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OZET

AKCAKESME (Phillyrea latifolia) BITKISININ SIVI AZOT ve SOLVENTLER
TEKNiGi KULLANARAK BiYOLOJIK AKTIiVITESININ BELIRLENMESI

Coskun, Neslihan
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Isa Karaman
BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI
Agustos 2023, xiii + 54 sayfa

Yizyildir pek c¢ok sayida bitki ve ekstraktlar1 hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkilerin hastaliklar1 iyilestirme giicii ve bununla ilgili bilgiler,
kiiltiirler arasinda glinlimiize kadar aktarilmistir. Bitkiler ve ekstraklari, bitkinin tiiriine,
konsantrasyonuna ve bilesenlerine bagli olarak bakterilerde antimikrobiyal etkilere
sahiptirler. Bitki kaynakli ilaglar mikroorganizma kokenli hastaliklarin tedavisinde
biiyilk umut kaynagi olmustur. Arastirmacilar, bitkilerin kimyasal bilesimlerini ortaya
cikarip antimikrobiyal mekanizmasini ¢ozmeye calismaktadirlar. Tibbi bitkilerin bazi
bilesenlerinin antimikrobiyal 6zellikleri ve canli hiicrelerdeki mekanizmasi ile ilgili
calismalar yapilmstir.

Phillyrea latifolia tiiriiniin yetistigi bolgelerde hayvancilik yapan insanlarin
arazideki hayvanlar1 bakteriyel kokenli hastaliklara yakalandiklari bilinmektedir.
Ozellikle kiigiikbas ve biiyiikbas hayvanlarin gozlerinde farkli nedenlerden dolay1 goz
yiizeyinde duman seklinde bir problemin oldugu gozlenmistir. Yetistiriciler bu
problemin Ustesinden; bu bitkinin yaprak o6ziitiinii hayvanin goziine piskiirterek
hayvanin bu problemin iistesinden 24-48 saat gibi bir zaman diliminde geldiklerini ifade
etmektedirler. Bu durum bize bu ¢alismanin gergeklestirilmesinde yol gosterici oldu.

Calismanin amaci, Akgakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin, sivi azot ve
solventler teknigi kullanilarak, bitkinin yapraklarindaki etken maddenin biyolojik
aktivitesinin ve antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesidir. Bunun igin ¢alismamizda,
agar dilisyon, aquaz ekstrakti, disk diflizyon teknikleri ve bitki yapraklarini sivi azot

yontemiyle o6glitme teknigi kullamilmistir. Bitki yapraklarini sivi azot yontemiyle



oglitme tekniginde ki amag; oOgiitillen bitki yapragmin fizyolojik ve morfolojik
degisiklige ugramadan bu yontemle saklanmasidir. Su, kloroform, metanol, etanol ve
aseton coziiciiler kullanilarak ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difuizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in 10 bakteri
(Bacillus cereus ATCC: - , Listeria monocytogenes ATCC:51774, Staphylococcus
aureus ATCC:6538, Streptococcus mutans ATCC:35668, Clostridium perfringens
ATCC: -, Klebsiella aerogenes ATCC:13048, Klebsiella pneumoniae ATCC:700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC:15442, Escherichia coli ATCC:35218, Salmonella
enteritidis ATCC: -) tiirii kullamldi. Mikroorganizmalar, Prof. Dr. Isa KARAMAN
tarafindan Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Biyomiihendislik Béliimiinde olusturulan
kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir.

Disk difiizyon antibiyotik duyarlilik testi ig¢in Erytromycin, Gentomicin,
Streptomycin, Tetracycline, Sulbactam / Cefoperazone, Imipenem, Tetracycline (4)
antibiyotik diskleri kullanilmistir.

Calismamizda bu bitkinin yaprak ekstresinden antibakteriyel bir ekstrenin elde
edilebilecegi ve bu alandaki c¢aligmalara bir katma deger saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Bu Ornekle Akgakesme bitkisinin antibakteriyel etkisi tespit edilip
elde edilen ekstraktin buna Dbenzer hastaliklarda tedavi ig¢in kullanilmasi
hedeflenmektedir. Bu sayede bitkinin, antibakteriyel c¢aligmalarda ilag olarak
kullanilmas1 ve muhtemel dogal kaynaklar olacag diisiiniilmektedir.

Calisma sonucunda Akcakesme bitkisinden solventlerle elde ettigimiz etken
maddenin pozitif kontrollerle yapilan denemelerinde Salmonella enteritidis ATCC: -
bakterisinin disk difiizyonu sonucunda olusan zon ¢apinin Tetracycline antibiyotigi ile
esdeger (11 mm) zon ¢apina sahip oldugu ve yine ayni sekilde Streptococcus mutans
ATCC:35668 bakterisinin disk diflizyonu sonucunda olusan zon ¢apinin Tetracycline
(4) antibiyotigi ile esdeger zon capr (14 mm) verdigi gézlemlenmistir. Calismamizin
sonucuna gore elde edilen verilerin, literatiire katki saglamasiyla yapilacak yeni
calismalara 151k tutacagi diisiiniilse de Deneyde bitkinin etken maddesinin10 bakterinin
8’in de antibakteriyel etkiye rastlanmadi, diger 2 bakteride oldukca az etkili oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akcakesme, Ekstraksiyon, Antibaktireyl Aktivite, Disk Diflizyon



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF PLANT BLACK MAPLE
(Phillyrea latifolia) USING LIQUID NITROGEN AND SOLVENTS TECHNIQUE

Coskun, Neslihan
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE EDUCATION
INSTITUTE
Master of Science, Department of Bioengineering
Thesis Advisor: PROF. Dr. Isa Karaman
BIOENGINEERING DEPARTMENT
August 2023, xiii + 54 pages

Many plants and their extracts have been used in the treatment of diseases
for centuries. The power of plants to heal diseases and information about it have been
transferred between different cultures before today. Plants and their extracts have
antimicrobial effects on bacteria, depending on the type, concentration and components
of the plant. Plant-derived drugs have always been a great source of hope in the
treatment of diseases of microorganism origin. Researchers have also been trying to
unravel the chemical composition of plants and unravel their antimicrobial mechanism.
Studies have been conducted on the antimicrobial properties of some components of
medicinal plants and their mechanisms in living cells.

It is known that people who engage in animal husbandry in areas where
Phillyrea latifolia grow are known to catch diseases of bacterial origin. It has been
observed that there is a problem in the form of smoke on the eye surface due to different
reasons, especially in the eyes of ovine and bovine animals. Breeders overcome this
problem; They state that by spraying the leaf extract of this plant into the eyes of the
animal, they overcome this problem in a period of 24-48 hours. This situation guided us
in the design of this study.

The aim of the study is to examine the biological activity and antimicrobial
activity of the active substance in the leaves of the maple plant (Phillyrea latifolia) using

liquid nitrogen and solvents technique. For this purpose, agar dilution, aqueous extract,
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disc diffusion techniques and grinding of plant leaves with liquid nitrogen method were
used in our study. The purpose of the grinding technique of plant leaves with liquid
nitrogen method; It is the storage of the ground plant leaf with this method without
undergoing physiological and morphological changes. Extractions were made using
water, chloroform, methanol, ethanol and acetone solvents. The antimicrobial activities
of the extracts were determined using the disk diffusion method.

10 bacteria for the determination of antimicrobial activity of plant extracts
(Bacillus cereus ATCC: - , Listeria monocytogenes ATCC:51774, Staphylococcus
aureus ATCC:6538, Streptococcus mutans ATCC:35668, Clostridium perfringens
ATCC: -, Kleb700sitogenes ATCC:130e, Klebsigensie ATCC:130e, Kleb700sie,
ATCC: Kleb700sie, ATCC:130, Kleb seudomonas aeruginosa ATCC:15442,
Escherichia coli ATCC:35218, Salmonella enteritidis ATCC: -) were used.
Microorganisms, Prof. Dr. Provided by Isa KARAMAN from the culture collection
created at the Bioengineering Department of Tokat Gaziosmanpasa University.

Erythromycin, Gentomicin, Streptomycin, Tetracycline, Sulbactam /
Cefoperazone, Imipenem, Tetracycline (4) antibiotic discs were used for the disc
diffusion antibiotic susceptibility test.

In our study, it is thought that an antibacterial extract can be obtained from the
leaf extract of this plant and it can provide an added value to the studies in this field.
With this example, it is aimed to determine the antibacterial effect of the Akcakesme
plant and to use the extract obtained for the treatment of similar diseases. In this way, it
is thought that the plant will be used as a medicine in antibacterial studies and will be
possible natural sources.

As a result of the study, in the trials with positive controls of the active
substance we obtained from the Akcakesme plant with solvents, it was observed that the
zone diameter formed as a result of disk diffusion of Salmonella enteritidis ATCC: -
bacterium had a zone diameter equivalent to Tetracycline antibiotic (11 mm), and in the
same way, it was observed that the diameter of the zone formed by the disk diffusion of
Streptococcus mutans ATCC: 35668 ATCC: 35668 ATCC: 35668 bacterium (14 mm)
was equivalent to Tetracycline (4).

Although it is thought that the data obtained according to the results of our study will

shed light on new studies to be made by contributing to the literature, no antibacterial
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effect was found in 8 of the 10 bacteria of the plant's active substance in the experiment,

and it was determined that it was very less effective in the other 2 bacteria.

