TEM kullanarak OA-AgNP’nin
boyutlarinin 18.8-20.6 nm araliginda oldugunu bildirmistir. Bizim sentezledigimiz
OA-AgNP’nin boyutlarinin ise yaklasik 5-10 nm araliginda degistigi gortilmiistiir.
Bu kompleks ile ilgili benzer baska bir yayina rastlanmamis olup, farkli yontemlerle
sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyel aktivitesi ile ilgili bir¢ok yayin bulunmaktadir

(Garza-Cervantes vd. 2020; Martinez-Castannon vd. 2008; Silva Santos vd. 2016).

Seliiloz, B-1,4-glikosidik baglarindan olusan yapisal bir polisakarittir. Garza-
Cervantes vd. (2020) tarafindan indirgeyici ajan olarak askorbik asit ve seliiloz
kullanilmis ve boyutlar1 yaklagik 140.79-85.41 nm araliginda degisen AgNP'ler
sentezlenmistir. Arastirmacilar standart bakteri kokenleri S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa ile CAD S. aureus ve P. aeruginosa kokenlerine karst bizim sonuglarimiz
ile de uyumlu olarak AgNP’ler icin antibakteriyel aktivite bildirmistir. (Tablo 4.5 ve
4.8).

Silva Santos vd. (2016) bitki patojeni olan Xanthomonas spp.'yi kullanarak
fermentatif ortamda 10 nm boyutunda AgNP’ler sentezlemis ve standart ve klinik

bakteri kokenlerine karsi (S. aureus, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa ve A.
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baumannii) agar kuyucuk difiizyon yontemi ile AgNP’lerin antibakteriyel aktivitesini
belirlemistir. Agar kuyucuguna 25 mg AgNP eklenerek yapilan s6zkonusu ¢alismada

inhibisyon zonunun 10-12.9 mm araliginda degistigi bildirilmistir. Bu sonuglar bizim

sonuglarimiz ile benzerlik gostermektedir (Tablo 4.3).

Martinez-Castannon vd. (2008) gallik asit kullanarak farkli boyutlarda (7, 29,
89 nm) AgNP’ler sentezlemis ve standart bakteri kokenleri S. aureus ve E. coli’ ye
kars1 mikrodiliisyon yontemiyle AgNP’lerin antibakteriyel aktivitelerini incelemis ve
AgNP’lerden 29 ve 89 nm boyutunda olanlarin her iki koken i¢in MIK degerlerinin
0.01-0.03 mg/ml araliginda oldugunu saptamistir. Agnihotri vd. (2014) tarafindan
kimyasal yontemle sentezlenen ve boyutlar1 5-100 nm araliginda degisen AgNP’lerin
S. aureus, E. coli kokenlerine karst mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri ile
antibakteriyel aktiviteleri ¢alisilmis ve boyutlart kiigiik olan AgNP’lerin daha etkili
oldugu, 15-20 nm araligindaki AgNP’lerin MiK ve MBK degerlerinin 0.03-0.11
mg/ml araliginda degistigi gortilmistiir. Bizim sonuglarimiz ile kiyaslandiginda, S.

aureus ve E. coli kokenlerine karst MiK ve MBK deger araligmin (0.01-0.12 mg/ml)
¢ok yakin oldugu saptandi (Tablo 4.5).

Sentezlenen =~ AgNP’lerin  yan1 sira ticari olarak temin edilen
nanopartikiillerinde antibakteriyel aktivitelerini saptayan caligmalar bulunmaktadir.
Parvekar vd. (2020) 5 nm boyutundaki AgNP’lerin standart S. aureus kokenine karsi
antibakteriyel aktivitesini mikrodiliisyon yontemi kullanarak belirlemis ve
MIK/MBK degerlerinin 0.62 mg/ml oldugunu bildirmistir. Ansari vd. (2013)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise, ticari olarak temin edilen ve boyutlar1 5-
10 nm araliginda degisen AgNP’ler 32 farkli genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) pozitif E. coli kokenine karsit antibakteriyel aktivitesi mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenmis ve MIK/MBK degerlerinin 0.01-0.04 mg/ml araliginda
degistigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da standart E. coli kokenine karsi ayni
yontem ile MIK/MBK degerleri 0.01 mg/ml olarak saptand: (Tablo 4.5)

