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BAZI ENDEMIK BiTKILERIN ANTIiBiYOFIiLM AKTIVITESININ
BELIiRLENMESI

0z

Biyofilm, bakterilerin  birlikte yasamalar1 sonucu ortaya g¢ikan Ve
Mikroorganizmalar 1 olumsuz c¢evre kosullarindan koruyan bir organizasyondur. Ilk
baslarda endiistriyel bir sorun goziiyle bakilan biyofilm olusumunun yapilan
aragtirmalar sonucu sadece endiistri alaninda degil birgok saglik sorunu ile de iligkili
oldugu ortaya ¢cikmistir. Biyofilm olusturan bakterilerin antibiyotik tedavileri diger
bakteriyel enfeksiyonlara gore daha zordur. Ozellikle tibbi malzemelerdeki biyofilm
olusumu biyomateryallerin fonksiyonuna etki etmekle birlikte ciddi enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Bitkiler yilizyillardir hem modern tip hem de fitoterapi alaninda
dogal ilag olarak kullanilmaktadir. Ozellikle son zamanlarda kullanilan sentetik
ilaglarin tedavideki etkinliginin azalmasi bilim insanlarmi bitkilerin farmakolojik
etkileri {lizerinde aragtirmalar yapmasina neden olmaktadir. Biyofilmlerin
dezenfektanlara, antibiyotik ve sentetik ilaglara direnci yiiksek oldugundan bitkilerden
elde edilen ekstraklar bilim insanlar1 tarafindan antibiyofilm aktiviteleri iizerine
caligmalara baslamiglardir. Tiirkiye florasinin on {i¢ bine yakin bitki tiiriiniin {i¢ bini
endemik bitkilerden olusmaktadir. Bu ¢alismada Achillea fraasii, Sideritis trojona ve
Galanthus trojona endemik bitkilerinden elde edilen ekstratlarin Bacillus subtilis
DSMZ 1971, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Listeria innocua, Escherichia coli 1214816 suslarinin olusturdugu biyofilme etkisi

calisilmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyofilm, biyofilm, endemik bitki



DETERMINATION OF ANTIBIOFILM ACTIVITY OF SOME ENDEMIC
PLANTS

ABSTRACT

Biofilm is an organization that emerges as a result of the coexistence of bacteria
and protects microorganisms from adverse environmental conditions. Biofilm
formation, which was initially regarded as an industrial problem, has emerged as a
result of researches, not only in industry but also associated with many health
problems. Antibiotic treatment of biofilm-forming bacteria is more difficult than other
bacterial infections. In particular, biofilm formation in medical materials affects the
function of biomaterials and causes serious infections. Plants have been used for
centuries as a natural medicine in both modern medicine and phytotherapy. Especially,
the decrease in the effectiveness of synthetic drugs used recently in the treatment
causes scientists to conduct research on the pharmacological effects of plants. Since
the resistance of biofilms to disinfectants, antibiotics and synthetic drugs is high, the
extracts obtained from plants have started to work on antibiofilm activities by
scientists. Three thousand of the thirteen thousand plant species of the flora of Turkiye
are endemic plants. In this study, the effects of extracts obtained from Achillea fraasii
Sideritis trojana and Galanthus trojona endemic plants were studied on the biofilm
formed by Bacillus subtilis DSMZ 1971, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Listeria innocua, Escherichia coli 1214816 strains.

Keywords: Antibiofilm, biofilm, endemic plant
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BOLUM BIR
GIRIS

Biyofilm, bakterinin iirettigi su bazli polimerik matriks yapisinin canli veya cansiz
ylizeye yapismasiyla olusan hiicre topluluklar1 olarak tanimlanmaktadir. Biyofilmi
olusturan bakteriler, kendileri tarafindan firetilen ekzopolisakkarik matriks i¢ine
gomiilii ve hareketsiz halde bulunurlar. Su ile temas eden biitiin yiizey alanlarinda
biyofilm olusumuna rastlanmaktadir. Evsel su borularinda, endiistride kullanilan
borularda, tibbi cihazlarda ve biyomedikal malzemelerde biyofilm olusumuna
rastlanmaktadir. Biyofilm bakterilere antimikrobiyal diren¢ ve yasamsal avantaj
saglamaktadir. Yiizey alanlarinda olusan biyofilmler ise bakterileri besin kitligi,
kuraklik, dezenfektan, ph degisimleri gibi faktorlerden korumaktadir (Whitchurch vd.,
2002).