Keywords: Akgakesme, Extraction, Antibacterial Activity, Disc Diffusion
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1.GIRIS

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi ¢ok eski donemlere kadar uzanir. Ulkemiz
de dahil olmak {izere tiim diinya iilkelerinde, halk arasinda yiizyillardir tibbi agidan
onemli kabul edilen bitkiler kullanilmaktadir. Diinya Saglik Teskilati (WHO), 91
ulkenin farmakope kitaplar1 ve tibbi bitkiler tizerine yapilan bazi yayinlara dayanarak
gergeklestirdigi bir arastirmada, tedavi amach kullanilan tibbi bitkilerin toplam
miktarinin yaklasik 20.000 oldugunu belirtmektedir. Ancak, bu bitkilerin sadece
500'tiniin tarimsal {iretiminin yapildig1 kaydedilmektedir. Ayrica, farkli amaclarla
kullanilan bitkilerin biiyiik bir kism1 farmakope kitaplarinda yer almamaktadir. Ornegin,
Tirk farmakopesinde kayith bitki sayist yaklasik 140'tir. Oysa Tiirkiye'de tibbi
amagclarla tuketilen bitki sayisi oldukg¢a fazladir ve bazi yayinlarda bu sayinin en az 500
civarinda oldugu belirtilmektedir. (Baytop, 1984; Kirbag ve Zengin, 2006).

Giinliimiizde tiiketiciler gida, saglik, beslenme ve hijyen hakkinda daha ¢ok bilgi
sahibi oldukca geleneksel tip ve antibakteriyel tirlinlere olan ilgilileri artmistir.
Dolayisiyla gelecek yillarda standartlara uygun antibakteriyel iiriin elde etmek i¢in tibbi
bitki liretiminin ve bunlardan elde edilen bitki ekstrelerinin ve bu iiriinleri isleyen sanayi
kollarinin biiytimesi ve artmasi beklenmelidir.

Tibbi bitkiler hastaliklar1 6nlemek, saghigi siirdirmek veya hastaliklar
iyilestirmek igin ilag olarak kullanilan bitkilerdir. Bu amagla tibbi bitkilerden ve bitki
ekstresinden elde edilen antibakteriyel aktiviteleri, cesitli yontemlerle belirlenmeye
baslanmistir.

Literatiirde, cesitli solventler ile elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel
aktivitelerinin oldugu ve bunlarin direk veya mikrokapsillenerek istenen yiizeye
uygulandig1 goriilmektedir.

Antibakteriyel aktivitede mikroorganizma, mikro boyutlu canlilar i¢in kullanilan
genel tanimdir. Mikroorganizmalar zararli olarak bilinse de biyuk bir ¢ogunlugunun
saglik agisindan zarar yoktur. Cevreye de faydasi bulunan canlilardir. Yalnizca %]1°lik
kism1 patojenik ve hastalik yapici 6zellige sahiptir. Hastalik yapict mikroorganizmalarin

yasamsal faaliyetlerinin olumsuz etkilenmesine antimikrobiyal aktivite denilmektedir.



Maddelerin  antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek amaciyla antiviral,
antifungal ve antibakteriyel aktivite arastirmalari gergeklestirilmektedir. Bu
arastirmalarin hedefi, maddenin antimikrobiyal etkinligini tespit etmek i¢in ¢esitli in
vitro yontemler kullanmaktir. Bu yontemler, maddenin antimikrobiyal aktiviteye sahip
olup olmadigmi belirlemenin yani sira, varsa Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) ve mikroorganizma spektrumunu belirlemektedir. Antimikrobiyal aktivite testleri
icinde, amaglara en uygun olan yontemin secilmesi dnemlidir. Bu secimde, maddelerin
sayisi, miktar, ¢Ozlniirliigii ile birlikte kullanilacak mikroorganizmalarin tiiri,
ozellikleri ve yogunlugu etkili olmaktadir. Secgilen yoOntem, sonuclarin giivenilir,
tekrarlanabilir ve en az caba, en kisa siirede ve ekonomik olarak elde edilmesini
saglamalidir.

Antimikrobiyal 6zelliklere sahip bitki bilesenlerinin mikroorganizmalarla etkilesimi
bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Arastirmacilar, dogal bilesiklerin hiicrelerde
dogrudan veya dolayli olarak biyokimyasal siirecleri etkileyerek fizikokimyasal
biitiinliigii bozdugunu belirtmektedir. Ozellikle hidrofobik yapiya sahip olan terpenler,
hiicre duvar ile etkilesime girerek hiicre duvarinin biitlinliigiinii bozmaktadir.
Terpenlerin hidrofobik 6zellikleri, hiicre duvarindaki lipitlerle etkilesime gegerek
lipitlerin bir araya toplanmasina ve zarin gegirgenliginin artmasina yol agmaktadir. Bu
dogal olarak fizikokimyasal yapinin bozulmasina, proton hareketi, elektron akisi ve
tasiniminin aksakliklarina, hiicre i¢eriginin koagiilasyonuna neden olmaktadir. Bir dogal
bilesenin hedef bolgeyi etkilemesi zincirleme reaksiyonlara yol acabilir ve benzer hiicre
hasarina bagka bir bolgede de neden olabilir. Ayrica, antimikrobiyal bilesenlerin hiicre
duvarindaki proteinleri etkiledigi bilinmektedir. (Erdogan, Everest 2013).

Peki, bu durum Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde nasil olmaktadir?
Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler arasindaki hiicre duvar1 yapisindaki farkliliklar
onemli bir konudur. Gram negatif bakteriler, dis membranlariyla hidrofobik bilesiklere
kars1 koruyucu bir bariyer gelistirdigi tespit edilmistir. Gram pozitif bakterilerde ise
sitoplazmik membran ve peptidoglikan tabaka art arda bulunur. Genis bir alana yayilan
teikoik asit iceren peptidoglikan yapi, Gram (+) bakteri hiicre duvarmin 6nemli bir
bilesenidir. Bu bilesen sahip hiicre duvar1 bulunan bakteriler ozmotik lizise ve mekanik
etkilere karsi direnglidir. Gram negatif bakteriler de Gram pozitiflerden farkli olarak

ikincil bir dis membran bulunur. Gram negatif bakterilerde sitoplazmik membran, ince



bir peptidoglikan tabaka ve ardindan bir dis membran bulunur. Peptidoglikan tabakasi
Gram negatif bakterilerde ¢ok ince bir tabakadir, ancak asil farklilik en dis membran
olan lipopolisakkarit (LPS) tabakasinda ortaya c¢ikar. LPS tabakasi, bakterinin
hidrofobisitesini artirir, ozmotik basinca karsi dayamikliligini saglar ve bakterinin
patojenik etkisine katkida bulunur. LPS, porin kanal proteinlerdeki degisikler, hidrofilik
molekiillerin girisini engellerken, asir1 hidrofobik molekiillerin hiicreye girisini
yavaslatir. Son yillarda yapilan arastirmalar, dogal direncin sitoplazmik membranda
bulunan aktif pompa proteinleri tarafindan saglandigin1 ortaya koymustur. Bu
mekanizma Gram negatif bakterilerde yaygin olarak gorulurken, Gram pozitifler de

saptanmistir (Erdogan, Everest 2013).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. BAKTERILER

2.1.1. Gram Pozitif Bakteriler

2.1.1.1. Bacillus cereus (ATCC: -)

Gram pozitif, aerob veya fakiiltatif anaerob bir mikroorganizmadir. Comak
seklinde olup 3-5 pum uzunlugunda ve 1.0-1.2 pm genisligindedir. Ayrica spor
olusturma yetenegine sahiptir. B. cereus endosporlari, bakterinin olumsuz kosullara
kars1 daha dayanikli olmasini saglar ve sentral veya subterminal olarak yerlesmistir. B.
cereus genis bir sicaklik araliginda iireyebilir, ancak optimum {ireme sicakligi 30 °C'dir.
Sporlarin optimum sicaklikta ¢gimlenmesi igin gereken sicaklik 30 °C, minimum sicaklik
-1 °C ve maksimum sicaklik 59 °C' dir. Genel olarak %7.5 tuz iceren ortamlarda
tireyebilir, ancak bazi suslar1 %10 tuz igeren ortamlarda bile iiremeyi siirdiirebilir. B.
cereus, minimum su aktivitesi (aw) degeri 0.91-0.93 olan ortamlarda gelisebilir ve pH
aralig1 4.9-9.3' te biiytiyebilir. Hiicre dis1 olarak enzim ve toksin sentezleme yetenegine
sahiptir. Lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz, fosfolipaz gibi aktivitelere sahiptir ve
nitrat1 indirgeyebilir. Polimiksin ve ampisiline direnglidir. B. cereus sporlari, metabolik
aktivite gostermeden yillarca canliliklarini stirdiirebilir. Spor olusum siiresi yaklasik 6
saat siirer ve sporlar 1siya, kurumaya, toksik kimyasallara, UV ve gama 1sinlara ve
diger ¢evresel kosullara karsi oldukga direnglidir (Yurdakul, Keyvan, Kahraman, Sen,
Bayraktaroglu, 2018).

2.1.1.2. Listeria monocytogenes (ATCC:51774)

Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik, kapsiilsiiz ve sporsuz bir bakteridir. Hiicreler kisa,
yuvarlak ucglu gubuk veya kokobasil seklindedir. 0.5-2.0 pum uzunlugunda olup 0.4-0.5
um enindedir. Genellikle optimum buytime sicakligi 35-37 °C olmakla birlikte, suslar 1-
45 °C gibi genis bir sicaklik araliginda da gelisebilirler (Juntilla ve ark.,1988; Norrung,

B., 2000). Peritrik flagellalariyla 20-25 °C' de 24 saatlik kilturlerde aktif olarak hareket
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eder. 37 °C' de hareketleri yavastir. Halotolerant olarak kabul edilirler ve yuksek NaCl
konsantrasyonlarinda (%10-12) bile ¢ogalabilirler. Minimum su aktivitesi (Aw) 0.92
olarak belirlenmistir (Farber, 1991; Norrung, 2000). L. monocytogenes pH 4.1-9.6
araliginda cogalabilir, ancak optimum pH degerleri 6.0-8.0 arasindadir. Metil Red,
Voges-Proskauer ve katalaz reaksiyonlar1 pozitif, indol, oksidaz ve iire reaksiyonlari ise
negatiftir. Karbonhidratlardan asit olustururlar, ancak gaz tiretmezler (Muller, 1988).