52. Kurkumin ve Okside Amilozlu Kurkumin Kompleksinin

Antibakteriyel Etkinligi

Curcuma longa’nin aktif bileseni olan Cur, birgok ¢alismada antibakteriyel

aktivitesi agisindan incelenmistir (Zorofchian Moghadamtousi vd. 2014). ltzia
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Azucena vd. (2019) ticari olarak temin ettikleri Cur’in, iki enterotoksijenik E. coli
kokenine karst antibakteriyel aktivitesini agar kuyucuk diflizyon yontemi ile
arastirmis ve aktivite bildirmemistir. Baska bir ¢alismada ise, Adamzack vd. (2020)
tarafindan standart ve klinik bakteri kdkenlerine karst mikrodiliisyon yontemi ile
antibakteriyel aktivite incelenmis ve MIK degerleri, S. aureus igin 0.25 mg/ml, E.
faecalis i¢in 0.50 mg/ml, E. coli ve K. pneumoniae i¢in 2 mg/ml, P. aeruginosa ve S.
maltophilia i¢in 5 mg/ml olarak bildirilmistir. Bu veriler bizim sonuglarimiz ile

uyumlu bulunmustur (Tablo 4.6).

Yasbolaghi Sharahi vd. (2019) ticari olarak temin ettikleri Cur’in
antibakteriyel aktivitesini, yanik yaralarindan soyutladiklar1 P. aeruginosa, K.
pneumoniae ve A. baumannii klinik kokenleri ile standart E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae ve A. baumannii kokenlerine karst mikrodiliisyon
yontemi ile belirlemis ve MIK deger araliklarinm 0.12-0.51 mg/ml, standart P.
aeruginosa kokeni igin, bizim calismamiza benzer olarak MIK degerinin 0.5 mg/ml

oldugu saptanmistir (Tablo 4.6).

Betts ve Wareham (2014), Cur’in antibakteriyel aktivitesini bir standart ve 8
adet A. baumannii CAD kokenine kars1 mikrodiliisyon yontemi ile incelemis ve MIiK
degerinin denedikleri tiim bakteri kokenleri icin >0.25 mg/ml olarak bildirmistir.
Calismamizda da OACur kompleksi ile standart A. Iwoffi ve A. baumannii kékenleri

i¢in benzer sonuglar elde edilmistir (Tablo 4.6).

Askar ve Deveboynu (2018) Curcuma longa bitkisinden hazirlanan ve
icerigindeki Cur miktar1 belirtilmemis olan 6zitii kullanarak, ESBL pozitif E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, E. faecalis ve S. aureus (MRSA) bakteri kokenlerine
kars1 antibakteriyel aktiviteyi DD ve mikrodiliisyon yontemleri ile incelemis. DD
yonteminde sadece S. aureus’a karst 8 mm’lik inhibisyon zonu bildirilmis, diger
kokenler i¢in inhibisyon zonu gozlenmemistir. Mikrodiliisyon yoOntemiyle
belirledikleri MIK degerlerinin ise, tiim bakteriler igin 4.87-78 mg/ml araliginda
oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda, standart ve CAD bakteri kdkenlerinin hig
birinde inhibisyon zonu goériilmezken MIK degerlerinin, 0.5-4 mg/ml araliginda

oldugu saptanmistir. Lyu vd. (2019) kimyasal yontemle sentezlenen OACur
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kompleksi i¢in standart S. aureus ve P. aeruginosa kokenlerine karsi antibakteriyel

aktiviteyi calismamizla benzer olarak zayif oldugu bildirmistir.

