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Cistus creticus Ekstrelerinin Kontrollit Salimini Gergeklestiren Kati Lipid Nanopartikiillerin (KLN) Gelistirilmesi
ve Antimikrobiyal EKinliklerinin Arastirilmasi

Sevim Feyza ERDOGMUS', Serife Nur DURMUS!, Saniye OZDEMIR*!

One Cikanlar: OZET:
« Bitki ekstresi

» Mikroorganizma
* Nanopartikiil

Bu galigmanin amaci, tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alan Cistus creticus ekstreleri yiiklii
kontrollii salim yapabilen kati lipid nanopartikiil sistemleri gelistirmek ve bu sistemlerin patojen
test mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkinligini aragtirmaktir. Calisma kapsaminda C.
creticus yapraklarindan etanol ve su ekstresi ultrasonik yontem kullanilarak elde edilmistir. Bu
ekstrelerinin yiikli oldugu kat1 lipid nanopartikiillerin karakterizasyonu SEM, DLS analizleri ve
zeta potansiyelleri, in vitro salim profilleri ile degerlendirilmistir. Etanol ve su ekstreleri yiiklii
kat1 lipid nanopartikiillerin boyutlar1 sirasiyla 40-90 nm, zeta potansiyelleri —35.5 ve -30.7 mV
ve PDI degerleri 0.455 ve 0.475 olarak saptanmigtir. Elde edilen kat1 lipid nanopartikiillerin
patojen test mikroorganizmalar1 (Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae NRRLB 4420. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 51289, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC
25922) iizerindeki MIK degerleri 1.56-25 mg/mL arahiginda degisiklik gostermektedir. Kuyu
difiizyon testi sonuglarina gore ekstre yiiklii kati lipid nanopartikiillere karsi mikroorganizmalar,
duyarli, orta derecede duyarli ve direngli olarak belirlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal etki
etanol ekstresi yiiklii nanopartikiiller i¢in zon ¢ap1 19+0.75 olarak L. monocytogenes ATCC
19115’¢ kars1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler:

» Antimikrobiyal
aktivite

» Cistus creticus

+ Kati lipid
nanopartikiil (KLN)

Development of Controlled Release of Cistus creticus Extracts Loaded Solid Lipid Nanoparticles (SLN) and
Investigation of Their Antimicrobial Activities

Highlights: ABSTRACT:
* Microorganism
* Nanoparticle
» Plant extract

This study aims to investigate the development extracts of Cistus creticus which is among
medicinal and aromatic plants loaded with controlled delivery solid lipid nanoparticle systems
and to investigate the antimicrobial activity of these systems against pathogen test
microorganisms. Within the scope of this study, ethanol and water extracts from Cistus creticus

Keywor d§: . leaves were obtained by using the ultrasonic method. The characterization of plant extracts
« Antimicrobial : P . .
i, loaded with solid lipid nanoparticles was evaluated by SEM, DLS analyses, and zeta potentials,
activity A - : A
. Cistus creticus in vitro _release proflles:. The sizes of ethanol a_nd water plant extracts loaded solid lipid
. Solid lipid nanoparticles are respectively 40-90 nm, zeta potentials -35.5 and -30.7 mV and PDI values 0.455
nanoparticle (SLN) and 0.475 were determined. The MIC values of the obtained solid lipid nanoparticles on

pathogenic test microorganisms (Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae NRRLB 4420. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 51289, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC
25922) were determined as in the range of 56-25 mg/mL. According to the results of the good
diffusion test, microorganisms were determined as susceptible, moderately sensitive, and
resistant to the extract-loaded solid lipid nanoparticles. The highest antimicrobial effect was
determined against L. monocytogenes ATCC 19115 with a zone diameter of 19+0.75 for ethanol
extract-loaded nanoparticles.
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GIRIS