Ayrica, hemolitiktirler ve kanli agarda 3-hemoliz olustururlar (Lee ve ark., 2007).

2.1.1.3. Staphylococcus aureus (ATCC:6538)

Yuvarlak sekilde olan ve Gram pozitif olan bu bakteriler hareketsizdir. Spor
olusturma yetenekleri yoktur. Yaklastk 1 pum c¢apa sahip fakiiltatif anaerobik
bakterilerdir, ancak aerobik kosullarda daha hizli gelisirler. S. aureus igin optimum
tireme sicakligi 30-37 °C' dir ve optimal pH degeri 7-7.5' tir. Bazi suslar1 kapsiil
olusturabilir. Kat1 besiyerinde trettiklerinde, {iziim salkimina benzer kiimeler olusturan
dik iki yiizeyde boliinmeler gerceklesir. Sivi besiyerinde iirettiklerinde ise kisa zincirler
ve diplokoklar olustururlar. Birgok bakteri 60 °C' de 30 dakikada inaktive olurken, S.
aureus bakterileri 1stya direngli niikleazlar {irettikleri i¢in daha dayaniklhidirlar.
Kdltlrleri 4 °C' de ve oda sicakliginda aylarca canliliklarini koruyabilirler. Bu nedenle
toprakta, tozda, esyalarda ve insan ile hayvanlarin agiz, deri ve nazofarinks florasinda
cokca bulunurlar. Staphylococcus'lardan kaynakli deri enfeksiyonlari, insanlarda en sik

karsilasilan Staphylococcus hastaliklaridir (Erecevit, 2007).

2.1.1.4. Streptococcus mutans (ATCC:356689)

1924 yilinda Ingiltere’de doktor J.K Clark tarafindan bir ¢ocuk disindeki ¢iiriik
lezyonundan Streptococcus izole edilmis ve gram boyamada daha oval goziiken bu
streptokoklara mutant anlaminda S. mutans demistir. Kapsamli taksonomik caligmalar
bu organizmalarin, hareketsiz, kapsiilsiiz, katalaz ve oksidaz yantlar1 negatif, gram
pozitif, 0.5-0.75 um c¢apinli kisa ve orta zincirler halinde bulunan, kok seklinde

bakteriler oldugunu gostermistir (Salmanli, 2020).



2.1.1.5. Clostridium perfringens (ATCC: -)

Gram pozitif, spor olusturan, anaerobik, cubuk seklinde bir bakteridir. C.
Perfringens su anda bilinen en hizli bilyliyen organizmalardan birini temsil eder ve en
uygun ortamda 43 °C’ de ve 37 °C’ de 12—17 dakika kiiltiirlendiginde ¢ok kisa bir 812
dakikalik tiretim siiresine sahip oldugu bildirilir. C. perfringens genellikle kati bir
anaerob olarak bilinir; bununla birlikte, bu bakteri oksijen varliginda ve/veya diisiik
konsantrasyonlarda siiperoksit veya hidroksil radikali olusturan bilesiklerin varliginda
da hayatta kalabilir. C. perfringens suslarinin, genellikle toksinler ve antimikrobiyaller
dahil olmak iizere viriilansla iliskili proteinleri kodlayan plazmitleri tasidig

bilinmektedir (Kiu ve Hall, 2018).

2.1.2. Gram Negatifler Bakteriler

2.1.2.1. Klebsiella aerogenes (ATCC:13048)

Gram-negatif ve rod seklinde olan K. aerogenes, suda, havada ve toprakta
yaygin olarak bulunan bir tiirdiir. Ayn1 zamanda, insan ve hayvanlarin gastrointestinal

kanalinda da normal mikrobiyotanin bir eleman1 olarak yer almaktadir (Kiiglikyildirim,

2020).

2.1.2.2. Klebsiella pneumoniae (ATCC:700603)

Bu bakteriler, sporsuz, kisa ve yuvarlak uglu basiller olup hareketsizdirler.
Boyutlan yaklasik 1,2 pm uzunlugunda ve 0.5-0.8 pm genisligindedir. Gram negatif,
kapsilli (polisakkarit yapisinda) ve aerobik veya fakiiltatif anaerobik ozelliklere
sahiplerdir. 37 °C' de ve pH 7' de iyi bir sekilde iirerler. Dogada ¢ok miktarda
bulunurlar, kuru ortama dayaniklidirlar ancak sicakliga karsi hassastirlar. K.
pneumoniae bakterileri oda 1sisinda haftalar boyu ve 4 °C' de aylar boyu canliliklarini
strdurebilirler (Sen, 2011).



2.1.2.3. Pseudomonas aeruginosa (ATCC:15442)

Bu bakteriler, 0,6-2 um boyunda olan Gram (-) basillerdir. Hareket yetenekleri
polar konumlu flagellarlariyla saglanir. Tek tek halde, ¢ift ve kisa zincirler seklinde
bulunabilirler. Bakterinin etrafinda ekstraselliiler polisakkarit yapisinda bir tabaka
bulunur. Fermantasyon yapamazlar, ancak glukozu okside edebilirler. Azami oranda
besin bulunan nemli ortamlarda aerobik olarak Ureyebilirler. Optimum tireme sicakligi
37 °C' dir. Dogada oldukga yaygindirlar ve insan ve hayvan bagirsaklarinda bulunurlar.
Bu mikroorganizma, ¢okca kullanilan bir¢ok antibiyotige karsi direnclidir. Bu direng,
bakteri hiicrelerinde bulunan R plazmitlerindeki genler tarafindan saglanmaktadir

(Hacioglu, 2005; Sen 2011).

2.1.2.4. Escherichia coli (ATCC:35218)

E. coli, 2-6 pm uzunlugunda ve 1-1.5 pum genisliginde diiz basil seklindeki
bakteriler olup Gram negatif 6zellik gosterirler. Bazen hareketli olabilirler. S tipi
koloniler olustururlar, ¢aplar1 1-2 mm arasindadir. Spor olusturma yetenekleri yoktur.
Fakiiltatif anaerobiktirler ve optimal iireme sicakligi 37 °C, optimal pH ise 7-7.2" dir.
Isiya kargt fazla direngli degillerdir. 55 °C' de 1 saat, 60 °C' de 20 dakika kadar
dayanabilirler (Erecevit, 2007). Baz1 boyar maddelere (Malasit yesili, Fiiksin vb.),
dezenfektanlara, safra ve safra tuzlarina, %7 NaCl' e kars1 duyarlidirlar, ancak 1s1ya ve

soguga karsi1 direnclidirler.

2.1.2.5. Salmonella enteritidis (ATCC: -)

Salmonella tirleri, Gram negatif baktariler olup comak seklindedirler. Aerob
(oksijenli) veya fakiiltatif anaerobik ortamlarda gelisebilme yeteneklerine sahiptirler.
Boyutlar1 0,7-1,5 x 2,0-5,0 pm arasinda degisir. Tiirlerinin bircogu fiziksel etkilere
dayaniklilik gosterir. Ancak 54,4 °C' de 1 saat veya 60 °C' de 15 dakika 1sitildiklarinda
dayanikliliklarini yitirirler. Salmonella tlrleri kapstlsiz ve sporsuzdurlar. S. Pullorum
ve S. Gallinarum tiirleri hareketsizken, diger Salmonella tlrleri hareketlidir (Temiz ve
Vazgecer 2005, Ellermeier ve Slauch 2006).
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2.2. EKSTRAKSIYONDA KULLANILAN SOLVENTLER

2.2.1. Etanol

Etil alkol (etanol), ekstraksiyonda kullanilan bir ¢oziiciiniin polarite indeksi 5.2
olarak belirlenmistir. Molekiiliin karbonhidrojen ve karbon-karbon baglar1 apolar
Ozellik gosterirken, oksijen-hidrojen ve karbon-oksijen baglart polar 6zelliktedir. Bu
nedenle etil alkoliin bir ucu polar, diger ucu ise apolar oOzellik tasir. Bu o6zelligi
sayesinde etil alkol, hem polar hem de apolar maddeler icin iyi bir ¢oziicidir. Kimyasal
formili C,HgO veya EtOH (C2HsOH) olarak ifade edilir. Etanoliin kaynama noktasi
ise 78.4 °C' dir (Arslan, 2007).

2.2.2. Metanol

Metanol (metil alkol veya karbinol olarak da bilinir), polar ¢6zici olup
belirlenen polarite indeksi 6.6 tir. CH3;OH formdiliine sahip olan metanol, en basit
yapiya sahip alkol olup saf metanol, 1 atm'de 64.6 °C' de kaynar ve pariltisiz mavimsi
bir alevle yanar. Metanol, organik c¢ozuculerin herhangi birinde her oranda ¢6ziinme
ozelligine sahiptir. Metanoliin ¢cok azi bile canli organizmalar i¢in zehirli bir yapiya

sahiptir. (Anonim, 2012).

2.2.3. Kloroform

Kloroform (triklormetan olarak da bilinir), apolar bir ¢dziicudur ve polarite
indeksi 4.4 olarak belirlenmistir. CHCIz kimyasal formilune sahip olan kloroform,
anestezik (uyusturucu) etkiye sahip bir maddedir. Agir, renksiz bir sivi olup 61 °C' de

kaynar. Ozellikle yaglar1 ¢ok iyi ¢d6zme yetenegi, kloroformun karakteristik 6zelligidir
(Anonim, 2012).

