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OZET

Amag: Yara ve yanik alanlarinda siklikla tireyen Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus aureus’a karsit kullanilabilme potansiyeli olabilecek metalik giiclii
antibakteriyallerin  nanobiyoteknolojik  yontemle sentezlenmesi ve sentezlenen

nanopartikiillerin bu patojenler {izerine inhibitor etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: Nanobiyofabrikasyon metodu ile Pelargonium sidoides kok ekstraktinda
metalik altin (Au), giimiis (Ag) Ve altin-giimiis (Au-Ag) nanopartikiiller sentezlenmis ve
bu nanopartikiillerin fizikokimyasal karakterizasyonlari Fourier Dontisimlii Kizilotesi
Spektroskobisi, Ultraviyole ve Goriiniir Isik Absorbsiyon Spektroskopisi, Gegirimli
Elektron Mikroskobisi ve zetametre araciligi ile yapilmistir. Metalik nanopartikiillerin,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213

bakterileri tizerine inhibitor etkileri ise CLSI, 2016’ya gore belirlenmistir.

Bulgular: Altin ve giimiis nanopartikiiller ile kor-kabuk yapisindaki altin-giimiis
bimetalik nanopartikiiller biyonanofabrikasyon araciligi ile sentezlenmistir. Glimis
nanopartikiiller ve altin-giimiis bimetalik nanopartikiillerin yara ve yaniklarda en sik
tireyen iki patojen bakteri, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus’a karsi
giiclii antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir. En giiclii antibakteriyal etkiye sahip
bimetalik nanopartikiil soliisyonunun, sirasiyla S. aureus ve S. epidermidis iizerinde 0.01
M 25 uL ve 0.01 M 20 pL gibi diisiik uygulama hacimlerinde inhibitor etkili oldugu
bulunmustur. Uremenin baskilanamadigi 10-20 pL’lik uygulama hacimlerinde ise

ekstraseliiler proteolitik aktivite baskilandig1 belirlenmistir.

Sonu¢: Cevre dostu nanobiyoteknolojik yontemle Pelargonim sidoides kok eksktrakti
kullanilarak altin ve giimiis monometalik nanopartikiil ve altin-giimiis bimetalik kor-
kabuk yapisindaki nanopartikiiler ilk defa sentezlenmis, bu nanopartikiillerin
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus’a karst antimikrobiyal ve anti-

proteolitik aktivitesi ilk defa ortaya konmustur.

Anahtar  Kelimeler:  metalik nanopartikiil,  antibakteriyal,  antiproteolitik,

Staphylococcus, Pelargonium sidoides.



ABSTRACT

Objective: The aim of this thesis is to synthesize metalic nanoparticles which have strong
antibacterial potential via nanobiotechnological methods and evaluate their inhibitory
effects against frequently grown bacteria, Staphylococcus epidermidis and

Staphylococcus aureus, in wound and burn area.

Method: Metallic gold (Au), silver (Ag) and gold-silver (Au-Ag) nanoparticles were
synthesized via Pelargonium sidoides root extract with nanobiofabrication method and
their physicochemical characterizations were done with Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, Ultra Violet/Visible Spectroscopy, Transmission Electron Microscope and
zetameter. Inhibitory effects of these nanoparticles against Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were evaluated according to
CLSI, 2016.

Results: Gold, silver nanoparticles and gold-silver core-shell constructed nanoparticles
were synthesized via bionanofabrication. Silver monometalic and gold-silver bimetalic
nanoparticles were found to have strong antimicrobial effect against two most common
pathogenic bacteria, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus, in wounds
and burns area. Bimetalic nanoparticles solution with the strongest antibacterial activitiy
was found effective at lower application volumes against S. aureus and S. epidermidis at
0.01 M 25 puL and 0.01 M 20 pL respectively. Extracellular proteolytic activity of S.
aureus and S. epidermidis were suppressed via 10uL - 20 pL application volumes

respectively while proliferation were not supressed.

Conclusion: As a result of this study nanoparticles of gold monometalic, silver
monometalic and gold-silver core-shell bimetalic nanoparticles were shynhesized via
Pelargonium sidoides root extract and their antimicrobial and antiproteolytic effects
against Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus was determined for the

first time.

Key words: metalic nanoparticles, antibacterial, antiproteolytic, Staphylococcus,

Pelargonium sidoides.
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1. GIRIS

Yara ve yanik olgularinda, epidermis tabakasinin sahip oldugu hiicreler arasi
baglantilarin bozulmasi, dermis tabakasinin direnci olusturan giiglii fibriller yapisinin
dejenere olmasi ve yara igerisindeki ¢ok sayida nekrotik hiicrenin varligi bu dokular
enfeksiyona acitk hale getirmektedir. Ozellikle bu alana kolonize olan
mikroorganizmalarin doku igerisine sizan serum proteinlerine kolaylikla ulagabilmesi
de mikroorganizmalarin iiremelerini kolaylastirmakta ve bu enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmaktadir. Genis spektrumlu antibakteriyallerin kesfi ile bu hastalarda tedavi
yanitinin  alinmasinda etkinlik saglanmistir. Ancak, patojen bakterilerin sahip
olduklar1 intrinsik diren¢ mekanizmalarini kullanarak yara ve yanik alanindaki
nekrotik dokularda yasamlarini siirdiirmeleri, 6zellikle bu hastalarda giincel tedavi
rejimlerine ragmen mortalite artisina neden olmaktadir. Patojen mikroorganizmalara
kars1 metalik nanopartikiillerin kullanim potansiyeli, son yillarda artan bir ilgi ile
arastirilmaktadir. Nanopartikiil (NP) teknolojisinin iimit vaad eden bir strateji olarak
kabul edilmesinin en 6nemli nedenlerinden bazilari; NP icerigini olusturan metaller
ve bu metallerin 6zellikleri ve iiretilen NPlerin farkli ve essiz boyutlaridir. Bitkilerin
sekonder metabolitleri olan fenolik bilesikler ve indirgen o0zellikte olan
mikroorganizmalar gibi farkli dogal kaynaklar kullanilarak, metal ¢ozeltilerinin
indirgenmesi saglanmakta ve bu yolla NP ve Nanokabuk (NK) yapilarin
sentezlenmesi son donem ¢alismalarda yayginlikla goriilmektedir. Biiyliyen bir ilgi ile
bu arastirmalardaki artisa ragmen, NP ve NK yapilarin patojen mikroorganizmalar
tizerindeki inhibitor etkilerinin ortaya ¢ikisinda 6nemli fonksiyonlart oldugu bilinen;
metalin kimyasal 6zellikleri, NP ve NK yapilarin, ¢ap, boyut ve sekilsel 6zellikleri ve
NK yapisini Olusturan iki farkli metalin kalinlik parametrelerinin arastirildigi ¢alisma
sayisinin  yeterli olmadigi ve bu konuda ileri caligmalara ihtiya¢ duyuldugu
bilinmektedir. Bu baglamda, yara ve yanik alanlarinda, Staphylococcus epidermidis
ve Staphylococcus aureus’un olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilme
potansiyeli olabilecek giiclii antibakteriyal 6zellikte biyoteknoloji ve yesil kimya
yonteminin birlikte kullanim1 ile metalik (Au, Ag) nanopartikiil ve nanokabuk (Au-
AQ) yapilar sentezlenmis, sentezlenen bu nanopartikiillerin ve nanokabuk yapinin
fizikokimyasal karakterizasyonlar1 FT-IR, UV-VIS spektrofotometre ve TEM
aracilifi ile yapilmis, sentezlenen NP’lerin kararliliklari ve partikiil ¢aplart zeta
potansiyel dl¢limii ile belirlenmistir. Sentezlenen NP ve NK yapilarin Staphylococcus

1



epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterileri lizerine
inhibitor etkilerini  belirlemek amaciyla, Klinik Laboratuvar Standartlart
Enstitiisii’niin (CLSI, 2016) mikroorganizma duyarliligini belirlemek i¢in onerdigi
antimikrobiyal duyarlilik testleri modifiye edilerek uygulanmistir. Minimum
Inhibisyon Dozu, Minimum Bakterisidal/Bakteriostatik doz ve ekstraseliiler

proteolitik aktiviteyi inhibe eden minimum dozlar belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Yara ve Yanik Olgular:

Son yillarda yara ve yaniklarda iireme gosteren mikroorganizmalarin tedavisinde
kullanilmak iizere antimikrobiyallerin gelistirilmesinde temel avantajlar elde
edilmesine ve yeni tedavi modelleri gelistirilmis olmasina ragmen, enfeksiyon ve
enfeksiyonun sistemik yayilimimna bagli dliimlerde artis goriilmektedir. Mortalite
orani, yara ve enfeksiyonun yayilimi, hospitalizasyon siiresi, topikal
antimikrobiyallere kars1 mikroorganizmalarin direngli olmas1 gibi nedenlerle hastalar
arasinda degiskenlige sahiptir. Bu hastalarda yara ve yaniklarda mikroorganizmalarin
tireme gostermesi ve iireme gosterdikleri alanda proteolitik ve lipolitik enzimleri
ortama salgilayarak enfeksiyonun alt tabakadaki dokulara ulagmasi ve sistemik
enfeksiyona doniismesi yara ve yanikli hastalarda mortalite oranini arttirmaktadir
(Neuman ve Hagiladi, 1992). Yanik ve ardindan yara olusumu; derinin zararh
kimyasallarla temas1 ile oldugu gibi ¢ok diisiik ve yiiksek sicaklikla temas nedeniyle
de olusmaktadir. Olusan yaniklarin derinligi; kimyasal veya yiiksek-diisiik sicakliga
maruz kalma siiresine ve derinin kalinligi gibi faktorlere bagimli olarak

degismektedir.

Yanik, canlilarin maruz kaldigi agir tramvatik bir olgu oldugu gibi ayn1 zamanda
sistemik problemlere de neden olabilen bir doku hasar1 olarak tanimlanabilir. Farkli
nedenlerle olusun yanik yaralart sahip olduklari histolojik degisimler agisindan
degerlendirildiginde, kendisini olusturan etkenlerden bagimsiz olduklar1 ve genellikle
birbirlerine histolojik degisimler acisindan benzerlik gosterdikleri goriilmektedir
(Barrillo ve McManus, 2004). Yanik alaninda olusan enfeksiyonlar hasta sagkalimi
tizerinde Onemli etkilere sahiptir. Yanik enfeksiyonlar1 ve sagkalim arasindaki
korelasyonun degerlendirildigi bir ¢alismada, Oliimle sonuglanan 148 yanik
enfeksiyonu olgusunun 18’inde enfeksiyonun 6lime dogrudan neden oldugu,
104’tinde ise dolayli yoldan etki gosterdigi gdzlenmistir. Hastalardan 21’inde ise
yanik enfeksiyonu ve 6liim arasinda bir korelasyon saptanmamistir (Mayhall, 2003).
Genel anlamda yanik yarasinin patojen veya firsatgi patojenler ile enfekte olmasi,
hastalarin hospitalizasyon siirelerini uzatmakta ve bu da tedavi masraflarini

arttirmaktadir (Onciil ve ark., 2002).



Yanik yaralar1 etkilenen doku alani ve dokuda olusturdugu derinlige gore
siniflandirilmaktadir. Derinin sadece iist tabakasi olan epidermisin etkilendigi
yaniklar, birinci derece yanik olarak tanimlanmakta ve hastalarda ciddi
komplikasyonlara neden olmamaktadir. Epidermis tabakasi ile birlikte dermis
tabakasinin da etkilendigi ikinci derece yaniklarda, iyilesme birinci derece yaniklara
gore daha uzun seyirlidir ve yanik dokusunun genisligi enfeksiyon riskini
arttirmaktadir. Lokal antiseptikler ve yara bakimi ile tedavi saglanabilmektedir.
Epidermis, dermis ve hipodermis tabakalarin etkileyen, kas doku ve fasiay1 da igine
alan ciddi doku hasarina neden olan ii¢lincii derece yaniklarin goriildiigii olgularda ise
lokal ve ardindan sistemik enfeksiyonlarda artma gdzlenir. Hastanin immiin, solunum
ve kardiyovaskiiler sistemi olumsuz etkilenirken, sivi-elektrolit dengesinin
korunmasinda ciddi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin yaninida yanik alaninin cilt
yiizeyinde kommensal yasayan firsatgr mikroorganizmalar ve ortam patojenleri ile
hizli sekilde enfekte oldugu gozlenir (Sheridan, 2005). Histolojik ve fizyolojik yap1
ozellikleri ile bagisikligin bir parcasi olan deri dokusunun biitiinliigiiniin yanik ve yara
olusumu nedeni ile bozulmast canli organizmanin mikroorganizmalara karsi
savunmasiz duruma gelmesinde en Onemli etkendir. Bozulmus deri dokusunda
kolonize olan mikroorganizmalar, bulunduklar1 ortamda hizla ¢ogalarak ortama
proteolitik ve lipolitik enzimleri salgilamakta ve yara alanini, kan akimi ve sistemik
dolagima giris i¢in bir kapi olarak kullanmaktadirlar. Dolasima dahil olan mikro
organizmalar uzak alanlarda tedavi siirecini zorlastiran organ tutulumlarina da neden
olabilmektedirler. Enfeksiyon alaninda ireme gosteren mikroorganizmalar
degerlendirildiginde, ilk sirayr biitiinliigli bozulmamis deride yerlesim gdsteren,
kommensal yasamin bir pargasi olan Gram (+) bakterilerin aldigi goriilmektedir.
Patojen Ozellik gosteren Gram (+) bakteriler arasinda Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve diger stafilokoklar, Streptococcus pyogenes’le beraber
diger streptokok tiirleri gosterilebilir. Candida albicans gibi mantar tiirleri de yara ve
yanik alaninda ilk kolonizasyonu gosteren maya tiiriine 6rnek verilebilir. Stafilokoklar
arasinda S. aureus ve S. epidermidis, yumusak doku igerisinde tirediklerinde patojen
olarak kabul edilen mikroorganizmalardir. Yanik dokusunda ikinci haftadan itibaren
Gram (+) patojen bakterilerin yerini Escherichia coli, Acinetobacter spp. ve

Pseudomonas aeruginosa gibi Gram (-)’ler almaktadirlar.



Yanik yarasi olusumu sonrasinda canli organizma tarafindan {iiretilen glukagon,
kortizol ve katekolaminlerin, dolagima salinimina bagl olarak giiclii hipermetabolik
bir yanit olusur. Bu durum yara iyilesmesi lizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu gibi
ayni zamanda yara ve yanik dokusu igerisine sizan monomerlerin miktarini arttirir ve

bu durum yanik alaninda enfeksiyon riskini arttirmaktadir (Pereira ve ark., 2005).

Yanik olgusu sonucunda viicutta salinan hormonlara bagimli olarak ortaya ¢ikan
yiiksek hizli metabolizma, bazi ilaglarin farmakokinetik ve farmakodinamiklerinde de
ciddi degisimler ortaya c¢ikarmaktadir. Yanik olgusuna sahip hastalarda,
farmakokinetik ve farmakodinamikleri degisim gosteren ilaglar arasinda antibiyotikler
ve antikonviilzif ilaglar sayilabilir. Ozellikle ilag farmakokinetiklerinde ortaya ¢ikan
ciddi degisim nedeniyle ilacin kan-doku konsantrasyonlari beklenen diizeylerin altinda
kalir. Bu nedenle yanik bolgesine uygulanacak antimikrobiyallerin sistemik dolasim

araciligi ile verilmesi yerine baslangigta lokal olarak uygulanmasi 6nerilmektedir.

Yaniga bagimli olarak ileri diizeyde ortaya ¢ikan hasar, sadece doku kaybi, metabolik
degisiklik ve enfeksiyonlara daha acik bir alan olusturmakla kalmaz ayni zamanda,
stvisal ve hiicresel bagisikligi ve kompleman sistemini de etkiler. Yanigin olusturdugu
hasarli doku alani histolojik olarak degerlendirildiginde; merkezde bir koagiilasyon
bolgesi ve onu saran staz zonu ve en dis tabakada ise hiperemik bir zon tabakasi
gozlenir. Staz zonu bu bolgede gelisebilen enfeksiyonlar nedeniyle genis nekrotik
alanlara dontigebilir. Bakterilerin lokalize olduklar1 bélgede baslangigta gram doku
basma 10° ten az oldugu kabul edilmektedir. Bakteri sayisiin bu rakami asmasi
sonrasinda bakterilerin doku igerisine invazyonu gerceklesir ve bakteriler vaskiiler
alanlardan sistemik dolasima gegerler. Uygun ve yeterli tedavi segeneklerinin

uygulanmadigi hastalarda organ tutulumlari ve septik sok gelisebilir (Huang ve Yang,
2004).

Yanik olgularinin tedavisinde ilk basamakta kullanilacak yontemler; yanik alanun 6l
dokudan temizlenmesi, cerrahi eksizyon ve yanik alaninin kapatilarak dig ortamdan
kaynaklanabilecek enfeksiyonlara karsi yara alanini korumadir. Kemoterapotik
yaklagimlar ise, yaradan izole edilen mikroorganizmalarin tedavisine uygun
antimikrobiyallerin se¢imi ve bu kemoterapdtiklerin uygun doz ve siirede kullanilarak
bu mikroorganizmalarda direng gelisiminin engellenmesini kapsar (Taneja ve ark.,

2004). Bu yaklagimda ilgili ajanin sistemik uygulanmasi yerine, profilaktif tedavi lokal
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uygulamalarla saglanmaktadir. Topikal antibakteriyal kemoterapdtikler arasinda

mafenid asetat, giimiis siilfadiazin, giimiis nitrat, fusidik asit bulunur.

Suda kismen ¢6ziinebilme 6zelligine sahip Giimiis siilfadiazin, Gram (-) bakterilere
kars1 sik kullanilan topikal antibakteriyal kemoterapotiklerdendir. Bakteriyal
cogalmay1 baskilama o6zelligi ile enfeksiyon gelisimininin kontrol edilmesinde
kullanilir. Agr1 yanitinin ortaya c¢ikmasina, asit-baz ve sivi elektrolit dengesinde
bozulmalara sebep olmaz. Gilimiis siilfadiazin hipersensitivite reaksiyonlarini ortaya

¢ikarmaz (Bang ve Mosbah, 1998).

Fusidik asit, Gram (+) bakteri enfeksiyonarinin tedavisinde kullanilan antibakteriyal
bir ajandir. Enfeksiyon gelisiminin ilk 10 giinliik doneminde S. aureus ve S.
epidermidis kolonizasyonu yogun olarak gozlenir. Stafilokoklara kasi giicli
antibakteriyal etkinligi nedeniyle enfeksiyon gelisiminin ilk doénemlerinde tercih
edilen ilk ajanlardan biri, fusidik asittir. (Acikel ve ark., 2003).

2.2. Yarada Ureyen Mikroorganizmalar

Yanigin olustugu bodlgede ¢ogunlukla cilt ylizeyinde kommensal yasam gdsteren
mikroorganizmalarin ve hastanin gastrointestinal sistem flora elemanlarinin kolonize
oldugu gozlenmektedir. Bunun yaninda hastanin bakiminin yapildig: iiniteden ve
diger hastalardan kaynaklanan ekzojen mikroorganizmalarda yarada kolonize
olabilmektedirler. Ozellekle yara igerisine sizan serum proteinleri ve lizise ugramis
yag dokusu endojen ve ekzojen bu firsat¢1 mikroorganazmalarin kolonizasyonu igin
elverisli bir ortam olusturmaktadir. Yara ve yanik dokusu mikroflora agisindan
degerlendirildiginde ilk 48 saat igerisinde Gram (+) mikroorganizmalarin
kolonizasyonu gozlenirken, bunu takip eden 20 giinliik periyod icerisinde Gram (+)
mikroroganizmalarin yerin Gram (-)’lerin aldig1 ve bu mikroorganizmalarin hizla yara
dokusuna invaze oldugu ve kolonizasyonun arttig1 gézlenmektedir. Ozellikle gram
doku basina bakteriyal yogunluk 10° CFU’yu gectiginde enfeksiyon subkutan
dokulara yayilarak derinlesebilmektedir (Elaldi, 2003).

Stafilokoklar, insan ve diger memeli canlilarin deri ve mukoz membranlari iizerinde
en yaygin bulunan kolonizorlerdir. Staphylococcus epidermidis, 6nceleri insan derisi
tizerinde kommensal yasayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmesine ragmen,

son yillarda 6nemli firsatg1 patojenlerin arasinda kabul edilmektedir. Gilinlimiizde



Staphylococcus epidermidis’in en az virulent kuzeni Staphylococcus aureus kadar
yaygin frekansli oldugu ve en yaygin nosokomial-hastane kokenli enfeksiyonlari
olusturan mikroorganizmalar arasinda ilk siray1 aldigi bilinmektedir (CDC, 2004).
Staphylococcus epidermidis, plastik ve abiyotik ylizeylerde biyofilm olusturma
yetenegi ile, 6zellikle medikal aletler lizerinde bulunabilmekte ve bu medikal aletler
bu patojenin yayilmasi ve yanik yaralarinin enfekte edilmesinde en yaygin enfeksiyon
kaynagina doniismektedirler. Staphylococcus epidermidis’in, insan derisisnin essiz ve
daimi Kkolonizorii olmasi ortami ve medikal aletleri enfekte etmesinin en 6nemli
nedeni olarak kabul edilmektedir. Staphylococcus epidermidis enfeksiyonlari, hayati
tehtid eden birgok hastalikta ortaya ¢ikmaktadir. Hayat1 tehtid eden hastaliklarda
hospitalizasyon siiresine bagimli olarak vendz kateterler iizerinde bu patojenin
kolonize olmas1 major hastaligin tedavisini giiclestirmekte ve tedavi maliyetlerini de
arttirmaktadir. Ornegin ABD’de vaskiiler kateter iliskili kan akimi enfeksiyonlarina
neden olan Staphylococcus epidermidis enfeksiyonlarinin tek basmna yillik maliyeti
yaklagik 2 milyar dolardir (Miragaia ve ark., 2007).