Tiirkiye kuzey yarim kiirenin 1liman kusaginda yer almakta olup ii¢ farkli cografi bdlgenin
(Avrupa-Sibirya, iran-Turan ve Akdeniz) kesisme noktasinda konumlanir (Davis, 1965). Ulkemizin bu
jeopolitik konumu ¢ok sayida bitki gen kaynagina ev sahipligi yapmasina, floristik a¢idan zengin ve
degisik vejetasyon tiplerinin varligina olanak saglar. T1ibbi ve aromatik bitkiler, sahip olduklar1 biyoaktif
bilesenler sayesinde sadece gida ve kozmetik amagli olarak degil ayn1 zamanda hastaliklar1 tedavi etmek
amaciyla kullanilirlar (Velsankar ve ark., 2020; Bhatia ve ark., 2020; Mokhtari ve ark., 2023).
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak kullanilir fakat antibiyotiklerin
yanlis ve asirt kullanimlar1 sonucunda mikroorganizmalarda antibiyotik direnci gelisebilir (Liu ve ark.,
2017). T1bbi ve aromatik bitkiler, icerdikleri biyoaktif bilesenler ve sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla
olmasi1 sebebiyle antibiyotiklere alternatif antimikrobiyal etkili maddeler aranmasi ve gelistirilmesi
amaciyla arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir (Ho ve ark., 2010; Saddige ve ark., 2010; Dash ve
ark., 2011; Liu ve ark., 2017; Bouarab-Chibane ve ark., 2019; Ganaie 2021; Fierascu ve ark., 2021,
Bakrim ve ark., 2022; Sarikiirkcii ve Tilili, 2022; Snoussi ve ark., 2022). Yapilan ¢alismalarda, tek bir
antibiyotikle tedavi edilmesi zor olan mikroorganizmalarin antibiyotik direngliligine karsi bitki
icerigindeki c¢ok sayida bilesenin sinerjik etkisinden dolayr bitkilerin tedavi amagli olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Shanthi-Sree ve ark., 2010). Bugiine kadar tibbi ve aromatik bitkilerin
ekstrelerinin antimikrobiyal etkinligine yonelik ¢ok sayida calisma bulunmasina ragmen ekstreler ile
yiiklenmis nanopartikiillerin patojen mikroorganizmalar iizerine olan etkilerine dair sinirli sayida
caligma mevcuttur. Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alan, Cistus creticus, Cistaceae (Ladengiller)
familyasi iginde yer alir, bodur ve ¢ali bigimindedir ve ¢i¢eginin rengine gore tanimlanir. Tiirkiye’de
genellikle halk arasinda tiiylii laden, pembe laden olarak isimlendirilen, C. creticus tiirii halk arasinda
peptik iilser, diyare, yiiksek ates, romatizmal hastaliklar, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilir (Siikran, 2021).

Nanopartikiiller, ¢oziiniirliigii disiik olan ilag\etken maddelerin ¢ozinirligini arttiran,
hedeflendirebilen ve biyouyumlulugunu gelistiren akilli ila¢ tasima sistemleri olarak kullanilir.
Ekstrelerinin nanopartikiil tasima sistemlerine yliklenmesi onlarin etkinligini artirmada ve kontrolli
salmim yapilmasina imkan saglamasi bakimindan onemlidir. Konvansiyonel ila¢ salim sistemleri
viicutta belirli bir etkinlige sahip olmakla beraber bazi durumlarda yan etkilere sebep olmasi, biyolojik
pargalanmalarinin diisiik ve etkinliklerinin gegici olmasi sebebiyle verimli olamayabilir (Liechty ve ark.,
2010). Bu gibi sorunlarin ¢dziimiinde nanoteknolojik yontemler olduk¢a avantajlidir. Kontrollii salim
gerceklestiren akilli ilag tasima sistemleri arasinda yer alan nanopartikiiler sistemler ilag sektoriinde
oldukca onemli rol oynamaktadir (Giirsoy, 2002; Wickham, 2003; Soloviev, 2007; Degim, 2011).
Nanopartikiiller; boyutlart 10-1000 nm araliginda degisen etken maddelerin partikiil icinde ¢6ziindiigi
ve hapsedildigi, dogal ya da sentetik polimerler kullanilarak elde edilebilen sistemlerdir. Bu sistemlerin,
kiiglik partikiil boyutlarina sahip olmalar1 sayesinde etken maddenin hedef boélgede birikmesini
saglamalar1 ve kiiglik partikiillerin hazirlanmasinda biyog¢6ziiniir materyallerin kullanilarak uzun siire
kontrollii etken madde salinimini saglayabilmeleri, kolay sterilize edilebilmeleri gibi avantajlar1 bulunur
(Derman ve ark., 2013).