2.2.4. Aseton
Aseton (CH3-CO-CHs),Organik polar bir solvent olan aseton selilozu bir
tirevine ¢evirmeden ¢6zebilen, toksisite ve diger kimyasal riskleri diisiik ¢6zUculer olan

iyonik sividir. Aseton ¢ok diisiik polariteye sahiptir. Ekstraksiyon icin kritik sicakligi
235,1 °C’ dir (Glindogdu,2007).



2.3. BESIiYERLERI

2.3.1. Nutrient Agar (NA)

Bakterilerin uygun kosullarda ¢ogalmasi ve tiremesi igin, 1 litre destile suda 20
gr Nutrient Agar (NA) besiyeri ilave edilip hazirlanmistir. Daha sonra da manyetik
karistiricida 1sitilarak tiimiiyle eriyip bitene dek, 121 °C 1s1 da 15 dakika otoklova

konularak sterilize edilmistir.

2.3.2. Mueller Hinton Agar (Oxoid CM337)

Miieller Hinton Agar, bakteri suslarinin ¢ogaltilmasi, Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ve MBC (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) belirlenmesi i¢in kullanilan
bir besiyeridir. Miieller Hinton Agar'in hazirlanmasi igin 1 litre distile suya 38 gram
eklenmis ve karistirilmistir. Sonra bu karisim 121 °C sicaklikta 15 dakika sreyle
otoklavda steril edilmistir. Ardindan 50 °C' ye kadar sogutulup steril petri kaplarina 4

mm kalinliginda yayilmistir.

2.3.3. Mueller Hinton Broth (Oxoid CM405)

Mueller Hinton Broth, bakteri siispansiyonlarinin ayarlanmast ve MIC
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) belirlenmesi igin kullanilan bir besiyeridir.
Hazirlanmasi i¢in 21 gram Mueller Hinton Broth tozu tartilir ve tizerine 1000 ml distile

su eklenir. Elde edilen karigim 121 °C'de 15 dakika streyle otoklavda steril edilir.

2.4. AKCAKESME BITKISI (Phillyrea latifolia)

Akcakesme (Phillyrea latifolia), Oleaceae familyasinin Phillyrea L. cinsine ait
bir bitki tiradur. Turkiye'de Akcakesme olarak bilinir (Kaya ve Aladag, 2009). Bu bitki
genellikle ¢ali formunda olup, bazen 9 metreye kadar biiyiiyebilen kiigiik agaclardir.
Tomurcuklar ve geng siirgilinler tiiylii bir yapiya sahiptir. Yapraklar1 koyu yesil renkte
olup, yumurtamsi ve cilali bir gériiniime sahiptir. Boyutlar1 1-4 cm uzunlugunda ve 0.5-
2.5 cm genisligindedir. Kenarlar1 disli veya testere disli olabilir ve nadiren tamdir.
Cigekler sarimtirak renkte olup, ta¢ loblar1 iggenimsi ve lob kenarlar silli bir yapiya

sahiptir. Taglarin uzunlugu genellikle 2-2.5 mm' dir. Akgakesme (Phillyrea latifolia)
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genellikle kurakliga dayanikli oldugu morfolojik ve ekofizyolojik 6zellikleri nedeniyle
bilinir (Oppenheimer, 1953; Pignatti, 1982; Gellini vd., 1983; Barka, 2019). Cogunlukla
makilik bolgelerde, kurak alanlarda, yaprak déken Quercus ormanlarinda veya Pinus
brutia yaygin olarak bulunur. Deniz seviyesinden 10-1350 m yiksekliklerde bulunabilir.
Bitki, Ulkemizde Tokat, Aydin, Trabzon, Balikesir, Mugla, Canakkale, Isparta,
Zonguldak, Istanbul, Sakarya, igel, Sinop ve Tekirdag illerinde bulunur. Akcakesme,
¢ok yillik ve herdem yesil bir bitkidir. (Anonim, 2012 b; Akbag, 2013).

Sekil 2.1. Akcakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin yas yaprak kismi

Akdeniz bolgesinin tibbi tarihinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Pieroni ve
Pachaly, 2000; Barka 2019). Akc¢akesmenin yapraklarindan ve meyvelerinden
hazirlanan inflizyonlar kanamayi durdurucu, idrar soktiiriici, agiz {lseri ve

iltihaplanmasinda tedavi edici olarak kullanilir (Diaz vd., 2000, 2001; Barka 2019).
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Urdiin’de akgakesme sarilik hastaliginin tedavisinde kullanilan en etkili tibbi bitkidir
(Janakat ve Al-Merie, 2002; Barka, 2019).

Yapilan ¢alismalara bakildiginda akgakesme bitkisinin yapisinda flavonoid
glikozitlerini lignan ve fenilpropanoidinlerin varligi ortaya ¢ikmistir. Bitkinin
ekstraktlar: incelendiginde quercetin, luteolin, tyrosol, cyanidin ve apigenin igerdigi de
calismalarda tespit edilmistir. Bu sonuclara gore akcakesme bitkisi yaprak ve
meyvelerinin antibakteriyel 6zellik gosterdigi gézlemlenmistir. P.latifiolia (akgcakesme)
bitki yapraklar ile ilgili 6nceki veriler triterpenoid bilesiklerin, flavonoid glikozitlerin,
lignan ve fenilpropanoidin varligint ortaya cikarmistir (Agati, Galardi, Gravano,
Romani ve Tattini, 2002; Uysal, 2020; Akgali, Tunckol, Buharali, 2022). Calismalarda
bitki ekstraktlarindan izole edilen bilesiklerin antibakteriyel 6zellige sahip oldugu
sonucuna varilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek igin

disk diflizyon yontemi ile 6n tarama ¢alismasi yapilmustir.

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Malzemeler:
Bu arastirmada kullanilan Akgakesme bitkisi, Balikesir yoresinden bitkinin taze

yaprak kismi toplanarak temin edilmistir.

3.1.1. Calismada kullanilan bakteri suslari
Antibakteriyel  ¢alisilmalarinda  kullanilan  bakteri  suslar1 ~ Tokat
Gaziosmanpaga iiniversitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Biyomiihendislik
béliimiinde Prof. Dr. isa KARAMAN stok kiiltiiriinden temin edilmistir.
Calisma esnasinda kullanilmakta olan bakteri tiirleri ise;
e Bacillus cereus (ATCC: -)
e Listeria monocytogenes (ATCC:51774)
e Staphylococcus aureus (ATCC:6538)
e Streptococcus mutans (ATCC:35668)
e Clostridium perfringens (ATCC: -)
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o Klebsiella aerogenes (ATCC:13048)

e Kilebsiella pneumoniae (ATCC:700603)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC:15442)
e Escherichia coli (ATCC:35218)

e Salmonella enteritidis (ATCC: -)

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler
e Nutrient Agar Besiyeri (NA)
e Nutrient Broth Besiyeri (NB) (Prof. Dr. isa KARAMAN tarafindan

temin edilmistir)

e Sivi Azot
e FEtanol
e Metanol

e Kiloroform

e Aseton

e OXOID (Blank bos disk)
e Erythromycin

e Gentamicin

e Streptomycin

e Tetracycline(4)

e Sulbactam / cefoperazone
e Imipenem

e Teyracycline

3.1.3 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri
e Hassas terazi
e Inkiibator
e \orteks
e +4 °C Buzdolab1
e Steril kabin

e Distile su
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e Pens

e Falcon tupleri

e Class 2 Steril kabin

e Steril bos antibiyotik diskleri (OXOID)
e Cam, plastik petri kaplar1

e Manyetik karistirict

e Cam beher

e Otoklav cihazi

o Etlv

e Otomatik pipetler (100-1000 ul, 10-100 ul)
e Pipet uglar

e Bekalevi

e Metal 6ze

e Porselen ve metal havan

e Manyetik karistirici

e Erlenmayer

e Santrifij

3.2. Metod

3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi:
Akgakesme bitkisinin antibakteriyel dzelliklerini belirlemek amaciyla Balikesir
yoresinden 1,5-2 kg miktarinda bitkinin yaprak kismi taze olarak toplanmistir.

Ekstraktlar bu yapraklarla hazirlanmistir.

3.2.1.1. Aquaz Ekstrakti
Toplanan Akgakesme bitki drneklerinin yapraklarimin 45,50 g’ lik yas
Oornegi aquaz ekstrakt iglemi uygulanmistir. 45,50 g’ lik yas yapraklar blenderda
cekilmisdir. Cekilip 6giitiilmiis olan yas yapraklar behere konulup tzerine 450 ml distile
su eklenmisdir. Bu karisim manteyik karistiricida igine balik atilarak 100 °C’ de 304

rpm’ de 28 saat ¢alkalanmustir.
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Sekil 3.1. Aquaz ekstrakt yontemi uygulanmis numune 6rnegi (Beher iginde, *45,50 g
blenderda ¢ekilmis yas yaprak ve *450 ml distile su bulunmaktadir)

3.2.1.2. Akgakesme (Phillyrea latifolia) Bitki Yapraklarmmm Sivi Azot
Yontemiyle Ogiitiilmesi

Topladigimiz yas bitki yapraklarindan geriye kalanlarin timii porselen havana
konulmustur. Ayn1 havan igine -196 °C’ de ki siv1 azot yavas yavas dokiiliirken bir
taraftan da ornekler sivi azot varliginda iyice doviilmiistiir. Sivi azotla pargalanip
doviilmiis 6rnek blendera konulup cekilip homojen toz bir yap: haline getirilmistir. lyice
ogitiilmiis olmasina dikkat edilmistir.

