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ÖZ

Giriş: Sağlık hizmeti ilişkili infeksiyonlar, tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de önemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Hastane 
infeksiyonlarına sebep olan mikroorganizmalarda görülen antibiyotik direnci alternatif antimikrobiyal arayışlara yönelmeye neden 
olmuştur. Biz de bu amaçla hastane kaynaklı infeksiyonlara sebep olan dirençli mikroorganizmalara karşı çinko nanopartikül ve çinko 
borat bileşenlerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemeyi amaçladık.

Materyal ve Metod: Çinko nanopartikül ve çinko borat bileşiklerinin minimum inhibisyon konsantrasyonları (MİK) belirlenerek fraksiyo-
nel inhibitör konsantrasyon (FİK) değerleri kombinasyon çalışması ile değerlendirildi. HepG2-bakteri infeksiyon modeli oluşturulduktan 
sonra çinko nanopartikül ve çinko borat bileşenlerinin oluşturdukları etkileri sitoksik ve antioksidan aktivite bakımından inceleme yapıldı.

Bulgular: Çinko nanopartikül + çinko borat 31.25 µg/mL + 62.5 µg/mL fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonunda en güçlü sinerjik etki 
Klebsiella pneumoniae üzerinde tespit edildi. Aditif etki ise en güçlü olarak çinko NP 500 µg/mL + çinko borat 500 µg/mL konsantras-
yonunda Escherichia coli üzerinde görülmüştür. Çinko boratın Klebsiella pneumonia suşuna diğer bakterilere göre daha düşük dozlarda 
etkili olduğu tespit edildi. Hücre hattı canlılık oranı bakteri infeksiyon modelinde düşükten yükseğe sıralandığında Klebsiella, MRKNS, 
Enterecoccus, Streptococcus, MRSA, E. coli olarak tespit edilmiştir. 

Sonuç: Elde edilen sonuçlar çinko nanopartikül ve çinko borat bileşiklerinin antimikrobiyal etkinlik bakımından umut verici olduğunu 
göstermektedir. Bu iki bileşen, oluşturdukları sinerji ile beraber özellikle MRSA ve Klebsiella bakterileri üzerinde etkili olmaktadır. 
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Makale atfı: Çelebi D, Çelebi Ö, Taghizadehghalehjoughi A, Başer S, Parlak E. HepG2 karaciğer hücre hattı üzerinde bakterilerle oluşturulan infeksiyon 
modelinde nanopartikül çinko + çinko borat bileşiklerinin sinerjitik etkisinin belirlenmesi. FLORA 2024;29(1):52-61.

Geliş Tarihi/Received: 09/01/2023 - Kabul Ediliş Tarihi/Accepted: 19/07/2023
©Telif Hakkı 2024 Flora. Makale metnine www.floradergisi.org web adresinden ulaşılabilir.

Çevrim içi Yayın Tarihi: 22.03.2024

K L İ N İ K  Ç A L I Ş M A / R E S E A R C H  A R T I C L Eflora FLORA 2024;29(1):52-61 • doi: 10.5578/flora.202401755

Creative Commons Atıf-GayriTicari-AynıLisanslaPaylaş 4.0 Uluslararası Lisansı altında lisanslanmıştır.

https://orcid.org/0000-0002-2355-0561
https://orcid.org/0000-0003-4578-9474
https://orcid.org/0000-0002-3506-0324
https://orcid.org/0000-0003-2391-8191
https://orcid.org/0000-0001-8912-6360


Çelebi D, Çelebi Ö, Taghizadehghalehjoughi A, Başer S, Parlak E.