Kat1 lipid nanopartikiiller (KLN), oda ve viicut sicakliginda kati1 halde bulunan lipidler ile
hazirlanan ve emiilgatorler ile kararli hale getirilen yapilardir (Wissing ve ark., 2004). Lipidler, GRAS
(Generally Recognized As Safe) 6zelligine sahip olan bilesiklerdir, trigliseridler, kismi gliseridler, yag
asitleri, steroidler ve mumlar bu grupta yer alir. Lipid dispersiyonu stabilize etmek igin, molekiil
agirliklar ve yiiklerine gore lesitinler, poloksamerler, etoksillenmis monogliseridler ve polisorbatlar gibi
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farkli emiilgator tipleri kullanilabilir. KLN’ler lipozom, emiilsiyon ve kati partikiillerin sagladigi
avantajlara sahip olmasi bakimindan avantajlidir. Diisiik sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii
kalintis1 igermemeleri, biiyiik 6lgekte tretilebilmeleri ve dokulara etken madde hedeflenebilmesi gibi
lipozomlarin avantajlarina sahipken, kati1 lipid matriksleri, kontrollii etken madde salimi1 ve kimyasal
bozulmaya karsi etken maddelerin koruyarak kati polimerik nanopartikiillerin avantajlarin1 saglar
(Mehnert ve Madern, 2001; Numanoglu ve ark., 2006).

Bu galismanin amaci, tibbi 6neme sahip olan C. creticus bitki ekstreleri yiikli kontrollii salim
yapabilen KLN sistemleri gelistirmek ve onlarin patojen test mikroorganizmalar1 {izerindeki
antimikrobiyal etkinligini ortaya ¢ikarmaktir.

MATERYAL VE METOT

Bitki ekstrelerinin ultrasonik yontem kullanilarak hazirlanmasi

C. creticus bitkisi Agva-Sile/Istanbul bolgesinden haziran (2022) aymda toplanmis ve
laboratuvara getirilerek teshis edilmistir (Herbaryum numarasi: AKU-10384). Bitkinin yaprakl
stirglinleri kurutulup o6giitiilerek toz haline getirilmistir. Etanol ve distile su ektraktlarinin (Cc-ETOH,
Cc-dH20) hazirlanmasinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Duman ve ark., 2017). Toz
halindeki her 30 g numune, 400 mL ¢o6ziicii igerisine alinarak 25-37 °C sicaklikta ultrasonikasyon ile
ekstraksiyon islemine tabi tutulmus ve ardindan filtre kagidindan gegirilerek siiziilmiistiir. Daha sonra
kullanilan ¢oziicliler rotary evaporator (Heidolph)’de 40 °C’nin altinda ve diisiik basingta tamamen
ucurulmustur. Liyofilizasyon islemi sonucunda elde edilen toz halindeki ekstreler kullanilincaya kadar
+4 °C’de saklanmustir.

Bitki Ekstrelerinden Nanopartikiil Eldesi ve Karakterizasyonu

Nanopartikiil dispersiyonlar1 %0.5 (w/v) bitki ekstresi, %5.0 (w/v) gliserol monosterat ve % 0.1
(w/v) lesitin igerecek sekilde 55-60 °C'de eritilerek hazirlanmistir. Bu karisima %0.3 (w/v) bitki ekstresi
ilave edilmistir. Elde edilen erime fazi bu sicaklilarda tutularak % 0.4 (w/v) polisorbat 80 igeren sulu
surfaktan ¢ozelti i¢ine karigtirilarak dagitilmistir. Daha sonra sonikasyon probu 6n emiilsiyon ¢ozeltisi
icerisine yerlestirilerek nanopartikiil olusumu saglanmistir (Lima ve ark., 2013). Nanopartikiillerin
karakterizasyonu, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Dinamik Isik Sagilim Spektrofotometresi
(DLS) kullanilarak yapilmis ve ve zeta potansiyelleri belirlenmistir. Cc-ETOH, Cc-dH20 yiiklii kat1 lipid
nanopartikiillerin partikiil boyutlarin1 belirleyebilmek i¢in SEM goriintiileri image] programi
kullanilarak analiz edilmistir.

