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Nanopartikul Lipozomlar: Bakteriyel
Infeksiyonlar Icin Yeni Bir Strateji Olabilir mi?

Nanoparticle Liposomes: A New Strategy in Bacterial Infections
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OZET

Amag: Calismamizda TR201804452A2 patent bagvuru numarali nanopartikiil lipozom molekiilii kullanilmis ve Stap-
hylococcus aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC 25922) suslar1 igin Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
(MIK) 1562 ppm olarak bulunmugtur. ASTM F 1980 standardina gére, bir yillik stabilite kargilig1 olarak 37 giin ve 55
°C'de bekletilmis nanopartikiil lipozom soliisyonunun etkinligini korudugu tespit edilmistir. Caliyjmamizla hedefle-
nen, yeni gelistirilen soliisyonun uzun siire etkinligini korudugunu gostermektir.

Yontemler: Standard ozonlama mekanizmalarindan farkl: bir teknikle gelistirilmis olan nanopartikiil lipozom soliisyonu-
nun, CLSI M07-A10 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically. Tenth
ed. Approved Standard) standard test yontemi temas siiresi modifiye edilerek antibakteriyel testleri yapilmus ve soliisyonun
MIK degeri ve zamana bagh etkisi belirlenmistir. Nanopartikiil lipozom soliisyonunun kararhlik testi icin ise ASTM F 1980
standardina gore, bir yillik stabilite karsilig1 olarak 37 giin ve 55 °Cde bekletilmistir.

Bulgular: Nanopartikiiler ozon soliisyonunun MIK’i, CLSI M07-A10 standard test yontemi temas siiresi modifiye
edilerek, S. aureus (ATCC 25923) ve E. coli (ATCC 25922) suslar1 i¢in 1.562 ppm olarak saptanmuistir. S. aureus (ATCC
25923) i¢in 1. saatin sonunda 2000 ve 1750 ppm nanopartikiil lipozom soliisyonu konsantrasyonunda etkinligin bas-
ladiginy, E. coli (ATCC 25922) susu igin ise 2000 ppm nanopartikiiler ozon soliisyonu konsantrasyonunda 10. daki-
kada etkinligin bagladig1 saptanmugtir. Soliisyon etkinlik acisindan ASTM F 1980 standardina gore bir yilin sonunda
halen etkin olarak bulunmustur.

Sonuglar: Sonug olarak, yeni bir {iriin olan nanopartikiil lipozom soliisyonu, bilinenin aksine uzun siire kararliligini ve
etkinligini kaybetmemektedir. Gaz ozonun yarilanma 6mrii 20 dakika gibi kisa bir siire olmasina ragmen, nanopartikiil
lipozom soliisyonunda stabilite en az 1 yil olarak belirlenmistir. Nanopartikiil lipozom soliisyonu, dogal ve yavas sali-
nimli bir tiriin oldugu i¢in, uygun dozlarda hazirlanacak soliisyonlarla burun, bogaz, goz ve kulak gibi bolgelerdeki mu-
kozal membranlarda bir bariyer olusturabilecegi, bu sayede de bakteri yerlesmesini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir.
Anahtar Sozciikler: Nanopartikiil lipozomlar, ozon, antibakteriyel etkinlik, Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922)
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ABSTRACT

Objective: In our study, a nanoparticle liposome molecule with patent application number TR201804452A2 was used,
and the Minimum Inhibitor Concentration (MIC) was found to be 1562 ppm. According to the ASTM F 1980 stan-
dard, it has been determined that the nanoparticle liposome solution kept at 37 days and 55 °C in return for one-year
stability preserves its effectiveness. Our study aimed to show that the newly developed solution maintains its effec-
tiveness for a long time.

Methods: CLSI M07-A10 (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobi-
cally. Tenth ed. Approved Standard) standard test method of the nanoparticle liposome solution developed with a
technique different from the standard ozonation mechanisms, and antibacterial tests were performed by modifying
the contact time and the MIC value of the solution, and its effect on time has been determined. For the stability test
of the nanoparticle liposome solution, it was kept at 55 °C for 37 days in return for one-year stability according to the
ASTM F 1980 standard.