Sivi azotla 6glitme yontemini segmemizde ki amag ise biyolojik materyalin canli
olarak dondurulup ultra diisiik 1silarda (- 196 °C’de sivi azot igerisinde) uzun siire
muhafaza edilebilmesidir. Teorik olarak bu diisiik sicakliklarda biitiin metabolik
faaliyetleri minimuma indirip ve genetik yonden bir degisiklik meydana gelmemesi
amaglanmistir. Bu yOntemin amaci; bitki yapragimmm hemen hemen tim metabolik
faaliyetlerinin yavaslamasi ve kontaminasyondan materyalin korunabilmesi temeline

dayanmaktadir.
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Sekil 3.2. Sivi azot kullanarak Akgakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin yapraklarinin

parcalanmasi islemi
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Sekil 3.3. S1v1 azot kullanarak Akgakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin yapraklarinin

parcalanip porselen havanda 6giitiilmesi islemi
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Sekil 3.4. S1v1 azot yontemiyle pargalanmis numune
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Sekil 3.5. S1vi azot yontemiyle par¢alanmis ve 6giitiilmiis numunenin elekten

gecirilmesi
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3.2.1.3. Solventlerle Ekstrakt Hazirlama

Toz haline getirilmis bitkilerin sulu klorofrom,aseton ,metanol ve etanolik
Ozltlerinin ¢ikarilmasi isleminde (Bilen, vd., 22 2016);

200 ml’lik 4 ayr1 beher kabinin herbirine, sivi azotla dgiitilmiis 6rneklerden 20
gr. konulmustur.

1. Beher igerisine 150 ml aseton,

2. Beher icerisine 150 ml metanol,

3. Beher icerisine 150 ml etanol,

4. Beher igerisine 150 ml kloroform konulmustur ve agizlar sikica kapatilmistir.

Her biri ayn1 anda manyetik karistiricida iglerine balik atilarak 100 °C’ de 304
rpm’ de 28 saat calkalanmistir.

1.150 ml Aseton 2.150 ml Metanol

Sekil 3.6. Bitki yapraginin aseton ve metanol solventi ile Muamele edilmesi (Her bir

beher igerisine s1v1 azotla 6giitiilmiis 20 gr’ lik bitki yapragi konulmustur)
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3.150 ml Etanol 4,150 ml Kloroform

Sekil 3.7. Bitki yapraginin aseton ve metanol solventi ile Muamele edilmesi (Her bir

beher igerisine s1v1 azotla 6giitiilmiis 20 gr’ lik bitki yapragi konulmustur)

Akcakesme bitkisinin farkli solventlerle muamelesi sonrasinda elde edilen
ekstraktlar, agizlarma Whatman No. 1 filtre kagidi konulmus 4 ayri erlene
stizdiiriilmustiir. Kagitlarda ki karigimlarin tamaminin erlene siiziilmesi beklenmistir.
Siiziilme islemi tamamlandiktan sonra kagitlar alinmistir. Erlene siiziilen solventli
karigimlar beherlere solvent adlari yazilarak ilgili karisimlarin adinin yazili oldugu

beherlere aktarilmustir.
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Sekil 3.8. Whatman No. 1 filtre kagidindan siizdiiriilmesi islemi
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Sekil 3.9. Whatman No. 1 filtre kagidindan tamamen siizdiiriilmesi ile elde edilen

ekstraktlar
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1. Erlendeki asetonlu numune, aseton yazili olana behere,
2. Erlendeki metanollu numune, metanol yazili olana behere,
3. Erlendeki etanollu numune, etanol yazili olana behere,

4. Erlendeki kloroformlu numune, kloroform yazili olana behere aktarilmistir.

Sekil 3.11. Elde edilen ekstraktlarin muamale edildigi solventlerin adlarmin yazil

oldugu ilgili beherlere aktarilmasi
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Behere dokiilen solventli karisim, solvent ugup i¢indeki maddeler kalana kadar
bekletildi.

Sekil 3.14. Solventlerin tamamen ugmasiyla geriye kalan kuru ve toz haldeki bitki
ekstresi
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AKCAKESME (Phillyrea latifolia) BITKiISINDEN ELDE EDILEN
EKSTRELERIN ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ
BELIRLENMESINDE AGAR DILUSYON VE DiSK DIFUZYON
YONTEMI

Solventlerle ekstraksiyon isleminin bekleme suresinde, aquaz ekstrakti yontemi
uyguladigimiz diger 6rnek ile agar diliisyon yapilmistir.

Bitkinin antibakteriyel Ozelliklerini belirlemek icin iki farkli yontem
kullanilmistir: kantitatif ve kalitatif yontemler. Kantitatif yontem olarak sivi besiyerinde
dilisyon yontemi kullanilmistir. Kalitatif yontem ise disk difiizyon yontemi olarak
adlandirilan  bir yontemdir. Bu tekniklerle bitkinin antibakteriyel ozellikleri

degerlendirilmistir.

4.1. Agar Diliisyon Yontemi (18+2 Kurali)

Agar diliisyon testi, bakteriyel biiyiimeyi engelleyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonunu (MIC) belirlemek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde,
geometrik bir artigla (genellikle iki kat artigla) antibiyotik konsantrasyonlar1 agar
besiyerine eklenir. Ardindan belirli sayida (genellikle 104) bakteri inokiile edilir. Bu
sekilde hazirlanan besiyerleri tizerinde bakteriyel bliyume gozlenir. Agar dillisyon testi,

ayn1 anda birden fazla bakteriye karsi test yapma imkani1 saglar.

1/1 oraninda; 18 ml agar + 4 ml etken madde
1/2 oraninda; 18 ml agar + 2 ml etken madde
1/4 oraninda; 18 ml agar + 1 ml etken madde
1/8 oraninda; 18 ml agar + 0,5 ml etken madde

1/16 oraninda; 18 ml agar + 0,25 ml etken madde

Bu teknik i¢in gerekli olana agarin hazirlanisi;
e LB Broth (Miller)

e Bacto-agar

e 1,5L distile su
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Erlen igerisine 1,5 L distile su, 37,5 g LB, 22,5 g bacto-agar ekleyip igine balik

atip manyetik karistiricida 300 rpm’ de 100 °C* de kaynayincaya kadar ¢alkalanmuistir.

Agar kaynadiktan sonra agzi aliiminyum folyo ile iyice kapatip, otaklava atip, 121 °C

sicaklikta 15-20 dakikada sterilizasyon yapilmustir.

5 adet bos petri kabina sirasiyla;

1. Petriye
10 mI+8 ml agar

4 ml aquaz ekstrakt

(1/1oraninda etken madde)

2. Petriye (1/2 oraninda etken madde)

10 ml+8 ml agar

2 ml aquaz ekstrakt

3. Petriye (1/4 oraninda etken madde )

10 ml+8 ml agar

1 ml aquaz ekstrakt

4. Petriye (1/8 oraninda etken madde)

10 ml+8 ml agar

0,5 ml aquaz ekstrakt

5. Petriye (1/16 oraninda etken madde )

10 ml+8 ml agar

0,25 ml aquaz ekstrakt islemi uygulanmistir.

Tablo 4.1. Aquaz ekstrakti ile elde edilen drnekten agar diliisyon teknigi uygulama

tablosu
Agar Diliisyon Teknigi
Diliisyon Orani Agar (ml) Etken Madde (ml)
1/1 18 4
1/2 18 2
1/4 18 1
1/8 18 0,5
1/16 18 0,25

Etken madde+ agar eklenip besiyeri katilasmaya birakilmistir.Hazirlanan

besiyerlerine bakteri ekimi hazir hale getirilmistir.Ekim yapilacak 10 bakterinin her biri
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igin 10 farkli tiip hazirlanmigtir. Bu tlplere 1 ml Broth eklenmis ve her bir bakteri,
McFarland 0.5 seviyesinde bulaniklik olacak sekilde sivi besiyerine inokiile edilmistir.
Broth ve bakteri bulunan tlpler bulaniklik olacak seklide vortexlenmistir.

Deneyde kullanacagimiz 10 bakterinin, Bacillus cereus ATCC: - , Listeria
monocytogenes ATCC:51774, Staphylococcus aureus ATCC:6538, Streptococcus
mutans ATCC:35668, Clostridium perfringens ATCC: -, Klebsiella aerogenes
ATCC:13048, Klebsiella pneumoniae ATCC:700603, Pseudomonas aeruginosa
ATCC:15442, Escherichia coli ATCC:35218, Salmonella enteritidis ATCC: - Prof.
Dr.isa Karaman temin edilmistir, her bir bakteri hazirlanan petrilere (broth+bakteri
dilusyonundan) 100 pL olacak sekilde 1 tur ekilmistir.Her bir bakteri ekimi i¢in ayni
islem 10 tur olacagindan islem sonucunda 50 petri kabimiz olmustur.

Uzerine ekim yapilmis petri kaplar1 36,5 C°* de etiivde 1 gece inklbasyona
birakilmigtir. Daha sonra etiivden ¢ikan petrilerde bakteri tiremesi olup olmadigina

bakilmistir. Sonug tabloda belirtildigi gibidir.