Ik basta endiistriyel bir sorun olarak goriilen biyofilm yapisinin, yapilan
arastirmalar sonucunda tedavisi zor enfeksiyonlara neden oldugu gériilmistiir. Kronik
doku hasarlarina neden olan bir¢ok bakteriyel enfeksiyonun en 6énemli faktorlerinden
biri olarak goriilmektedir. Biyofilm olusturan bu yapiyr Mikroorganizmalar diger
Mikroorganizmalar a gore bir¢ok alanda avantaj saglamaktadir. Antibiyotiklere direng
ve bulunduklart konagin bagisiklik sisteminden kacgis biyofilmin mikroorganizmaya

sagladig1 avantajlara ornektir (Giiven, 2015).

Tarih Oncesinden baglayarak giinlimiize kadar biitiin medeniyetler tarafindan
bitkiler sifa kaynagi olarak goriilmiis ve tedavi amaciyla kullamlmistir. Ornegin
Osmanli zamaninda bulunan mesir macunu birgok bitkinin karismasi ile meydana
gelmis ve hekimler tarafindan sifa kaynagi olarak kullanilmigtir (Canli, Yetgin, Akata
ve Altuner, 2016).

Yeryiiziinde 10.000.000’a yakin bitki tiirii mevcuttur. Diinya Saglik Orgiitiiniin
caligmalarina gore 20.000’e yakin bitki tiirliniin fitoterapi amaciyla kullanildig: tespit
edilmistir. Gegmisten gelen kiiltiirel yasamin bir sonucu olarak giintimiizde insanoglu
hastaliklarinin tedavisi igin ilk basta bitkisel droglara basvurmaktadir. Ulkemizde

yaklagik olarak 500 tiiriin tedavi amaciyla kullanildigi bilinmektedir (Bozyel ve



Merdamert-Bozyel, 2020). Giiniimiizde recetelerimizde yer alan aspirin, rezerpin,
kinin gibi ilaglar bitkisel kokenli etki maddelerine sahiptirler (Faydaoglu ve

Stiriictioglu, 2011).

Arkeolojik ¢alismalarda insanoglunun bitkileri gesitli alanlarda farkli amaglar igin
yasamlarinda farkli materyaller halinde kullanildig1 goriilmektedir. Parfiim, baharat,
sabun ve ilag bu alanlardan sadece birkag¢idir. Anadolu topraklarinda bitki droglarinin
kullaniminin ¢ok eski donemlere dayandigi bilinmektedir. Anadoluda hiikiim siirmiis
Hitit medeniyetine ait ilag tabletlerindeki bitki isimleri kanit olarak sunulmaktadir.
Diinyaca iinlii Tiirk bilim insan1 Ibni Sina‘ya ait olan El-Kanun fi't-Tib adl1 eserde
bitkisel kaynakli ilaclarin yer aldigi goriilmektedir. 60 yil Oncesine ait olan Irak
Sanidar Magarasinda bulunan mezarin arkeolojik ¢aligmalarinda peygamber ¢icegi,
giil hatmi, mor siimbiil ve kanarya bitki tiirlerinin kalintilarinin bulunmasi
insanoglunun Olimden sonraki hayatlarinda da bitkileri sifa kaynagi olarak

gormelerinin bir kanitidir (Tozyilmaz, 2019).

Giiniimiizde ise sentetik ilaglarin yan etkilerinin artmasi bilim insanlarinin bitkisel
kokenli ilaglara yonelmesine ve arastirmasina neden oldugu goriilmektedir. Tibbi
oneme sahip bircok bitki tedavi amaciyla ilk etapta kullanilmaktadir. Ornegin {ist
solunumun enfeksiyonunda ebe giimeci (Malva vulgaris), ates diisiiriicti olarak sumak
(Rhus coriaria), eklem ve bel agrisinda mercankosk (Origanum majorona) gibi

bitkilerden elde edilen droglar tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Top, 2018).

Bitkisel droglarin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi ve geleneksel tip alaninda
bitki ekstraktlar: ile ilgili bilgi birikiminin eski donemlere dayanmasi, bitkisel
antibiyofilm ajanlarinin arastirilmasina olanak saglamistir. Ayrica son zamanlarda
bakteriyel enfeksiyonlarin antibiyotiklere direnCinin artmasi ve arastirmalar sonucu
sentetik ilaclarin yan etkilerinin tespiti bilim diinyasinin yeni arastirmalar yapmasina
neden olmaktadir. Yapilan literatiir taramasi bunu dogrulamaktadir. Gida kokenli bir
patojen olan Yersinia enterocolitica gram negatif bakterisine Juniperus communis
(Adi Ardig), Juniperus phoenicea (Finike Ardici) ve Juniperus oxycedrus subsp.

Oxycedrus (Katran Ardig1) bitkilerinden elde edilen ugucu yagilarin antibiyofilm etkisi



gosterdigi tespit edilmistir. Staphylococcus sciuri gram pozitif bakterisinin Pinus
nigra (Kara Cam) bitkisinden elde edilen ugucu yagina, maksimum diizeyde

antibiyobilm etkisi goriilmiistiir (Turgut, 2016).