S. epidermidis koagiilaz negatif stafilokok grubuna dahildir ve bu 6zellligi ile virulansi
yiiksek kuzeni koagiilaz pozitif S. aureus’tan ayrilir. (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos
ve Musselwhite, 1975; Miragaia ve ark., 2007). Ayn1 zamanda kanli agar besiyerinde
B-hemolitik aktivite gdstermemesi ile de S. aureus’tan ayrilmaktadir. S. epidermidis
ve S. aureus’un Colombia %S5 Sheep Blood agarda normal atmosferde 24 saat
tiremeleri sonucu olusturdugu koloni sekilleri ve hemolitik aktivite Sekil 2.1.°de

gorilmektedir.

B-Hemoliz

Sekil 2.1. Colombia sheep blood agarda S. aureus 'un olustudugu koloniler ve $-hemoliz

Insan epitelyal mikroflora eleman1 olarak saglikli ve deri biitiinliigii bozulmamis olan
konakla bening bir iliskiye sahip olan S. epidermidis daha patojenik bakteri olan S.

aureus’un kolonizayonunu da 6nleyen 6nemli probiyotik fonksiyonu ile bilinmektedir



(Duguid ve ark, 1992). Insan viicudunda patojen sagkalimi konak savunma
mekanizmalarinin asilmasi ile miimkiindiir. Insan deri dokusunda bulunan mikrobial
peptidler gibi konak savunma mekanizmalar1 olmasina ragmen, S. epidermidis
epitelyal bariyeri gectikten sonra konagin ek savunma mekanizmalar1 ile de miicadele
etmek zorundadir (Faurschou ve Borregaard, 2003). Biyofilm olusturma bu
mekanizmalar arasinda sayilabilir. Biyofilmler, cok hiicreli ve ylizeye tutunmus
agromelize yapilar olarak tamimlanirlar. Karakteristik fizyolojileri ve biyofilmi
olusturan egsiz mimarileri ile konak savunma mekanizmalar1 ve birgok antibiyotige
direnglidirler. S. epidermidis biyofilminde ¢ogalmakta olan hiicreler, gen
diizenleyicilerdeki degisiklikler araciligi ile, penisillinler (Khardori ve ark., 1995),
aminoglikozidler (Diguid ve ark., 1992a) ve quinolonlar (Diguid ve ark., 1992b) gibi
¢ogu antibiyotige direng¢ kazanir ve bu ajanlarin antimikrobiyal aktivitelerinin

siirlandirilmasi saglanir.

Spesifik antibiyotik direng genleri S. epidemidis 'te olduk¢a yaygindir. En 6nemlisi,
stafilokok enfeksiyolarina kars1 ilk adimda kullanilan metisilin antibiyotigine karsi
goriilen direnctir. Metisillin direnci S. epidermidis’te %75-90 oraninda goriiliirken, S.
aureus’ta bu oran %40-60’tir (Diekema, 2001). Metisilin direncine ek olarak
rifampisin, fluoroquinilonlar, gentamisin, tetrasiklin, Kkloranfenikol, eritromisin,
klindamisin ve solfonamid antibiyotiklerine kars1i da S. epidermidis’te edinilmis

diren¢ mekanizmalar1 bulunmaktadir (Rogers ve ark., 2009).

S. epidermidis enfeksiyonlari ile miicadele edebilmek ve yeni sratejiler gelistirmek
icin bu bakterinin kommensal ve enfeksiydz yasam dongiistiniin mekanizmalarinin

daha iyi anlagilmas1 gerekmektedir.

Staphylococcus aureus, hem kommensal yasam gosteren hem de insan patojeni olarak
tamimlanan Gram (+) bir bakteridir. Insan popiilasyonunun yakasik % 30’unun S.
aureus ile kolonize oldugu bildirilmistir (Wertheim ve ark., 2005). S. epidermidis gibi
koagiilaz negatif stafilokok tiirleri normal insan deri dokusunda kolonize olurken
(Kloos ve Musselwnhite, 1975), koagiilaz pozitif olan S. aureus enfeksiyonlari
cogunlukla anormal deri yapisinin gozlendigi atopik dermatitli hastalarda goriiliir
(Byrd ve ark., 2017). S. aureus ¢ogunlukla burun ve farinksi 6rten mukozal epitel yap1
tizerinde kolonize olur. Bakteremi, enfektif endokardit, cilt ve yumusak doku

enfeksiyonlari, prepulmonar enfeksiyonlar, osteomiyelit, toksik sok sendromu, gida
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zehirlenmesi ve medikal cihaz aracili enfeksiyonlar gibi genis bir araliktaki
enfeksiyonlara bu bakteri neden olmaktadir. Son yirmi yilda S. aureus
enfeksiyonlarmin temel olarak iki kola ayrildigi goriilmektedir. Bunlardan birincisi
enfektif endokardidit ve ikincisi ise yumusak doku ve deri enfeksiyonlaridir
(Aakiyama ve ark, 2002; Ando ve ark., 2004). Enfeksiyona bagli bu hastaliklar
cogunlukla bu canlmin tibbi cihazlara kolonizasyonu ve konak savunma
mekanizmalarini agmalar1 nedeni ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Satfilokoklarin ylizeylere
yapisma ve biyofilm olusturma yetenekleri bu hastaliklara neden olmalarindaki
birincil etkendir. Viriilans1 yiiksek olan ve planktonik yasam yerine bulunduklar
ortamda biyofilm olusturan mikroorganizmalar, planktonik  formalarma gore
antimikrobiyallere 50 ila 500 kat daha direnglidirler (Rice ve ark., 2005; Stewart ve
Costerton, 2001). Stafilokoklarda biyofilm formasyonu ileri evre biiyiime faz1 olarak
tanimlanirken, buna eslik eden bir diger 6nemli mekanizma da ekstraseliiler proteaz
tretimidir. Biofilm ve glikokaliks iiretimi ile biyofilm formasyonu saglanirken,
bakteriyal biiytimenin ve varligin siirdiiriilebilmesi i¢in, sathopainler gibi proteazlarin
biofilm yapisinda iiretimi ve dis ortama salimi (Miedzobrodzki ve ark., 2002;
Seprawska, 2004; Shaw ve ark., 2004) zorunluluktur. Proteazlarin ortama salimi ile
biyofilm tabakasi iginde hizla ¢ogalan hiicrelere besin saglanmaktadir. Dolayisiyla bu
proteazlarin salim mekanizmalarinin arastirilmasi ve bu mekanizmalar1 inhibe edecek
ajanlarin gelistirilmesi tedavi basarisinin eldesi agisindan 6nemli olacaktir. Bu tez
calismasinda, sentezlenen nanopartikiillerin ekstraseliiler proteolitik aktivitenin
lizerine ihhibisyon etkisi de arastirilmistir. Ozellikle stafilokoklardan salgilandig
bilinen ve patojenik doku degradasyonundan sorumlu metalloproteinazlar ve serin
protezlarin (Noble, 1998; Sandholm, 1986; ) hedef alinmas1 ve bu yonlii ajanlarin
gelistirilmesi yararli olacaktir. Biofilm formasyonu ve akstraseliiler proteaz salimi
yaninda kogiilaz, hemolizin, niikleaz, lipaz, fibrinolizin ve toksik sok sendromu
toksinleri de bu mikroorganizmanin dis ortama salgiladigi ve patojenin virulansini
destekleyen mekanizmalardir (Takeuchi ve ark., 1999). Yaygin antibiyotik direng
mekanizmalar1 nedeni ile bu bakteriye karsi yeni miicadele yolar1 ve yeni

antibakteriyal ajan arayislari giintimiizde mevcuttur ( Anwar ve ark, 1992).

2.3. Yara ve Yanik Tedavi Yontemleri
Tedavi opsiyonlar1 incelendiginde; bakteriyosid kemoterapoétiklerin sistemik veya

lokal, topikal uygulamalarinin oldugu ve izole lezyonlar i¢in bariyer uygulamalarinin



yapildig1 ve 6zellikle hastanin immiin sistemini gii¢clendiren beslenme rejimlerinin
uygulanmasinin tavsiye edidigi goriillmektedir (Elaldi, 2003). Ancak yanik ve yara
lezyonlarina sahip hastalarda hospitalizyon siiresinin artmasina bagli olarak stafilokok
tiirlerinin olusturdugu enfeksiyon kolonizasyonlarinin artmasi, topikal ve sistemik
antibakteriyallere karst mikroorganizmalarda diren¢ gelisiminin ortaya ¢ikmasi ve
immiin sistemi zayiflatan kan transflizyonlar1 patojenezin siddetlenmesine neden
olmaktadir (Elaldi, 2003). Son yillarda 6zellikle mikroorganizma enfeksiyonuna
bagimli rekiirransin onlenebilmesi ve etkin yolla tedavi edilebilmesi i¢in yeni tedavi
seceneklerinin gelistirilmesine artan bir ilgi s6z konusudur. Bu baglamda yeni nesil
antibakteriyallerin  kesfi,  antibakteriyal  ajanlarin  modifikasyonlart  ve
nanobiyoteknoloji ile gelistirilen antibakteriyallerin sentezi arastirmalarin ilgi odagi

olmustur.

2.4. Nanoteknoloji/Nanobiyoteknoloji

Son yillarda nanoboyut ve nanodlgiilii teknolojilerin biyolojik tekniklerle bir araya
gelmesi yeni bir alani, nanobiyoteknoloji alanin1 dogurmustur. Nanoteknoloji ve
nanobiyoteknoloji, mevcut antibiyotiklerin etki ettigi yolaklara bagimli olmayan yeni
antimikrobiyallerin gelistirilmesine olanak saglayan alternatif bir yaklasim olarak
kabul edilmektedir (Davis ve Davis, 2010). Goreli yeni bir alan olan
nanobiyoteknoloji; sentez, manipiilasyon ve materyallerin nanoboyutta biyolojik
amaglar i¢in kullanimina konsantre olmustur (Goodshell, 2004). Essiz, fizikokimyasal
ve optoelektronik ozellikleri ile nanopartikiiller; katalist, kimyasal sensor, elektronik
bilesen, tibbi diagnostik goriintiilleme, farmasotik triinler ve tibbi tedavi
protokollerinin ilgi odagi olmustur. Ornegin, altin, giimiis, platin ve palladyum gibi
degerli metallerden elde edilen nanopartikiiller, kozmetik ve medikal sanayinde
yaygin kullanima alinmiglardir. Altin nanopartikiiller, spesifik olarak biyomedikal
uygulamalar (Sperling ve ark., 2008; Puvanakrishnan ve ark., 2012; Bhattacharya ve
ark., 2008), hastalik tanilama (Torres-Chavolla ve ark., 2010) ve farmasdtiklerde (Cai
ve ark.,, 2008; Bhumkar ve ark., 2007) kullanilirken, giimiis nanopartikiiller
antibakteriyal ve anti-enflamatuar 6zellikleri ile yara iyilesmesini hizlandirici olarak
kullanilmaktadirlar (Huang ve ark., 2007; Li ve ark., 2011; Cox ve ark., 2011).
Metalik nanopartikiillerin yaygin medikal ve biyolojik uygulamalar1 mevcuttur.
Bunlar arasinda medikal goriintiilemede kontrast ajan1 olarak kullanim, hiicre

isaretleme, terapotik ila¢ hedefleme, tiimore hedefleyici olma sayilabilir (Palza,
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2015). Metalik nanopartikiillerin, sahip olduklari essiz fotoaktif, optik, katalitik ve
termal oOzellikleri, (Brayner ve ark., 2010; Zang ve ark., 2009 ) kontrol edilebilir
partikiil boyutlart ve morfolojileri ile etkin antimikrobiyal ajanlar olarak
arastirtlmalar1 son yillarda anlamli bir ilgi artisi ile kars1 karsiyadir (Rao ve ark.,2002;
Zang ve ark., 2008; Tiede ve ark., 2009; Petosa ve ark. 2010). Inorganik
nanopartikiiller, nanotoksisiteleri ve potansiyel antimikrobiyal etkinlik gdstermeleri
nedeniyle artan bir ilgi ile arastirma odagi olmuslardir. Nanopartikiil formunda ¢ok
sayida metal oksit ve hidroksitlerin antimikrobiyal ajan olarak etki gosterdigi ve bu
etkilerin mikrobiyal hiicreler lizerinde farkli etki mekanizmalar1 oldugu bulunmustur
(Fu ve ark., 2005; Parham ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasinda altin ve giimiis metalik
nanopartikiillerin ve altin-giimiis bimetalik nanopartikiillerin bitki ekstrakti
kullanilarak nanobiyoteknoloji ile sentezlenmesi, sentezlenen nanopartikiillerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin ortaya konmasi ve yara-yaniklarda ilk kolonizasyonu
gosteren stafilokoklara karsi potansiyel inhibitor ve antiproteolitik 6zellikleri
arastirilmistir. Metalik nanopartikiil ve nanokabuk yapilarin terapdtik ajan olarak
kullanimina dair arastirmalar yayginlikla yapilmasina ragmen, enfeksiyon tedavisi
sirasinda NP yapilarin saglikli hiicreler {izerinde muhtemel toksik etkilerinin olmasi
ve mikroorganizmalarin tek metalden olusan nanopartikiillere karsi direng
gelistirmesi, NP yapisinin  kullanimint  smirlandirmaktadir. Metalik NP’lerin
etkinliklerinin, farkli metallerin kombine edilerek nanokabuk yapisinin
olusturulmasinin bu siirliliklart agsmada yararli olacag: diisiiniilmektedir. Bu nedenle
bu tez ¢alismasinda, dogal immiinmodiilator oldugu bilinen Pelargonium sidoides kok
ekstrakti elde edilmis ve bu ekstrakt kullanilarak metalik NP ve nanokabuk (kor-
kabuk) yapida bimetalikler sentezlenerek yara ve yaniklarda siklikla iireyen Gram (+)

patojen mikroorganizmalara kars: etkinligi aragtirilmistir.

2.4.1. NP Ozellikleri, Sentezi ve Karakterizasyonlar1 (UV-ViS, FT-IR, Zeta)

Son yirmi yilda metalik ve metalik olmayan nanopartikiillere artan ilgi nedeniyle,
farkli boyut, sekil ve kompozisyonlara sahip nanopartikiillerin iiretimi i¢in, genis ranja
sahip fiziksel ve kimyasal teknikler gelistirilmistir. Geleneksel olarak, nanopartikiiller
fiziksel ve kimyasal teknikler aracilig1 ile sentezlenmekte ve stabilize edilmektedirler.
Fiziksel teknikler arasinda; lazerle uzaklastirma (Mafune ve ark., 2001), litografi
(Zhang ve Wang, 2008), yiiksek enerjili radyasyona maruz birakma (Treguer ve ark.,
1998) sayilabilir. Kimyasal yaklasimda uygulanan teknikler arasinda ise; kimyasal
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indirgeme, elektrokimya ve fotokimyasal indirgeme sayilabilir (Chen ve ark., 2001;
Rodriguez-Sanchez ve ark., 2002; Eustis ve ark., 2005; Frattini ve ark., 2005;
Starowiicz ve ark., 2006). Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda, nanopartikiil
sentez prosesi sirasinda, nanopartikiillerin boyut, sekil, kararlilik ve fizikokimyasal
Ozelleklerinin cesitli faktorler tarafindan etkilendigi tespit edilmistir. Bu faktorler
arasinda sicaklik ve metal iyon onciilleri konsantrasyonu gibi proses parametreleri
oldugu gibi, kullanilan metal iyon onciillerinin ¢esitleri ve metalleri indirgeyici ajanlar
bulunmaktadir. Ayni1 zamanda nanopartikiiller arasinda cereyan eden proses kinetikleri
de nanopartikiil sentezi {izerinde etki eden 6nemli faktorlerden biridir (Wang ve ark.,
2005; Alexandridis, 2011). Genel olarak degerlendirildiginde, nanopartikiil sentez
arastirmalarinin en 6nemli unsurlarindan olan sekil, boyut, kararlilik ve fizikokimyasal
ozelliklerin, prosesin efektif olarak dizayni ile kontrol edilebilecegi goriilmektedir
(You ve ark., 2013; Kulkarni ve ark., 2014).

Geleneksel kimyasal nanopartikiil sentez metodlarinda, kolloid icerisinde istenmeyen
aglomerizasyonlarin olusumunu onlemek amaci ile kullanilan organik solventler,
indirgeyici ajanlar ve stabilizorler gibi zararli kimyasallardan kaynaklanan toksisite
problemleri mevcut oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak bazi metalik
nanopartikiiller, kompozisyonlari, boyut, sekil ve yilizey kimyalar1 gibi faktorler
nedeniyle de toksik olarak kabul edilmektedirler. Sentez sirasinda kullanilan toksik
ozellikli ajanlarin, sentezlenen nanopartikiiller lizerinde rezidiiel olarak bulunmasi ve
potansiyel olarak nanopartikiillerin kendilerinin toksik olmasi gibi iki temel olgu
nedeniyle nanopartikiillerin klinik ve biyomedikal uygulamalar: sinirlanmaktadir. Bu
baglamda nanobiyoteknolojinin en Onemli avantaji, biitin bu toksik faktorlerin
potansiyel olarak biyolojik aracilar kullanilarak kontrol edilebilme potansiyelidir.
Nanobiyoteknoloji aracilig1 ile; biyolojik olarak uyumlu, temiz, benign ve ¢evre dostu
proseslerle nanopartikiil sentezinin gelistirilmesi son zamanlarda ilgisi artan bir
arastirma konusu olmustur (Ai ve ark., 2011; Jain ve ark., 2011; Kulkarni ve ark.,
2014). Cevre dostu yesil kimya temelli yontemlerin uygulanmasinda; aktinomigesler
(Ahmad ve ark., 2003; Sastry ve ark., 2003), bakteriler (Roh ve ark., 2001; Joerger ve
ark., 2001; Nair ve Pradeep, 2002; Lengke ve Southam, 2006; Husseinyve ark., 2007),
funguslar (Mukherjee ve ark., 2001; Ahmad ve ark., 2003; Ahmad ve ark., 2005;
Kuber ve Souza, 2006), bitkiler (Lee ve ark., 2002; Philip, 2010; Kumar ve ark., 2011),
viriisler (Lee ve ark., 2002; Philip ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2011) ve mayalar
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(Dameron ve ark., 1989; Kowshik ve ark., 2003; Gericke ve Pinches, 2006) gibi tek
hiicreli ve ¢ok hiicreli 6gelerin kullanimi ile biyo uyumlu nanopartikiil sentezi son
yillarda ivme kazanmustir. Biyolojik fabrikalarin 6nerdigi avantaj; temiz, toksik
olmayan ve g¢evre dostu biyolojik 6geler araciligi ile nanopartikiillerin sentezlenmesi
ve aynit zamanda genis bir araliga yayilabilecek boyut, sekil, kompozisyon ve
fizikokimyasal 6zellikte nanopartikiillerin elde edilebilmesidir (Mohanpuria ve ark.,
2008). Yukarida sayilan biyolojik 6gelerin degerlendirmeleri sonucunda, en etkin
biyolojik fabrikalar olarak, bitkiler araciligi ile nanopartikiillerin sentezi oldugu
gozlenmistir ve siiphesiz bu en avantajli yaklagimlardan biridir (Thakkar ve ark., 2010;
Iravani, 2011). Bitkiler aracilig1 ile sentez diger biyolojik dgeler ile karsilastirildiginda
hizli bir yontem oldugu gibi yiiksek miktarda senteze olanak sagladigi i¢in de maliyet
acisindan efektiftir (Swami ve ark., 2004; Shankar, 2004; Jha ve ark., 2009; Bar ve
ark., 2009; Thakka ve ark., 2010). Bu tez c¢alismasindaki amagclardan birisi, bitki
sekonder metabolitlerini igeren bitkisel ekstre araciligi ile metalik nanopartikiillerin

sentezi ve sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonlarinin ortaya konmasidir.

Nanopartikiillerin sentezi sirasinda ¢esitli parametreler dikkate alinir (Birnbaum ve
ark., 2011; Sepeur, 2008). En temel ve birincil yaklasim ve Onemli degisken
nanopartikiil eldesinin istendigi inorganik materyalin se¢imidir. Daha sonra fiziksel ve
kimyasal proseslerle boyut indirgenmesi basamagi gelir. Nanopartikiilerin aktiviteleri,
yapi, boyut, sekil ve yiizey 6zelliklerine bagimli oldugu i¢in, bu basamakta olusacak
hatali yapilar nanopartikiiliin fizikokimyasal o6zelliklerini etkileyecektir (Meyers,
2006).