53FLORA 2024;29(1):52-61

GİRİŞ

Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli 
sağlık hizmeti ilişkili infeksiyonlarda klinik önemi 
olan gram-negatif bakterilerdir[1,2]. Hastane kay-
naklı bakterilerin antibiyotik maddelerine karşı 
dirençli oldukları bilinmektedir. Direnç meka-
nizmaları farklı bakterilerde değişkenlik gösterse 
de genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) 
üretimi ile gelişen direnç, enterik gram-nega-
tif bakterilerde önemli direnç mekanizmasıdır. 
Bu enzim en sık Escherichia coli ve Klebsiella 
pneumoniae’de bulunur. Bu mikroorganizmaların 
neden olduğu infeksiyonların tedavisinde karbape-
nemler ilk seçilen ajanlardır[3]. Metisiline dirençli 
Staphylococcus aureus (MRSA) dünya genelinde 
hastane kaynaklı infeksiyonlarda önde gelen etken 
olup toplum kökenli infeksiyonlarda da önemli bir 
yere sahiptir. Son zamanlarda MRSA en yaygın 
kullanıma sahip olan B-laktam sınıfı antibiyotik-
lere karşıda doğal çapraz direnç sergilemektedir.
[4]. Metisiline dirençli koagülaz negatif staflokoklar 
(MRKNS), hastanelerde infeksiyonlar açısından 

önemli patojenlerdir[5]. Metisiline dirençli stafilo-
koklar β-laktamazlara da dirençlidir. Bu nedenle 
bu bakterilerin neden olduğu hastalıkların teda-
visinde glikopeptitlere alternatif uygulanabilecek 
diğer antibiyotiklerin kullanılması ihtiyacı ortaya 
çıkmaktadır[5]. Antibiyotiklere dirençli etkenlerin 
neden olduğu bu infeksiyonlar hem morbidite ve 
mortaliteyi arttırmakta hem de hastanede yatış 
süresinde uzama ve ciddi komplikasyonlara neden 
olabilmektedir[6,7]. Belirtilen bu nedenlerden dola-
yı yeni tedavilerin geliştirilmesi önemli olmaktadır. 
Günümüzde nanoteknolojinin gelişmesiyle beraber 
farklı nanoparçacık ajanlar geliştirilmektedir.

Nanopartiküller (NP’ler) 100 nm’den küçük, 
biyosidal, mikrobiyal membranlar ile yakın etki-
leşim halinde ve yüksek yüzey-hacim oranına 
sahip partiküllerdir[8,9]. Metal ve metal oksitler 
gibi inorganik antibakteriyel ajanlar, stabiliteleri 
nedeniyle organik bileşiğe kıyasla avantajlıdır[10]. 
Bu metal oksitler arasında çinko oksit (ZnO), 
antibakteriyel ajan olarak özel bir ilgi görmek-
tedir. Yapılan çalışmalarda ZnO enterotoksijenik 
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Introduction: Health-care associated infections are a significant cause of mortality and morbidity globally, including in our country. 
Antibiotic resistance in microorganisms causing nosocomial infections has led to the search for alternative antimicrobials. For this 
purpose, we aimed to determine the antimicrobial activity of zinc nanoparticles and zinc borate components against resistant microor-
ganisms causing hospital-acquired infections.

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

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

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

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



HepG2 Karaciğer Hücre Hattında Nanopartikül Çinko + Çinko Borat Bileşiklerinin Terapötik Aktivitesi

54 FLORA 2024;29(1):52-61

Escherichia coli (ETEC)’nin enterositlere yapış-
masını engellediği tespit edilmiştir[11]. Ayrıca 
ZnO nanopartikülleri (ZnO-NP’ler) antibakteriyel 
aktivite sergiler ve mikroorganizmaların yüzeylere 
tutunmasını engeller[12]. ZnO ayrıca bakteri hüc-
relerine nano ölçekte nüfuz eder[13].

Bor bileşikleri antiseptik olarak başta kul-
lanılsa da sonrasında paraziter infeksiyonlarda 
kullanılmaktadır[14,15]. Bor molekülü antimikro-
biyal etkinliği olan hidrofobik bir elementtir[16]. 
Yüzde üçlük borik asitlerin derin yaralara uygu-
lanmasının yoğun bakım ünitelerinde iyileşme 
ve hastanede kalış süresinin azalmasına katkı 
sağladığı bildirilmiştir[16-19]. Yapılan çalışmalarda, 
bor bileşiklerinin tek başına ve kombine olarak 
antibakteriyel etkinliği ile ilgili çalışmalar sınırlı 
sayıda olup daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyul-
maktadır[11,18-21,25,32-34].