Results: MIC of nanoparticular ozone solution CLSI M07-A10 standard test method for S. aureus (ATCC 25923) and
E. coli (ATCC 25922) strains by modifying contact time It was determined as 1.562 ppm. For S. aureus (ATCC 25923),
at the end of the first hour, it was determined that the activity started at 2000 and 1750 ppm nanoparticle liposome
solution concentration. For E. coli (ATCC 25922) it was determined that the activity started at the 10" minute at 2000
ppm nanoparticular ozone solution concentration. The solution was still effective at the end of one year according to
the ASTM F 1980 standard in terms of effectiveness.

Conclusions: As a result, the nanoparticle liposome solution, a new product, does not lose its stability and effectiveness
for a long time, contrary to what is known. Although the half-life of gaseous ozone is as short as 20 minutes, the stabili-
ty in the nanoparticle liposome solution has been determined as at least one year. Since nanoparticle liposome solution
is a natural and slow-release product, it is thought that it can create a barrier in mucosal membranes in regions such as
the nose, throat, eye and ear with solutions to be prepared in appropriate doses thus preventing bacteria from settling.
Keywords: Nanoparticle liposomes, ozone, antibacterial efficiency, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia
coli (ATCC 25922)
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Ozon, bakteriler, mantarlar ve virusler i¢in antimikrobiyal &zellikli
bir ajandir. Bu etkisini mikroorganizmalarin organellerini etkileyerek,
hiicre duvar yapisini bozarak ya da protein sentezini durdurarak gosterir.
Yillardir ozon ile yapilan pek ¢ok arastirma gostermistir ki, bakterisidal,
fungisidal, virusidal ve antiparazitik etkisi nedeniyle, bu tiir mikroorga-
nizmalardan kaynaklanan infeksiyonlarin ve eslik eden inflamasyon ve
agr1 gibi semptomlarin tedavisinde etkin rol oynamaktadir (1-2).

Ozon gaz haldeyken kararli bir tirtin degildir ve uygulamalarinda 6zel
makine gerektirdigi i¢in yaygin ve pratik kullanim imkan: bulunma-
maktadir. Bu nedenle, ozonu stabilize etmek ve onun antiviral ve anti-
bakteriyel etkilerinden yararlanmak i¢in ozon ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Ozonun bitkisel yaglar ya da emiilgatorlerle kullanilmasi, tiriiniin yavas
salinimli ve nanopartikiil yapisinda olmasini da saglamustir. Criegee
tarafindan 1975te 6nerilen, cift baglarin oksidatif boliinmesini igeren
mekanizma, yaygin olarak etkinligi gosteren mekanizma kabul edilmis-
tir (3).

Literatiirde ozonun bitkisel yaglarda stabil oldugu ve yillarca ayni doz-
larda kalabilecegi belirtilmistir (4). Dolayisiyla ozonlanmis yaglar uzun
yillardir kozmetik sektoriinde ya da yara tedavileri gibi amaglarla etkin
ve givenilir gekilde kullanilabilmistir (5). Benzer bir ozonlama tekni-
¢i ile gelistirmis oldugumuz nanopartikiil lipozom soliisyonunun, stan-
dard stabilite ve sterilite testlerini yaparak bir yil siireyle antibakteriyel
etkinligini siirdiirdtigiini gosterdik.

Caliymamizda bitkisel yagin ozonlanma miktar1 mg cinsinden, bitkisel
yagdaki ozon gazi agirhig1 ise mg/gr olarak hesaplanmustir. Literatiirde
kabul edilen énceki ozon yag: tirtinlerinde sadece ozon yagindaki ozon
miktari verilebilmigken, bizim triiniimiizde hem yagin ozonlama mik-
tar1 hem de ozon gazi agirlig1 verilebilmistir. Dolayisiyla soliisyonu elde
ederken bitkisel yag orani diistiriiliir ve ozon orani arttirilirsa daha aktif
nanopartikiil lipozom soliisyonu; bitkisel yag orani arttirilir ve ozon
orani azaltilirsa daha yavags saliniml bir soliisyon elde edilebilme avan-
taj1 saglanmustir.