Morchella angusticeps (Koseligobek Mantar1), Ganoderma lucidum (Reisi
Mantari), Cerioporus squamosus (Pullu Mantar), Trametes versicolor (Hindi kuyrugu
Mantar1) ve Lentinula edodes (Sitaki Mantar1) ile yapilan biyofilm g¢alismasinda
Enterococcus tiirlerinin biyofilmine etki ettigi tespit edilmistir (Karaca, Cihan, Akata
ve Altuner, 2020).

Camelina sativa (Ketengik) bitkisinin Salmonella infantis bakterisinin biyofilmine
yiiksek diizeyde etki gosterdigi tespit edilmistir (Ulgen, 2019). Farkli ardig tiirlerinden
elde edilen ekstraktlarin nozokomial enfeksiyonlarin sebeplerinden biri olan
Pseudomonas aeruginosa bakterisinin biyofilmine inhibisyon etkisi oldugu

goriilmiistiir (Onem, 2016).

1.1 Tiirkiye Florasindaki Bazi Endemik Bitkiler
1.1.1 Achillea fraasii Sch. Bip.

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Sube Magnoliophyta

Alt simf Magnoliidae

Simif Eudicotidae

Takim Asterales

Aile Asteraceae

Cins Achillea

Tiir Achillea fraasii (Civan Percemi)
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Sekil 1.1 Achillea fraasii tiirtiniin tilkemizdeki yayilis alanlari (Arabaci, 2006)

Sekil 1.2 Achillea fraasii tiiriiniin genel (A) ve ¢igek (B) yapisinin fotografi (Arabaci, 2006)

Achillea fraasii (Civan Pergemi) tiiri Astereacea familyasina ait iilkemizde
Kazdaglarinda yayilis gosteren endemik bir tiirdiir. Ttirkiye’de yayilis alan1 Canakkale
ve Kazdaglar cevresidir (Sekil 1.1). Cicek demetinin uzun olmasinin yaninda
yapraklariin yatik, sik, ipeksi ve yiinlii yapida olmasi en belirgin 6zelliklerindendir.

Bitkinin gévde yapist 10-15 cm boylarinda ipeksi ve yiinsii 6zellige sahip, silindirik



ve rizomlu yapidadir(Sekil 1.2). Cigeklenme zamani haziran ve temmuz aylarinda
gerceklesirken bitki, 1500 metrede kalkerli toprak yapisinda yetismektedir. Gaz
sancisi, mide sorunlari, kabizlik, kalp rahatsizligi ve antioksidan etkisi oldugu

bilinmektedir (Yagan, 2018).

1.1.2 Sideritis trojona Bornm.

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Sube Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Alt simf Magnoliidae

Takim Lamiales

Aile Lamiaceae

Cins Sideritis

Tiir Sideritis trojana Bornm. (Sarikiz Cayi)

Lamiaceae familyasina ait olan Sideritis trojana tiirii halk arasinda Sarikiz gay1
olarak bilinen endemik bir tiirdiir. Otsu, ¢ok yillik ve ¢ali formda olan Sideritis
trojana’yr diger tiirlerden ayiran en belirgin 6zelligi koyu sari gicek yapisi ve
yapraklarinda beyaz yiinsii tiiylerin mevcut olmasidir. Kazdaglarinda yayilis gosterir
(Sekil 1.4). Govde yapist beyaz ve ylnli tilylimsii yapidadir. Yapraklarin iki
yilizeyinde bol miktarda salgi tiiyleri ve amaryllis tipi stomalar mevcuttur. Ayrica
yaprak yapisini kisa sapli veya sapsiz sekilde gorebiliriz(Sekil 1.3) . Potasyum agisinda
fakir ve alkali olan topraklarda yetismektedir. Cigek yapis1 govde ekseninde 3-9 adet
cicekten meydana gelen ¢igek kiimesi halindedir. Bitki besin degeri agisindan fakirdir

(Uysal ve Oztiirk, 1991).



Govdesi 20-60 cm kadar ve dallariyla beraber dort kdseli bir yapiya sahiptir.
Temmuz ve Agustos aylarinda ¢igeklenme goriiliir. Habitat alan1 1500-1730 m kayalik
yamaglardir. Halk arasinda bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir. Tibbi agidan sinir

sistemin ve sindirim sistemine etki ettigi bilinmektedir (Atalay, 2014).