Nanopartikiillerin sentezi sirasinda, metal tuzlarindan elde edilen ve suda ¢oziinen
metal iyon Onciilleri indirgenir. Bu indirgenme reaksiyon esnasinda renk degisiminin
ortaya ¢ikmasi ile kendini gosterir. Sollisyondaki bir diger 6zellik, boyut ve sekilleri
nedeniyle, lazer 1silarinin kolloidal ¢ozeltiden gecebilmesidir. Bu 6zellik Tyndall
etkisi olarak bilinir ve soliisyondaki nanopartikiillerin varligini tespit i¢in kullanilir
(Poinern, 2014). Reaksiyon sonrasinda yiiksek hizda santrifiijleme ile nanopartikiiller

kolloidden ayrilabilirler.

Nanopartikiillerin tan1 ve teshisinde rutin olarak kullanilan bazi spektroskopi ve
mikroskobi teknikleri arasinda UV-VIS, atomic gii¢ mikroskobi (ATM), gegirimli

electron mikroskobi (TEM), taramali electron mikroskobi (SEM), fourier gecirmeli
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mnfrared spektroskobi (FT-IR) ve raman spektroskobi sayilabilir. ATM, TEM, SEM
gibi mikroskobi temelli teknikler, nanopartikiil fotograflarmin elde edildigi direkt
teknikler olarak kabul edilir. Ozellikle SEM ve TEM cogunlukla, nanopartikiillerin

boyut ve sekillerinin ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadirlar

(Cao, 2004).

UV-VIS, FT-IR ve Raman gibi spektroskopi temelli teknikler, nanopartikiil 6zellikleri
hakkinda dolayli yoldan veri eldesini saglayan ve kompozisyon, yapi, kristal fazin

belirlenmesini saglayan tekniklerdir.

UV-goriiniir bolge spektroskobisi; 190 nm ve 380 nm araliginda UV ve 380-800 nm
arasinda goriiniir bolgeyi kapsar. Her iki tip 1is1ma madde ile etkilesime geger ve taban
seviyesinden yiiksek enerji seviyesine elektron gegisini destekler. 300- 800 nm
araligindaki dalgaboyu genellikle 2 nm ile 100 nm araligindaki metalik
nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilir (Pionern, 2014). Ornegin giimiis
nanopartikiillerin absorbsiyon Ol¢limleri genellikle 400-450 nm arasindadir. Altin
nanopartikiiller ise 500- 550 nm arasindaki piklerle tespit edilirler (Pionern ve ark.,
2013).

FT-IR spektrokopi, nanopartikiil sentezi sirasinda yiizeye tutunan karbonil ve hidroksil
gibi fonksiyonel gruplarin yiizeyde olusturduklart kalintilarin1 ve nanopartikiiliin

ylizey kimyasini belirlemek i¢in kullanilir (Pionern, 2014).

Zeta potansiyel, kolloidal sistemlerin elektrokinetik potansiyellerinin kisaltmasi olarak
ifade edilir. Hareketli dispersiyon medium ve dagilan partikiillere bagli olan sabit
tabaka dispersiyon medium arasindaki potasiyel fark olarak da ifade edilebilir. Zeta
potansiyeli etkileyen en onemli faktér mediumun pH’1 dir. Diger faktorler ise iyonik
gii¢, ek maddelerin konsantrasyonu ve sicakliktir. Zeta potansiyel degeri emiilsiyolarin
kisa veya uzun donem stabiliteleri ile iligkilidir. Yiiksek zeta potansiyel degerine
(negatif veya pozitif) sahip kolloidal sistemler elektriksel olarak stabildir. Diisiik zeta
potansiyeline sahip sistemler ise koagiilasyona egimli ve zayif fiziksel stabiliteye
sahiptir. Genel olarak zeta potansiyel yiiksek oldugunda, itme giicii cekme gliciinii asar
ve goreli olarak stabil bir Sistem olusur. Zeta potansiyel degeri sentezlenen
nanopartikiillerin ylizey yiikii ve stabiliteleri hakkinda karar vermek i¢in 6nemli bir

aractir (Losso ve ark., 2005).
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2.4.2. Bitkiler Aracihg ile Metalik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi
Bitkilerin, metal iyonlarini bulunduklari ortamdan ytiksek oranda akiimiile etme ve bu

iyonlar1 biyolojik olarak indirgeme potansiyeline sahip oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Bu ilging 6zellikleri nedeni ile, metalik nanopartikiillerin sentezinde ve
detoksifikasyonunda bitkiler daha ¢evre dostu bir rota olarak goriilmektedir (Kulkarni
ve Muddapur, 2014; Kumar ve ark., 2011; Gerick eve Pinches, 2006). Bitki ektraktlar
biyoaktif alkaloidler, fenolik asitler, polifenoller, proteinler, sekerler ve terpenoidler
gibi metal iyonlariin indirgenmesinde ve stabilizasyonunda ilk ve en 6nemli roli

yerine getiren bilesenleri icerirler (Marshall ve ark., 2007).

2.4.3. Altin ve Giimiis Nanopartikiiller

Altin (Au) nanopartikiiller; biyosensor (Sotiruou ve Pratsinis, 2011), hipertermi
terapisi (Huang ve ark., 2006), terapdtik ilag ve genetik materyallerin tasima platformu
(Paciotti ve ark., 2006) ve antibakteriyal ila¢ (Sondi ve ark., 2004) olarak
kullanilabilme potansiyelleri nedeniyle son yillarda 6nemli bir aragtima konusu
olmustur. Ornegin Das ve arkadaslari, 2011 yilinda sferik yapili Au NP, Nyctanthes
arbortristis (gece yasemini) ¢igek ekstrakti araciligi ile sentezlemislerdir (Das ve ark.,
2011). Narayan ve Sakthivel, 2008 yilinda Coriandrum sativum yaprak ekstraktini
kullanarak 7-58 nm araliginda Au NP sentezlemislerdir. Sentezlenen nanopartikiiller

sferik, decahedral, licgen gibi farli sekillerde olmustur.

Tarihsel olarak incelendiginde giimiisiin (Ag), antimikrobiyal 6zelligi ile patojenlere
kars1 medikal formiilasyonlarin icinde kullanildigi goriilmektedir (Sotiriou ve
Pratsinis, 2011; Parak ve ark., 2003). Antimikrobiyal formiilasyonlar i¢in boyut ve
yiiksek ylizey alani, bakteriyel hiicre duvar ile yakin etkilesimi saglamaktadir. Son
yillarda yapilan antimikrobiyal caligmalar, anlamli membran hasart ve DNA
toksisistesinin hiicresel Ag NP alimi ve biyosorpsiyonu ile iligkili oldugunu
gostermistir (Simon-Deckers ve ark., 2009). Geetha ve arkadaslarinin 2014 yilinda
yaptiklar1 ¢alismalarinda Cympobogan citratus yaprak ekstresi kullanarak yiiksek
antibakteriyal etkinlige sahip Ag nanopartikiiller sentezlenmistir. Elde edilen
nanopartikiillerin boyutlar1 15- 65 nm ve ortalama biiyiikliikleri 35 nm olarak tespit

edilmistir.

Bitkiler araciligi ile saf metalik nanopartikiiller sentezi raporlandigi gibi, giimiis ve

altinin birlikte kullanimi ve bitkiler aracilig1 ile bimetalik nanopartikiillerin sentezi de
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raporlanmistir. Bimetalik nanopartikiil sentezi, farkli metalik iyon onciillerini iceren
IkKi aquoz sollisyonun bitki ekstrakti ile karisgtirilmasi ve bu iki farkli metal iyon
onciillerinin yarismali olarak indirgenmesi esasina dayanir. Au- Ag bimetalik
nanopartikiil olusumu sirasinda, Au daha biiylik indirgnme potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle oncelikli olarak indirgenir ve kor yapisini olusturur. Bunun sonrasinda Ag
iyonlar1 indirgenerek Au nanopartikiilleri kaplar ve core-shell nano kabuk yapisi
olusur. Azairachta indica (Shankar ve ark., 2004), Anacardium occidentale, (Sheny ve
ark., 2011), Swietenia mahagony (Mondal ve ark., 2011) Ag-Au bimetalik
nanopartikiillerin sentezlenebildigi bikilerdir. Son yillarda kor-kabuk yapisina sahip
bimetalik nanopartikiillerin antibakteriyal etkinliklerinin arttirtlmasi i¢in doksisiklin
gibi ilaglarla kombine uygulamalar1 yapilmakta ve ortaya ¢ikan muhtemel sinerjistik
etkiler arastirilmaktadir (Fakhri ve ark., 2017). Yine kor-kabuk yapisinin yaninda
alasim modellerinin olusturulmasi igin ortama sodium borohidrid, hidroksilamin
hidroklorid, askorbik asit, formaldehit, sitrat gibi yaygin olarak kullanilan es zamanl
indirgeyiciler ilave edilerek bimetalik nanoyapilarin sentezlendigi goriilmektedir

(Yang ve ark., 2017).

2.4.4. Pelargonium sidoides

Pelargonium sidoides, Geraiaceac familyasina ait ve yayginlikla Giiney Afrika’da
bulunan bir bitki tiiriidiir. Tiiberkiiloz, bronsit, oksiiriik, ates ve solunum sistemi
rahatsizliklarinin tedavisindeki farmakolojik ozellikleri ile bilinir (Kayser ve
Kolodziej, 1997; Matthys ve ark., 2007; Brandler ve van Wyk, 2008). Tarihsel olarak
Pelargonium sidoides tiiriiniin Afrika yerli kabileleri tarafindan gastrointestinal
rahatsizliklar ve solunum sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmakta oldugu
bildirilmistir. 17. yy da Giiney Afrikanin Almanlar ve Ingilizler tarafindan kolonize
edilmesi ile bu bitkisel ilag Avrupalilar tarafindan farkedilmistir. Albay Charles
Stevens’in bireysel olarak bu bitkisel ilac1 kullanmasi ve fayda gérmesinin ardindan
bu tiire olan ilgi artmistir (Brandler ve van Wyk, 2008; Kolodziej ve Shulz 2003;
Patiroglu ve ark., 2012). Daha sonra yaygin arastirmalar sonucunda modern fito-
farmasotik ilag formunu almistir. Ticari {irtin olan Umckaloabo® (Eps®7630) ve
LinctagonC™ ‘in bu tiiriin kok ekstresinden elde edilmislerdir. Eps®7630’un
antiviral, antibakteriyal, immiinmodulator ekileri kanitlanmistir. Bu tiiriin
farmakolojik aktivitesi ve etkileri icerdigi yiiksek oranda oksijenlenmis kumarinler (7-

hidroksi-5, 6-di-metoksikumarin), 6,8-dihidroksi-5,7-dimetoksikumarin, gallik asit
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derivatifleri, flavonoidler, fenolik ve hidroksisinamik asit derivatiflerine
dayandirilmaktadir (Kayser ve Kolodziej, 1997; Kolodziej, 2007; Colling ve ark.,
2010). Ve bu bilesenlerin ticari iriin olan Umckaloabo® (Eps®7630) ve
LinctagonC™ ‘in ana bilesenlerini olusturdugu bilinmektedir (Colling ve ark., 2010).
Sekil 2.2.’de P. sidoides bilesenlerinden 6,8-dihidroksi-5,7-dimetoksikumarin’in
molekiiler yapis1 ve FT-IR spektrum goriintiisii bulunmaktadir. Sekil 2.3.°de P
sidoides bilesenlerinden kumarin’in molekiiler yapisi ve FT-IR spektrum goriintiisii

bulunmaktadir.

6,8-dihidroksi-5,7-dimetoksikumarin
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Sekil 2.2. 6,8-dihidroksi-5,7-dimetoksikumarin’in molekiiler yapisi ve FT-IR spektrum goriintiisii
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Sekil 2.3. Kumarin’in molekiiler yapist ve FT-IR spektrum goriintiisii
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Sekil 2.4.’de P. sidoides’in aktif sekonder metabolitlerinden 7-hidroksi-5, 6-di-

metoksikumarin molekiiler yap1 goriintiileri bulunmaktadir.
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Sekil 2.4. P. sidoides’in aktif sekonder metabolitlerinden 7-hidroksi-5, 6-di-metoksikumarin ve gallik
asitin molekiiler yap1 goriintiileri.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Kullamilan Bitki Tiiriiniin Temini
Pelargonium sidoides tohumlar1 bu tiiriin ticaretini yapan yurt dis1 firmasindan satin

alimustir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada kullanilan malzemeler Tablo 3.1.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Caligmada kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzemeler

Forceps ve Forceps curved/Iso Lab/Katalog no: 048.07.105-048.08.105

Miiller Hinton Agar/Merck Millipore/ Katalog no: 105437

Miiller Hinton Broth/Merck Millipore/ Katalog no: 110293

Steril plastik disposable plastik 6ze/Iso Lab/Katalog no: 0.82.01.002

Drigalski spatula/lso Lab/Katalog no: 082.03.001

96 kuyucuklu eliza plaklari u tabanli steril/Iso Lab/Katalog no: 122.01.096

96 kuyucuklu eliza plaklari i¢in kapak u tabanli steril/Iso Lab/Katalog no:
122.01.096

Ekiivyon ¢ubugu/lso Lab/Katalog no: 086.02.001

Meziir/Iso Lab/Katalog no: 016.07.250

NaCl/Merck Millipore /Katalog no: 106400

Erlen/Iso Lab/Katalog no: 027.03.250

Nutrient Agar/ Merck Millipore/ Katalog no: 105450

Nutrient Broth/ Merck Millipore/ Katalog no: 105443

Spatiil/Iso Lab/Katalog no: 047.08.150

Etil alkol/Merck Millipore /Katalog no: 10971

Parafilm/Sigma Aldrich /Katalog no: P7793

Tiip sporu/Iso Lab/Katalog no: 080.01.001

Tiip standi/Iso Lab/Katalog no: 080.02.001

Falkon tiipii 50 ml steril/lIso Lab/Katalog no: 078.02.009

Falkon tiipti 15 ml steril/Iso Lab/Katalog no: 078.02.007

Petri kabi steril/Iso Lab/Katalog no: 081.02.191

0,5 Mc Farland standart/Thermofischer Scientific/Katalog no: E1041

Otoklav sterilizasyon bandi/Lp Italiana Spa/Katalog no: L291092

Otoklav Posedi/ Lp Italiana Spa/Katalog no: N620220

Eldiven medium pudrasiz/Iso Lab/Katalog no: 080.15.002

Otoklavlanabilir Mikropipetler 0,5 - 10 ul/Iso Lab/Katalog no: 011.20.002

Otoklavlanabilir Mikropipetler 2 - 20 pl/Iso Lab/Katalog no: 011.20.020

Otoklavlanabilir Mikropipetler 20 - 100 pl/Iso Lab/Katalog no: 011.20.200

Otoklavlanabilir Mikropipetler 100 - 1000 ul/Iso Lab/Katalog no: 011.20.901

Pipet rackli/Iso Lab/Katalog no: 006.11.005

Otoklavlanabilir pipet uglari/Iso Lab/Katalog no: 005.01.001

Bos antibiyotik diskleri (1*50 disk)/Sigma Aldrich/Katalog no: WHA2017006

Maske/lso Lab/Katalog no: 080.41.003

Staphylococcus epidermidis 12228 ATCC/Thermofischer Scientific/Katalog no:

R4606500

Staphlococus aureus 29213 ATCC/Thermofischer Scientific/Katalog no:
R4607011

AgNOs/Sigma Aldrich /Katalog no: 209139

AuClsNa /Sigma Aldrich /Katalog no: 298174

Skim Milk Powder/Sigma Aldrich /Katalog no: 70176
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Calismada kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim amacglart Tablo 3.2.°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim amaglari

Cihazlar ve Markalan

Kullanim Amaglari

Astell Otoklav

Sterilizasyon ve besiyeri hazirlama

Telstar Bio-11-A/G Gilivenlik Kabini

Antibakteriyal aktivite metodlarinin
uygulandig steril ortam

Incucell Inkiibator

Mikroorganizma biiyiime ortami

Heidolph -Vorteks

Nanopartikiil
homojenizasyonu

soliisyonunun

Zeiss Isik Mikroskobu

Mikroorganizma inceleme

Bur¢ Manyetik karistiric

Nanopartikiil
homojenizasyonu

sollisyonunun

Argelik Mikrodalga Firin

Besiyeri hazirlama

Bosch Buzdolabi (-20 ve +4)

Kimyasal ve mikrobiyolojik malzeme
muhafaza

Pure Lab option/Elga saf su Cihazi Saf su eldesi

Multiscan Go Coklu Plaka Okuyucu Antibakteriyal aktivitenin
spektrofotometrik tayini

Schimadzu UV-Vis Spektrofotometre Nanopartikiil soliisyonlarinin  UV-

VIS Karakterizasyonu

Malvern Zetasizer Zen 3600

Nanopartikiil boyut ve kararliligini
Olgme

Bruker Tensor 27 FT-IR Spektrometre

Nanopartikiil 6l¢timii

TEM mikroskobu

Nanopartikiil boyut ve sekil dl¢timii

Coklu manyetik karistiric1 (IKA-werke-RT
15 power)

Nanopartikiil sentezi

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Satin alinan tohumlardan torf: perlit (1:1) karisimi ¢imlendirme ortami kullanilarak

geng bitki eldesi saglanmistir. Bitkiler otomatik zaman ayarli sisleme (mistleme)

sulama yontemiyle sulanmuis, bitkilerin yetistirildigi sera i¢i sicaklik ve nem durumuna

gore zaman ve siiresi ayarlanmigtir. Kokler 3,5-4 cm uzunluguna eristiginde tohumdan

cogalan bitkiler saks1 ortamina aktarilmis ve seraya taginmislardir. Saksi ortami olarak

ise torf + pomza (1:1) ortam1 kullanilmigtir. Yetistirme kosullari ve kiiltiirel islemler

igin; serada sadece donlu giinlerde 1sitma saglanmis, yazin ise asir1 sicak ve asir1 giines

1s181indan zarar gormeye karst golge tozu ve golge agi gibi materyaller ile sera
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korunmus, fan-ped sistemi ile de sera sicakligi diistiriilmiistir. 500 mL kapasiteli
saksilarda yetistirilen Pelargonium sidoides bitkisinin bitki basina 2 giinde bir 50 mL
besin solusyonu sulama suyu ile birlikte verilmistir. Bitkilere verilecek besin
soliisyonu: mg/L olarak N: 150, P: 20, K: 200, Ca: 100, Mg: 50, Fe: 0.5, Mn: 0.12,
Cu: 0.076, Zn: 0.3 olacak sekilde ayarlanmigtir (Neuman ve Hagiladi, 1992).

Sekil 3.1. Pelargonium sidoides A) 3. Ay B) 5. Ay C) 8. Ay

3.2.2. Kok Ekstraktinin Hazirlanmasi, Bu Ekstrakt icerisinde Altin, Giimiis NP
ve Altin-Giimiis NK Yapilarinin Sentezlenmesi

Sera ortaminda yetistirilen 8 aylik Pelargonium sidoides bitkisi saksidan ¢ikarildi ve
kokler biiyiime ortam1 uzaklastirilana kadar dnce sebeke suyu ardindan da saf su ile
arindirilincaya kadar yikandi. Fenolik maddece zengin olan kokler toprak {istii
organlarin bagladigi boélgeden bistliri yardimiyla kesildi. Koklerdeki suyun
uzaklagtirllmasi i¢in 40°C’ye ayarlanmis etiivde yaklasik alti saat kurutuldu.
Kurutulmus bitki koklerinden tartim alindi ve kok yine bistiiri araciligr ile kiiciik
pargalara boliindii. Infuzyonun gerceklesmesi icin 0.152 gr kok/50 mL saf su olacak
sekilde 100°C lik saf suyun igerisinde 15 dk agz1 kapali bekletildi. Kaba filtre kagid1
ile siizme islemi gerceklestirilerek siiziintii ayrildi. Infiizyon yontemi ile elde edilen
P. sidoides kok ekstrakti (PSKE) nanopartikiil sentezi gerceklestirilene kadar amber
sisede bekletildi.
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Sekil 3.2. 1 ve 2; Pelargonium sidoides kokleri

Inflizyon metodu ile hazirlanan kok ekstrakti, glimiis ve altin iyonlar1 iceren tuz
cozeltileri ile hacimsel olarak 10:1 oraninda (v/v) olacak sekilde karistirldi. 10 mL’lik
ekstrakta 1 mL 0.01 molar (M) AgNOs ¢ozeltisi ve 10 mL ¢ozeltiye 0.01 M AuClsNa
cozeltisi eklendi. Bimetalik nanopartikiillerin sentezlenebilmesi i¢in, 10 mL bitki
ekstraktina 0.5 mL 0.01 molar (M) AgNO3 ¢ozeltisi ve 0.25 mL 0.01 M AuClsNa
¢ozeltisi es zamanl eklendi. Reaksiyon siselerinin dis kismi1 151k almayacak sekilde
alimiinyum folyo ile sarildi. Manyetik karistirict araciligi ile reaksiyonun

tamamlanmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.3. Altin, Giimiis NP ve Altin-Giimiis Bimetalik yapilarin 24 saatlik inkiibasyonu

Nanopartikiil soliisyonlarina verilen isimler ve bu soliisyonlarin igerikleri Tablo

3.3.’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Nanopartikiil soliisyonlarina verilen isimler ve bu soliisyonlarin igerikleri

Nanopartikiil Icerik
Soliisyonu ve PSKE

N-1 Pelargonium sidoides kokiinden infiizyon yontemi ile
elde edilen sulu ekstrakt

N-2 10 mL PSKE + 0.5 mL 0.01M AgNOz+0.25 mL 0.01M
AuClsNa

N-3 10 mL PSKE + 1 mL 0.01M AuClsNa

N-4 10 mL PSKE + 1 ml 0.01M AgNOs

3.2.3. Par¢acik Boyutu ve Kararhihlginin Zetametre Araciligi ile Ol¢iimii

Pargacik boyutu ve kararliligmin 6lgmek icin dncelikle Akdeniz Universitesi Kimya
Bolimii Sol-Gel Laboratuvarinda, sentezlenen nanopartikiillerin zeta potansiyelleri
Malvern 3600 Zeta-sizer araciligi ile 6l¢iildii. Sekil 3.4.’de Zetasizer ve Zetasizer ile
Olgim goriilmektedir. Her bir 6rnek 3 tekrarli ve tekrarlarin herbiri 10 defa olacak

sekilde oda sicakliginda dlgtimler alinmustir.