Çalışmamızda Klebsiella pneumoniae 700603 
SHV18, Escherichia coli 25922, Enterococcus 
faecalis 29212, Staphylococcus aureus (MRSA) 
33591, MRKNS, S. saprophyticus KUEN 712 
ve Streptococcus mitis 12261 bakterilerine karşı 
çinko nanopartikül ve çinko borat moleküllerinin 
etkilerini araştırdık. Elde edilen MİK verileri doğ-
rultusunda fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu 
(FİK) değerleri belirlendi. FİK verileri ile HepG2 
karaciğer hücre hattında kombinasyonun sitotoksik 
aktiviteleri belirlenerek antioksidan ve immünoflo-
resan parametreleri incelendi. 

MATERYAL ve METOD 

Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18, Esc-
herichia coli 25922, Enterococcus faecalis 29212, 
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591, MRKNS, 
S. saprophyticus KUEN 712 ve Streptococcus 
mitis 12261 bakteri suşları, çinko nanopartikül 
(SigmaAldrich, ABD) ve çinko borat (SigmaAldri-
ch, ABD) kullanıldı.

Bileşik Kimyasal Özellikleri

Çinko nanopartikül; linear formül: Zn, mole-
kül ağırlığı: 65.39, Cas numarası: 7440-66-6, 
form: nanopartikül toz, çözücü madde: Su, pH: 
6.95[19].

Çinko borat; linear formül: Zn3BO6, molekül 
ağırlığı: 313.754, Cas numarası: 10361-94-1, 
form: Toz, çözücü madde: Su, pH: 6.8-7.5[20].

Mikrobiyolojik İncelemeler 

Tüm bakteri stokları 0.5 mL Triptik Soy 
Broth (TSB) besiyerine eklenerek, 37°C’de 150 
rpm’de 24 saatlik inkübasyon sonucunda üretildi. 
Daha sonra üreme olan besiyerinden 0.5 mL 
alınarak taze TSB broth’a ekimi yapılarak stok 
besiyeri çalışma için hazır hale getirildi.

Çinko nanopartikül, çinko borat bileşiklerinin 
suşlara karşı MİK değerleri mikrodilüsyon yöntemi 
kullanılarak belirlendi[15,21]. Çinko nanopartikül 
ve çinko boratın seri dilüsyonları, 2 mg/mL (40 
mM) ve 2 mg/mL (40 mM) arasında değişen 
konsantrasyonlarda mikrodilüsyonda hazırlandı. 
Doz aralıkları Yılmaz ve arkadaşları ile Çelebi ve 
arkadaşlarının yaptığı çalışmalar referans alınarak 
düşük-uygun doz aralığı ve hücre hattı üzerinde 
sitotoksik aktivite göstermeyen 1024-0.97 µg/
mL kadar seri dilüsyonlar hazırlandı ve mini-
mal inhibisyon konsantrasyonları belirlendi[15,21]. 
Çinko nanopartikül ve çinko borat bileşikleri 1:1 
oranında çift distile su içerisinde çözdürüldü. 

Minimum inhibisyon konsantrasyon tayini 
yönteminde Eozin Metilen Blue ve kanlı agardan 
alınan mikroorganizmalar çalışmaya alınıp 24 
saatlik taze kültür yapılmıştır. Üreyen koloniler, 
0.5 Mc Farland (5 x 105 CFU/mL) bulanıklı-
ğında hazırlandı. Daha sonra steril 96 oyuklu 
mikroplakanın 1 ile 12 arasındaki tüm oyukla-
rına 0.5 mL Tryptic Soy Broth ortamı eklendi. 
İlk olarak birinci kuyuya ilgili bor bileşiğinden 
(1024-0.97 µg/mL) 0.5 mL ilave edildi ve 10. 
kuyuya 1:1 oranında 0.5 mL dilüsyon yapıldı. 
Daha sonra 10. kuyucuğa 0.5 mL bakteri süs-
pansiyonu eklendi. Kuyuya bakteri kontrolü sade-
ce bakteri süspansiyonu ve 12. kuyuya kimyasal 
bileşik eklendi. Daha sonra mikroplaka parafilm 
ile kaplandı ve 24 saat 37°C’de inkübe edildi. 
Büyümenin olmadığı son kuyu, MİK değeri olarak 
belirlendi[15,21]. 