,-. =

Sekil 4.1. Calismada kullandigimiz bakterilerin ekildigi, etken maddeyle hazirlanmis

besiyerleri
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Sekil 4.2. S. aureus bakterisinin belirli oranlarda dilue edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.3. S. enteritidis bakterisinin belirli oranlarda dilte edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.4. K. pneumoniae bakterisinin belirli oranlarda dilie edilip besiyerine ekilmesi
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Sekil 4.5. K. aerogenes bakterisinin belirli oranlarda diltie edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.6. B. cereus bakterisinin belirli oranlarda diltie edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.7. S. mutans bakterisinin belirli oranlarda diltie edilip besiyerine ekilmesi
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Sekil 4.8. C. perfringens bakterisinin belirli oranlarda diltie edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.9. E. coli bakterisinin belirli oranlarda dilte edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.10. L. monocytogenes bakterisinin belirli oranlarda diltie edilip besiyerine

ekilmesi
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Sekil 4.11. P. aeruginosa bakterisinin belirli oranlarda dilue edilip besiyerine ekilmesi

Sekil 4.12. S. aureus bakteri Gremesi
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Sekil 4.14. S. mutans bakteri Uremesi
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Sekil 4.17. C. perfringens bakteri tiremesi

Sekil 4.18. P. aeruginosa bakteri tiremesi
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Sekil 4.19. K. pneumoniae bakteri tremesi

Tablo 4.2. Agar diliisyon teknigi sonug tablosu

Maddenin Diliisyonlar1 (mg/ml)

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16

+
+
=+

Escherichia coli

Klebsiella aerogenes

Salmonella enteritidis

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

Listeria monocytogenes

Clostridium perfringens

Klebsiella pneumoniae

Streptococcus mutans

[+ ]+
e o o o o e S
4[]+
o e e S
N S S N o T o S

Staphylococcus aureus

(+): Bakteri iremesi var.
(-): Bakteri Gremesi yok.
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4.2. Disk Diflizyon Yontemi

4.2.1. Agar Difuizyon Ydntemi

Agar diflizyon yontemi, mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarhiligini veya
bir ortamdaki antimikrobiyal maddenin varligin1 belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde, test edilecek mikroorganizma uygun agar besiyeri iceren bir
petri kutusuna ekilir. Daha sonra uygun sekilde eklenen antibiyotik besiyerinde
difiizyon yoluyla yayilir. Test mikroorganizmasinin gelisimini  engelleyip
engellemedigi, antibiyotigin difiize oldugu alanda belirlenir. Agar difiizyon yontemi,
mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere karsi duyarliliklarimi kantitatif olarak

6lgen ve MIC degerlerini belirleyen bir yontemdir.

4.2.2. Kagit Disk Agar Diflizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi, hizli lireyen aerob ve fakiiltatif anaerob bakteriler i¢in
pratik ve standartlara uygun bir test olup, hala rutin laboratuvarlarda tercih edilmektedir.
Bu yontem, antibiyotigin inhibisyon etkisini kantitatif olarak dlcer. Testte, antibiyotige
duyarlilik veya direng gosteren bolgeler disk etrafinda goézlenir. Bakterinin o
antibiyotige kars1 direngli oldugunu gosteren sonug, inhibisyonun goriilmedigi
durumdur. Kirby-Bauer Disk Yontemi, antibiyogram i¢in en yaygin olarak kullanilan
diftizyon yontemidir.

"Kirby-Bauer Disk Difiizyon Test Protokolii" adi verilen yaygin bir yontem
kullanilarak mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan bu testte, besiyerine belirli bir
yogunluktaki bakteri yayilir ve antibiyotik emdirilmis diskler besiyeri Uzerine
yerlestirilir. Bir gece boyunca inkiibasyon yapildiktan sonra diskin etrafindaki
inhibisyon zonunun ¢ap1 6lgiiliir ve bakterinin bu antibiyotik maddeye kars1 duyarlilik
duzeyi belirlenir (Hudzicki, 2009; Anonim 2006).

e Bu yontemin prensibi, test materyalinin agar Uzerinde difuzyon yoluyla
yayllmasina ve yayildigi mesafede test mikroorganizmalarini inhibe etme
prensibine dayanir. Test edilecek materyaller, emdirildikleri kagit disklerle
birlikte agar yiizeyine yerlestirilir.

¢ Kirby-Bauer yonteminde, test edilen mikroorganizmanin 6-8 saatlik kultliriinden
(hafif bulanik) Mueller-Hinton besiyerine 0,1-0,2 mL ekim yapilir. Ekilen

mikroorganizma besiyeri ylizeyine steril bir swab yardimiyla yayilir. Agar

35



yuzeyi 5-10 dakika oda sicakliginda kurutulur, degisik antibiyotikleri igeren
diskler farkli konsantrasyonlarda agar ylizeyine yerlestirilir. Sonra, petri kutulari
24-48 saat boyunca inkiibasyona alinir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan
sonra, disklerin g¢evresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari Olgiiliir. Bu
caplar, bir standard zon tablosuyla karsilastirilarak mikroorganizmanin
antibiyotige duyarhlik diizeyi belirlenir.

Disk difuizyon yodntemi, antimikrobiyal madde igeren kagit disklerin, test
edilmesi istenen mikroorganizmadan hazirlanan standart sdspansiyonun
yayilmis oldugu agar plaklarin yiizeyine yerlestirilen bir tekniktir. Boylelikle,
diskte bulunan antimikrobiyal madde besiyerine yayilir ve bakterinin {iremesini
etkiler. Sonug¢ olarak, disk etrafinda bakteri liremeyen dairesel bir inhibisyon
alan1 (zon) olusur. Inhibisyon zonunun ¢ap1, bakterinin duyarliligiyla dogrudan
iligkilidir. Bu alanin capi, farkli antimikrobiyal maddeler icin degisebilen
duyarlilk smir1 degerleriyle karsilastirilir. Inhibisyon alanmin biiyiikliigiine
gore, duyarli, orta veya direngli seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir (Oztiirk,
2009).

Disk difiizyon yontemleri, ilacin doygun diskten agar (Mueller-Hinton) igine
dogru yayilmasi prensibine dayanir. Diskler standart olarak 6 mm c¢apinda
iretilir ve test edilecek ilacin belirli bir miktarini igerir. Petri kabi iizerine 90
mm ¢apinda, etrafinda 6 disk ve orta kismina 1 disk gelecek sekilde yerlestirilir.
Disk difiizyon yontemi kullanilarak, 8 mm veya daha genis inhibisyon zonu
gosteren bitki ekstraktlari test mikroorganizmalarinin McFarland 0.5 bulaniklik
seviyesinde inokule edilmis Mueller-Hinton broth (Oxoid) Uzerine belirli
miktarlarda uygulanarak, iireme olmamis minimum inhibitér konsantrasyonlar
(MIC) tespit edilmeye calisilir (Ferreira et al., 2006; Durmaz, Hulul, Celik,
2018; Ksi, s.2).

Ilag disklerinin agar iizerine uygulanmasi, bakterinin agara ekiminin ardindan 15
dakikadan daha uzun sirmemelidir. Bakteri hilicre kitlesi belirli bir noktaya
ulastiginda, antimikrobiyal maddenin etkisi asilir ve bakteri iiremesi gergeklesir.
Deneyler, optimal sicaklikta (35-37 °C) ve bakterinin Gremesi igin optimal siire
de (16-20 saat) bekletilir (Akyiiz, 2007). Diflize olmus antimikrobiyal

maddenin, ¢ogalan ve inhibe olan bakterilerin ara yiizeyindeki konsantrasyonu
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kritik konsantrasyon olarak adlandirilir ve dillsyon testleriyle belirlenen
MiK'lere yakindir. Uremeyi tespit edilmeyen en diisiik madde konsantrasyonu
MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) olarak kabul edilir.

e Sonuglarm yorumlanmasi: inhibisyon zon ¢aplar1 milimetrik cetvellerle dlgiiliir.
Elde edilen zon caplari daha onceden belirlenen standartlar1 ile karsilastirilir;
duyarli, direngli ve orta duyarli.

e Bu yontemde, dimethyl sulfoxide (DMSO) ile %8'lik konsantrasyonlara sahip
ekstraktlardan 20 pL alinarak 6 mm c¢apli Whatman No: 3 kagit disklerine
emdirilmistir. Diskler oda sicakliginda aseptik kosullarda kurutulup daha sonra
test mikroorganizma konsantrasyonlar1 0.5 McFarland standardina gore
ayarlanmistir. Mueller-Hinton agar (Oxoid) (zerine inokile edildikten sonra,
besiyerinin (zerine yayilmis ve 5 dakika boyunca besiyerin emmesi
beklenmistir. Ardindan, ekstrakt ¢ozeltisi emdirilmis diskler aseptik sartlarda
belirli araliklarla yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak metanol, dimethyl
sulfoxide ve su kullanilirken, pozitif kontrol olarak 10 pg streptomisin
antibiyotik diski kullanilmistir (Ferreira ve ark., 2006; Durmaz, Hulul, Celik,
2018).

4.2.2.1. Antibiyotik Duyarhhk Testi Yaparken Kullamlacak Besiyeri

e Besiyeri steril olmalidir. Besiyerinin pH’ 17.2 -7.4 ve agar kalinlig1 4 mm
olmalidir.

e Besiyeri yiizeyinde s1vi kalintisi, yirtik, catlak vs. olmamalidir.

e Agar/kapak yuzeyinde su damlaciklari olmali, kurumamlidir.

e Torbali plaklarin dayanikliligi +4 °C’ de 2 hafta olup Torbada plaklarin
dayanikliligi ise +4 °C’ de 8-10 haftadir (Meb, s.6)

4.2.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi Yaparken Kullamlacak Antimikrobiyal
Diskler
e Antimikrobiyal diskler kullanmadan 6nce buzdolabinda 8°C veya daha
diisiik sicaklikta veya - 14°C’ nin altinda saklanma, Soguk zincire

uyulmalidir
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Disk kartujlart agilmamis ambalajlarda kullanimdan 1- 2 saat 6nce
buzdolabindan ¢ikarilmali ve agilmadan dnce oda sicakligina gelmelidir.

Bu kartujlar ambalajdan ¢ikarildiktan sonra kapaklari sikica kapatil olmali ve
icinde nem alic1 bulundurarak saklanmalidir.

Antibiyotik diskler, kullanilmadiginda buzdolabinda saklanmali ve mutlaka

Uzerinde yazan son kullanim tarihlerinden dnce tiketilmelidir (Meb, s.6).