5.3. Okside Amilozlu Kurkumin Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin
Antibakteriyel Etkinligi

Lyu vd. (2019) tarafindan sentezlenen OACur-AgNP kompleksinin standart
bakteri kokenleri S. aureus ile P. aeruginosa’ya karsi antibakteriyel aktivitesi
incelenmis ve bakteri canliligma karst giiclii inhibitor etki bildirilmistir. Bu
calismada ayni yontemle sentezlenen OACuUr-AgNP’lerin antibakteriyel aktivitesi
EUCAST ve CLSI rehber kitap¢iklarina uygun olarak incelenmistir. Farkli inceleme
yontemlerinin kullanilmasi, calismalarin kiyaslanabilir olmasini giiglestirdigi igin,
standart yontemlerin kullanilmasinin, sonuglarin degerlendirilmesinde kolaylik

saglayacag diistiniilmektedir.

Song vd. (2019) Cur ile modifiye edilmis ve boyutu 30-40 nm araliginda
degisen AgNP’lerin, E. coli ve B. subtilis kokenlerine karsi bakteriyostatik ve
bakterisidal etkilerini gozlemis, Cur’in MIK degeri 0.062 mg/ml iken Cur ile
modifiye edilmis CurAgNP kompleksinin MIK degerinin 0.008 mg/ml’ye diistiigii
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda E. coli kokeninde MIK degerinin 1 mg/ml’den
0.001 mg/ml’ye diistiigii gézlenmistir (Tablo 4.6). Ortaya ¢ikan bu etkinin AgNP’den
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Jaiswal ve Mishra (2017), 25-35 nm boyutunda sentezledikleri
CurAgNP’lerin yan1 sira AgNP, AgNOs ve Cur’in antibakteriyel aktivitesini P.
aeruginosa, E. coli, B. subtilis ve S. aureus kokenlerinde mikrodiliisyon yontemiyle
incelemis, tiim bakterilere kars1 MIK degerlerini CurAgNP igin 0.002-0.01 mg/ml,
AgNP i¢in 0.01 mg/ml, AgNOs i¢in 0.006-0.01 mg/ml ve Cur i¢in 0.28-0.60 mg/ml
olarak bildirmistir. Bizim sonuglarimiz ile kiyaslandiginda MiK degerlerinin OACur-
AgNP i¢in 0.007-0.06 mg/ml, OA-AgNP i¢in 0.01-0.12 mg/ml, Cur igin ise, 0.5-2

mg/ml araliginda degistigi gorilmiistiir.

5.4. Sinnamaldehit ve Okside Amilozlu Sinnamaldehit Kompleksinin
Antibakteriyel Etkinligi
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Cinnamomum zeylanicum (tar¢in), Hindistan, Sri Lanka, Cin ve
Madagaskar'da yabani olarak yetisen ve Lauraceae ailesine ait bir bitki tiirtidiir. C.
zeylanicum ugucu yaginin %65-80'ini olusturan Cin, giiglii antibakteriyel aktivite
gosteren biyoaktif bir bilesendir (Doyle ve Stephens, 2019; Firmino vd. 2018;
Friedman, 2017).

Unlii vd. (2010) Cin’in antibakteriyel aktivitesini S. aureus, E. feacalis, A.
Iwoffii, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. Typhimurium ve L. monocytogenes
kokenlerine karst DD ve mikrodiliisyon yontemleri ile incelemis ve denenen tim
bakterilere karsit 18 - >40 mm araliginda inhibisyon zonuna ve 0.14-1.12 mg/ml
araliginda MIiK degerlerine sahip oldugunu bildirmistir. Farkli bir calismada Zhang
vd. (2015) %92.4 oraninda Cin iceren C. zeylanicum ugucu yagmin antbakteriyel
aktivitesini DD ve mikrodiliisyon yontemleri ile incelemis ve standart S. aureus ve E.
coli kokenleri igin inhibisyon zonunu sirasiyla 28.7 ve 19.2 mm, MIK degerini 1
mg/ml ve MBK degerini ise sirasiyla 2 ve 4 mg/ml olarak bildirmistir. Braga Paiano
vd. (2020) %86.5 Cin igeren C. zeylanicum ugucu yaginin antibakteriyel aktivitesi
icin DD yontemini kullanmigs ve standart S. aureus, E. coli kokenlerine karsi
inhibisyon zonlarin1 29-38 mm olarak bildirmistir. Calismamizda ise, Cin’in
inhibisyon zon araligmin 16 - >30 mm ve MIK degerlerinin 0.01-1 mg/ml araliginda

oo

degistigi gozlendi (Tablo 4.1 ve 4.7).