Elde edilen MİK verilerine bağlı olarak en 
etkili FİK sonuçları tespit edildi.[21].

Fraksiyonel inhibitör konsantrasyonu Clinical 
and Laboratory Standarts Institute (CLSI) 
ve European Committee for Antimicrobial 
Susceptibility Test (EUCAST) standartlarının esas 
alındığı antibiyotik kombinasyonlarının in-vitro 
etkinlik belirleme prensibi ile uygulanmaktadır. Bu 
esas itibari ile ilaçların tek başına kullanıldığında 
elde edilen etki ilaçların toplamından daha yüksek 
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ise sinerjistik etkileşim, toplamına eşit ise aditif 
etkileşim, tek ilaç ile elde edilen sonuca eşit ise 
etkisiz durum (indifference), her iki ilacın etkisin-
den daha düşük ise antagonistik etkileşim (anta-
gonizma) olarak tanımlanmaktadır[22]. Sakuolas ve 
arkadaşlarının yaptığı çalışma referans alınarak 
kombinasyonların etkinliği aşağıda yazılan formüle 
göre belirlenmiştir[21,22].

A: Kombinasyonda kullanılan Antimikrobiyal 1

B: Kombinasyonda kullanılan Antimikrobiyal 2

FİK indeksinin hesaplanması:

       B’nin varlığında A’nın MİK sayısal değeri
FİK A= ———————————————————
       Tek başına A’nın MİK sayısal değeri

       A’nın varlığında B’nin MİK sayısal değeri
FİK B= ———————————————————
       Tek başına B’nin MİK sayısal değeri

Σ FİK indeksi= FİK A + FİK B

Σ FİK indeksi ≤0.5: sinerji

Σ FİK indeksi >0.5 ve <1: aditif

Σ FİK indeksi ≥1 ve ≤4: etkisiz 

Σ FİK indeksi >4: antagonizma

Mikrodilüsyon panelleri için hazırlanan panelle-
re çinko borat ve nanopartikül çinko bileşiklerinin 
son konsantrasyonları hesaplanarak solüsyonlar 
hazırlandı. Kuyucukta bulunması istenen son 
konsantrasyonun dört katı yoğunlukta olan ara 
sulandırmalar hazırlandı. 100 µL MHB buyyon 
besiyeri tüm kuyucuklara dağıtıldı. İlk olarak çinko 
borat 100 µL yarı yarıya dilüe edilerek dağıtıldı, 
sonra çinko nanopartikül 1024 µg•mL-1 dilue edi-
len kuyucuklara 100 µL eklendi. Negatif kontrol 
olarak besiyeri ve pozitif kontrol olarak bakteri 
kuyucukları hazırlandı. Negatif kontrol kuyucuğu 
hariç, antimikrobik ajanlar 5 µL olacak şekilde 
plaklara dağıtıldı. Bu işlem diğer çinko borat ve 
çinko nanopartikül için tekrar edilerek üç tekrar 
şeklinde uygulandı[21]. 

HepG2 Hücre Hazırlama ve MTT analizi

HepG2 hücre (HB-8065, ATCC) kültür-
leri, Bilecik Şeyh Edebali Üniversitesi Tıbbi 
Farmakoloji Anabilim Dalından temin edildi. 
Kısaca, hücreler taze ortam (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium), fetal sığır serumu (FBS) %10 ve 
antibiyotik %1 (penisilin, streptomisin ve amfoteri-
sin B) (Millipore, SigmaAldrich, ABD) içinde süs-
panse edildi. Hücreler daha sonra 24 kuyucuklu 
plakalara (Corning, ABD) ekildi ve inkübatörde  

(%5 CO2; 37°C) tutuldu. Hücre plaklarındaki 
hücre oranı %85’e ulaştıktan sonra bakteri süs-
pansiyonu hücre kültürüne ilave edildi. Otuz daki-
ka inkübasyon sonrası, tedavi grupları eklenerek 
24 saat boyunca inkübatörde bekletildi. Deney 
süresi sonunda, her bir kuyucuğa 10 µL MTT (5 
mg/mL) solüsyonu (Millipore, SigmaAldrich, ABD) 
ilave edildi ve numuneler dört saat süreyle inkübe 
edildi. Süre sonunda formazan kristallerini çözmek 
için her kuyucuğa 100 µL DMSO (SigmaAldrich, 
ABD) eklendi. Çözeltilerin optik yoğunluğu, bir 
Multiskan™GO mikroplaka spektrofotometresi kul-
lanılarak 570 nm’de okundu[21].