Calismamizda, ozonlanmis tibbi bitkisel yag ve %0,9 NaCl igeren hacim
olarak litreye ayarlanmis distile suyun yiiksek devirde ultrasonik ka-
vitasyonu ve soguk spreyleme teknigi ile homojenize nanopartikil li-
pozom soliisyonunu elde edilmistir. Soliisyonumuz mg/1 olarak kabul
ettigimiz degerde ozon i¢ermektedir ve bu oran ppm degerini goster-
mektedir. Nanopartikiil lipozom soliisyonu i¢in TR201804452A2 numa-
ral1 patent bagvurusu da yapilmustir.

Mikroorganizmalar antimikrobiyal {riinlere karsi ¢ok farkli sekilde
duyarlilik gosterirler. Bu durum, hem antibakteriyel iirtiniin yapisina ve
hem de mikroorganizmalarin tiiriine gore degisebilir. Bu nedenle koru-
yucu amagla ve daha da 6nemlisi sagaltim i¢in kullanilacak antimikro-
bial diriinlerin spesifik hastalik etkenine kars1 olan statik ve/veya sidal
etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve boyle bir iiriiniin segilerek, bir program
dahilinde yeterli siirede ve dozda kullanilmas: gereklidir.

Calismamizda, CLSI M07-A10 (Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria that Grow Aerobically. Tenth ed. Ap-
proved Standard) standard test yontemi temas siiresi modifiye edilerek
antibakteriyel testler yapilmis ve nanopartikiil ozon soliisyonunun MiK,

100

Erkan-Alkan P et al. Nanopartikul Lipozomlar

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC 25922)
bakterileri kullanilarak belirlenmistir. Klinik ve Laboratuvar Standard-
lar1 Enstitiisti (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI)’niin
onerileri dogrultusunda, 24 saatlik bakteri kiiltiir kolonilerinden 0,5
McFarland bulanikliga esit olacak sekilde bakteri stispansiyonu hazir-
lan1p, son konsantrasyonu 3x10° koloni olugturan birim (cfu)/ml olacak
sekilde U tabanli tiiplere konulmustur. 50 000 ppm ozon igeren stok bir
¢Ozelti hazirlanip, son ozon konsantrasyonlari 50 000 ppm - 25 000 ppm
- 12 500 ppm - 6250 ppm - 3125 ppm- 1562 ppm - 780 ppm - 390 ppm
- 195 ppm - 97 ppm olacak sekilde tiipler ayarlanmistir. Bir saat sonra
tiiplerden standard 6ze kullanilarak alinan 6rnekler kanl agar besiye-
rine (Germany - Becton Dickinson) ekilmis ve 37°C’ de 24 saat inkii-
basyon sonrasinda yapilan degerlendirmede gozle tireme goriilmeyen
en diisiik nanopartikiil ozon soliisyonunun konsantrasyonu MiK olarak
kabul edilmigtir. Calismada pozitif kontrol i¢in E. coli (ATCC 25922)
slispansiyonu ve negatif kontrol i¢in de bakteri siispansiyonu icermeyen
nanopartikiil lipozom soliisyonu kullanilmistir.

Minimal inhibitér konsantrasyon degeri belirlendikten sonra, MiK alti
ve lizerine yakin konsantrasyonlarda hazirlanmis nanopartikiil ozon
solisyonunun {izerine 0.5 McFarland’a ayarlanmus S. aureus (ATCC
25923) ve E. coli (ATCC 25922) siispansiyonlari eklenerek, son konsant-
rasyonlar1 2000 ppm -1750 ppm - 1500 ppm-1250 ppm -1000 ppm -750
ppm - 500 ppm olacak sekilde tiipler ayarlanmistir. Bu karisimlardan
2.dk-10.dk-30.dk-1. saat-2. saat-3. saat- 4.saat - 5.saat-6.saatte Grnek
alinmig, alinan 6rneklerin kanl agar besiyerine (Germany- Becton Di-
ckinson) ekimleri yapilarak 37°C’ de inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkii-
basyonun ardindan plaklar iireme agisindan incelenmis ve tiremenin
olmadig: plaklar, {iremenin inhibisyonunun gergeklestigi deger olarak
kayit altina alinmigtir.