Nanopartikiile yiiklenen ekstre miktarinin saptanmasi

Kati lipid nanopartikiil (KLN) yapilara yiiklenen ekstre miktarinin belirleyebilmek i¢in modifiye
santrifiij yontemi kullanilmistir (Khoshraftar ve ark., 2020). Ilk olarak Cc-ETOH, Cc-dH20 ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarinin absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 520 nm’de
Olgiilerek kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Liyofilize haldeki bos ve Cc-ETOH, Cc-dH20 yiikli
KLN yapilar (Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN) PBS igerisinde karigtirtlmistir ve 30 dakika 4000 rpm’de
santrifiij edilmistir.  Siipernatantdaki serbest Cc-ETOH, Cc-dH20 ekstrelerin - miktarlarini
belirleyebilmek i¢in 520 nm’de absorbans dl¢limii yapilmistir. % Yiikleme etkinligi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir. AEa; santrifiij sonras1 KLN’lerdeki ekstre miktar1 (Cc-ETOH, Cc-dH20).
AED; santrifiij oncesi KLN’lerdeki ekstre miktari (Cc-ETOH, Cc-dH20). Calismalar ii¢ tekrarli olacak
sekilde gerceklestirilmistir.

Yiikleme etkinligi (%) = (AEa/AED) x 100 (1)
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In Vitro Nanopartikiil Salinim Cahsmalar:

Nanopartikiillerden bitki ektrelerinin in vitro salim profillerini belirleyebilmek i¢in bitki ekstreleri
PBS tamponu igerisinde ¢oziilerek farkli konsantrasyonlar elde edilmis olup UV spektrofotometre
kullanilarak 520 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiis ve standart kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Biitlin
caligmalar 37 °C'de ve pH 7.4+0.2'de gerceklestirilmistir. Nanopartikiiller yapilardan in vitro etken
madde salim profilinin tayin etmek i¢in pH's1 7.4 olan 10 mL’lik PBS tampon ¢6zeltisine aktarilarak 37
°C'de calkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0. 3, 5, 15, 20. 30. 40.
50. 60. 80. 100. dakika) salim ortamindan 1.5 mL ¢o6zelti alinarak eppendorf tiiplerine alinmig ve UV-
spektrofotometre kullanilarak 520 nm dalga boyunda 6rneklere ait absorbanslar dlgiilerek in vitro salim
profili olusturulmustur (Kim ve ark., 2017). Deneysel siire¢ ii¢ tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir.

Bitki Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinliginin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi ic¢in kiiltiir koleksiyonumuzda
mevcut olan patojen test mikroorganizmalar1 (Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae NRRLB 4420. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 51289, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922)
kullanilmistir.  Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in kuyu difiizyon yontemi kullanilmigtir.
Mikroorganizmalar 0.5 Mc Farland'a esit tiirbidite olusana kadar Miieller Hinton Broth (MHB) s1v1 besi
ortaminda 37 °C'de inkiibe edilmistir. MHA besiyeri igeren petrilere steril agar delici yardimiyla 6 mm
capinda kuyucuklar agilmistir. Mac Farland bulanikligina getirilen kiiltiirden 0.1 mL alinarak MHA kati
besiyerine yayma ekim yapilmistir. KLN’lerin antimikrobiyal etkinliklerini belirleyebilmek i¢in her
birinden 10 pL olacak sekilde agilan kuyucuklara yerlestirilmistir. Petriler +4 °C'de 2 saat bekletildikten
sonra 37 °C'de 24 saatlik inkiibasyona alimustir. Inhibisyon zon gaplar1 6lgiilerek kontrol grubuna gére
degerlendirme yapilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak genis spektrumlu antibiyotikler olan penisilin
(10 mg/ml), amikasin (30 mg/mL) kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak distile su kullanilmigtir
(Magaldi ve ark., 2004, Valgas ve ark, 2007).