Sekil 3.4. Zetasizer (A) ve Zetasizer ile 6l¢iim (B ve C)

Sentezlenen nanopargaciklarin karakterizasyonu igin 200-800 nm bant araliginda UV
spektrofotometresinde 6l¢iim yapildi. UV Slgiimlerinin yapilmasi i¢in 6rnekler 4 kati
oraninda saf su ile seyreltilmistir. Spektrofotometre parcacik boyutlar: ve elde edilen
nanopartikiillerin sekillerinin tespiti igin Akdeniz Universitesi Transmission Elektron

Mikroskobi {initesinde, nanopartikiillerin TEM goriintiileri elde edilmistir.
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3.2.4. Infrared Spektroskopisi

Kirmizidtesi 1s1ma dalga boyu 0.8-500 um (12500-20 cm™ arasindadir. Bu bolgedeki
15in sogurma molekiillerin titresim ve donme yiizeylerini uyararak molekiil i¢i
titresmelere neden olur. Kirmizi1 6tesi sogurma fonksiyonlu grup bolgesi (400-1500
cm?) ve parmak izi bolgesi (1500-400 cm™) olarak ikiye ayrilir. Parmak izi
bolgesindeki titresimler, kiiciik gruplardan ¢ok molekiiliin biiyiik boliimlerinin ve
molekiilii olusturan atom iskeletinin titresmesi sonucu oldugundan parmak izi
bolgesine iskelet titresimleri bolgesi de denir. Sivi, gaz yada kati formdaki
bilesiklerdeki yapisal baglarin titresim frekanslari 6l¢iilerek kompleks yapinin i¢inde
bulunan fonksiyonel gruplar, bagli atomlar ve bagli atomlarin baglanma sekilleri IR
spekrumu ile aydmlatilir (Erdik, 2007)Infrared spektrumu, Akdeniz Universitesi
Kimya boliimiinde Bruker Tensor cihazi araciligi ile elde edilmistir. Sentezlenen

nanopartikiillerin IR spektrumlari, 4000-450 cm™ araliginda kaydedilmistir.

3.2.5. UV-VIS Spektroskopisi
UV-VIS  &lgiimleri, Schimadzu UV-Vis  Spektrofotometre  cihaz1  ile
gerceklestirilmistir. Sentezlenen nanopartikiil soliisyonlarmin UV-VIS spektrumlar,

200-900 nm dalga boyu araliginda 6lgiilmiistiir.

3.2.6. TEM Goriintiilleme

Sentezlenen nanopartikiil soliisyonlart 200 mesh karbon kapli bakir gridler iizerine
~2uL olacak sekilde uygulanmis ve bir gece kurumaya birakilmigtir. Daha sonra bakir
gridler Akdeniz Universitesi TEM goriintilleme merkezinde goriintiilenmis ve

sentezlenen nanopartikiillere ait fotograflar elde edilmistir.

3.2.7. Bakterilerin PSKE ve Sentezlenen Nanopartikiillere Gosterdigi
Duyarhhgin Olgiilmesi

Disk Difiizyon Yontemi

PSKE ve gimiis ve altin metalik nanopartikiil soliisyonu ve sirasiyla bu
nanopartikiillerin sentezinde kullanilan 0.01M AgNO3 ¢ozeltisi, 0.01 M NaAuCl4
cozeltesi, bimetalik Au-Ag nanopartikiil soliisyonu ve bimetalik nanopartikiil
soliisyonu sentezinde kullanilan 0.5 mL 0.01M AgNO3 +0.25 mL 0.01M AuClsNa
oranlarinda metal tuzlar1 ¢ozeltisi karigimina karst test mikroorganizmalarinin
(Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213)

gosterecegi duyarhiliklarin tespiti i¢in, antibiyotik duyarliligini 6lgmekte kullanilan
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standart disk difiizyon yontemi, ekstre, metal tuzu ¢ozeltileri ve NP soliisyonlarina
uyarlanmistir. Bakteriler bir giin 6nce Colombia Sheep Blood Agara ekilmis ve 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen kolonilerden steril serum fizyolojik
araciligr ile 0.5 Mc Farland (1x10® hiicre/mL) turbiditeye ayarlanmis bakteri
stispansiyonlar1 elde edilmistir. Elde edilen bakteri siispansiyonlarindan 100pL
alinmis, ve bakteri siispansiyonu Miiller Hinton Agar besiyerine steril swab aracilig1
ile yayilmistir. Steril bos 6 mm capinda antibiyotik disklerine PSKE ve NP
sollisyonlar1 ayr1 ayr1 uygulanmis ve bakteri ekimi yapilan petrilere yerlestirilmistir.
37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra disk ¢evresinde olusan inhibisyon zongap1

kumpas araciligr ile ol¢iilmiistiir.

Sekil 3.5. Disk diflizyon metodunun uygulanist

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi (MIK)

PSKE ve NP soliisyonlarin mininmum inhibisyon degerlerinin (MIK) belirlenebilmesi
icin CLSI, 2016 tarafindan Onerilen yontem NP soliisyonlari, metal tuzu ¢ozeltileri,
metal tuzu ¢ozeltisi karigimi ve bitkisel estreye uyarlanmigtir. Her bir mikroorganizma
Colombia Sheep Blood Agara ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen taze kolonilerden steril serum fizyolojik araciligi ile 0.5 Mc Farland (1x108
hiicre/mL) turbiditeye ayarlanmis bakteri siispansiyonlar1 elde edilmistir. Besi yeri
olarak Miiller Hinton Broth kullanilmistir. Bakterilerin  duyarli  oldugu
konsantrasyonlar1 belirlemek i¢in steril 96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna 10-
100 puL arasinda PSKE, NP soliisyonlari, metal tuzu ¢ozeltileri ayr1 ayr1 ve karigim
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halinde eklenmistir. Daha sonra bu kuyucuklara son hacim 150 pL olacak sekilde
Miiller Hinton Broth ilave edilmistir. Son olarak 0.5 Mc Farland’a ayarlanmis bakteri
siispansiyonunudan 50 pL kuyucuklara ilave edilerek final voliimiin 200 puL olmasi
saglanmistir. Her deney setinde 4 kuyucuk mikroorganizma biiyiime kontrolii ve 4
kuyucukta besiyeri sterilite kontrolii olarak birakilmistir. Hazirlanan mikroplakalar 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteriyal biiylime u tabanli kuyularin dip kisminda
olusan pellet araciligi ile tespit edilmistir. Ayn1 zamanda mikroplakalar 450 nm de
Thermo Multiscan Go Mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak okunmus ve
450 nm dalga boyunda absorbans degerleri elde edilmistir. Elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamalar1 ve ortalamanin standart hatalar1 hesaplanarak deney gruplari

kontrol gruplari ile karsilagtirilacak sekilde grafikler ¢izilmistir.
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bakteriyel pellet; C

3.6. MIK uygulama; A ve B,

Sekil
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Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK saptanmasi)

Sivi  mikrodilisyon yontemi sonucunda pellet olusumunun gozlenmedigi
kuyucuklardan 10 pL alinarak Miiller Hinton Agar plaklarina altkiiltiirler yapilmistir.
Bu test de CLSI, 2016’ nin 6nerdigi yonteme gore yapilmis ve ekim yapilan petri
kaplar1 37 °C’lik normal atmosfer etiivlerinde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda iireme goriilmeyen petrilerdeki PSKE, metal tuzu ¢ozeltilerinin ve NP

sollisyon dozlarinin bakterisit etki gosterdigi kabul edilmistir.

Sekil 3.7. Staphylococcus aureus ATCC 29213 MBK uygulama

Proteolitik Aktiviteyi Baskilayan Minimum Dozun Belirlenmesi
Anti-proteolitik aktivitenin 6l¢limii i¢in, Harrigan ve McCance’nin 1976’da 6nerdigi

yonteme gore Ol¢iim yapilmistir. Sivi mikrodiliisyon yonteminin uygulandigi
plaklarda her bir dozun uygulandigi kuyucuklardan skim milk agara ¢izim seklinde
ekimler yapilmigtir. Normal atmosfer kosullarinda 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra ¢izim-ekim alani ¢evresinde proteolitik aktivite ile siit proteinlerinin
parcalanmasi ile zon olusturan ve olusturmayan dozlar ve proteolitik aktiviteyi

baskilayan inhibisyon dozlar1 belirlenmistir.

3.3 Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz
Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS paket program1 ve Mann
Whitney U testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Nanopartikiil Sentezi Renk Degisimi

Hiicreden bagimsiz Pelargonium sidoides kok ekstraktinin sahip oldugu aktif
bilesenlerin glimiis ve altin iyonlarini indirgeyerek Ag-NP, Au-Np ve Au-Ag bimetalik
nanopartikiil formasyonunu sagladigi diistiniilmektedir. Reaksiyon oncesi 0.01M
AuClsNa ve 0.01M AgNO:s ¢ozeltilerinin renkleri Sekil 4.1.”de goriilmektedir.

-—

—— —
0.01M AgNO3 0.01NM NaAuCls

Sekil 4.1. 01M NaAuClsve 0.01M AgNOs sulu ¢ozeltileri

24 saatlik kimyasal indirgenme reaksiyonu inkiibasyon siiresi sonunda nanopartikiil

sentezinin ilk belirteci olan renk degisimi gozlendi. Nanopartikiil soliisyonlar1 ve

PSKE’nin kazandiklar1 renkler Sekil 4.2.’de goriilmektedir.

Sekil 4.2. Sentezlenen Nanopartikiil (NP) Soliisyonlari ve PSKE, N-1: PSKE, N-2: Au-Ag bimetalik
NP soliisyonu, N-3: Au NP soliisyonu, N-4: Ag NP soliisyon
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4.2. Sentezlenen NP Soliisyonlarin UV-VIS Spektrumu
Sentezlenen NP soliisyonlarinin 200-800 nm bant aralifindaki UV odlgiimii Sekil

4.3.”de verilmistir.

PSKE ve NP soliisyonlar: UV-VIS Absorbsiyen grafigi

Nl ——N3 ——N4

Sekil 4.3. NP soliisyonlarmin UV-VIS absorbsiyon grafigi N-1:PSKE, N-2: Bimetalik Au-Ag
nanopartikiil soliisyonu, N-3:Au nanopartikiil soliisyonu, N-4: Ag nanopartikiil soliisyonu

UV-VIS absorbsiyon grafigi sonuglarina gére gore Ag Nano partikiilleri 408-473 nm
araliginda; Au nanopartikiilleri 512-564 nm araliginda; Au —Ag bimetalik
nanopartikiilleri 512-568 nm araliginda en yiiksek absorbsiyon degerini vermistir
(Sekil 4.1.1.)

4.3. Zetametre ile NP ve NK Soliisyonlarimin Partikiil Cap1 Ol¢iimii Sonuclar
Sentezlenen NP soliisyonlarinin Zetasizer araciligi ile dl¢tilen partikiil boyutlart Sekil

4.4.°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Sentezlenen NP soliisyonlarinin Zetasizer araciligi ile dlgiilen partikiil boyutlar1 A, B, C, D,
E.
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Sentezi gergeklestirilen NP soliisyonlarinin Zeta potansiyel degerleri N2: -22,6mV,
N3: -16, 8 ve N4: -22,6 mV olarak olarak olgiilmiistiir. Sentezlenen bimetalik ve Ag
nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin Au nanopartikiillere gore daha yiiksek
oldugu ve bu c¢ozeltilerin kararliliklarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Nanopartikiillerin zeta potansiyellerini eksi olmasi bu partikiillerin ¢evresindeki yiikiin
ve g¢evresini saran iyon ve ekstraktan gelen molekiillerin de eksi yiiklii oldugunu
gostermektedir. Sentezlenen NP soliisyonlarinin Zetasizer araciligi ile dlgiilen zeta

potansiyelleri Sekil 4.5.”’de verilmistir.
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Results

A Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -22.6 Peak 1: -22.6
Zeta Deviation (mV): 3,29 Peak 2: 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,292 Peak 3: 0,00

Result quality Cood

Zeta Potential Distribution
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Results
B Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -16.8 Peak 1: -168
Zeta Deviation (mV): 3,29 Peak 2: 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,944 Peak 3: 0,00

Result quality Good

Zeta Potential Distribution
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C Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -226 Peak 1: -22.3
Zeta Deviation (mV): 808 Peak 2: -48.6
Conductivity (mSfcm): 0.214 Peak 3: 0,00
Result gquality Good
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Sekil 4.5. Sentezlenen NP soliisyonlarinin Zeta Potansiyelleri, A:Au-Ag NP, B:Au-NP, C:Ag NP
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4.4. Sentezlenen Nanopartikiil ve Nanokabuk yapilarimin TEM gériintiileri

Sentezlenen nanopartikiillerden Bimetalik nanopartikiillere ait TEM goriintiileri Sekil

4.6.”da verilmistir.

Sekil 4.6. Altin-Giimiis bimetalik nanopartikiillerin TEM goriintiileri (50 nm ve 20 nm birimlik 6l¢ii)

Sentezlenen nanopartikiillerden Altin nanopartikiillere ait TEM goriintiileri Sekil

4.7.°de verilmistir.

Sekil 4.7. Altin nanopartikiillerin TEM gorintiileri (50 nm birimlik 6l¢ii)

Sentezlenen nanopartikiillerden Giimiis nanopartikiillere ait TEM goriintiileri Sekil

4.8.de verilmistir.
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Sekil 4.8. Giimiis nanopartikiillerin TEM goriintiileri (20 nm ve 10 nm birimlik 6l¢ii)

4.5. Sentezlenen Au, Ag Nanopartikiil ve Au-Ag Nanokabuk Yap1 ve PSKE’nin
FT-IR Spektrumlar:

Infrared spektroskopisi, infrared bolgede elektromanyatik radyasyonun absorbsiyonu
ve bunun sonucunda molekiillerin titresim enerjilerinde meydana gelen degisimleri
icerir. Cogunlukla biitiin molekiiller, gerilme ve biikiilme seklinde titresim formlarina
sahiptirler (Erdik, 2007). Pelargonim sidoides kok ekstrakti, 3600-3000 cm™ arasinda
3325 cm ! ‘de molekiilin yapisinda bulunan —OH gerilme titresimlerinden
kaynaklanan keskin ve genis bant verdigi gozlendi. 2834 cm ! bandindaki karboksil
grubuna bagl -OH gerilmesi ile iliskilendirildi.. 1200-1000 cm  band1 arasindaki
bolgede, 1179 cm * CH2 icin alifatik C-H diizlem igi egilmesi, 1053 cm * C-N
gerilmesi gosterdi. 1421 cm " bandinda benzene halkasimin C=C gerilmesini gdsteren
(1400-1600 band1 arasinda goriilen) pik benzen halkasinin varligini destekledi. 900 ve
600 cm " bantlar1 arasinda, C-H biikiilmesini gdsteren ve aromatik yapiy1 destekleyen
birden fazla pik elde edildi. Sekil 4.9.’da Pelargorium sidoides kok ekstraktina ait FT-
IR Spektrumu (N1-PSKE) goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Pelargorium sidoides kok ekstraktina ait FT-IR Spektrumu (N1-PSKE)

Ag, Au ve Au-Ag nanopartikiillerin, {-potansiyel analizi sonuglari sentezlenen
NP’lerin ylizeyinin negative yiiklii oldugunu gosterdi. Bunun nedeni nanopartikiil
senteszi sirasinda kullanilan metal tuzu ¢ozeltilerinden gelen iyonlar ve ekstrakttan
gelen seconder metabolitler oldugu diisinlimektedir.Nanopartikiil-sekonder metabolit
yiizey konjugusyonun varliginin tespiti i¢in Ag, Au, Au-Ag NP soliisyonlarinin FT-IR
spektroskopileri incelendi. Kontrol ekstraktin IR spectrumu keskin absorbsiyon
bantlar1 gosterdigi yukarida ifade edilmisti. Au ve Ag ve Au-Ag NP lerin FTIR
spektrumlar1 3325, 2906, 1637,1179 cm-! de verdigi pikler N1-PSKE’nin verdigi
piklerle ortiistiigii gdzlendi. 2834 cm—' de; N2 ve N4 te sola kayma gozlenirken N3’te
bu pikin aym yerde kaldigi, ekstraktta 1421 cm-! de gozlenen pikin her iig
nanopartikiil soliisyonunuda da 1499 cm-! ‘ye kaydigi, ekstrakttal053 cm—! de
gozlenen pikin N2’de sola kayarak 1056’da, N3 ve N4’de saga kayarak sirasiyla 1050
ve 1047 cm—! de oldugu gozlendi. 1035 cm—! pikinin N3 ve N4’de 1030 cm—! de
paylasildign N2°de ise saga kayarak 1033’te ortaya ciktif1 gozlendi. 684 cm—* de
gdzlenen pikin N2’de 676, N3 ve N4’de 670 cm—! de ortaya ¢iktig1 gdzlendi. Au-Ag,
Au, Ag nanopartikiillere ait FTIR spektrum goriintiileri sirastyla, Sekil 4.10., Sekil
4.11. ve Sekil 4.12.’de gortulmektedir. Sekil 4.13.’de Pelargorium sidoides kok
ekstrakti, Au-Ag Bimetalik, Ag-NP, Au-NP Nanopartikiil soliisyonlarina ait FT-IR

spektrumlarinin, birlikte gosterimi bulunmaktadir.
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Sekil 4.10. Pelargorium sidoides kok ekstraktinda sentezlenen Au-Ag Bimetalik Nanopartikiil
soliisyonuna ait FT-IR Spektrumu
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Sekil 4.11. Pelargorium sidoides kok ekstraktinda sentezlenen Au-Nanopartikiil soliisyonuna ait FT-IR

Spektrumu
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Sekil 4.12. Pelargorium sidoides kok ekstraktinda sentezlenen Au-Nanopartikiil soliisyonuna ait FT-IR

Spektrumu
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Sekil 4.13. Pelargorium sidoides kok ekstrakti, Au-Ag Bimetalik, Ag-NP, Au-NP Nanopartikiil
soliisyonlarina ait FT-IR Spektrumlari, birlikte gdsterim

Bu sonuglar, acikca PSKE’nin icerisindeki sekonder metabolitlerin metal tuzlari icin
hem indirgeyici oldugunu hem de nanopartikiillerin yiizeyini 6rten kaplama materyali

olarak gorev yaptigini gostermektedir.
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4.6. NP Soliisyonlarmin ve PSKE Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.6.1. Disk Difiizyon Testi

10 ul ve 25 ul ve 50 ul nanopartikiil soliisyonlar1 ve PSKE’nin Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine
uygulamasinin inhibisyon zon ¢ap1 sonuglari; ortalama ve ortalamanin standart hatasi

seklinde Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Nanopartikiil soliisyonu uygulamasi sonrasi inhibisyon zon ¢aplari

PSKE icin iZC N2 i¢in iZC N3 icin iZC N4 i¢in iZC
(mm) (mm) (mm) (mm)

10 |25 |50 |10 25 50 10 |25 |50 | 10 25 50

ul ul ul ul ul ul pl | pl | ul | ul ul ul

Staphylococcus iG | IiG iG 8,1 13,25 16 iG | iG | IG 8 12 15,88

aureus ATCC
29213 0,1 | £0,23 | 40 0,1 | =0 +0

* * *

Staphylococcus iIG | IG | IG | 8+0 13,75 17 iG|iG |iGg| 7 115 | 15,25

* * *

IG: Inhibisyon gdzlenmedi, iZC: Inhibisyon Zon Capi, Penicillin ve Ampicillin kontrollere gére
x|
p<0.05

10 ul ve 25 pul ve 50 pul AgNOs, NaAuCls ve AgNOs- NaAuCls tuz ¢ozeltilerinin
birlikte Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 iizerine uygulamasinin inhibisyon zon ¢ap1 sonuclari; ortalama ve ortalamanin

standart hatas1 seklinde Tablo 4.2.”de verilmistir.