İmmünofloresan İncelemeler 

Hücre kültürü ekimi yapılan hücreler para-
formaldehit solüsyonunda 30 dk tespit edildi. 
Ardından hücreler %3’lük H2O2’de 5 dk bekletil-
di. Phosphate buffer solüsyon (PBS) ile yıkanan 
hücrelere %0.1 Triton-X solüsyonu damlatılarak 
15 dk bekletildi. İnkübasyon süresinin ardından 
hücrelere protein blok damlatıldı ve 5 dk karan-
lık ortamda bekletildi. Ardından oksidatif DNA 
hasarını göstermek amacıyla kullanılan primer 
antikor olan 8-OHdG antikoru kullanıldı. Bu 
antikor (8-OHdG kat no= sc-66036, sulandırma 
oranı= 1/100, US) damlatılıp kullanım talimat-
larına uygun inkübe edildi. Sekonder işaretleyici 
olarak immünofloresan sekonder antikor kullanılıp 
(FITC Cat no= ab6785, dilüent oranı= 1/500, 
UK) karanlık ortamda 45 dk bekletildi. Daha 
sonra kesitlere mounting medium’lu DAPI (Kat 
no= D1306, sulandırma oranı: 1/200, UK) 
damlatılıp 5 dk karanlık ortamda bekletildikten 
sonra kesitler lamel ile kapatıldı. Boyanan kesitler 
floresans ataçmanlı mikroskopta incelendi (Zeiss 
Axio, Almanya)[21].

Boyamalar sonucu elde edilen resimlerden 
pozitif boyanmaların yoğunluğunu belirlemek ama-
cıyla; her resimden beş adet rastgele alan seçildi 
ve ZEISS Zen Imaging Software programında 
değerlendirmeleri yapıldı. Veriler, alan %’si için 
ortalama ve standart sapma (ortalama ± SS) 
cinsinden istatistiksel olarak tanımlandı. Pozitiflik 
veren immünoreaktif hücreleri ve immünopozitif 
boyanmış alanları sağlıklı kontrollerle karşılaştır-
mak için One-Way ANOVA ve Tukey testleri 
yapıldı. Test sonucunda <0.05 p değeri anlamlı 
olarak kabul edildi ve veriler ortalama ± SS 
olarak sunuldu.
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BULGULAR

Minimum İnhibitör Konsantrasyon

Çinko nanopartikülün (Zn NP) ve çinko borat 
(ZB) bileşenlerinin minimum inhibisyon konsant-
rasyon verileri Tablo 1’de sunulmaktadır. Çinko 
nanopartikülün (Zn NP) Klebsiella pneumoniae‘ya 
0.97 µg/mL, Enterecoccus faecalis‘e 1.95 µg/mL 
ve MRSA’ya karşı 3.90 µg/mL etki gösterirken 
Escherichia coli, Metisiline dirençli koagülaz nega-
tif Staphylococcus aureus ve Streptococcus mitis’e 
karşı etki göstermediği görülmektedir. Çinko borat 
(ZB) molekülünün MİK’i incelendiğinde ise kullan-
dığımız standart bakteri suşları üzerinde bir etkisi 
olmadığı belirlendi (Tablo 1).