Ozel (2017), %57.41 oraninda Cin iceren C. zeylanicum ugucu yag ile
yaptig1 caligmada standart S. aureus, E. faecalis, E. faecium, L. monocytogenes, E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. Typhimurium, S. maltophilia ve A. lwoffii
kokenlerine karsi antibakteriyel aktiviteyi DD ve mikrodiliisyon yontemi ile
incelemis ve tiim bakterilere kars1 inhibisyon zonunun 17-38 mm ve MIK degerinin

0.01-1 mg/ml araliginda degistigini bildirmistir.

Alizadeh Behbahani vd. (2020) C. zeylanicum ugucu yaginda %71.50
oraninda Cin bulundugunu bildirmis ve standart S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
kokenlerine kars1t antibakteriyel aktiviteyi DD, agar kuyucuk difiizyon ve
mikrodilisyon yontemleri ile sirasiyla tiim kokenlere kargi 18-26 mm ve 19-29 mm

araliginda inhibisyon zonu, 0.78-3.12 mg/ml araliginda MIK degeri bildirmistir.
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5.5. Okside Amilozlu Sinnamaldehit-Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin
Antibakteriyel Etkinligi

Sentezlenen OACIn-AgNP  kompleksinin  antibakteriyel —aktivitesinin
mikrodiliisyon yonteminde Cin ve OACin’e gore daha yliksek oldugu goriilmektedir
(Tablo 4.7). Edis vd. (2020) C. zeylanicum ekstraktt AgNP kompleksinin S. aureus,
E. faecalis, E. coli ve P. aeruginosa kokenlerine karsi antibakteriyel aktivitesini DD
ve agar kuyucuk diflizyon yontemleri ile incelemis ve inhibisyon zonunu DD
yonteminde S. aureus ve E.coli igin sirasiyla 10 ve 9 mm olarak saptarken, agar
kuyucuk diflizyon yonteminde, tiim kokenlere karsi 10-15 mm araliginda degisen
inhibisyon zonu bildirmistir. Edis vd. (2020), bizim ¢alismamizdan farkli olarak C.
zeylanicum ekstraktt kullanmistir. Ayrica bu ¢alismada kullanilan kompleksin ve

uygulanan miktarlarin farkli olmasindan dolay: tam bir kiyaslama yapilamamaktadir.

5.6. Kurkumin ve Sinnamaldehit ile Okside Amilozlu Giimiis

Nanopartikiil Kompleksinin Sinerjik Etkilesimi

Kurkumin ve Cin ile AgNP etkilesimin incelendigi az sayida calisma
bulunmaktadir. Song vd. (2019) AgNP ile polivinilpirolidonu (PVP) birlestirerek
PVP-AgNP kompleksini sentezlemis ve Cur ile E. coli ve B. subtilis kokenlerine

kars1 sinerjik etkilesim bildirmistir.

Diger bir ¢aligmada ise, Ghosh vd. (2013) sodyum sitrat kullanarak 25-40 nm
boyutunda AgNP’leri sentezlemis ve Cin ile etkilesimini ¢cok sayida bakteri kdkenine
kars1 incelemis ve S. aureus ve P. aeruginosa i¢in FIKI degerlerini sirasiyla 0.53 ve
0.56 mg/ml olarak bulmus ve bu sonuglar kismi sinerji olarak yorumlanmistir. Bizim
caligmamizda Cin ile OA-AgNP kompleksi arasinda S. aureus ve P. aeruginosa

kokenleri i¢in sinerji saptanmigtir.