Tablo 4.2. AgNOs, NaAuCls ve AgNO3- NaAuCly birlikte uygulamast sonrasi inhibisyon zon ¢aplari

AgNOsigin IZC NaAuCls i¢in IZC AgNO:s- ve NaAuCls
(mm) (mm) icin iZC (mm)
10pl | 25l | 50l | 10pl | 250 | 50pul | 10pul | 2540 | 50l
Staphylococcus | 155 | 503 | 283 | 183 21 26,3 13 19 25,3
aureus
ATCC 29213 +02 | 02 | 0,6 | 02* | =0 106 | 02 | 04 | =02
* * * * * * * *
Staphylococcus | 1 9 | g 33 21 | 265 | 325 193 | 255 | 418
epidermidis
ATCC 12228 +0,1 | 20 +0 10 | 03 | 09 | 03 | 03 | =35

IG: Inhibisyon gézlenmedi, iZC: Inhibisyon Zon Capi, Penicillin ve Ampicillin kontrollere gére
x|
p<0.05

Penisillin G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asit antibiyotik disklerinin
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
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izerine uygulamasinin inhibisyon zon ¢ap1 sonuglari; ortalama ve ortalamanin standart

hatas1 seklinde Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Penisillin G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asit uygulamasi inhibisyon zon ¢aplar

Penisillin G10 i¢in Ampicillin i¢in IZC Amoksisilin/ Klavulonik
iZC (mm) (mm) asit i¢in IZC (mm)
Staphylococcus
aureus 10,1+0,1 10+0 18+0
ATCC 29213
Staphylococcus :
epidermidis IG 12+0 20+0
ATCC 12228

1ZC: Inhibisyon Zon Cap1

10 pul ve 25 pl ve 50 pl nanopartikiil soliisyonlari, PSKE’nin ve Penisillin G10,

Ampicillin 10 pg ve amoksisilin/klavulonik asit 20/10 pg antibiyotik disklerinin,

AgNO3, NaAuCls ve AgNO3- NaAuCls tuz ¢ozeltilerinin, Staphylococcus epidermidis

ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine uygulamasinin

inhibisyon zon c¢ap1 sonuglari; ortalama ve ortalamanin standart hatasi seklinde

sirastyla Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.”de verilmistir.

IZC mm

32,0
30,0
28,0
26,0
24,0
22,0
20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0

8,0

6,0 13,25 12,00

4,0
2,0
0,0

0,00,00,0

Q5 D D am D
\\\ \\V QY "V\ﬁ . V,.Vc? oy
SR RIS
NS S
L

O b

Inhibisyon Zon Cap: S. aureus ATCC 29213

Sekil 4.14. Nanopartikiil soliisyonlari, PSKE, AgNOs, NaAuCls ve AgNOs- NaAuCl, birlikte, Penisillin
G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asitin Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine

uygulanmasi inhibisyon zon ¢aplari.
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Sekil 4.15. Nanopartikiil soliisyonlari, PSKE, AgNO3, NaAuCls ve AgNOs- NaAuCl, birlikte, Penisillin
G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asitin Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 iizerine
uygulanmast inhibisyon zon gaplar1

Penisillin G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asit antibiyotik disklerinin
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213

iizerine uygulamalarinin inhibisyon zon ¢ap1 fotograflar1 Sekil 4.16.’da verilmistir.

Sekil 4.16. Penisillin G10, ampicillin ve amoksisilin/klavulonik asit Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine uygulamasinin inhibisyon zon g¢aplart.

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
tizerine N1-PSKE, N2- Ag NP, N3- Au NP, N4 Au-Ag NP uygulamalarinin
inhibisyon zon ¢ap1 fotograflar1 Sekil 4.17.’de verilmistir.
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S. qureus, ATCC 29213 o Dtcermidis ATCC 12228 S. qureus. ATCC 29213

N3 —Ay NP UYGULAMA N4 —~Au-Ag NP UYGULAMA

- g
S. aureus, ATCC 29213 S. epidermidis ATCC 12228‘€ S. aqureus, ATCC 29213
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Sekil 4.17. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine
N1-PSKE, N2- Ag NP, N3- Au NP, N4 Au-Ag NP uygulamalarinin inhibisyon zon ¢aplari.

10 pul ve 25 pul ve 50 pl AgNOs, NaAuCls ve AgNOs- NaAuCls tuz ¢ozeltilerinin
birlikte Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 dizerine uygulamasinin inhibisyon zon capi fotograflar1 Sekil 4.18.’de

verilmigtir.

/N

S. aureus ATCC 29213 S. epidermidis ATCC 12228

Sekil 4.18. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 iizerine
10 pl ve 25 pl ve 50 pul AgNOs, NaAuCls ve AgNOs- NaAuCls karigimi metal tuzu ¢ozeltileri
uygulamalarinin inhibisyon zon ¢aplart.
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4.6.2.Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

PSKE (N1); Pelargonium sidoides kok ekstraktinin Staphylococcus aureus ATCC
29213 iizerine inhibitér etkisinin olmadigi aksine bakteriyal proliferasyonu
destekledigi gozlendi. Diisiik hacimde ekstrakt (10 pL) uygulamadan yiiksek hacime
dogru gidildik¢e bakterinin olusturdugu pelletlerde biiylime ve yesil pigmentasyonda
artis gozlendi.

N2; Au-Ag bimetalik nanopartikiil soliisyonunun uygulandig1 hacimlerde; 24. Saatin
sonunda 10 pL’lik uygulamanin yapildigi kuyucuklarda bakteriyal biiylimeden
kaynaklanan buluniklik gézlendi. 15-60 pL’lik uygulamalarda besiyerinde ¢iplak
gozle turbiditeye ve bakteriyal pellete rastlanmadi. 96. Saatlik inkiibasyon siiresi 10
uL Lik uygulamanin yapildigi kuyucuklarda glikokaliks tabasina eslik eden biyofilm
tabast gozlendi. 15-35 pL wuygulamalarin yapildigi kuyucuklarda igne wucu
biiyiikliigiinde bakteriyal pelletlere rastlandi.

N3; Au nanopartikiil soliisyonunun S. aureus ATCC 29213 iizerinde inhibitor etkisinin
olmadig1 aksine bakteriyal proliferasyonu N1 gibi destekledigi gozlendi. Bakteriyal

biliylimenin gézlendigi kuyucuklarda pigmentasyona rastlanmada.

N4 Glimiis Nanopartikiil soliisyonunun S. aureus ATCC 29213 {izerine uygulanmasi
sonucunda, 24. saatin sonunda 10-20 pL araligindaki uygulamalarda gozle goriilen
turbidite ve bakteriyal pellet varligi tespit edildi. 30 pL ve Tlzerindeki tiim

uygulamalarda besiyerinde bulaniklik ve pellet tespit edilmedi.

AgNOs ¢ozeltisinin uygulandigr tim 10-60 pL’lik tiim dozlarda kuyucuklarin dip
kisminda igne ucu biiytikliigiinde bakteriyal pellete rastlandi. Kuyucuklarin higbirinde
bakteriyel turbiditeden kaynaklanan bulanikliga ve bakteriyal biyofilm olusumuna

rastlanmadi.

NaAuCls ¢ozeltisinin uygulandigr 10-25pL’lik dozlarda bakteriyal pellet varlig

gozlenirken 30 pL ve tizeri dozlarda bakteriyal pellet olusumu gézlenmedi.

AgNO3sve NaAuClj ¢ozeltisinin bimetalik sentezinde kullanilan oranlarinin S. aureus
tizerine uygulanmasi sonucu 10-30 pL’lik dozlarda bakteriyal pellete rastlanmazken
besiyerinde turbidite gozlendi. 35-60 pL arasindaki dozlarda ise hem bulankilik hem
de bakteriyal pellet varlig1 gozlendi.
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PSKE (N1); Pelargonium sidoides kok ekstraktinin, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 biiyiimesi lizerine inhibisyon etkisinin olmadigi aksine bakteriyal
proliferasyonu destekledigi gozlendi. Tim uygulama hacimlerinde bakterinin

olusturdugu pelletlerde biiyiime ve yesil pigmentasyonda artis gdzlendi.

N2; Au-Ag bimetalik nanopartikiil soliisyonunun uygulandig1 hacimlerde; 24. Saatin
sonunda 10 ve 15 pL’lik uygulamanin yapildig1 kuyucuklarda igne ucu biiyiikliiglinde
bakteriyal pellet gozlendi. 20-60 pL’lik uygulamalarda besiyerinde c¢iplak gozle

turbiditeye ve bakteriyal pellete rastlanmadi.

N3; Au nanopartikiil soliisyonunun S. epidermidis ATCC 12228 {izerinde inhibitor
etkisinin olmadigi aksine bakteriyal proliferasyonu N1 gibi destekledigi gozlendi.

Bakteriyal biiylimenin gozlendigi kuyucuklarda pigmentasyona rastlanmadi.

N4; Giimiis Nanopartikiil soliisyonunun S. epidermidis ATCC 12228 {izerine 24
saatlik uygulanmasi sonucunda, 10-20 pL araligindaki uygulamalarda bakteriyal pellet
tespit edildi. 25 pL ve tizerindeki tiim uygulamalarda besiyerinde bulaniklik ve pellet

tespit edilmedi.

Nanopartikiil solisyonlarimim S. aureus ATCC 29213 iizerine minimum uygulama
hacimlerinin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklarda ¢iplak gozle inceleme yapildig: gibi,
Thermoscan &go plaka okuyucuda 24, 48 ve 96. Saatlerin sonunda 450 nm de

verdikleri absorbans degerleri 6l¢iildii.

PSKE ve nanopartikiil solusyonu uygulamalarinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda

S. aureus 'un 450 nm’de verdigi absorbas degerleri Sekil 4.19.” da goriilmektedir.
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oD 5. aureus ATCC 29213 Nanopartikiil ve PSKE uygulama 24 saat
1.60
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0,20 E ﬁ
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10ul 15ul 20ul 25ul 30ul 35l 40ul 45ul S0ul S5ul S0ul koatrol
CON1 24 1,29 1.15 124 1,17 1,27 1,11 1,04 1,08 1,07 1,00 1,08 0,97
oN224 035 024 018 015 011 0,11 0,10 000 009 007 006 000
ONE24 125 136 140 143 1,46 1,45 139 1.41 1.41 1.42 127 000

ON424 078 049 035 0,30 0,36 0,31 0,58 0,59 0,76 0.84 0,83
Sekil 4.19. S. aureus ATCC 29213 iizerine N2, N3, N4 Nanopartikiil ve PSKE uygulama 24 saat

PSKE ve nanopartikiil solusyonu uygulamalarinin 48 ve 96 saatlik inkiibasyonu
sonucunda S. aureus 'un 450 nm’de verdigi absorbas degerleri Sekil 4.20. ve Sekil
4.21. de goriilmektedir.

S, aureus ATCC 29213 Nanopartikiil ve PSKE uyvgulama 48 saat

1,60 5
120
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Absorbans @ 450nm

0,20 ] . _ _
10pL  15pL  20pL  25pL  30pL | 35pL  40pL | 4%l SOpL | S5pL 60pl  kentrol

ONl48 082 070 082 074 080 074 077 070 074 073 096 141

ONZ48 110 076 044 043 026 016 017 @16 013 012 010

ON34E 120 140 149 151 138 154 151 150 149 149 141

oN448 1,19 1,06 101 087 0%2 09 078 07 092 103 080

ON1-48 ON2-48 ON3-48 ON4-48

Sekil 4.20. S. aureus ATCC 29213 iizerine N2, N3, N4 Nanopartikiil ve PSKE uygulama 48. saat
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5. aureus ATCC 29213 Nanopartikiil ve PSKE uvgulama 96 saat

e
=
[
(=1

Absorbans @ 450mm

0,20

0,00
’ 10pL.  15plL. 20wl  23pl | 30l 35l 40pl  45pL  50pl.  35pl S0pl  kontrol

ON196 123 1,08 1,16 1,07 123 1.06 1,10 0,95 1,07 0,93 102 1,060

oN29s 1,28 1,18 1,04 1,02 058 0,79 049 0,46 0,41 038 0,25
Wing 104 1,13 1,70 1,70 1,78 1,73 1,72 1,71 1,70 1,73 1,711
BN496 097 LIS 125 131 | 143 166 151 162 L70 173 131

ON1% ON2I9% ON3IS% ON45%

Sekil 4.21. S. aureus ATCC 29213 iizerine N2, N3, N4 Nanopartikiil ve PSKE uygulama 96. saat

Nanopartikiil soliisyonlarinin  S. epidermidis ATCC 12228 {izerine minimum
uygulama hacimlerinin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklarda ¢iplak gozle inceleme
yapildigi gibi, Thermoscan &go plaka okuyucuda 24, 48 ve 96. Saatlerin sonunda 450

nm de verdikleri absorbans degerleri ol¢iildii.

PSKE ve nanopartikiil solusyonu uygulamalarinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda

S. epidermidis’in 450 nm’de verdigi absorbas degerleri Sekil 4.22.” de goriilmektedir.
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5 epidermidis ATCC 12228 Nanopartikal ve PSKE uygulama 24. saat
1B

14

i

12

1
0E
0e
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ni_l.l;ii M KRl Nl NafN HnRR WO

02

Absorbans @ 450nm

10 15 0 25 30 35 40 45 50 55 2] Eortrol
WNl 0554 05845 | 09495 0,523 09155 08555 0,528 0B345 | 0E7ES 0,802 07405 L0675
WNZ 0D4ES | 00275 00165 00205 0015 0,038 0.056 00675 | 00835 00955 0,106
mN3 1289 13335 1373 1318 1415 1404 14415 1371 1342 13955 L0405
mhd 0271 0,135 G131 0211 0,283 0327 0371 008> | QEd3s 005 0,735

EH1 ENZ mN3 mN4

Sekil 4.22. S. epidermidis ATCC 12228 iizerine N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 24. saat

PSKE ve nanopartikiil solusyonu uygulamalarinin 48 ve 96 saatlik inkiibasyonu
sonucunda S. epidermidis’in 450 nm’de verdigi absorbas degerleri Sekil 4.23. ve Sekil
4.24. de gorilmektedir.
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Absorbans (@ 450nm
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5. eptdermidis ATCC 12228 Nanopartikill ve PSKE uygulama 48. saat

10
0,622
0,352
0,818
0,3205

15 0 5 0 35 40 45 50 55 80  Kontrol
0681 | 06975 | 07595 0763 0727 07015 07015 | 0649 0,63 04995 054975
01205 0014 0002 -00035 0003 00285 0038 0060 0060 0,003

0034 | 11525 | 1,1225 1266 L2875 13145 1273 | 12615 1303 107

03995 0179 | 01535 0,237 0299 0,333 05745 0574 06885 06845

EN1 mN2 mN3 mN4

Sekil 4.23. S. epidermidis ATCC 12228 tizerine N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 48. Saat

Absorbans @ 450nm
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5 gpidermidis ATCC 12228 Nanopartikiil ve PSKE uygulama 96. saat

i|i ‘Jﬂ ‘i|i ' |I|‘ ‘I‘ |I|| |I|| |
25 30 35 45 50 55 60 Kontrol
1,066

15 20 40

0955 1,005 0958 0921 0963 0955 0834 0836 0752 0707
0237 0,02 00675 00715 0094 01165 01255 0,695 0165 0,685

0985 1466 14055 1364 141 1441 14285 14 1484 13805

0342 04165 0072 01455 0211 02105 04635 04725 03825 0,301%

uNl wN2 N3 N4

Sekil 4.24. S. epidermidis ATCC 12228 tizerine N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 96. Saat
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0.01 M AgNOs ve NaAuCls metal tuz ¢ozeltilerinin ayr1 ayr1 ve birlikte S. aureus
ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 iizerine uygulanmasi ve 24 saatlik
inkiibasyon sonucu 450 nm de elde edilen absorbas degerleri sirasiyla Sekil 4.25. ve

Sekil 4.26.” da goriilmektedir.

S. aureus ATCC 29213 iizenine AgNO3, NaAuCl4 ve AgNO3-NaAuCl4 birlikte uygulama

1,40

1,20
£ 100
c
=]
< 080
3 O
-

c
5 060
2
Nl
T 040

0,20 g é

T g g I %

' 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 50 | kontrol
#AgNO3 o7 009 014 013 013 0,24 030 024 010 020 0,16 1,01
mMNaiuC4 007 010 015 013 014 05 030 025 01 0,20 0,16
% Gi-Al 0,05 017 027 02 041 040 063 058 093 1,23 1,10

Uvygulama hacimler: pl

#AgNOI mNatuCld 3 GO-Al

Sekil 4.25. S. aureus ATCC 29213 0.01 M AgNO;3 ve NaAuCls metal tuz ¢ozeltilerinin ayr1 ayri ve
birlikte 24 saat uygulamasi, 450 nm absorbans degerleri

5. epidermidis ATCC 12228 tzerine AgNO3, NaAuCl4 ve AgNO3-NaAuCl4 birlikte uygulama

120
1,00
§ om0
=
Wy
=
(‘g 0,60
-]
g
ﬁ 0,40
. gl %I " I
000 o TR 33 40 43 50 55 6 | konmol
WANOI 018 0,19 025 024 020 036 048 0,60 0,69 1,00
ENaALCH 019 020 025 025 028 036 048 0,60 0,70
sGiAl 016 031 047 043 0.60 0,79 065 093 0,70
Uygulama hacimleri uL

#AgND3 mNafuClH ®=Gii-Al

Sekil 4.26. S. epidermidis ATCC 12228 0.01 M AgNO3; ve NaAuCls metal tuz ¢ozeltilerinin ayri ayri
ve birlikte 24 saat uygulamasi, 450 nm absorbans degerleri
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450 nm’de oOlgiilen absorbans degerleri temel alinarak uygulanan nanopartikiil
soliisyonlarmin % inhibisyon degerleri % Inhibisyon= [(Kontrol OD-Besiyeri OD)-
(Ornek OD-Besiyeri OD)] / (Kontrol OD-Besiyeri OD)]*100 formiiliine gore
hesaplanmis hesaplanan degerlerden % inhibisyon grafikleri ¢izilmistir. Grafiklerden
elde edilen y=mx+n dogru denklemi aracilig1 ile her bir uygulama icin ICso degerleri

hesaplanmustir.

PSKE, N2-Au-Ag Bimetalik NP, N3-Au Metalik NP ve N4-Ag Metalik NP’iin S.
aureus tizerinde 24. saatin sonunda gosterdigi inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.27.’de ve

48. saatin sonunda gosterdigi inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.28.’da goriilmektedir.

S. AUREUS ATCC 29213 NANOP..ART.iK.fL VE PSKE UYGULAMA 24. SAAT
% INHIBISYON

—+—NI1-PSKE —m—N2 [Au-Ag NP) N3 (Au-NP)  —=—N4 [Ag-NP)
120,0
100,0
80,0 /._4.——4'.”4—__-—__.—_‘.—__.—__‘—.
- 60,0
o
Z 400
=
2 20,0
# 00
200 W
a0 T
-60,0
10 15 20 25 30 35 40 15 50 55 60
—#— I1-PSKE -32,8 -18,7 -213 -20,7 -30,7 -145 -6,8 -10,9 -10,5 12,2 -114
—&— 12 [Au-Ag NP) 63,7 75,3 80,4 84,5 88,2 85,0 89,2 90,7 91,2 92,6 93,9
N3 {Au-NP) -28,8 -40,1 -44.2 471 -50,3 -49,2 -42.8 -45,5 -45,6 -46,9 -31,.2
=14 [Ag-NP) 196 408 63,8 69,1 62,9 68,0 35,9 39,1 22,0 13,5 14,2

UYGULAMA HACIMLERI UL

Sekil 4.27. S. aureus ATCC 29213; N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 24. Saat %inhibisyon
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5. AUREUS ATCC 19213 NA_\'OPJ_’LRT_iK_fTL VE PSEKE UYGULAMA 48. SAAT
% INHIBISYON

—+—N14§ —8—NI48 -—w—N3} 4§ ———N448

100,00

50,00

60,00

40,00

4 INHIBISYON

20,00

0,00

00 g, 15uL 20pL 25l 30ul 35l 40pL 45 0L S5l 60ul.
——N148 4213 50,04 4191 4745 3720 4741 4518 5039 4751 4816 a9l
—A_NI48 1206 4631 69,15 69.65 8181 8887 $7,70 88.65 90,78 9149 9291

——N3I48 1489 0,50 530 730 12,10 8,97 m 6,60 532 5,85 0,11
—w— N4 48 1554 17,73 23851 L7 34,72 34,50 4443 43,69 14,79 2720 3585
UYGULAMA HACIMLERI UL

Sekil 4.28. S. aureus ATCC 29213; N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 48. Saat % inhibisyon

PSKE, N2-Au-Ag Bimetalik NP, N3-Au Metalik NP ve N4-Ag Metalik NP’iin S.
epidermidis tizerinde 24. saatin sonunda gosterdigi inhibisyon yiizdeleri Sekil 4. 29.

ve 48. saatin sonunda gosterdigi inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.30.’da goriilmektedir.