Standard kararlilik testi i¢in, yapilan testlerin sonucunda etkinligin sap-
tandig1 konsantrasyonda ozon soliisyonu hazirlanarak ASTM F 1980
standardina gore, bir yillik stabilite kargilig1 olarak 37 giin ve 55 °C’ de
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, nanopartikiil ozon soliisyonu yine
0.5 McFarland’a ayarlanmis S. aureus (ATCC 25923) ve E. coli (ATCC
25922) suslarinin siispansiyonlar: eklenerek, 2.dk-10.dk-30.dk-1.saat-2.
saat-3.saat-4.saat-5.saat-6.saat bekleme siirelerinin sonunda 6rnek ali-
narak, kanli agar besiyerlerine (Germany- Becton Dickinson) ekim ya-
pilmig, 24 saatlik 37 °Cde inkiibasyona birakilmis ve siirenin sonunda
tireme olup olmadig1 degerlendirilmistir. Daha 6nceden etkinligin sap-
tandig1 konsantrasyonda ve belirlenen temas siiresinde soliisyonun
etkin olmasi kararlilik olarak yorumlanmustir.

Nanopartikiiler ozon soliisyonunun MiK’i, CLSI M07-A10 standard test
yontemi temas siiresi modifiye edilerek S. aureus (ATCC 25923) ve E.
coli (ATCC 25922) suslari i¢in 1.562 ppm olarak saptanmis ve degerlen-
dirme Tablo 1'de sunulmustur.

Nanopartikiil ozon soliisyonunun zamana bagli etkisinin belirlenmesi
i¢in yapilan ¢alismada, S. aureus (ATCC 25923) ve E. coli (ATCC 25922)
suslarinin, nanopartikiil lipozom soltisyonunun farkli ppm diizeylerinde
ve farkl siirelerdeki etkinligi ile ilgili veriler Tablo 2’ de sunulmustur.
Test sonucunda S. aureus (ATCC 25923) i¢in 1. saatin sonunda 2000 ve
1750 ppm nanopartikiil lipozom soliisyonu konsantrasyonunda etkinli-
gin basladig, test edilen tiim konsantrasyonlarda ise nanopartikiil lipo-
zom soliisyonunun 2. saatten itibaren etkin oldugu saptanmistir. E. coli
(ATCC 25922) susu igin ise, 2000 ppm nanopartikiiler ozon soliisyonu
konsantrasyonunda 10. dakikada; 1750, 1500 ve 1250 ppm nanopartikiil
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Tablo 1. CLSI M07-A10 Yontemine Gore Staphylococcus aureus (ATCC25923) ve Escherichia coli
(ATCC25922)'a Karsi 1 Saat Temas Suresi Sonrasi MiK Degerleri

Numune Adi

Nanopartikil Ozon
Soltisyonu

Tip

10

Sulandi

16

32

64

128

256

512

rma

ppm

50 000

25000

12 500
6260
3125
1562
781
390
195

97

S. aureus

Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme var
Ureme var
Ureme var

Ureme var

Tablo 2. Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC 25922) Bakterilerinin,
Farkli Ppm Duizeylerindeki ve Farkli Stirelerdeki Testleri

Staphylococcus aureus
2.dk

10. dk

30. dk

1. saat

2. saat

3. saat

4. saat

5. saat

6. saat
Escherichia coli
2.dk

10. dk

30. dk

1. saat

2. saat

3. saat

4. saat

5. saat

6. saat

2000 ppm

2000 ppm Nanopartikil Ozon Soliisyonu

1750 ppm

1500 ppm

*20 koloni ile 40 koloni arasindaki tireme azalma kabul edilmistir.