4.2.2.3. Koloni Se¢imi

Kolonilerin alinmasi igin steril ekiivyon (koton swab) veya halkali 6ze

kullanilir. Bakteri kolonilerinin alindigi halkali 6ze, iginde Mueller-Hinton Broth

besiyeri bulunan 5 ml’lik tiipilin igine daldirilip, karigsmasi saglanir ve Kkolonilerin

besiyerine iyice karigmasi saglanir. Siispanse olan tiipte ki bulanik, 2-8 saat Ureme
sonunda, 0,5 McFarland Standard: ile eslestirilerek (1,5 x 108 CFU/mI tekabul eden)

standardize edilir. GOziimiizle bulaniklik ayarlamasi yaparken ise hem standardin hem

de slspansiyonun cok iyi karistirildigma dikkat etmeliyiz..Cok iyi karismasi igin

vortexlenir. Bu karisim agarli petrilere inolkulum yapilir (Meb, s.16,17,18)

Steril bir pipetle 100 ml siispansiyon (bakteri+broth karisimi) ¢ekilmistir.
Agarn bir tarafindan baglanip yiizeyin tamamina yayilmasi saglamistir.
Petri kutusu 60 derece dondiiriilerek ayni islem tekrarlanmigtir.Bu yayma
islemi birka¢ kez tekrarlanarak tiim yiizeye yayilmasi saglanmistir.

Agarn yiizeyinin kurumasi i¢in oda sicakliginda 10-15 dakika beklenmistir
(Meb, 5.16,17,18)

4.2.2.4. Antimikrobiyal Disklerin Yerlestirilmesi

Antimikrobiyal diskler oda 1sisina getirilir. Ayn1 gruptaki antibiyotiklerin
etki mekanizmalar1 aynidir. Miimkiin oldugu kadar ¢ok sayida farkli grup
antibiyotik diski ile test yapilir.

Diskler, aralarinda 2- 2,5cm aralik ve plak kenarindan 1,5¢cm uzak olacak
sekilde steril bir pens ya da otomatik disk dagitici ile agarin yiizeyine 5 disk
yerlestirilir,

Uzerlerine hafifce pens ile bastirarak disklerin agarla temasimin tam olmasi
saglanir (Meb, s.19)
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4.2.2.5. inhibisyon Zonlarinin Degerlendirilmesi

e Antibiyotik etkili ise Gremenin olmadig1 bir inhibisyon zonu olusur.

e  GOrundr bir zemin Gzerinde disklerle birlikte inhibisyon zon ¢aplari
milimetrik cetvelle dlguldr.

e Disklerde dahil olacak sekilde verilen zon caplari, her bir disk i¢in ayr1 ayr1
degerlendirilir (Meb, s.20,21)

4.2.2.6. Testin Sonuclarinin Denetlenmesi

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarmin tekrarlanabilir olmasi, yani aym
kosullarda tekrar edildiginde, sonuglar ya ayni ya da birbirine ¢ok yakin olmalidir. Bu
testlerin uygun kosullarda yapilip yapilmadigi, kalite kontrol yani referens suslari
denetlenir. Denetim sonrasi beklenen sonuclar elde edilemez ise antibiyotik duyarlilik

testleri tekrarlanmalidir.

4.2.2.7. Zon Capimin Tanimlanmasi

e Duyarli (Susceptible, S): Enfeksiyonun, onerilen dozda o ilag ile bagarili bir
sekilde tedavi edilebilecegini gosterir.

e Orta Derecede Duyarli (intermediate, I):ilacin normalden yiiksek dozlarinin
kullanildiginda klinik olarak etkili olacagini gosterir.

e Direncli (Resistant, R): Tedavide guvenilir bir etkinlik yoktur.

DIiSK DIFUZYON YONTEMININ UYGULANMASI

Bu yontem “Kirby-Bauer Disk Diflizyon Test Protokoli” ne gore uygulanmustir.

Yontem ile, belirli miktarda ki bakteri, besiyerine yayilmis ve antibiyotik
emdirilmis diskler bu besiyeri {izerine yerlestirmistir. Bir gecelik beklemeden sonra
diskin etrafinda ki inhibisyon zon ¢ap1 6l¢iilmiis ve bakterinin antibiyotik maddeye kars1
duyarhlik diizeyi saptanmustir.

0,5 McFarland standart prosediiriine gore ayarlanan bakteriler Mueller-Hinton
Agar (MHA) ortamina steril edilmis ekivyon ¢ubuk kullanilarak yayma ekim ile
ekilmistir. Ekimden sonra 5 boOlmeye ayirdigimiz ve isaretledigime yaptigimiz

besiyerlerinde ilgili alanlara 6 mm g¢apinda birer bos disk yerlestirilerek 2 ml solventte
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400 mg ¢ozdiiriilmiis ekstrakttan 20 pl emdirilmistir. Boylelikle her 6 mm gapindaki bos
diske 4 mg ekstrakt emdirilmistir. Bu islem her bir bakteriye tek tek uygulanmistir.
Besiyerine ayn1 zamanda, pozitif kontrol icin erytromycin, gentamicin, streptomycin,
tetracyclin(4), sulbactam-cefoperazona, imipenem ve tetracyclin antibiyotik diskleri
yerlestirildi.. Negatif kontrol i¢in bolumlere yerlestirilen bos disklere 20 ul metanol, 20
ul etanol, 20 ul aseton ve 20 ul kloroform emdirilmistir. 36,5 °C’ de 1 ginlik
inkibasyondan sonra disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 Olgiilerek
kaydedilmistir.

Disk diflizyon teknigi masrafi ve zahmeti az ve uygulamasi kolay olmasi
sebebiyle tercih edilmistir. Bu teknikle bir petri kutusunda bakterinin 5-6 antibiyotige
duyarliligin1 ve en etkili olan antibiyotiklerin hangisi oldugunu tespit etmek muimkin
olmustur. (Arda 2000).

*Disk Difuzyon Teknigi; tim ekstraktlar igin iki kez tekrarlanmustir.

4.3.1. Disk Dufizyonda Etken Madde (E.M.)

1. Etanolle muamele edilmis bitkinin kuru 0z0td, bitki ekstresi (Etanol
ekstrakti)

2. Metanolle muamele edilmis bitkinin kuru 6zit(, bitki ekstresi (Metanol
ekstrakti)

3. Asetonle muamele edilmis bitkinin kuru 6z0td, bitki ekstresi (Aseton
ekstrakti)

4. Kloroformle muamele edilmis bitkinin kuru 6zUtd, bitki ekstresi (Kloroform
ekstrakti)

4.3.2. Disk Diflizyonda Cozicu Saf Madde - Negatif Kontrol (N.K.)
1. Saf etanol

2. Saf metanol

3. Saf aseton

4. Saf kloroform

4.3.3. Disk Diflizyonda Pozitif Kontrol (P.K.)

1. Erythromyin
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Gentamicin

Streptomycin

M e

Tetracycline(4)
5. Sulbactam / cefoperazone

Sk

Imipenem

7. Teyracycline

B 14 11

7 13 12

K
5 10 15
t

Sekil 4.20. Disklerin yerlestirilmesi icin petri kaplarinin 5 b6lmeye ayrilmasi
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Sekil 4.21. Bakteri ekilmis petri kaplarinin 5 bolmeye ayrilmasi

Petri Kaplarina Sirasiyla;

Petriye ekilmesi icin her bir bakteriden; tiiplere 2 ml broth ve bakteriden (0.5
Mc Farland bulaniklik standartina uygun olacak seklide) alinip eklenmis, diltisyonlar
hazirlanmistir. Kullanilacak olan 10 bakteri i¢in bu sekilde tiiplere 10 ayri diliisyon
hazirlanmigtir. Her bakteri icin ekilmek Uzere 3 petri kabi kullanilmigtir. Bu 3 petri
kabinin her birine hazirladigimiz bakteri diliisyonlarindan 100’er pl ekilmistir.

Ekimi tamamlanmis petri kaplari, bos disklerin ve antibiyotik disklerin
yerlestirilmesi igin boliimlere ayrilmistir. 10 bakterinin her biri icin kaplar 5 bolmeye
ayrilmistir. Her bir bolmeye yerlestirilen bos disklere sirasiyla 20 pl etken madde
damlatilmistir.Etken madde, tuplere 2 ml saf ¢6ziici ve 6nceden hazirlanmis 0,4 g
solventle muamele edilmis kuru bitki ekstresi konup vortxlenip elde edilmistir. TUplerde
ki etken maddelerde hangi saf ¢oziicliyli kulandiysak, o ¢oziiciiyle elde edilmis bitki

ekstresinin olmasina dikkat edilmistir. Sekil 4.22. de gosterilmistir.
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L 2 ml Kloroform
—0,4 g Etken Madde

—2ml Metanol
—0,4g Etken Madde

L 2ml Etanol
—0,4 g Etken Madde

— 2ml Aseton
—0,4 g Etken Madde

Sekil 4.22. 1. tlpte etanol: 200 mg/ml, 2. tlipte metanol: 200 mg/ml, 3. tupte aseton: 200
mg/ml, 4. tupte kloroform: 200 mg/ml

Sekil 4.23. Bitki ekstresi hangi solventle elde edildiyse o solventin saf haliyle

karisiminin bulundugu tiipler

*Etken Madde: Solventle muamele edilip kurutulmus bitki 6zitii

Bitki hangi solventle muamale edilip kurutulduysa o saf solventin oldugu tiipe etken
madde eklenir.
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10 bakteri her birinin 1. Petri kaplar1 5 bolmeye ayrildi. Her bolmeye yerlestirilen bos
disklere sirastyla 20 ul etken madde ve negatif kontrol icin 20 ul ¢dzlcl saf madde
damlatildi.
¢ 1 nolu kisma Etanolle muamele edilmis bitkinin kuru 6z0tu bitki ekstresi
(Etanol ekstrakt),
e 2 nolu kisma Metanolle muamele edilmis bitkinin kuru 0zUtl bitki
ekstresi (Metanol ekstrakt1),
e 3 nolu kisma Asetonle muamele edilmis bitkinin kuru 6zti bitki ekstresi
(Aseton ekstrakti),
e 4 nolu kisma Kloroformle muamele edilmis bitkinin kuru 6zutl bitki
ekstresi (Kloroform ekstrakti) damlatildi.

e 5 nolu kisma ¢oziicii saf etanol (negatif kontol i¢in) damlatildi.