S. EPIDERMIDIS ATCC 12228 NANOPARTIKUL VE PSKE
UYGULAMA 24. SAAT % INHIBISYON

—+—MN1-PSKE —m—N2 [Au-BgWP) —a—N3 Au-NP) —=—N4 (Ag-NP)

120,0

100,0 —ra s 8 5 - -

80,0
= 60,0
=]
& 40,0
B
z 20,0
ES 0.0

-10,0

-40,0

-60,0

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

—+— N1-PSKE 114 86 1.8 143 150 168 138 16,9 184 155 31,2
—m—N2 [Au-AgNP) 955 @ 1026 985 981 982 965 948 937 521  51L1 502
—i— N3 {Au-NP) 187 238 75 2240 3200 304 333 173 M6 300 34
—— N4 (Ag-NP) 748 | B23 872 B04 735 696 655 = 528 @ 440 @ 348 316

UYGULAMA HACIMLERI UL

Sekil 4.29. S. epidermidis ATCC 29213; N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 24. Saat %inhibisyon
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S. EPIDERMIDIS ATCC 12228 NANOPARTIKUL VE PSKE
UYGULAMA 48. SAAT % INHIBISYON

——NI1-PSKE  —m—N2 (Au-Ag NP} N3 (AU-NP)  —s— N4 [AZ-NP)
150,0
100,0
5 50,0
-
@ 0,0
=
= 50,0
Z
. -100,0
-150,0
-200,0 _ .
o 15 20 25 | 30 35 40 45 50 | 55 60
—e— N1-PSKE 431 239 269 -382 -388 -322 -276 276  -181 -145 91
—m—N2(AsAgNP) 360 @ 781 975 1004 1006 995 948 93,1 874 874 831
N3 (AwNP) | 488 -699 -1096 -1042 -1303 -1342 -1391 -136 -1295 -137.0 -94,6
—eN&(AgNP) | 417 | 273 674 723 | 569 456 394 45 44 | -252 245

UYGULAMA HACIMLER] UL

Sekil 4.30. S. epidermidis ATCC 29213; N2, N3, N4 NP ve PSKE uygulama 48. Saat %inhibisyon

4.6.3. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonunun (MBK) Belirlenmesi

Sivi  mikrodilisyon ydntemi sonucunda pellet olusumunun gozlenmedigi
kuyucuklardan 10 pL alinarak Miiller Hinton Agar plaklarina alt kiiltiirler yapilmistir.
Bu test de CLSI, 2016’nin onerdigi yonteme gore yapilmis ve ekim yapilan petri
kaplar1 37 © C’lik normal atmosfer etiivlerinde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda N1-PSKE’nin uygulandigi tiim dozlarda S. aureus ve S.
epidermidis’te pellet olusumu ve iireme gozlenmesine ragmen MBK’ye aktarim
yapilmis ve tiim dozlarda her iki bakteri tiirlinde de lireme gozlenmistir. Ayn1 sekilde
N3-Altin nanopartikiil soliisyonunun her iki bakteri tiirlinde de uygulanan tim
dozlarinda MBK’ye aktarim sonucunda iireme gozlenmistir. MIK’i destekleyen bu
deneysel basamakla PSKE ve N3’iin bakteriyostatik ve bakterisit etkisinin olmadig:

belirlenmistir. Aksine bakteriyal proliferasyonu destekledikleri gézlenmistir.

N2-Au-Ag nanokabuk yapidaki nanopartikiilleri iceren soliisyonun, S. aureus iizerine
MIK uygulama kuyucuklarindan MBK’ye aktarim yapilmis; 15-20 pL araligindaki
dozlarda iiremenin pozitif oldugu tespit edilmistir. 25uL ve iizeri dozlarda ise S.
aureus iiremesi gozlenmemis ve 1.25*10° mL™' S. aureus bakterisi i¢in Au-Ag
Nanokabuk NP soliisyonun minimum inhibisyon konsantrasyonunun 0.01 M, 25 pL
oldugu bulunmustur. N2 S. epidermidis uygulamalarinda 10-15 pL’lik uygulamalarda

ortalama 55 koloni sayilirken 20 uL ve iizeri dozlarda S. epidermidis’te iireme
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gdzlenmemistir. N2 (Au-Ag Nanokabuk yapi) nanopartikiil soliisyonunun 1.25%10°
mLS. epidermidis bakterisi igin 0.01 M, 20 pL oldugu tespit edilmistir.

N4- Metalik Ag nanopartikiillerin S. aureus’a uygulanmasi sonrasit MIK
kuyucuklarindan MBK’ye aktarim sonucunda 10-30 pL araligindaki uygulamalarin
tiremeyi durduramadigi tespit edilmistir. 10-35 pL araligindaki uygulamalrin
sonucunda 20 koloninin iizerinde sayim yapilirken, 40 pL’lik uygulamada ortalama
5+2 koloninin sayildigi, 45 uL’de 4+1 kolonini sayildigi, 50 ve iizerindeki dozlarda
ise koloni tiremesinin olmadigi gozlenmistir. Koloni sayisinin 20°den az olmasi
nedeniyle 40 pL’lik dozun bakteriyostatik etkisi oldugu, 50 uL dozun ise 1.25*10°
mL! bakteri i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu oldugu kabul edilmistir. N4’iin
25 uL ve lizeri dozlarinda S. epidermidis’e ait bakteriyal biiylime gozlenmemis ve
1.25%10° mL* S. epidermidis bakterisi i¢in minimum bakterisidal konsantrasyonun

0.01 M, 25 pL oldugu tespit edilmistir.

AgNO3 ¢ozeltisinin S. aureus MBK uygulamalarinda 10-25 pLL uygulamalarda MHA
plaklarinda yirminin iizerinde koloninin iiredigi gozlenirken, 30 ve 35 pL’de 2 koloni,
40 pL’de 1 koloninin tiredigi 50 pL ve iizeri dozlarda ise iireyen koloni sayisinin

yaklasik 7 oldugu gozlendi.

NaAuCls ¢ozeltisinin S. aureus MBK uygulamalarinda 10 ve 15 uL lik dozlarda
yirminin iizerinde koloni sayilirken, 20 uL’lik dozda 8 koloni sayildi. 25 pL ve tlizeri
dozlarda MHA plaginda bakteri kolonisine rastlanmadi. 20 pL’lik dozun
bakteriyostatik etkili doz oldugu, 0,01 M, 25 uL’lik altin tuzu c¢ozeltisinin ise
bakteriyosit etkili doz oldugu belirlendi.

AgNO3 ¢ozeltisinin ve NaAuCls metal tuzu ¢ozeltillerinin birlikte S. aureus tizerine
uygulanmasi (sirastyla 3:1/ V:V hacimsel) sonucu 10 pL’de iireyen koloni sayisi
yirminin {izerinde iken, 15 pL’de 3 koloni sayildi. 20 pL ve lizerindeki dozlarda S.

aureus uremesine rastlanmada.

AgNOs ¢ozeltisinin S. epidermidis MBK uygulamalarinda 10-20 pL’lik uygulama
dozlarinda bakteriyal koloni sayisinin yirminin iizerinde oldugu, 25 pL ve {lizeri
dozlarda ise S. epidermidis iiremesine rastlanmadigi tespit edildi. 0.01 M, 25 pL’lik
AgNO; ¢dzeltisininl.25%10° mL™* S. epidermidis bakterisi i¢in minimum inhibitor

etkili doz oldugu belirlendi.
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NaAuCls ¢ozeltisinin S, epidermidis MBK uygulamalarindal0-20 pL’lik
uygulamalarda tiremenin pozitif oldugu, 25 pL ve lizeri dozlarda ise iliremenin

olmadig1 gozlendi.

AgNOs ve NaAuCls metal tuzu c¢ozeltillerinin birlikte S. epidermidis {izerine

uygulanan tiim dozlarinda inhibitor etki gozlendi.

Tablo 4.4°de PSKE-N1, N2, N3, N4 uygulamalarinin minimum bakterisidal

konsantrasyon degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.4. N1, N2, N3, N4 minimum bakterisidal konsantrasyon hacimleri

PSKE-N1 N2 —Au-Ag Bimetalik N3 —Au-Metalik N4 —Ag Metalik
MBK uL NP MBK pL NP MBK pL NP MBK pL
Staphylococcus
aureus IG 25%* IG 50*
ATCC 29213
Staphylococcus
epidermidis IG 20%* iG 25*
ATCC 12228

[G:inhibisyon gozlenmedi. Kontrol grubuna gére *p<0.05

Tablo 4.5.de AgNOs, NaAuCls tek basma ve AgNOs-NaAuCls; metal tuzu
¢ozeltillerinin birlikte S. aureus ve S. epidermidis iizerine uygulamalarinin minimum

bakterisidal konsantrasyon degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.5. AgNO3, NaAuCl, tek bagina ve AgNO3z-NaAuCl, birlikte uygulamasi sonucu elde edilen
minimum bakterisidal konsantrasyon hacimleri

AgNO; ¢ozeltisi MBK NaAuCl, gozeltisi AgNO; ve NaAuCl,
uL MBK pL ¢ozeltisi birlikte
MBK pL
Staphylococcus
aureus 50* 25* 20*
ATCC 29213
Staphylococcus
epidermidis 20* 25* 10*
ATCC 12228

[G:inhibisyon gozlenmedi. Kontrol grubuna gére *p<0.05
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4.6.4. Proteolitik Aktiviteyi Baskilayan Minimum Dozun Belirlenmesi
Anti-proteolitik aktivitenin 6l¢limii i¢in, Harrigan ve McCance’nin 1976’da 6nerdigi

yonteme gore Ol¢iim yapilmustir. Sivi mikrodiliisyon yonteminde, her bir dozun
uygulandigi kuyucuklardan ve 24 saatlik inkiibasyona sonucunda skim milk agara
¢izim seklinde ekimler yapilmistir. Normal atmosfer kosullarinda 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra ¢izim-ekim alani g¢evresinde proteolitik aktivite ile siit
proteinlerinin par¢alanmasi ile zon olusturan ve olusturmayan dozlar belirlenmistir.
Buna gore;S. aureus ve S. epidermidis tizerine, N1’in uygulandigi tiim dozlarda
iremeyi destekledigi gibi proteolitik aktivityi de destekledigi gézlenmistir. Higbir
uygulamanin yapilmadigi kontrol grubuna gore proteoliz zon alaninin N1 de daha
genis oldugu ve doza bagimli olarak artan proteolitik aktivitenin gozlendigi belirlendi.
Sekil 4.31.”de N1’in en yiiksek (60 pL) ve en diisiik ( 10 pL) uygulama dozlarinin, S.

aureus ve S. epidermidisin proteolitik aktivite lizerine etkileri goriilmektedir.

S. aureus ATCC 29213

; z’“::(_f\

|

S. epidermidis ATCC 12228

S. aureus ATCC 29213 ve S. gpidermidis ATCC 12228 N1 10 pL ve 60 pL uygulama, SMA’da proteolitik aktivite

Sekil 4.31. S. aureus ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 {izerine N1 10 puL ve 60 pL
uygulama sonrasi, SMA’da g6zlenen proteolitik aktivite

S. aureus N2 uygulamalari incelendiginde; 10-60 pL araligindaki tiim dozlarda
proteolitik aktivitenin baskilandig1 gozlendi. Ozellikle iiremeyi durdururamadig: 10-
20 pL dozlarda ekstraseliiler proteolitik aktivite baskilanmigtir. Aymi sekilde S.
epidermidis tizerine de uygulanan tiim dozlarda proteolitik aktivitenin baskilandigi
gozlendi. 20 pL’nin altindaki dozlarda biiylime inhibisyonu saglanamaz iken
ekstraseliiler proteolitik aktivite S. epidermidis’te N2 tarafindan baskilanmistir. Sekil
4.32.’de N2’in en yiiksek (20 puL) ve en diisiik ( 10 uL) uygulama dozlarinin, S. aureus
ve S. epidermidis 'in proteolitik aktiviteyi baskilamasi goriilmektedir.
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Protegliz
YOK

S. enidermidis ATCC 12228
S. aureus ATCC 29213 ve S. gpidermidis ATCC 12228 N2 10 pL ve 20 pL vygulama, SMA’da proteoliz yok

Sekil 4.32. S. aureus ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 iizerine N2 10 uL ve 20 pL
uygulama sonrasi, SMA’da proteolitik aktivite ve {iremenin baskilanmasi

N3’iin, S. aureus’ta biiyiimeyi inhibe etmedigi gibi ekstraseliiler proteolitik aktiviteyi
de uygulanan tiim dozlarda inhibe etmedigi gozlendi. Sekil 4.33.’de N3’in en yiiksek
(60 uL) ve en diisiik ( 10 uL) uygulama dozlarinin, S. aureus ve S. epidermidis’in

proteolitik aktiviteyi destekledigi goriilmektedir.

S. aureus ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 N3 10 pL ve 60 pL uygulama, SMA'da proteoliz

Sekil 4.33. S. aureus ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 iizerine N3 10 pL ve 60 pL
uygulama sonrasi, SMA’da proteolitik aktivite ve liremenin desteklenmesi.

Uremenin gozlendigi 10-20 pL’lik dozlar dahil N4’iin uygulandig: tiim dozlarda S.
epidermidis’in proteolitik aktivitesinin baskiladigi gézlenmistir. Sekil 4.34.’de N4’iin
en yliksek (60 pL) ve en diigiik ( 10 pL) uygulama dozlarinin, S. aureus ve S.
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epidermidis’in proteolitik  aktivitesini  tizerine  etkisi  goriilmektedir.

S. aureus ATCC 29213

¢ y \ = 4
S. epidermidis ATCC 12228 o

Sekil 4.34. S. aureus ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228 iizerine N4 10 pL ve 60 pL
uygulama sonrasi, SMA’da S. aureus igin proteolitik aktivitenin varligi ve S. epidermidis i¢in
proteolizin baskilanmasi.

4.7. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen, inhibisyon zon ¢aplarmin antibiyotik kontrollere gore, MiC
degerlerinin ise herhangi bir uygulamanin yapilmadigi bakteriyal biiyiime kontrol
grubuna gore istatistiksel 6nemi oldugu ve p degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu
bulunmustur. PSKE-N1, N2, N3, N4’c ait tespit edilen minimum inhibisyon
konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon dozlarinin, kontrol grubuna
gore istatistiksel onem derecesine sahip oldugu ve p degerinin 0.05’den kii¢iik oldugu
bulunmustur.  AgNOs, NaAuCls ve AgNOs-NaAuClsiin  birlikte  test
mikroorganizmalar1 {izerine uygulamasi sonucu elde edilen MIK ve MBK dozlarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel onemi oldugu ve p degerinin 0.05’ten kiiclik oldugu
bulunmustur. Deney gruplari ve Kontrol gruplart arasindaki farkin 6nem derecelerinin

tespitinde SPSS paket programi ve tek yonliit ANOVA testi kullanilmustir.
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5. TARTISMA

Nanobiyoteknoloji araciligi ile biyofabrikasyonun onemli unsurlardan biri olan
bitkilerin kullanilmasi, biyolojik yolla nanopartikiil sentezleme g¢alismalarina son
yillarda 6nemli bir ivme kazandirmistir. Bu baglamda olgunlasma diizeyinin bitkinin
farkli kisimlarindaki, bitki fenoliklerinin konsantrasyonu iizerine varolan etkileri
degerlendirilerek ilk defa 8 aylik bitkilerin toprak alti kisimlarindan, akiioz kok
ekstresi hazirlanmis ve bu ekstre araciligi ile glimiis ve altin iyonlar1 indirgenerek altin,
giimiis metalik nanopartikiiller ve giimiis ile altinin kombine edildigi kor-kabuk
yapisina sahip bimetalik nanopartikiiller elde edilmistir. Biyosentez basamaginda
herhangi bir kimyasal indirgeyici ajan kullanilmadan sadece Pelargonium sidoides’in
suda hazirlanan kok ekstrakti kullanilmistir. Bu yolla tiretilen metalik NP’lerin, yara
ve yaniklarda siklikla enfeksiyona neden olan Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus aurus ftizerindeki inhibitor etkileri bu tez ¢alismasinda ilk defa
arastirilmistir. Tek basina etki gostermeyen altin NP ve kismi etki gdsteren giimiis
NP’e gore sentezlenen bimetalik yapinin tek basina giimiis NP yapisindan daha giiglii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Olduk¢a diisiik dozlarda etki
gosteren bu yapinin ¢evre dostu nanobiyoteknolojik yontemle sentezlenmesi ile bilim

diinyasina katkida bulunulmustur.

Nanoteknoloji alan1 temelde biyoloji, fizik, kKimya ve malzeme bilimleri alanlar ile
kusatilmig ve biyomedikal ve farmasotik uygulama amagli nanoboyutta yeni
terapotiklerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Nanopartikiillerin, bakteri, fungus ve
bitkiler gibi farkli mikro veya makro organizmalar araciligi ile konvansiyonel olmayan
biyolojik yolla sentezi son yillarda artis gostermektedir. Bitkilerin alkoloidler,
flavonoidler, saponinler, steroidler, taninler ve diger besin elementi gibi dogal ve
biyoaktif bilesenleri bollukla icermeleri nanobiyoteknolojik iiriinlerin eldesi i¢in bu
makroorganizmalar1 nemli Kilmigtir. Oldukga biyoaktif olan bu sekonder metabolitler
bitkinin; yaprak, kok, c¢icek, kabuk ve tohum gibi farkli kisimlarindan elde
edilebilmektedirler. Son yillarda yapilan ¢ok sayida ¢aligma ile bitki ekstraktlarinin,
nanomateryalleri sentezleyebilmek igin tehlikeli ve toksik olmayan ve ¢evre dostu
potansiyel onciiller gibi davrandigin1 gosterilmistir (Alexandridis ve ark., 2011; Ai ve
ark., 2011; Bar ve ark., 2009). Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda, Pelargonium

sidoides tiiriiniin koklerinden infiizyon yolu ile elde edilen akiioz kok ekstraktinin,
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metalik nanopartikiil sentezi i¢in, potansiyel onciilleri igeren biyoaktif bir ¢ozelti
oldugu ilk defa gosterilmistir. Biyolojik olmayan, konvansiyonel fiziksel ve kimyasal
yontemlerle nanopartikiil sentezlenmesi sirasinda, canli organizmalar igin oldukga
toksik ve tehlikeli kimyasallarin kullanilmasi ve nanopartikiil yilizeylerinde rezidiiel
olarak bu tehlikeli kimyasallarin kalint1 yapiyor olmasi geleneksel nanopartikiil sentez
metodlariin kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle toksik olmayan biyolojik
aracilarin kullanimi ile nanopartikiil sentezinin gergeklestirilmesi, nanobiyoteknoloji
aracili nanomateryal sentez yolunu oldukg¢a degerli kilmaktadir. Nanopartikiil sentezi
sirasinda kullanilacak olan bitkinin tiirli, bu tiirden biyoaktif metabolitleri igeren
ekstraktin eldesi esnasinda insan sagligina zararli organik ¢oziiciilerin kullanilmamasi
da ayrica 6nem arzetmektedir. Sekonder metabolitlerden olan alkaloid ve tiirevlerini
iceren bitki ekstraktlarinin  glimiis, altin ve titanium nanopartikiillerinin
sentezlenmesinde kullanildigi ve ekstre igerisindeki toksik alkoloidler nedeniyle
sentezlenen nanopartikiillerin gelismis sitotoksik etkiyi kanser hiicreleri lizerinde
gosterdigi bildirilmistir (Prabhu ve ark., 2013; Grunathan ve ark., 2013; Paul ve ark.,
2015; Rao ve ark., 2016). Tez ¢alismamizda kullandigimiz bitki tiirii olan Pelargonium
sidoides, Giiney Afrika yerli halki tarafindan 6zellikle st solunum yolu ve
gastrointestinal sistem hastaliklarinin tedavisinde, yiizyillardir geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Bu tiirden elde edilen ekstraktlarin yiizyillardir insan sagliginm
destekleme amaciyla kullaniliyor olmasi, 17.yy sonrasinda bitkisel preparatlar halinde
tiiberkiiloz ve iist solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmak tizere ticari
ve patentli irlinlerin gelistirilerek bu {irtinlerin diinya genelinde yayginlagsmasi
Pelargoinum sidoides tiiriinii ve bu tiire ait ekstraktlari, insan sagligi iizerine olan
olumlu etkileri nedeniyle olduk¢a degerli kilmaktadir. Bu tiire ait kok preparatlarinin
uzun yillardir insan saglhigint desteklemekte yayginlikla kullaniliyor olmasi ve memeli
hiicreleri {izerine bu preparatlarin sitotoksik etkilerinin olmayisi (Kolodziej ve ark.,
2003; Brendler ve ark., 2008; Klodziej, 2007) farkl1 ve potansiyel kullanim alanlarini
arastirmaya bizi yonlendirmistir. Bu tiiriin mevcut kullanim amaglarina ek olarak, canli
sistem i¢in toksik etkisi olmayan inorganik ¢oziicii distile su igerisinde ilk defa bu bitki
tiirliniin ak{ioz kok ekstrakti elde edilmis ve akiioz kok ekstraktinin, giimiis ve altin
metalik nanopartikiil, altin-giimiis bimetalik kor-kabuk yapisinda nanopartikiil

sentezinde etkin olarak kullanilabilecegi tez ¢alismamiz ile kanitlanmustir.
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Metalik 6zellikte yeni nanopartikiillerin sentezi sirasinda indirgenme reaksiyonlarinini
gerceklesebilmesi igin, ¢ok sayida ve farkli molekiiler konfigiirasyonlara sahip
sekonder metabolitleri igeren farkli bitki ekstraktlarinin, metal iyonlar1 ve metal
oksitler i¢in indirgeyici biyo-ajanlar gibi davrandigi son yillarda yapilan ¢aligmalarda
goriilmektedir. Basavegovda ve arkadaslar1 (2013) Citrus unshiu (Mandarin)
kabuklarindan elde ettikleri ekstrakt ile Ag nanopartikiilii, Njagi ve arkadaslari (2010)
Sorghum spp. ekstrakti kullanarak Fe ve Ag nanopartikiilleri, Dubey ve arkadaslar
(2010) Tanacetum vulgare ekstrakti aracihigi ile Ag ve Au nanopartikiilleri,
Krishnaswamy ve arkadaglar1 (2014) Au nanopartikiilleri tziim kabuk ve
¢ekirdeklerinden elde edilen ekstrakt araciligi ile, Yang ve arkadaslari (2014)
Mangifera indica (Mango) meyve kabuklarindan elde ettikleri ekstre araciligi ile Au
nanopartikiilleri basari ile elde etmislerdir. Tez ¢calismamiz araciligi ile Pelargonium
sidoides tiiriinden elde edilen akiioz kok ekstraktinin giimiis, altin, altin-giimiis kor-
kabuk nanomaterial sentezinde kullanilabilecek metal tuzlarinin indirgenme
reaksiyonlart i¢in etkin bitkisel ekstraktlardan oldugu ve nanobiyoteknoloji alaninda

da basari ile kullanilabilecegi ilk defa bu tez ¢aligmasi ile gosterilmistir.