Glimiis iyonlar1 arasindaki etkilesimlerin bir sonucu olarak bu iyonlarin
kiimelesme egilimleri nedeniyle tek baslarina kullanilmasinin uygun olmayacagi ve
kiimelesmeyi Onlemek icin organik (6rn: amiloz, sitrik asit) veya inorganik

tastyicilarin (silika, grafen veya titanyum dioksit gibi stabilizatorler) kullanilabilecegi
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bildirilmistir (Kedziora vd. 2018). Sentezledigimiz komplekslerin tastyict maddesini
olusturan amiloz, su baglayici, jellestirici ve stabilizator 6zelliklerinden dolayi tercih
edilmistir. AgNP’lerin {izerindeki pozitif yiikiin, amilozun polimer zincirinde
bulunan -OH gruplari ile baglanmasi sonucu NP’lerin stabil hale geldigi bildirilmistir
(Khan vd. 2013). Ayrica amilozun oksitlenmesiyle komplekslerin suda ¢oziiniirligii
de Onemli Olclide artmaktadir. Amiloz ile stabil hale gelen AgNP’lerin etki
mekanizmasi degerlendirildiginde, bakteri i¢ine giren AgNP'lerden salinan giimiis
iyonlarinin (Ag") hiicre zarmna, zar proteinlerine ve DNA bazlarina baglanmasi
sonucu reaktif oksidatif tiirlerin (ROS) iiretildigi, sonu¢ olarak da metabolik
stireglerin bozulmasina bagli olarak bakterilerin 6liimiine neden oldugu bildirilmistir

(Tang ve Zheng 2018).

Yapilan birgok caligmaya gore Cur’nin, bakterinin hiicre zari, duvari,
proteinleri ve genetik materyalini hedefleyerek etkili oldugunu, ayrica Cur’nin,
antibakteriyel aktivitesini artirmak icin diger bilesenlerle sinerjik etkilesim
gosterebilecegi  bildirilmistir  (Zheng vd. 2020). Cin’in etki mekanizmasi
degerlendirildiginde ise, ¢esitli proteinlere baglanarak bakteriyel aminoasit
dekarboksilasyonunu inhibe ettigi, ATPaz aktivitesini baskilayarak membran hasari
olusturdugu, bakteri hiicre yiizeyini parcaladigi ve hiicresel glutatyon seviyesini
azalttig1 bircok caligmada bildirilmistir (Helander vd. 1998; Gill ve Holley, 2006;
Kim vd. 2004).

Bu c¢alismada sentezlenen = OA-AgNP  kompleksi ile  Cur/Cin
kombinasyonlarinda kismi sinerji ve sinerjik etkilesimlerin saptanmasinin temelinde,
Cur/Cin’in bakteri membranina verdigi hasara bagli olarak OA-AgNP kompleksinin
bakteri icine girmesinin kolaylastigi ve bu mekanizmaya bagli olarak sinerjik

etkilesimlerin gerceklestigi diisiiniilmektedir.

55



6. SONUC VE ONERILER

Stabilizator olarak kullanilan okside amilozun, antibakteriyel aktivitesinin

olmadig saptandi.

Cur ile OACur benzer antibakteriyel aktivite gosterdi.

Cin ile OACin’in antibakteriyel aktivitesinin Cur igeren komplekslere kiyasla

daha fazla oldugu gozlendi.

OA-AgNP, OACur-AgNP ve OACIn-AgNP komplekslerinin mikrodiliisyon

yonteminde giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
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5

S. aureus ve P. aeruginosa kokenlerine karst Cur ile OA-AgNP arasinda

kismi sinerji, Cin ile OA-AgNP arasinda sinerji saptandi.

6- Sinerji c¢alismalarinda klinik 6rneklerden soyutlanmig farkli tiir ve sayida

bakteri kokenleri kullanilabilir.

7- Ayrica, bu ¢alismada denenen kombinasyonlarin zamana bagli 6liim egrisi

yontemi ile de arastirilmasinin yararl olacag: diisiintilmektedir.

8- Sentezlenen komplekslerin sitotoksik aktivitesi ve in vivo deneysel

calismalar1 da yapilabilir.

9- OA-AgNP iceren komplekslerle, antibiyotikler, antiseptikler ve g¢esitli
biyoaktif maddeler arasindaki etkilesimi saptamak i¢in sinerji ¢alismalari

yapilabilir.
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