10 bakteri her birinin 2. Petri kaplart 5 bolmeye ayrildi. 7,8,9 no’lu bolmeye
yerlestirilen bos disklere sirasiyla (negatif kontrol icin) 20 pl ¢oziicii saf madde
damlatildi. 9, 10 no’lu boéliimlere antibiyotikli diskler yerlestirilmistir (pozitif kontrol
icin).

e 6 nolu kisma saf metanol,

e 7 nolu kisma saf aseton,

e 8 nolu kisma saf kloroform damlatildi.

e 9 nolu kisma Erythromyin diski,

¢ 10 nolu kisma Gentamicin diski yerlestirildi.

10 bakteri igin, her birinin 3. Petri kabi1 5 bdlmeye ayrildi. Her bdlmeye farkli
antibiyotik iceren diskler yerlestirilmistir (pozitif kontrol i¢in).

e 11 nolu kisma Streptomycin diski,

e 12 nolu kisma Tetracycline(4) diski,

e 13.nolu kisma Sulbactam / cefoperazone diski,

e 14 nolu kisma Imipenem diski,

e 15 nolu kisma Teyracycline diski yerlestirildi.
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Sekil 4.24. OXOID Blank (bos) disklerin ve antibiyotik disklerin boliimlere

yerlestirilmesi

Sekil 4.25. Bakteri ekilmis petrilerde ki bos disklere bitki esktresenin emdirilmesi
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Sekil 4.26. Bakteri ekilmis petrilere yerlestirilen disklere etken maddelerin emdirilmesi

Sekil 4.27. Bakteri ekilmis petri kaplarinda ki disklerde zon olusumu
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Tablo 4.3. Etken Maddenin Gram (+) ve Gram (-) bakteriler iizerinde olustururdugu

zon gaplari

Antimikrobiyal Madde

BAKTERILER E.M.No: 1 E.M.No: 2 | EIM.No: 3 | E.M.No: 4
Escherichia coli NE 8 NE NE
Klebsiella aerogenes NE NE NE NE
Salmonella enteritidis 13 10 11 NE
Bacillus cereus 11 9 NE NE
Pseudomonas aeruginosa NE NE NE NE
Listeria monocytogenes NE NE NE NE
Clostridium perfringens 10 10 8 NE
Klebsiella pneumoniae NE NE NE NE
Streptococcus mutans 10 14 8 NE
Staphylococcus aureus 11 NE NE NE
NE (No Effect) : Zon
olusmadi
Tablo 4.4. Calismada
kullanilan ektraksiyon
cozeltilerin (negatif
kontrollerin) inhibisyon
caplart

Antimikrobiyal Madde

BAKTERILER N.K.No: 1 N.K.No: 2 | N.K.No: 3 | N.K.No: 4
Escherichia coli NE NE NE NE
Klebsiella aerogenes NE NE NE NE
Salmonella enteritidis NE NE NE NE
Bacillus cereus NE NE NE NE
Pseudomonas aeruginosa NE NE NE NE
Listeria monocytogenes NE NE NE NE
Clostridium perfringens NE NE NE NE
Klebsiella pneumoniae NE NE NE NE
Streptococcus mutans NE NE NE NE
Staphylococcus aureus NE NE NE NE

*NE (No Effect): Zon olusmada.
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Tablo 4.5. Calismada kullanilan pozitif kontrollerin inhibisyon ¢aplari

Antimikrobiyal Madde
BAKTERILER PK. PK. | PK. | PK. | PK. | PK | PK.
E CN S | TE@) | CES | IPM | TE
Escherichia coli 30 25 25 19 20 30 20
Klebsiella aerogenes 27 20 20 15 19 24 22
Salmonella 23 20 15 17 23 | 32 11
enteritidis
Bacillus cereus 35 30 15 13 NE NE 15
Pseudomonas 31 27 25 12 15 21 15
aeruginosa
Listeria 36 27 25 12 15 21 15
monocytogenes
Clostridium 35 27 16 15 16 22 13
perfringens
Klebsiella 40 25 30 15 22 25 | 15
pneumoniae
Streptococcus 24 20 13 14 | 15 | 25 | 15
mutans
Staphylococcus 35 22 NE | 16 | 22 | 32 | 26
aureus

NE (No Effect): Zon olusmadi.
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5. TARTISMA

Ulkemizde dogal olarak yetisen yaklasik 9,000 bitki tiiriiniin oldugu ve bu
bitkilerin kimyasal icerikleri ve tibbi etkileri konusunda yetersiz arastirmalarin
bulundugu belirtilmektedir. Diinya Saglik Teskilati (WHO), bir¢ok tilkedeki yayinlara
dayanarak hazirladigi aragtirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam
tiir sayisinin yaklasik 20,000 oldugunu bildirmistir.

Literatirde yer alan g¢alismalarda, akg¢akesme bitkisinin yapisinda flavonoid
glikozitleri, lignan ve fenilpropanoidinlerin bulundugu ortaya konulmustur. Akgakesme
bitkisinden elde edilen ekstraktlarin analizlerinde ise quercetin, luteolin, tyrosol,
cyanidin ve apigenin gibi bilesikler igerdigi yapilan literatiir taramalarindan
anlasilmaktadir. Literatiir taramalarindan elde edilen bilgiler dogrultusunda bu bitkinin
yaprak ve meyvelerin antibakteriyel ozellik gosterdigi ve P.latifiolia (akgakesme)
bitkisinin yapraklarinin, triterpenoid bilesikler, flavonoid glikozitler, lignan ve
fenilpropanoidlerin birlesiminden olustugu gortilmektedir (Agati, Galardi, Gravano,
Romani ve Tattini, 2002; Uysal, 2020).

Bu bilgiler 1s1ginda bu c¢alismada, P.latifiolia (ak¢akesme) bitkisinin
yapraklarindan aquaz ekstrakt yontemi ve sivi azotla &giitme yOnetimiyle (etanol,
metanol, kloroform ve aseton c¢ozeltileri kullanarak) bitkinin ekstraktlari elde edilmistir.
Agar dilusyon ve disk diflizyon yontemleri ile Bacillus cereus ATCC: - , Listeria
monocytogenes ATCC:51774, Staphylococcus aureus ATCC:6538, Streptococcus
mutans ATCC:35668, Clostridium perfringens ATCC: -, Klebsiella aerogenes
ATCC:13048, Klebsiella pneumoniae ATCC:700603, Pseudomonas aeruginosa
ATCC:15442, Escherichia coli ATCC:35218, Salmonella enteritidis  ATCC: -,

bakterilerine karsi antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir.

6. SONUC

Yontemin se¢iminde; maddelerin  sayisi, miktari, ¢Oziiniirliigii ayrica
kullanilacak mikroorganizma cinsi, 6zelligi ve yogunluguna bakilmistir. Sonuglarin
giivenilir ve tekrarlanabilir olmasina ilaveten en az emekle en kisa siirede, en ekonomik

olan yontem tercih edilmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarinin tekrar
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edilebilir olmasina ve aymi kosullarda tekrarlandiginda ise sonuglarin ayni veya
birbirine ¢ok yakin olmasina dikkat edilmistir. Calisma uygun kosullarda yapilmis olup
beklenen sonug ilk testte gozlenmedigi i¢in antibiyotik duyarlilik testi bir kez daha
tekrarlanmigtir.

Calismamizda disk diflizyon yontemi ve broth dilisyon metodu kullanarak
Akcakesme (Phillyrea latifolia) bitkisinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemeye
caligmistir.Bitkinin  ekstraktlar1 kullanilarak yapilan bu caligmanin disk difiizyon
sonuglarina gore; disklerinde dahil oldugu zon ¢aplarinin 6l¢iminden sonra her bir
disk tek tek degerlendirilmistir. Inhibisyon zon c¢aplarmi milimetrik cetvelle 6lciip, elde
edilen zon c¢aplar1 daha Onceden belirlenen standartlart ile karsilastirilmistir.
Bakterilerin Phillyrea latifolia bitkisinin ekstraktlarina karsi duyarli, direngli ve orta
duyarli olup olmadiklar1 gozlenmis, sonug¢ olarak bitkiden elde ettigimiz etken
maddenin  disk difiizyonun pozitif kontrollerle yapilan denemelerde Tetracycline
antibiyotigi ile Salmonella enteritidis ATCC: - bakterinin zon ¢aplarinin (11 mm)
esdeger sonug verdigi gozlemlenmistir. Yine ayn1 seklide bu etken maddenin pozitif
kontrollerle yapilan denemelerinde Tetracycline(4) antibiyotigi ile Streptococcus
mutans ATCC:35668 bakterisinin zon ¢aplarmin (14 mm) esdeger oldugu tespit
edilmistir.

Bacillus cereus ATCC: - , Listeria monocytogenes ATCC:51774,
Staphylococcus aureus ATCC:6538, Clostridium perfringens ATCC: -, Klebsiella
aerogenes  ATCC:13048, Klebsiella pneumoniae ATCC:700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC:15442, Escherichia coli ATCC:35218, bakterilerine kars1 bu etken
maddenin pozitif kontrollerle yapilan denemelerinde ise esdeger sonug goriillmemis olup
beklenen zon capiin olusmadigi ve antibakteriyel aktiviteye sahip olmadigi sonucuna
vartlmistir. Bitkinin etanol, metanol, kloroform ve aseton ekstraktlarinin antibakyeriyel

aktivitesinin zayif oldugu sonucuna varilmis ve MIC degerlerine bakilmamaistir.
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