Fraksiyonel İnhibitör Konsantrasyon 
İndeksi 

Çinko nanopartikülün (Zn NP) ve çinko borat 
(ZB) bileşenlerinin FİK indeks verileri Tablo 
2’de sunulmuştur. Çinko NP + çinko boratın 
Escherichia coli’ye karşı aditif etki konsantras-
yonları sırası ile; 500 µg/mL + 500 µg/mL 
(4.03), 250 µg/mL + 62.5 µg/mL (4.10), 125 
µg/mL + 31.25 µg/mL (4.01), 250 µg/mL + 
15.62 µg/mL (4.20)’de görülmüştür. 31.25 µg/
mL + 31.25 µg/mL (0.39) konsantrasyonlarında 
sinerjik etki sergilerken diğer konsantrasyonlarda 

ise etki görülmemiştir (Tablo 2). Çinko NP + 
çinko boratın Klebsiella pneumoniae’ye karşı aditif 
etki konsantrasyonları sırası ile ; 31.25 µg/mL 
+ 125 µg/mL (0.60)’de görülmüştür. 31.25 µg/ 
mL + 62.5 µg/mL (0.3) konsantrasyonlarında 
sinerjik etki sergilerken diğer konsantrasyonlarda 
ise etki görülmemiştir (Tablo 2). Çinko NP + 
çinko boratın Enterecoccus faecalis’e karşı; kon-
santrasyonların hiçbirinde aditif etki görülmemiştir. 
Ancak 31.25 µg/mL + 31.25 µg/mL (0.21) 
konsantrasyonlarında sinerjik etki tespit edilmiş 
olup diğer konsantrasyonlarda ise etki görül-
memiştir. Çinko NP + çinko boratın Klebsiella 
pneumoniae üzerinde; çinko NP 31.25 µg/mL 
+ çinko borat 125 µg/mL (0.60) konsantras-
yonlarında aditif etki, çinko NP 31.25 µg/mL 
+ çinko borat 62.5 µg/mL (0.3) konsantrasyon-
larında sinerjik etki; diğer konsantrasyonlarda ise 
etki görülmemiştir (Tablo 2). Çinko NP + çinko 
boratın MRSA 29213, metisiline dirençli koagülaz 
negatif Staphylococcus aureus ve Streptococcus 
mitis üzerinde; konsantrasyonların hiçbirinde aditif 
etki görülmemiştir. 31.25 µg/mL + 31.25 µg/
mL konsantrasyonlarında sırasıyla (0.32), (0.15) 
ve (0.33) oranlarında sinerjik etki görülmüş olup 
ve diğer konsantrasyonlarda ise etki görülmemiştir 
(Tablo 2).

Tablo 1. Çinko ve çinko boratın standart suşlar üzerinde minimal inhibisyon konsantrasyonu
Standart suş/Bileşik Çinko Çinko Borat (ZB)

Escherichia coli 25922 >1024 μg/mL >1024 μg/mL

Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18 0.97 μg/mL >1024 μg/mL
Enterococcus faecalis 29212 1.95 μg/mL >1024 μg/mL
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591 3.90 μg/mL >1024 μg/mL
Metisiline dirençli koagülaz negatif stafilokok (MRKNS)  
S. saprophyticus KUEN 712

>1024 μg/mL >1024 μg/mL

Streptococcus mitis 12261 >1024 μg/mL >1024 μg/mL

Tablo 2. Çinko ve çinko boratın standart suşlar üzerinde FİK İndeksi
Standart suş/FİK indeksi Sinerjik Etki

Escherichia coli 25922 Zn 31.25 µg/mL + ZB 31.25 µg/mL (0.39)

Klebsiella pneumoniae 700603 SHV18 Zn 31.25 µg/mL + ZB 62.5 µg/mL (0.3)
Enterococcus faecalis 29212 Zn 31.25 µg/mL + ZB 31.25 µg/mL (0.21)
Staphylococcus aureus (MRSA) 33591 Zn 31.25 µg/mL + ZB 31.25 µg/mL (0.32)
Metisiline dirençli koagülaz negatif stafilokok (MRKNS)  
S. saprophyticus KUEN 712

Zn 31.25 µg/mL + ZB 31.25 µg/mL (0.15)

Streptococcus mitis 12261 Zn 31.25 µg/mL + ZB 31.25 µg/mL (0.33)
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MTT analiz bulguları