Metalik nanopartikiil sentezi sirasinda, sentezlenen nanopartikiillerin uzun siire
kararliliklarint ~ koruyabilmeleri ve nanopartikiiller —arasinda olusabilecek
agregasyonlarin Onlenebilmesi olduk¢a onemlidir. Bitkisel ekstraktlar araciligi ile
nanopartikiil sentezinin yapildig1 bazi ¢alismalarda (Das ve ark., 2011; Kulkarni ve
ark., 2014) ortama stabilize edici ajanlarin indirgenme reaksiyonlar sirasinda ilave
edildigi goriilmistiir. Turkevich ve arkadaglarinin, 1951 yilnda ilk defa elde ettikleri
Au nanopartikiillerin sentezi sirasinda stabilize edici ajan olarak sitrik asit kullandig,
ardindan Frens’in (1973) agregasyonu onlemek i¢in Tween-20 kullandigi, Aslan ve
arkadaglarinin ise 2002 yilinda thioktic asiti bu amagla kullandig1 goriilmiistiir. Bu tez
calismasinda giimiis, altin nanopartikiiller ve altin-giimiis bimetalik kor-kabuk yapida
nanopartikiiller, sadece Pelargonium sidoides aku6z kok ekstrakti araciligi ile
sentezlenmis ve herhangi bir stabilizatér ajana ihtiyag duyulmadan bu
nanopartikiillerin bulunduklart soliisyon igerisinde kararliliklarin1 koruduklar
gosterilmistir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda kullanilan Pelargonium sidoides kok
ekstraktinin, metal tuz soliisyonlar1 icin sadece indirgeyici gorevi gdérmedigi ayni
zamanda stabilizator ve agregasyonu onleyici ajan olarak da etkinlik gosterdigi

kanitlanmistir. Sentezledigimiz metalik ve bimetalik nanopartikiil soliisyonlarinin
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kararliliklarinin  uzun siire korunup korunmadigimi tespit etmek igin, Sentez
asamasinda ve sentez sonrasinda belirli araliklarla yapilan kararlilik 6l¢iimleri
sonucunda nanopartikiil soliisyonlarinin Kararlili ve stabil oldugunu gosteren Yyiiksek
zeta potansiyel degerleri elde edilmistir. Zeta potansiyel, nanosiispansiyonlarin
stabilitelerini etkileyen en 6nemli fizikokimyasal parametrelerden biridir. Ekstrem
pozitif ve negatif zeta potansiyel degerlerinin siispansiyon igerisindeki benzer
elektriksel yiike sahip nanopartikiiller arasindaki olusturdugu biiyiikk itme giicl
nanopartikiillerin agrege olmasiin dnlenmesini sagladigi ve nanopartikiillerin kolay
dagilmalarina olanak sagladigi bildirilmistir (Puttipipatkhachorn ve ark., 2001; Sawant
ve Dodiya, 2008). Elektrostatik ve sterik stabilizasyonun saglanmasi i¢in istenen zeta
potansiyel degeri £20 mV’tur. -5 mV ile +5 mV arasindaki zeta potansiyel degerlerine
sahip nanopartikiil soliisyonlarinin hizla agrege oldugu, 60 mV {iizerindeki zeta
potansiyel degerlerine sahip nanopartikiillerin ise miikemmel stabilite gosterdigi
bildirilmistir (Honary ve Zahir, 2012). Bu tez ¢alismasinda sentezlenen NP
sollisyonlarinin zeta potansiyel degerleri, Au-Ag NP; -22.6 mV, Au-NP; -16.8 mV,
Ag NP; -22.6 mV olarak bulunmustur. Sentezledigimiz nanopartikiillerin zeta
potansiyel degerlerinin, Honary ve Zahir’in (2012) calismasinda bildirilen ve
nanopartikiil soliisyonlarmin kararli kalmasi igin gerekli olan zeta potansiyel
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Altin, giimiis nanopartikiil ve altin-giimiis
kor-kabuk nanopartikiil soliisyonlarinin yiiksek zeta potansiyel degerlerine sahip
olmas1 Pelargonium sidoides akiioz kok ekstraktinda bulunan aktif bilesenlerin,
nanopartikiillerin stabilizasyonunda ve kararliliklarin1 korumada etkili oldugunu da

gostermistir.

Kimyasal ve fiziksel sentez yollar1 araciligi (Kulkarni ve Muddapur, 2014) ile
nanopartikiil sentezinin yiiksek maliyetli oldugu diisiiniildiigiinde, tek asamada ve
¢evre dostu, ucuz nanobiyoteknolojik yontemlerle terapdtik umut vaad eden metalik
nanopartikiillerin sentezlenmesi olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Bitkiler ve bitkilerden
elde edilen ekstraktlar basarili olarak, kobalt, bakir, giimiis, altin, palladium, platin,
cinko oksit ve magnetid gibi yesil nanopartikiillerin diisiik maliyetlerle
sentezlenmesinde kullanilmaktadirlar (Kuppusamy ve ark., 2016). Pelargonium
sidoides’ten elde edilen 0.152 g gibi oldukga diisiik miktardaki kok araciligi ile elde
edilen akiioz kok ekstre ile giimiis, altin nanopartikiillerin ve iki metalin

ozelliklerinden farkli olarak altin-giimiis kor-kabuk yapisinda bimetalik
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nanopartikiillerin efektif olarak sentezlenebildigi, ve sentezin geleneksel yollara gore
daha ucuz ve diisiik maliyetlerle gerceklestirilebildigi ilk defa bu tez c¢alismasi ile
gosterilmis ve literature nanobiyoteknolojik metalik nanopartikiil sentezi konusunda

bu yonden katkida bulunulmustur.

Pelargonium sidoides koklerinden elde edilen ekstraktin, geleneksel tedavide
gosterdigi etkinligin igerdigi sekonder metabolit olan umkaline atf edildigi
bildirilmistir. Umkalinin sinoniminin, 5,6,7 metoksi kumarin oldugu bilinmektedir.
(Kayser ve Kolodziej, 1997; Kolodziej, 2007). Pelargonium sidoides koklerinin
hegzan ¢oziicii icerisinde ekstraktinin hazirlandigi ve Mycobacterium tuberculosis
tizerine etkilerinin arastirildig: calismada MIK degerinin 2 g/mL oldugu bulunmustur.
Ekstre iceriginin ¢oziicli bagimh olarak agirlikli doymus ve doymamis yag asitlerini
icerdigi bildirilmistir (Brendler ve van Wyk, 2008). Yapilan literatiir taramasi
sonucunda Pelargonium sidoides’ e ait akiioz kok ekstresinin, 8 aylik bitkilerden
eldesine ve akiioz bitki ekstrakti bilesen analizlerinin yapildigi bir galismaya
rastlanilmamustir. Pelargonim sidoides koklerinde yogun olarak bulundugu bilinen
(Kolodziej, 2007) kumarin ve kumarinin oksijenlenmis tiirevleri incelendiginde, bu
bilesik ve tiirevlerinin sahip olduklar1 fenol alkol ve piren halkasi ve bunlara baglh
fonksiyonel gruplar ile oldukg¢a aktif molekiiler yapilarda olduklar1 goriilmektedir.
Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen Pelargonium sidoides’e ait kok ekstraktina ait
FT-IR spektrum goriintiileri incelendiginde icerisindeki bilesiklere ait ana iskelelet
govdesi ve fonksiyonel grup boélgelerinin, kumarin standardina ait spektrum
goriintiileri (Umashankar ve ark., 2015) ile benzerlik gosterdigi ve Pelargonium
sidoides akii6z kok ekstrakti igerisindeki bilesenlerin kumarin ve tiirevlerine benzer
molekiil i¢i gerilim ve biikiilmelere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda elde
edilen akiioz bitki kok ekstraktinin, kumarin ve kumarin tirevlerini igerdigi
sOylenebilir. Sahip olduklart molekiiler yapilart nedeniyle kumarin ve kumarin
tiirevlerinin metallerle bilesik olusturabildiklerini bildiren c¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Freedman ve ark., 2002; Bae ve ark., 2017; Bhatia ve ark., 2018).
Kumarin ve/veya kumarin tiirevleri 6zellikle kobalt, nikel, palladium, g¢inko ve
kadmiyum ile yaptiklar1 bilesikler ile 6ne ¢ikmaktadirlar (Adhao ve Wagh, 2018). Tez
calisma konusu olarak secilen altin ve giimiis metal iyonlarinin kumarinle olusturdugu
bilesiklere ait arastirma calismalar1 incelendiginde; giimiisiin kumarinle kompleks

olusturabildigi ve Candida albicans iizerine MIK80 degerinin 4.6 mikromolar oldugu
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gozlenmistir (Thati ve ark., 2007). Mujahid ve arkadaglarinin (2016) yaptig
caligmada, kumarin tiirevleri ile yeni giimiis komplekslerinin sentezlenebilecegi
gosterilmistir. Yaptigimiz tez ¢alismasinda, FT-IR spektrum goriintiilerine dayanarak
kumarin ve/veya kumarin tiirevleri igerdigi diisiiniilen Pelargonium sidoides kok
ekstraktinin, giimiis iyonlar1 igeren metal tuzu soliisyonlar ile karistirilmast sonucu
giimiis nanopartikiilleri igeren soliisyon (N2) elde edilmistir. N2 soliisyonunun FT-IR
spektrum goriintiileri ve PSKE’nin spektrum goriintiilerini  karsilastirdigimiz
calismamizda N2 ve PSKE’nin spektrum goriintiilerinin ortiismesi ve sadece bazi
fonksiyonel bantlarda spektrumda saga ve sola kaymalarin goriilmesi, PSKE’nin
giimiis iyonlarin1 sadece indirgemekle kalmadigi, ayni zamanda PSKE igerisinde
bulunan aktif bilesiklerle de kompleks olusturabileceini diisiindiirmektedir. Bu
bulgumuz, Thati ve arkadaslarinin (2007) kumarinin giimiis iyonlar1 ile olusturdugu

komplekslerin sentezlenmesine yonelik yaptigi ¢alisma ile ortiismektedir.

Altin metaline ait iyonlarin ve kumarin tiirevlerinin birlikte kompleks olusturabilme
kapasitesine sahip oldugu; akiioz ¢ozeltide hidrojelasyon olusturabilen kumarin bazli
alkinil kompleks sentezi (Moro ve ark., 2015), DNaz I’in tespiti i¢in kumarinin altin
nanopartikiile olusturdugu kompleks sentezi (Liu ve ark., 2018) ve kumarinin altin
nanopartikiille oluusturdugu kumarin-altin nanopartikiil biokonjugatlart sentezinin
(Mahendran ve Ponnuchamy, 2018) gerceklestirilebildigi literatiir bilgileri ile
dogrulanmistir. Mahendran ve Ponnuchamy’nin 2018 yilinda yaptig1 ¢alismalarinda,
altin nanopartikiillerin kumarinle biokonjugat olusturmaya elverisli oldugu ve
sentezlenen biokonjugatin meme kanseri tedavi ve teshisinde kullanillabilme
potansiyelinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Tez c¢alismamizda kullandigimiz
Pelargonium sidoides kok ekstraktinin FT-IR spektrum goriintiileri ve PSKE+Altin
igeren metal tuzu sollisyonundan elde edilen altin nanopartikiil soliisyonunun (N3) FT-
IR spektrum goriintiilerinin benzerlik icermektedir. PSKE”’ye ait FT-IR spektrum
goriintiilerinden farkli olarak N3’iin FT-IR spektrum goriintiilerinde fonksiyonel
bolgede gergeklesen biikiilmelerde kaymalarin olmasi ¢ozelti icerisinde sentezlemis
oldugumuz altin nanopartikiillerin PSKE igerisinde oldugu diisliniilen kumarin ve
kumarin tiirevleri ile kompleks olusturabilecegini disiindiirmiistiir. Liu ve
arkadaslarinin 2018 yilinda, Mahendran ve Ponnuchamy’nin 2018 yilinda yaptiklari
caligmalarda altin nanopartikiillerin kumarinle olusturduklart biyokonjugatlarindan

elde ettikleri FT-IR spektrum goriintiilerine ait veriler, N3 (Altin nanopartikiil
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soliisyonu) FT-IR spektrum goriintiilerinden elde ettigimiz verilerle uyum
gostermektedir. Bunlarin yanisira altin ve giimiis nanopartikiil soliisyonlari, ve altin-
giimiis bimetalik kor-kabuk nanopartikiil soliisyonuna ait FT-IR spektrum
goriintiilerinin PSKE FT-IR spektrum goriintiileri ile biiyiik oranda uyumlu olmast,
PSKE igerisindeki bilesiklerin sentezlenen nanopartikiiller etrafinda kaplayici ajanlar
gibi davrandigini da dislindiirmiistir. Ramalingan ve arkadaslarinin (2016)
sentezledikleri nanopartikiillerin ¢evresinde sekonder metabolitlerin kaplayici ajan
gibi davrandigimi gosterdikleri ¢alisma bulgular ile tez calismamizda elde ettigimiz

bulgular ortiismektedir.

Nanopartikiil sentezinde kullandigimiz metaller incelendiginde altin metalinin antik
zamanlarda giic ve sagligin sembolii oldugu goriilmektedir. Antik zamanlardan
bulundugumuz yiizyila altin metalinin farkli formlari insan sagliginin gelistirmesi igin
kullanilmistir. 18. yy Misir’da altinin ¢6ziiniir formlarinin mental ve ruhsal saflasma
icin kullanildigi bilinmektedir. Son elli yilda ise altinin nano formu olan altin
nanopartikiillerin insan saglig1 iizerine etkileri ve potansiyel kullanim amaglari
arastirilmaktadir (Alanazi ve ark., 2010). Altin nanopartikiillerin yapi1 tayininde UV-
VIS spektrofotometrede verdigi maksimum absorbans degeri énemlidir. Boyutlar 1-
100nm arasinda degisim gosteren kiiresel altin nanopartikiillerin akiiéz soliisyon
icerisinde kahverengi, turuncu, kirmizi ve mor renkleri gosteren renk ranjina sahip
oldugu ve nanopartikiil boyutu ile iliskili olarak, 500nm ile 550 nm arasinda
absorbsiyon piki verdigi bildirilmistir (Jain ve ark., 2006). Tez calismamizda elde
ettigimiz altin nanopartikiil rengi kirmiz1 iken UV-VIS spektrofotometrede verdigi
maksimum absorbans piki 500-550 nm arasinda goriilmiis ve literatiirde rastlanan Au
NP UV-VIS spektrum bilgileri (Amendola ve Meneghetti, 2009; Zhou ve ark., 2009;

Zhao ve ark., 2013) ile tez ¢alisma bulgulari ortiismiistiir.

Farkli bitki ekstraktlar1 ile sentezlenen altin nanopartikiiller incelendiginde,
nanopartikiil boyutlarmin ekstrakt igerisinde bulunan biyomolekiillerin tipi ve bu
biyomolekiillerin  ¢dzelti igindeki konsantrasyonunun, sentezlenecek olan
nanopartikiillerin boyut ve seklini etkiledigi goriilmiistir (Huang ve ark., 2007).
Krishnaswamy ve arkadaslar1 (2014) atik iiziim kabuklari araciligi ile 20nm ile 25 nm
araliginda boyutlara sahip ve kiiresel, Ghodake ve arkadaslarinin (2010) Pyrus sp.
ekstrakti ile 200nm ile 500 nm araliginda boyutlara sahip, iicgen ve altigen kristaller
seklinde, Yang ve arkadaslar1 (2014) Mango kabuk ekstrakti araciligi ile 6.03 + 2.77
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nm ile 18.01 £ 3.67 nm araliginda altin nanopartikiil sentezledigi bildirilmistir.
Yaptigimiz tez calismasinda Pelargonium sidoides kok ekstrakti aracilign ile
sentezledigimiz Au NP lerin, TEM fotograflari araciligi ile tespit edilen sekillerinin
kiiresel ve dortgen oldugu, nanopartikiil boyutlarinin ise 20 nm ile 100 nm arasinda bir
ranja sahip oldugu gozlenmistir. Calismamizda genis ranjda frkli boyutlarda ve
sekillerde metalik nanopartikiillerin sentezi kok ekstrakti igerisinde oldugu diisiiniilen

farkli sekonder bilesiklerin farkli miktarlarda bulunusu ile iliskilendirilmistir.

Tez c¢alisma mateyallerimiz olan glimiis metalinin geleneksel olarak viicut
enfeksiyonlarmin kontroliinde ve gida bozulmalarinin 6nlenmesinde kullanildigi
goriilmektedir. Giimiis iyonlarinin ayni zamanda yara iyilestirici ajan ve iilser
tedavisinde kullanildigi da goriilmektedir. Son yillarda kolloidal gilimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal ajan ve yara ortiisii olarak kullanildigi, kemik ve dis
yapisini giiclendirme amagli ve suyun saflagtirilmasinda kullanildigr goriilmektedir
(Singh ve ark., 2010). Giimiis nanopartikiillerin yiiksek antimikrobiyal 6zelliklerinin,
Ag nanopartikiillerin hiicre membran hasar1 ve DNA hasarina neden olmasina
baglanmaktadir (Hussain ve ark., 2005; Vasir ve Labhasetwar, 2008). Au
nanopartikiillerinin bitkisel ekstraklar racilig1 ile sentezlenmesi gibi, son yillarda
giimiis nanopartikiillerin de bitkisel ekstraktlar aracilig1 ile sentezinin arastirildigi
bildirilmektedir. Khan ve arkadaslar1 (2018) Albizia chevalier kabuk ekstraktini
kullanarak  kiiresel sekle sahip Ag nanopartikiilleri, Adur ve arkadaglart (2018)
Parthenium hysterophorous aracilig ile sar1 renkli, 415 nm’de maksimum pik veren,
5nm ile 50 nm boyut araliginda Ag nanopartikiilleri sentezlediklerini bildirmislerdir.
Tez calismamizda sentezledigimiz Ag nanopartikiil soliisyonu turuncu renkli iken, Ag
nanopartikiil sekillerinin kiiresel, hexagonal ve dortgenler seklinde oldugu ve
boyutlarmin 50nm ile 150 nm arasinda genis bir ranjda degistigi gozlenmistir. Khan
ve akadaslarinin (2018), sentezledikleri Ag Nanopartikiillerin antibakteriyal
aktivitesini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, 0.11mg/mL Ag NP’nin, 2*10° CFU/mL S.
aureus bakterisini % 95 oraninda, ayni koloni iinitesine sahip E. coli’yi ise %99
oraninda inhibe ettigi bildirmislerdir. Ramalingam ve arkadaslarinin (2016) R. oryzea
protein ekstrakti ile sentezledigi Ag NP’lerin E. coli ve P. aeruginosa’ya karsi
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda MIK degerlerinin sirasiyla 3.6 ug/mL ve 2.25
png/mL ‘lik dozlar oldugu bildirilmistir.
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Kor-kabuk yapiya sahip bimetalik nanopartikiiller, konvansiyonel heterojenik nano
materyaller olarak siniflandirilmaktadirlar. Kafes sistemi ile sentezlenmis kor-kabuk
yapisina sahip bimetalik nanopartikiilleri olusturan, elektron yoniinden zengin iki
element arasindaki kompleks elektron etkilesimleri sentezlenen kor-kabuk ypdaki
bimetalik nanopartikiillerin ylizey elektronik o6zelliklerini modifiye etmektedir
(Tedsree, 2011; Yuan, 2013). Boylece kor-kabuk bimetalik nanopartikiiller,
cogunlukla alasim naopartikiiller ve kendilerini olusturan monometalik
nanopartikiillere gére daha gelismis katalitik dzellikler gostermektedirler (Alayoglu ve
ark., 2008; Serpell ve ark. 2011). Ye ve arkadaslart (2012) kristal yapida
sentezledikleri kor-kabuk yapida Au-Pd bimetalik nanopartikiillerin oksijenin
indirgenmesinde gelismis katalitik aktivite gosterdigini raporlamislardir. Chen ve
arkadaglariin (2015) yaptiklari ¢alismada, Au@AQ/Pd kor-kabuk yapisi araciligi ile
sentezledikleri kor-kabuk yapida Au@Pd nanopartikiillerin, oksijen indirgenmesinde
ileri dizeyde katalitik aktivite kazandigimi gostermislerdir. Kendilerini olusturan
materyallere gore sahip olduklari kendilerine has elektronik, optik ve katalitik
ozellikleri ile yeni metalik nanopartikiillerin sentezlenmesi ve 6zellikle Ag-Au veya
Au —Ag kor-kabuk veya alasim yapida bimetalik nanopartikiillerin sentezlenmesi son
on yida ivme kazanmigtir (Yang ve ark., 2016). Mono metalik Ag ve Au
nanopartikiillerde gézlenmeyen karakteristik bimetalik nanopartikiil 6zelliklerinin iki
metal arasindaki sinerjistik etkilesimlere baglandigi bildirilmistir (Hong ve ark.,
2011). Ozellikle sentez asamasinda kullanilan Au ve Ag arasindaki molar oranlar ve
bunlarin geometrik yeniden diizenlenmesi, bimetalik nanoyapinin optik 6zelliklerinin
yeniden diizenlenmesinde 6nem arzetmektedir (Wison ve ark., 2005). Calismamizda
literatiirde verilen Au ve Ag oranlarindan farkli olarak ve oldukca diisiik molaritede
metal tuzu c¢ozeltileri kullanilarak Au-Ag kor-kabuk yapida bimetalik sentezi
gerceklestirilmistir (0.01 Molar ve VAu: VAg, 1:2 oraninda). Yang ve arkadaslari
(2016) 2.5 mM AgNOsve HAuUCI; “i11:2, 1:1, 1:0.5, 1:0.333, 1:0.2 ve 1:0.125 molar
oranlarda kullanarak Au-Ag alasimi elde etmislerdir. Yang ve arkadaslar1 (2016)
yaptiklar calismada Au-Ag alagimi elde ettikleri gibi ayn1 zamanda 1:0.17, 1:0.5, 1:1
ve 1:4 Ag: AuCls?! molar oranlarim kullanarak Au-Ag bimetalik kor-kabuk yapisii
kimyasal indirgenme yolu ile sentezlediklerini de bildirmislerdir. Ayn1 zamanda
sentezledikleri kor-kabuk nanopartikiillerin kiiresel sekilli oldugu da bildirilmistir
(Yang ve ark., 2016). Fakhri ve arkadaslar1 (2017), tez ¢alismamizdan yontem