Bitki ekstrelerinin mikroorganizmalarin gelisiminin inhibisyonuna yol agan minimum inhibitor
konsantrasyonun (MIK) belirlenmesi igin sivi mikrodiliisyon yéntemi kullamlmistir (CLSI, 2009;
Giinter ve ark., 2020). Patojen test mikroorganizmalarin 37°C'de bir gecelik kiiltiirleri yapildiktan sonra
96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalarina her bir test mikroorganizmasindan 100 pL (10°-10° kob/mL)
ve seyreltilen bitki ekstraktlarinin ikiser kat artan konsantrasyonlarindan (0.097-100 mg/mL) 100 pL
eklenmistir. Ardindan mikroplakalar kapatilarak 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Uremenin olmadig:
en son kuyucuk MIK degeri olarak belirlenmistir. Calismada, besiyer, %0.1 penisilin kontrol olarak
kullanilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda 6nemli bir yere sahip olan Cistus spp.’ler, flavanoidler, fenolik
ve terpenoidler gibi biyokatif bilesikler bakimdan zengindir (Kiipeli ve ark., 2007; Stepien ve ark., 2018;
Zalegh ve ark., 2021). Bu bilesiklerin anti-inflamatuvar (Demetzos ve ark., 2001. antibakteriyel (Giiveng
ve ark., 2005; Benali ve ark., 2020), antifungal (Ehrhardt ve ark., 2007), antiviral (Barros ve ark., 2013),
analjezik (Sayah ve ark., 2017), antitumoral (Dimas ve ark., 2000) etkileri vardir. Cistus spp.ekstreleri
kullanilarak yapilan bazi nanoteknolojik ¢alismalar mevcuttur. Diiz ve Yakut (2022), C. creticus yaprak
ekstresi kullanarak mikrodalga destekli tek adimli fitosentez ile giimiis nanoparcaciklari
sentezlemislerdir. Bagka bir ¢alismada, Florkiewicz ve arkadaslar1 (2021), C. creticus yaprak
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ekstrelerinden yesil biyosentez yontemiyle glimiis nanopartikiiller sentezleyerek antimikrobiyal
etkinligini arastirmiglardir. Bu ¢alisma kapsaminda C. creticus bitki yapraklarindan elde edilen etanol
ve su Oziitleri yiiklii KLN yapilari ultrasonik yontem kullanilarak basarili bir sekilde yiiklenmistir. Cc-
ETOH, Cc-dH20 ekstreleri sirastyla %11.2 ve %10.9 verimlilikte ultrasonik ekstraksiyon yontemi
kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen ekstrelerin yiiklendigi KLN yapilar elde edilerek
karakterizasyonlar1 i¢in SEM, DLS analizleri yapilmis, zeta potansiyelleri ve PDI degerleri
belirlenmistir. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN’lerin SEM goriintiileri imageJ programinda analiz
edilmistir. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN yapilarin SEM analiz goriintiileri Sekil 1°de gosterilmistir.

Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN partikiil boyutlari ortalama 40-90 nm olarak belirlenmistir.
a