Yirmi dört saat sonunda Zn NP + ZB’lerin 
(31.2 µg/mL) + bakteri gruplarının sitotoksik 
etkisi MTT yöntemi ile belirlendi (Şekil 1). Tüm 
veriler kontrol grubu ile karşılaştırıldı. Kontrol 
grubunun hücre canlılık oranının %100 olduğu 
gözlendi. DMSO kontrol grubu, kontrol grubu-
na kıyasla istatistiksel anlamlılık göstermedi (p> 
0.05). Bakteri suşlarının oluşturduğu toksisite 
Şekil 1’de olduğu gibi en yüksek Klebsiella ve 
MRKNS gruplarında görülmektedir (sırasıyla %62 
ve %64 oranında) (p< 0.001). Canlılık oranını 
bakteri soylarına göre düşükten yüksek canlılık 
oranına göre Klebsiella, MRKNS, Enterecoccus, 
Streptococcus, MRSA, E.coli şeklinde sıralanmak-
tadır. Tedavi gruplarımıza bakıldığında, Zn NP 
ve ZB hücre canlılığında artışa neden oldukları 
ve bakteri kaynaklı toksisiteyi ortadan kaldırdıkla-
rı görülmektedir. Yaptığımız analize göre (tedavi 
grubu-bakteri grubu) en fazla etkinlik sırasıyla 
MRKNS, Klebsiella, Enterecoccus gruplarında 
tespit edilmiştir (%19, %12 ve %11 olarak)  
(Şekil 1) (p< 0.001). 

İmmünofloresan Analiz 

DNA hasarının oluşumunu (8-OHdG) incelemek 
için immünofloresan analiz uygulandı (Şekil 1). 
Yapılan değerlendirmede kontrol grubunda 8-OHdG 

ekspresyonu negatif olarak değerlendirildi. DMSO 
kontrol grubu (pozitif kontrol olarak) 8-OHdG eks-
presyonu istatistik olarak kontrol grubuyla anlamlı 
farklılık görülmedi. Bakteri gruplarına baktığımız-
da E. coli, Enterecoccus, Klebsiella, MRKNS ve 
Streptococcus - HepG2 gruplarında çok şiddetli 
düzeyde intrasitoplazmik 8-OHdG ekspresyonlarına 
rastlanıldı. Tedavi gruplarında ise Zn Np ve ZB 
eklenmesi ile beraber DNA hasarının azaldığı görül-
mektedir. Değerlendirmeler sonucunda Zn NP+ ZB 
+ E. coli grubunda orta düzeyde, Zn NP + ZB 
+ Enterecoccus grubunda hafif düzeyde, Zn NP + 
ZB + Klebsiella grubunda orta düzeyde, Zn NP + 
ZB + MRKNS grubunda orta düzeyde, Zn NP + 
ZB + MRSA grubunda orta düzeyde, Zn NP + 
ZB + Streptococcus grubunda orta düzeyde etki 
etmiştir. İmmünofloresan bulguların analiz verileri 
istatistiksel analizleri Tablo 3’te sunuldu.

TARTIŞMA 

Çinko nanopartikül küçük boyutları, yük-
sek konsantrasyonları sayesinde güçlü bakteri-
sidal etkiye sahiptir[23-25]. ABD Gıda ve İlaç 
Dairesi (21 CFR 182.8991) tarafından genellikle 
güvenli bir malzeme olarak kabul edildiğinden, 
güvenliği ve biyouyumluluğu nedeniyle gıda, 
kozmetik ve tıpta yaygın olarak kullanımında 
güvenli bir malzeme olarak bildirilmektedir[25,26].  

Şekil 1. MTT analiz sonuçları sunulmaktadır. 