1250 ppm

1000 ppm

750 ppm

E. coli

Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme yok
Ureme var
Ureme var
Ureme var

Ureme var

500 ppm
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Staphylococcus aureus Escherichia coli

Zaman

(ATCC25923) (ATCC25922)
2. dk Ureme Var Ureme var
10. dk Ureme var 1 Koloni
30. dk Ureme var 1 Koloni
1. saat 20 koloni Ureme Yok
2. saat Ureme Yok Ureme Yok
3. saat Ureme Yok Ureme Yok
4. saat Ureme Yok Ureme Yok
5. saat Ureme Yok Ureme Yok
6. saat Ureme Yok Ureme Yok

ozon soliisyonu konsantrasyonunda 30. dakikada; 500 ppm nanoparti-
kiil ozon soliisyonu konsantrasyonu disindaki diger konsantrasyonlarda
1. saatin sonunda ve 500 ppm konsantrasyonda ise 2. saatin sonunda
etkinligin bagladig1 saptanmistir.

Yapilan testlerin sonucunda 1000 ppm diizeylerinde bile nanopartikiil
lipozom soliisyonunun oldukea etkin oldugu gozlenmistir. Bu neden-
le kararlilik testi i¢in 1000 ppm konsantrasyonda nanopartikiil lipozom
soliisyonu test edilmistir. Test edilen soliisyon 37 giin ve 55 °C’ de bek-
letilerek bir yila karsilik gelen standard kararlhilik testi uygulanmuistir. 37
ginlin sonunda nanopartikiil ozon soliisyonunun, S. aureus (ATCC
25923) ve E. coli (ATCC 25922) suglarina 2. dk-10. dk.-30. dk-1. saat-2.
saat-3. saat-4. saat-5. saat-6. saat temas siireleri sonunda saptanan et-
kinligi Tablo 3de sunulmustur. Elde edilen veriler taze nanopartikiil li-
pozom soliisyonu verileri ile uyumludur ve soliisyon etkinlik agisindan
ASTM F 1980 standardina gore bir yilin sonunda halen etkin olarak
bulunmugtur.

Calismamizda, belirlenen MIK degerinin altindaki konsantrasyonlarla
zamana bagl 6ldiirme etkisi yoniinden iiriin incelendiginde, MIK de-
gerinin altindaki ppm diizeylerinde de {iriiniin antibakteriyel etkinlik
gosterdigi gorillmistir.

Sonug olarak, yeni bir tiriin olan nanopartikiil lipozom soliisyonu, bi-
linenin aksine uzun siire kararliligini ve etkinligini kaybetmemektedir.
Ozon gazi kararsiz bir molekiil olmasina ragmen, tibbi bitkisel yaglara
ozel tekniklerle baglandiginda kararli bir yap1 olusturdugu gosterilmis-
tir. Gaz ozonun yarilanma 6mrii 20 dakika gibi kisa bir siire olmasina
ragmen, nanopartikiil lipozom soliisyonunda stabilite en az 1 yil olarak
belirlenmistir. Uzun siire etkinligini devam ettirdigi i¢in nanopartikiil
lipozomlarin farkli dezenfaktanlarin eldesinde ya da ilag sektoriinde
belirli alanlarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ozonun antibakte-
riyel 6zelligi nedeniyle nanopartikiil lipozom soliisyonunun yiizey de-
zenfektani olarak da kullanilmasi mimkiindiir. Nanopartikiil lipozom
soliisyonu, dogal ve yavag salinimli bir @iriin oldugu i¢in, uygun dozlar-
da hazirlanacak soliisyonlarla burun, bogaz, goz ve kulak gibi bolgeler-
deki mukozal membranlarda bir bariyer olusturabilecegi, bu sayede de
bakteri yerlesmesini engelleyebilecegi diigiiniilmektedir (8). Ote yandan
pek ¢ok antibakteriyel triiniin toksik etkisine karsin, nanopartikiil li-
pozomlarin toksik bir etkisinin olmamasi yine 6nemli bir avantaj sag-
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layacaktir. Uriiniin toksik etkiye yol agmadig1, Cukurova Universitesi
Adana Genetik Hastaliklar Tan1 ve Tedavi Merkezi (AGENTEM) tara-
findan 06.11.2020 tarih ve AGTM-17 say1li test raporu ile gosterilmistir.
Nanopartikiil lipozomlarin farkli kombinasyonlari ile aragtirmalarimiz
stirdiiriilmektedir.
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