Regulus 1.0kV 10.3m 1.00um Regulus 1.0kV 11.0mm x40.0k SE(

Sekil 1. Cc-ETOH-KLN (a), Cc-dH20-KLN (b) yiiklii KLN’lerin SEM gériintiileri

Nanopartikiil sistemlerinin en 6nemli 6zellikleri partikiil boyutu ve dagilimidir. Bu &zellikler
nanopartikiiler sistemlerin hedeflenebilme 6zelligi, toksisitesi, kararliligi, ila¢ yiikleme kapasitesi ve ilag
salimi gibi ozellikleri iizerinde etkilidir. Nanopartikiillerin zeta potansiyeli, kolloidal dagilimlarin
kararliliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir. Yapilan ¢aligmalar, zeta potansiyel degeri
ne kadar yiiksek ise kolloidal dagilimlarin kararliliginda o derece iyi oldugunu gostermistir. Kolloidal
partikiiller dispersiyon ortaminda pozitif veya negatif yiiklii olmalarina gore zit yiiklii iyonlarla
yiiklenirler. Yiiksek zeta potansiyeline sahip sistemlerde agregatlar daha zor olusur. Elektriksel
iletkenlikleri, -31 ile -60 mV araligindaki yapilar orta dereceli, -61 ile -80 mV araligindaki yapilar iyi
ve -81 ile -100 mV araligindaki yapilar ise mitkkemmel elektrostatik kararliliga sahip sistemler olarak
bilinir (Muller ve Keck 2004). Heterojenlik dagilimi anlamina gelen polidispersite indeksi (PDI)
saptanmigtir. In vitro ekstre salim testleri Cc-dH20-KLN’lerin Cc-ETOH-KLN’lere gore daha yiiksek
salim yaptigimi gostermistir. Bu durumun Cc-dH2O-KLN’lerin suda ¢o6ziinlirligiiniin daha fazla
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Cc-ETOH-KLN’lerin zeta potansiyeli -35.5 mV, Cc-
dH20-KLN’lerin zeta potansiyeli -30.7 mV olarak belirlenmistir. Heterojenlik dagilim: anlamina gelen
polidispersite indeksinin (PDI) belirlenmistir. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN yapilarin partikiil
biiyiikliigii, PDI degeri ve zeta potansiyeli Cizelge 1’de gosterilmistir.

Cizelge 1. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN yapilarin partikiil bityiikliigii, PDI degeri ve zeta potansiyeli
Ortalama partikiil biiyiikliigii

Ekstre Yiiklii KLN Yapilar ortalama (nm) PDI degeri Zeta potansiyeli (mV)
Cc-ETOH-KLN 72 0.455 -35.5
Cc-dH20-KLN 69 0.475 -30.7

Poudel ve ark. (2019) yaptig1 bir ¢alismada, elde ettikleri lipozomlarin zeta potansiyelinin -9.8 ile
-14 mV arasinda degistigi raporlanmistir. Parcacik boyutu dagilimi, bakildiginda ise 186 ila 260 nm
boyutlar1 arasinda degistigi belirlenmistir. KLN yapilara ekstre yiikleme orant >80% olarak tespit

2509



Sevim Feyza ERDOGMUS ve ark. 13(4), 2505-2515, 2023

Cistus creticus Ekstrelerinin Kontrollit Salimini Gergeklestiren Kati Lipid Nanopartikiillerin (KLN)
Gelistirilmesi ve Antimikrobiyal Etkinliklerinin Arastirilmasi

edilmistir. Calismamiza benzer olarak Lima ve ark. (2013), hiperisin yiiklii KLN yapilar1 ultrasonik
yontem ile elde etmislerdir. KLN’lerin partikiil ¢aplarin1 153 nm ve PDI degerini ise 0.30 olarak
belirlemislerdir. Zeta potansiyel degeri ise yaklasik olarak -18.5 mV olarak saptanmistir. Hiperisin
yiikleme orani1 >80% olarak tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada, Haghighi ve ark. (2018) Ginkgo
biloba ekstresi yiiklii KLN yapilar1 basingli homojenizasyon yontemi kullanarak sentezlemislerdir.
Fizikokimyasal, sitotoksik ve antimikrobiyal ozelliklerini belirlemislerdir. Farkli formiilasyonlar
kullanarak elde ettikleri KLLN biiyiikliiklerini 104-621 nm araliginda olduklarini saptamislardir. Sonug
olarak KLN yapilarin uygun sekil ve biiyiikliikte, biyoaktif maddelerin yiiklenebildigi, antimikrobiyal
etkili ve sitotoksik olmayan yapilar olarak elde edilmistir.

Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN yapilarin ekstre yiikleme etkinligi ve in vitro salinim testi
profillerinin tayininde bitki ekstrelerinin kalibrasyon grafiklerinden yararlanilmistir (R?=0.9612,
R?=0.9728). KLN yapilara Cc-ETOH, Cc-dH,0 yiikliime etkinligi yaklasik olarak sirasiyla %84.76 +
2.67 ve % 83.50 £ 3.43 olarak belirlenmistir. Bu degerler Cc-ETOH, Cc-dH2O ekstrelerinin KLN
yapilaria ylikleme etkinliginin yliksek oldugunu gostermektedir. Bitki ekstresi yiiklii nanopartikiillerin
nanolif yapilardan kiimiilatif salimi1 (mg/mL) zamanin fonksiyonu olarak elde edilmistir (Sekil 2). Elde
edilen in vitro salim profiline gore bitki ekstresi yiiklii nanopartikiillerin nanolif yapilardan siirekli salim1
dogrulamistir. ik 5 dakika iginde gerceklesen hizli ekstre salimini takiben daha yavas ve kontrollii bir
salim hizi gozlenmistir. Cc-dH20 salimi Cc-ETOH salim profiline gore daha yiiksek degerler
gostermistir.