*p< 0.05 istatistiksel açıdan anlamlı, **p< 0.001 istatistiksel açıdan anlamlı.
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İnorganik antimikrobiyaller arasında antimikro-
biyal aktivitesi güçlü etkiye sahip olan çinko 
nanopartikül, reaktif oksijen türlerinin yüksek 
oksidatif hasarı sayesinde mikroorganizmalara 
güçlü etki etmektedir[27]. Bu etki çinko iyonları-
nın çözülmesi sonucunda hücre hasarına sebep 
olan oksidatif strese bağlanma (ROS) prensibine 
göre oluşmaktadır[28-31]. Çalışmamızda nanomo-
lekül ve çinko bor karışımı bileşiğinin çinko 
NP + çinko borat 31.25 µg/mL + 62.5 µg/
mL fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonunda en 
güçlü sinerjik etki Klebsiella pneumoniae üzerin-
de tespit edildi. Aditif etki ise en güçlü olarak 
çinko NP 500 µg/mL + çinko borat 500 µg/
mL konsantrasyonunda Escherichia coli 25922 
üzerinde görülmüştür. 

Borun çeşitli türevleri üzerine yapılan bir çalış-
mada, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Acinetobacter septicus ve Pseudomonas aerugi-
nosa bakteri gruplarına karşı aktivitesi değerlen-
dirilmiştir[15]. Çalışmalarda Staphylococcus aureus 
ve Acinetobacter septicus’un bor bileşiklerine 
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa’dan 
daha duyarlı oldukları, bor tarafından biyofilm-
lerin inhibe edildikleri sonucuna varılmıştır[15]. 
Yapılan bir başka çalışmada ise Metisilin dirençli 
Staphylococcus aureus kolonizasyonuna engel 
olmak amacı ile uygulanan borik asitin lokal 
etkinlik sergilediği tespit edilmiştir. Bu sayede 

cerrahi ve/veya ileri antibiyotik tedavisine yar-
dımcı olabileceği bildirilmiştir[31]. Gram-pozitif ve 
gram-negatif bakterilere karşı çinko katkılı borat 
türevinin antibakteriyel aktivitesinin incelendiği bir 
başka çalışmada ise; çinko iyonlarının bakterisidal 
ve bakteriyostatik etki gösterdiği bildirilmiştir[32]. 
Hem borik asit hem de boraksın Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Acinetobacter septicus 
DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785’e karşı 
antibakteriyel aktivite gösterdiği çalışmada sadece 
borik asitin değil, bor türevlerinin de önemli 
olduğu ifade edilmiştir[15]. Protezlerde infeksiyona 
neden olan koagülaz (-) ve koagülaz (+) stafilokok 
suşları üzerinde borik asidin etkinliğinin değerlen-
dirildiği başka bir çalışmada borik asidin biyofilm 
oluşumunu engellediği gösterilmiştir[35]. 

Bor türevlerinin antibakteriyel olumlu sonuçlar 
gösterdiği çalışmalar bulunmaktadır[21,31,33,34]. 
Çinko NP + çinko boratın infeksiyon araştırma-
larında kullanıldığı herhangi bir çalışma bulunma-
maktadır. Bu bileşiklerin kombine antimikrobiyal 
etkinliği hastane ilişkili infeksiyonların engellene-
bilmesi için umut vadedici olabilir[21,31,33,34]. Bu 
çalışma çinko NP ve çinko borat bileşiklerinin 
Klebsiella pneumoniae patojenine etkinliğinin 
değerlendirildiği ilk çalışma olması ve hücre düze-
yinde sitotoksik aktivitesinin belirlenmiş olması ile 
değer arz etmektedir. 

Tablo 3. İmmünofloresan bulguları
8-OHdG Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol 19.84 ± 0.74

DMSO 18.53 ± 0.92
E. coli 103.48 ± 1.26**
Enterecoccus 80.06 ± 1.02αα

Klebsiella 108.15 ± 1.45ββ

MRKNS 102.26 ± 1.89aa

MRSA 105.98 ± 2.09bb

Streptococcus 103.24 ± 1.74xx

Zn NP + ZB + E. coli 49.82 ± 1.23*
Zn NP + ZB + Enterecoccus 37.65 ± 1.18α

Zn NP + ZB + Klebsiella 51.18 ± 1.84β

Zn NP + ZB + MRKNS 52 ± 1.56a

Zn NP + ZB + MRSA 51.37 ± 1.33b

Zn NP + ZB + Streptococcus 48.66 ± 1.42x

Farklı sayıdaki aynı ifadeler istatistiksel olarak anlamlı farkı (p< 0.05) ifade etmektedir.
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