acisindan farkli olarak, geleneksel kimyasal indirgenme yolunu kullanarak ve yine tez
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calsmamizdan farkli olarak kor-kabuk bilesenleri tez c¢alismamizla zit (tez
calismamizda Au-kor Ag-kabuk) olacak sekilde Ag-kor Au-kabuk bimetalik
nanopartikiil yapisini sentezlemislerdir. Tez c¢alismamizdan farkli olarak gilimiis
metalinin  kor yapisin1 olusturacagi sekilde bimetalik sentezini yaptiklari
caligmalarinda ortalama 27.5 nm boyutlarinda nanopartikiiller elde ettiklerini ve yeni
nesil antibiyotiklerden doxycycline ile kombine ederek Pseudomonas aeruginosa, E.
coli, M. luteus ve S. aureus fizerine inhibitor etkilerini ortaya koyduklarini
bildirmislerdir. Ag-Au bimetalik nanopartikiilin (10g/L) doxycyline ile kombine
olarak gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar difiizyon metodunu
kullanan Fakhri ve arkadaslarinin (2017); yanik enfeksiyonu etkenlerinden
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, M. luteus ve S. aureus iizerinde gozledikleri
inhibisyon zon ¢aplarinin sirasiyla, 9, 15, 13 ve 9 mm olmustur. Tez ¢alismamizda
uyguladigimiz bimetalik NP soliisyon miktart 10, 25 ve 50 pL olmus ve S. aureus
tizerinde buldugumuz inhibisyon zon caplari sirasiyla 8.1, 13.2 ve 16 mm olmustur.
Ramasamy ve arkadaslar1 (2016), Shewanella oneidensis araciligi ile kahverengi-mor
renkli Au-Ag bimetalik nanopartikiilleri sentezlediklerini bildirmislerdir. Bu
caligmalarinda sentezledikleri bimetalik nanopartikiillerin 25 ve 50 uM’ lik dozlarda
E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis ve S. aureus iizerine uygulamalari
yapilmis ve swrastyla 12:21, 14:23, 13:20, 18:22 mm’lik inhibisyon zonlar
belirlenmistir. Bu patojenlere karsi tespit edilen minimum inhibisyon
konsantrasyonlari ise sirasiyla; 30, 50, 40, 50 uM olmustur (Ramasamy ve ark., 2016).
Barleria prionitis, Plumbago zeylanica ve Sygium cumini bitkilerinden elde edilen
ekstraklar araciligi ile Singh ve arkadaglar1 (2016) Ag NP, Au Np ve Au-Ag bimetalik
nanopartikiilleri ~ sentezlemis ve bimetalik nanopartikiilin ~Mycobacterium
tuberculosis’e karsi en gliclii antimikrobiyal aktiviteyi 2.56 pg/mL MIK dozunda
goterdigini bildirmislerdir. Ayni grubun ¢alismasinda Au mononanopartikiiller 100
ng/mL’lik konsantrasyonda bimetalik nanpartikiillerin gosterdigi antimikrobiyal
aktiviteyi gosterememistir (Singh ve ark., 2016). Benzer sekilde yaptigimiz tez
caligmasinda en giiglii antimikrobiyal aktiviteyi Au-Ag bimetalik kor-kabuk yapisi
gostermis ve ayni dozda Ag nanopartikiillerin tek basina bimetaligin etkinligini

gosteremedikleri belirlenmistir.

Sentezlenen metalik nanopartikiillerin, diisiik difiizyon yetenegine sahip olmas kiiltiir

mediumlarina penetrasyonunu kismi olarak engellemektedir. Bu nedenle son yillarda
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antibakteriyal aktivitenin tespiti icin, disk diflizyon duyarlilik testinin i¢in kullanilip
kullanilamayacagi da tartisilmaktadir (Kourmouli ve ark., 2018). Kourmouli ve
arkadaslar1 (2018) Au nanopartikiillerin, kiiltiir mediumu igerisinde goreli oldukga
diisiik diflizyon kabiliyetine sahip oldugunu raporlamislardir ve bu nedenle Au
naonopartikiillerin, E. coli’ye kars1 antibakteriyal etki gostermedigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde, tez ¢alismamizda sentezledigimiz Au NP’ler disk diflizyon testinde S.
aureus ve S. epidermidis iizerinde inhibitor etki gosterememistir. Kourmaoli ve
arkadaslarinin (2018) Ag NP iizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda, Ag nanopartikiillerin
sahip olduklar1 boyutlardan bagimsiz olarak E. coli’ye kars1 gii¢ antimikrobiyal akivite
gosterdigini bildirmislerdir. Giimiis nanopartikiiliin altin nanopartikiiliine gore, akiioz
sollisyonlarda oksidasyon ve diliisyon araciligi ile yayildig1 ve Ag nanopartikiillerden
saliman giimiis iyonlarinin antibakteriyal etkiden sorumlu oldugu bildirilmistir
(Kourmouli ve ark., 2018). Tez c¢alismamizda sentezledigimiz glimis
nanopartikiillerin test mikroorganizmalari {izerine uygulanan hacimlere bagl olarak
gliclii antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Tez ¢alismmizda sentezledigimiz
kor (Au)-kabuk (Ag) yapisindaki bimetalik nanopartikiillerin en 6nemli etkinlik
gosterme nedenlerinden birinin kabuk yapisini olusturan giimiis metalinin medium
icine iyon salim giicliniin yiikksek olmasindan kaynaklandigi ve merkezde bulunan altin
iyonlarinin Ag iyon salinimini desteklemesinden kaynaklandig: diistintilmektedir. Kor
kabuk yapida sentezledigimiz bimetalik naopartikiillerin ayn1 dozda Ag ve Au
nanopartikiillere gore oldukg¢a yliksek antiakteriyal aktivite gdstermesi, Yang ve
arkadaglarmin  (2016), Hong ve arkadaslarinin (2011) bimetalik kor-kabuk

nanomateryal yapilar i¢in onerdikleri etkinlik degerlendirmeleri ile ortiismektedir.

Nanomateryallerin antibakteriyal aktiviteye sahip olabilecegine dair ilk raporlar
nanopartikiiller ve bakteriler arasinda biyofiziksel interaksiyonlarin ortaya ¢ikisinin
gbzlenmesi ile ortaya ¢cikmustir. Ozellikle hiicresel nanopartikiil alimimin, bakteriyel
hiicrelerde nanopartikiil agregasyonunun gozlenmesi ve bunun sonucu olarak ortaya
cikan bakteriyel membran hasar1 ve toksisite varligi, nanomateryallerin antibakteriyal
ajanlar olarak kullanilabilme potansiyellerini gii¢lendirmistir (Zho ve ark., 2012).
Giimiis, altin, bakir ve titanium gibi metalik nanomateryallerin gosterdigi istenilen
fizikokimyasal karakterler bu partikiillerin anlaml diizeyde antibakteriyal aktivite

gostermelerini saglamaktadir (Vimbela ve ark., 2017).
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Glimiis metalinin, antibakteriyal etkilerinin kesfi ile yara iyilestirici olarak ve yanik
tedavisi amaciyla kullanimi vasitasiyla medikal alanla tanigsmast miimkiin olmustur
(Barillo ve Marx, 2014). Son yillarda ise, giimiis nanomateryallerin fizikokimyasal
karakterleri ile sebep oldugu toksisite arasindaki iliski incelenmektedir. Sekilsel
ozellikleri boncuk (Fredj ve ark., 2008), ¢ubuk (Zhang ve Yin, 2013), plaka (Zhang ve
ark., 2013) ve nanoprizma (Millstone ve ark., 2009) olanlarin sekilsel 6zelliklere bagh
olarak 6zel antibakteriyal etkiniklerinin arastirildig1 goriilmektedir. Giimiis metalinin
sergiledigi antibakteriyal aktivitenin a¢iklanmasinda iki ana teori ve mekanizma
onerilmektedir. Bunlardan birincisi, hiicre membran1 ve salman giimiis iyonlari
arasindaki interaksiyon sonucu membran fonksiyonlarinin bozulmasi, ikincisi ise
yaygin hiicre membran hasarinin reaktif oksijen tiirlerinin formasyonunu saglamasi ile
ortaya ¢ikan oksidatif stress araciligi ile hasara neden olmasidir (lvask ve ark., 2013;
Zhang ve ark., 2013; Agnihotri ve ark., 2013). Birinci mekanizmada Ag Np’lerden
salinan giimiis iyonlarinin hiicre yiizeyinde bulunan protein ve enzimlerin thiol
gruplarina (-SH) baglanabilecegi ve hiicresel membranin destabilizasyonuna ve ATP
sentez yolagmin durmasina neden olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Daha sonra Ag
nanopartikiillerin hiicre membran duvarina tutunacagi ve hiicre membranda delikler
olusturararak ardindan hiicre i¢i komponentler ve siilfiir igeren proteinlerle etkilesime
gecebilecegi bildirilmistir. Ikinci mekanizmada ise reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
hiicre membraninda gergeklesebilecegi ve bunun geri doniisiimsiiz olarak DNA

hasarina neden olarak hiicreyi yikima gotiirecegi bildirmistir (Zhang ve ark., 2013).

Altin nanopartikiillerin bakterisidal ajanlar olarak kullanimlarinin onlarin optikal ve
fototermal 6zelliklerinden ileri geldigi bildirilmistir (Jain ve ark., 2008). Au NP’lerin
ATpase enzimi ve t-RNA baglanmasini engelledigi hiicresel metabolizmay: azalttigi
ve antibakteriyal etkinligi bu yollar araciligi ile gosterdigi bildirilmistir (Cui ve ark.,

2012).

Yapilan literatiir taramasinda, Pelargonium sidoides kok ekstrakti araciligi ile
sentezlenen altin, glimiis ve altin-giimiis bimetalik nanopartikiillerin, S. aureus ve S.
epidermidis tizerine antibakteriyal ve antiproteolitik etkilerinin ortaya konmasina dair
bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu baglamda PSKE’nin S. aureus ve S. epidermidis
izerine antibakteriyal, antiproliferatif ve antiproteolitik etkileri de ilk defa bu tez

caligsmasi ile belirlenmistir.
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Nanopartikiil yilizeyi etkin terapotik ajanlarin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemli bir
parametre olusturmaktadir. Geleneksel yolla sentezlenen nanopartikiillerin, yiizey
modifikasyonlarinin  gergeklestirilmesi nano-ilaglarin  gelistirilme  siire¢lerinin

kontroliinde 6nem olusturmaktadir (Honary ve Zahir, 2012).

In vitro ve in-vivo farmakodinamik modeller, spesifik baktariyal patojenlere karsi,
antibiyotik performansini modellemektedir. Bu modelleme konsantrasyon bagimli
(zamandan bagimsiz) veya konsantrasyondan bagimsiz (zamana bagimli)
olabilmektedir. Bakteriyal antibiyotik duyarliliginin  minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) formunda antibiyotik farmakokinetik parametreleri ile
iliskilendirilmesi farmakodinamik ¢ikt1 parametrelerini dogurur. Mikroorganizmalar
antimikrobiyallerle etkilesecekleri ¢ok sayida reseptor tasirlar ve bu reseptorlerden bir
kism1 spesifik olarak antimikrobiyallerin gelistirilmesinde 6nem kazanirlar. Heniiz,
spesifik ilag-reseptor etkilesimlerinin tanimlanmasi pratik olarak miimiikiin olmadig1
icin antimikrobiyal ajanin etkinligi bitiin olarak ol¢iilmektedir. Farmakodinamik
parametre, cogunlukla minimum inhibisyon konsantrasyonu amaci ile kullanilir. MIK,
spesifik kosullar altinda 16-20 saatlik inkiibasyon sonunuda biiylimenin gézlenmedigi
minimum konsantrasyon olarak tanimlanir. Minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ise, MIK testinde bakteri survivalinin gézlenmedigi mininmum konsantrasyon
olarak tanimlanir ve genellikle MIK’ten daha yiiksek degerlerdir. Bu nedenle
antimikrobiyal aktivitenini 6l¢iildiigii MBK, farmakokinetik parametredir (Rotschafer
ve ark., 2016). Bu baglamda sentezlenen nanopartikiillerin antibakteriyal
aktivitelerinin belirlenmesinde, disk diflizyon duyarlilik testi, ardindan bakteriyal
biiyiimenin gozlenmedigi MIK degerlerinin tespiti, MIK testinin bakteriyal biiyiimeyi
tamamen inhibe ettigi degerleri tespit etmek icin MBK testleri uygulanmistir. MBK’ye
ek olarak diisiik nanopartikiil doz uygulamalarinin bakteriyal metabolizma ve virulans
tizerine onemli etkisi olan ekstraseliiler proteaz salinimini baskilayip baskilamadiginin
tespit edilmesi i¢in antiproteolitik aktivitenin gdzlendigi minimum dozlar da tez
calismamizda tespit edilmistir. Metalik nanopartikiillerin antibakteriyal aktivitelerinin
tespit edildigi c¢alismalarda, metalik nanopartikiillerin antibakteriyal aktivitesinin
belirlenmesinde yayginlikla disk difiizyon testinin uygulandigi gézlenmistir. MIK
tespitinin  yapildigi caligmalarda ise MBK degerlerinin hesaplanmadigina
rastlanilmistir. Disk difiizyon duyarlilik testinin yapildig1 ¢alismalar incelendiginde;

Euphrasia officinalis yapraklar1 araciligi ile ¢evre dostu sentezle iiretilen giimiis ve
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altin nanopartikiillerin 500 ve 1000 ppm konsantrasyonlarda Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus ve Staphylococcus aureus
tizerine etkilerini aragtiran Singh ve arkadaslar1 (2017), 500 ppm Ag NP i¢in 14, 10.1,
13, 12.2 mm’lik inhibisyon zon ¢aplari, 1000 ppm i¢in 15.3, 11.7, 14.7, 13.7 mm’lik
inhibisyon zon ¢api elde etmisler, ayn1 grup 10 mg/mL konsantrasyonda Ag
nanopartikiillerin S. aureus ve P. aeruginosa’da biyofilm formasyonunu tamamiyla
inhibe ettigini bulmuslardir (Singh, 2017). Tsai ve arkadaslar1 (2017) glimiisle
kapladiklar1 altin nanopartikiilleri seliiloz kagit {izerinde immobilize ederek bunlarin
antibakteriyal aktivitelerini E. coli JM109 iizerine arastirmislardir. Calismalarinda
anyonik Au nanopartikiilin katyonik Au nanopartikiile gore E. coli {izerinde daha az
toksik oldugunu, altin nanopartikiiliin giimiisle kaplanmasi sonucunda antibakteriyal
etkinligin arttigin1 ve bu artisin Au-Ag yapisinin kabuk kismindan salinan Ag
iyonlarindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Tez ¢alismamizda NaAuCls metal tuzu
cozeltisinden sentezledigimiz, Au nanopartikiillerin anyonik yapida olmasi ve S.
aureus ve S. epidermidis {izerinde kendisini olusturan metal tuzu ¢6zeltisine gore
olduk¢a diisiik antibakteriyal aktivite gostermesi bulgular1 Tsai ve arkadaslarinin
(2017) anyonik Au nanopartikiillerin daha diisiik antibakteriyal etkili olduguna dair
bulgular: ile ortiismektedir. Naraginti ve Sivakumar (2014), Coleus forskohli kok
ekstraktini glimiis nanopartikiil sentezinde hem indingeyici ajan hem de stabilize edici
ajan olarak kullanmiglar ve sentezledikleri Ag ve Au nanopartikiillerin 25 pL lik
hacimlerini E. coli, S. aureus ve Pseudomonas aeruginosa iizerine disk difiizyon
yontemi ile uygulayarak sirasiyla Agic¢in 23, 17, 18 mm ve Au i¢in 18, 16, 12 mm lik
inhibisyon zon ¢aplarini elde etmislerdir. Sentezlenen metalik nanopartikiillerin sentez
yolunda kullanilan metal iyonlarmin kaynagi ayni olsa da, indirgeme ve stabilize
etmeden sorumlu bitki ekstraktlari degiskenlik gostermesi ve ekstrakt igindeki
biyoaktif molekiillerin ¢esidi ve konsantrasyonda gozlenen farkliliklar nedeniyle
sentezlenen metalik nanopartikiillerin boyut sekil ve yiizeylerindeki kaplayict
molekiiller de degismektedir. Nanopartikiillerde, sentezlendikleri ekstrakta bagiml
olarak ortaya ¢ikan bu modifikasyonlar ise, ayni patojenler {izerindeki inhibisyon zon

caplar1 ve inhibisyon konsantrasyon degerlerinde degiskenlige neden olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Nanoteknolojinin  biyolojik aracilarla biraraya geldigi nanobiyoteknoloji
hedeflendirilmis molekiiller, antisens teknoloji, biyotespit ve biyogoriintiilleme
alanlarinda yayginikla kullanilmaktadir. Nanoteknoloji araciligi ile ayn1 zamanda
altin ve giimiis metalik nanopartikiiller artan bir ilgi ile ve gesitli metodlar
kullanilarak sentezlenmektedirler. Son yillarda konvansiyonel fiziksel ve kimyasal
metodlarin yerini ¢evre dostu nanobiyoteknolojik yontemlerin aldigi ve bu yollar
araciligi ile metalik nanopartikiil sentezinin ivme kazandigi goriilmektedir.
Nanobiyoteknoloji alaninda nanoparikiil sentezi i¢in viriisler, bakteriler, funguslar,
algler ve bitkiler etkin biyolojik aracilar olarak kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda
biyoaktif sekonder metabolitlerce en zengin bilesenleri iceren bitkisel ekstraktlarin
kullanilarak mono ve bimetalik yapilarin sentezinin de on yillarda arttig
goriilmektedir. Bu baglamda yapilan bu tez ¢aligmasi ile son yirmi yilda ivme
kazanmis olan bitkisel preparatlar araciligi ile nanopartikiil sentezleme galismalari
yoniinden literatiire katkida bulunulmustur. Tez calismamizda bitkisel preparatlari
yiizyillardir kullanilan Pelargonim sidoides akiioz kok ekstrakti ilk defa 1de edilmis
ve bu ekstrakt araciligi ile altin ve glimiis mono ve bimetalik nanopartikiiller ilk
defa sentezlenmistir. Fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapilan ve kararlliklart
kanitlanan bu nanopartikiillerin S. aureus ve S.epidermidis {izerindeki
antibakteriyal etkinlikleri MIK, MBK, antiproteolitik aktivitenin tespiti gibi

yontemlerle ilk defa tez calismamizda gergeklestirilmistir.

Farkl1 fonksiyonel gruplar1 igeren metalik NP yapilarin gelistirilmesi i¢in
caligmalarin yapilmasi ve bu caligma kapsamimin direngli patojen suslari da
icerecek sekilde genisletilmesi yararli olacaktir. Metalik NP yapilarinin etki
mekanizmalarinin molekiiler diizeyde calisilmasi ve mikroorganizma iizerinde
etkin olan dozlarin, farmakokinetik ve farmakodinamiklerinin de ¢alisiimasi, etkin
dozlarin memeli hiicrelerinde sitotoksik etkisi olup olmadiginin arastirllmasinin

yararli olacag diistiniilmektedir.
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