Ekstrelerin In Vitro Salim Profili
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Sekil 2. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH,O-KLN yapilarin in vitro salim profili

C. creticus’un biyolojik aktivitesinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Maggi
ve ark., 2016; Stepien ve ark., 2019; Lahcen ve ark., 2020). Mastino ve ark. (2018), C. creticus’un farkl
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Ekstreler, antimikrobiyal aktivitelerinde
herhangi bir belirgin farklilik gostermemistir ancak gram-pozitif bakterilerin ekstrelere kars1 gram-
negatif bakterilere gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ekstrelerin hi¢biri Candida tiirlerine karsi
gbzle goriiliir bir etki gostermemistir. Bazi g¢aligmalarda, nanoteknolojik yontemler kullanilarak
bilesiklerin MiK ve MBEK degerlerinin azaltilabilecegini belirtilmistir (Ghaffari ve ark., 2011).

Bitki ekstresi yiiklii KLN yapilarin mikroorganizmalarin gelisiminin inhibisyonuna yol agan
minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi igin mikrodiliisyon test ydntemi
kullanilmistir. Bitki ekstrelerinin patojen test mikroorganizmalari {izerindeki MIK degerleri Cizelge 2°de
gosterilmistir. Cc-ETOH-KLN vyapilar icin en yiiksek MIK degeri 25 mg/mL olarak S. aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 35218 ve E. coli ATCC 35218 mikroorganizmalar1 i¢in belirlenmistir. En diisiik
MIK degeri ise 3.12 olarak L. monocytogenes ATCC 19115 igin tespit edilmistir. Cc-dH,O-KLN yapilar
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icin ise en yiiksek MIK degeri 25 mg/mL olarak S. aureus ATCC 25923 mikroorganizmasi igin
belirlenmistir. En diisiik MiK degeri ise 1.56 mg/mL olarak L. monocytogenes ATCC 19115 igin tespit
edilmistir.

Cizelge 2. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH,0-KLN yapilarin patojen test mikrooganizmalar {izerindeki MiK degerleri
Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) (mg/mL)

Test Mikroorganizmalari

Cc-ETOH-KLN Cc-dH20-KLN

L. monocytogenes ATCC 19115 3.12 1.56
S. aureus ATCC 25923 25 25

K. pneumoniae NRRLB 4420 12.5 12.5
P. aeruginosa ATCC 11778 6.25 12.5
E. faecalis ATCC 51289 6.25 6.25
E. coli ATCC 35218 25 25

E. coli ATCC 25922 25 125

Bitki ekstresi yiiklii KLN yapilarin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi i¢in ayrica kuyu
diftizyon yontemi kullanilmistir. 50 mg/mL Cc-ETOH-KLN, Cc-dH20-KLN yapilarin patojen test
mikroorganizmalari tizerindeki etkileri Cizelge 3°de gosterilmistir. Kuyu difiizyon sonuglart; Cc-dH20-
KLN’lerin Cc-ETOH-KLN’lere gore patojen test mikroorganizmalart {izerinde daha yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Cc-ETOH yiikli KLN yapilar en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi L. monocytogenes ATCC 1911 (16+1.20) tizerinde gosterirken en diisiik etkiyi K.
pneumoniae NRRLB 4420 (12+0.90), P. aeuroginosa ATCC 11778 (12+0.70) mikrooganizmalarina
kars1 gostermistir. Cc-dH20-KLN ise en yiiksek antimikrabiyal etkiyi L. monocytogenes ATCC 1911
(19+0.75) en disiik etkiyi ise P. aeuroginosa ATCC 11778 (13+0.25) iizerinde gostermistir.

Cizelge 3. Cc-ETOH-KLN, Cc-dH,0-KLN yapilarin antimikrobiyal etkinligi

Zon Cap1 (mm)
. . . Cc-ETOH- Cc-dH:0-
Patojen Test Mikroorganizmalari NK  PenisilinG  Amikasin KLN (25 KLN
mg/mL) (25 mg/mL)
L. monocytogenes ATCC 1911 - 24+1.00 14+0.75 16+1.20 19+0.75
S. aureus ATCC 25923 - 29+1.25 13+1.00 14+1.25 15+1.50
K. pneumoniae NRRLB 4420 - 28+1.25 15+0.50 12+0.90 16+1.35
P. aeuroginosa ATCC 11778 - 28 +£1.45 14+0.50 12+0.70 13+0.25
E. feacalis ATCC 51289 - 23+0.85 15+1.00 13+1.45 15+1.25
E. coli ATCC 35213 - 30+1.62 13+0.75 15+0.55 17+1.85
E. coli ATCC 25922 - 27+1.56 14+0.50 15+0.35 17+0.90

Penisilin G (10 mg/mL), amikasin (30 mg/mL) NK: dH-0, SS: standart sapma

Cc-ETOH-KLN ve Cc-dH2O-KLN’ler en ¢ok L. monocytogenes ATCC 1911 iizerinde
antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Cc-ETOH-KLN patojen test mikroorganizmalari iizerinde daha
yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin, ekstre hazirlarken kullanilan
coziiciilerin icerisindeki etken maddelerin farkli olmasindan kaynaklandigi diistintilmektedir. Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda, bitki ekstrelerinin igerisindeki polifenolik bilesenler ile anti-inflamatuvar,
antimikrobiyal, antioksidan, hiicre canliligt gibi biyolojik aktiviteler arasinda iligkili oldugu
gosterilmistir (Handoussa ve ark., 2013; Fernandes ve Salgado, 2016; Sallah ve ark., 2016; Vittorazzi
ve ark., 2016). Ayrica, bitki ekstrelerinin fenolik igeriklerinin bitkilerin tiirii, kullanilan ektraksiyon
yontemi, kullanilan ¢6ziicii gibi parametrelere bagli olarak degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Barrajon-
Catalan ve ark., 2011; Jeszka-Skowron ve ark., 2018; Mastino ve ark., 2018). Diaz-Gomez ve arkadaslari
(2013), fenolik bilesenler arasinda yer alan gallik asit ve katesinin Helicobacter pylori’nin gelisimini
inhibe edici rol oynadiklarini rapor etmislerdir. Bu inhibe edici etkinin ise penolik igerigin ¢esidine ve
dozuna bagl olarak degisiklik gosterdigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Chen ve arkadaslari
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(2018), Cistus tiirllerinden elde ettikleri hesperidin, hesperetinin antioksidan, anti-inflamatuvar ve
antikanserojenik etkinligi oldugunu belirlemislerdir.

SONUC

Bu ¢alismada ilk kez C. creticus bitki ekstreleri nanoteknolojik yontemle kullanilarak patojen test
mikroorganizmalari lizerindeki antimikrobiyal etkinlik degerlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, Cc-
ETOH, Cc-dH20 ekstreleri yiiklenmis kati lipid nanopartikiiller ultrasonik yontem kullanilarak basarili
bir sekilde uygun biiyiikliik ve yapida elde edilebilmistir. Bu KLN yapilarin ekstre yiikleme etkinliginin
yiiksek oldugu ve kontrollii salim yapabildikleri belirlenmistir. Ekstre yiikli kati lipid nanopartikiil
yapilarima karsi patojen test mikroorganizmalari; duyarli, orta derecede duyarli ve direnglilik
gostermislerdir. Sonug olarak, Cc-ETOH-KLN, Cc-dH2O-KLN’lerin saglik sektoriinde antibiyotiklere
alternatif biyoteknolojik iiriin olarak kullanilabilme potansiyelleri bulunmaktadir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar dogrultusunda galismalar devam ettirilerek biyoteknolojik bir iiriin gelistirilebilme
potansiyeli vardir.
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