Sekil 1.4 Sideritis trojana Bornm Tiirkiye’de dagilisi (URL-1)



1.1.3 Galanthus trojanus A.P. Davis & N. Ozhatay

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Sube Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Alt simf Magnoliidae

Takim Aspargeles

Aile Amaryllidoideae

Cins Galanthus

Tiir Galanthus trojanus (Truva Kardeleni)

Sekil 1.5 Galanthus trojanus genel goriiniisii (Karabacak, Esen ve Giirbiiz, 2019)
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Sekil 1.6 Galanthus trojanus Tiirkiye’de dagilisi (Karabacak, Esen ve Giirbiiz, 2019)

Canakkale, Bursa ve Balikesir illerinin sinirlari i¢inde yayilis gdsteren endemik bir
tirdiir. 1-1,6 cm capinda etrafi kuru, koyu kahve renkli sogan yapist mevcuttur.
Yapraklar karsilikli ya da dis yaprak i¢ yapragi sarmaktadir. Alt yaprak yiizeyi
mumsudur. Ust yaprak kisminda belirgin damar mevcuttur. Yaprak kenar kisimlari
diiz ya da bazen kivrik yapida olabilmektedir. Cimlenme zamani Mart ayidir.
Genellikle 400-600 m egimli kayalik arazilerde yayilis gostermektedir (Yiizbasioglu,
2010).

1.2 Bakteriler

1.2.1 Basillus subtilis DSMZ 1971

Bacillaceae ailesine ait olan Bacillus subtilis gram pozitif bir bakteridir. Cubuk
sekline sahiptir. Aerobik Mikroorganizmalar dir ancak nitrat varliginda anaerobik
olarak yasam ve tiremelerine devam edebilmektedirler. En belirgin 6zelligi oksijenli
ortamda her bir organizmanin endospor olusturabilmesidir. Bacillus subtilis
ekosistemde spor halinde bulunmaktadir. Biiyiime asamasinda cesitli enzimler
tiretmektedir. Urettigi bu enzimlerle ortamdaki diger bakterileri engelleyerek cevreye
ve besin maddelerine hakim olur (Yonsel, 2010).



Bacillus subtilis’in son yillarda tirettigi enzimler deterjan, ilag ve gida alanlarinda
kullanilmaktadir.  Gida  sanayinde, gidalarin  bozulmasina neden olan
Mikroorganizmalarin tiremelerini engelleyen veya dlmelerine neden olan enzimler,
molekiiller iretirler. Bu sayede gida katki maddelerinin iretilmesinde
yararlanilmaktadir. Insanlarda normal sartlarda patojen degildir, lakin bagisiklik

sistemi diistiigiinde patojen hale doniisebilirler (Giines, 2015).

1.2.2 Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesine ait gram negatif bir bakteri tiiridiir. Hiicreleri ¢ubuk
seklindedir. Yasamlarina ve gelisimlerine hem oksijenli hem oksijensiz ortamda
devam edebilirler. Kisacas: fakiiltatif anaerob bakterilerdir. 37°C , tremeleri ve
gelisimleri igin uygundur. Insan bagirsak florasinda patojen 6zelligi olmayan
kommensalizm yasam siiren suslart mevcut oldugu gibi gesitli enfeksiyonlara neden

olan patojen suslarida vardir (Duarte vd., 2007).

Escherichia coli’nin insan viicuduna gida veya kirli sularla alinmasi sonucu ishal,
zehirlenme, enterotoksijenik etki, beyin hasar1 gibi etkilere neden oldugu tespit
edilmistir. Gida sanayisinde Escherichia coli’nin dogrudan ya da dolayli yoldan
bulunmasi durumunda gidanin hijyen kalitesinde eksik oldugu ortaya ¢ikmaktadir
(Bektas, 2014).

1.2.3 Listeria ssp.

Listeriaceae ailesine ait olan gram pozitif bakterilerdir. Spor olusturma ve hareket
yetenegi olmayan, gomak seklinde olan Mikroorganizmalar dir. Aerob veya fakiiltatif
anaerob Ozellik gostermektedirler. Listeria tiirlerinin ¢ogu hem insanda hem
hayvanlarda patojen 6zellik gostermektedir. Sicaklik degisimlerine gore hareketli ve
hareketsiz forma gegebilirler. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanmaktadirlar. Koloni
olusturma yetenekleri mevcuttur. Listeria spp. dogada toprak ve su gibi ortamlarda

bulunurken gidalarda ve gida sanayisinde de mevcuttur (Cotter, Gaban ve Hill, 2000).



1.2.3.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes yiiksek tuzlu ortamlarda yasayabilen, fakiiltatif anaerobik
ve karbonhidratlardan asit olusturabilen bir mikroorganizmadir. 1-45°C’araliginda
gelisme gostermekle beraber optimum gelisme sicakligi 37°C’dir. Listeria cinsleri
arasinda insanda patojen etki gosteren tek tiirdiir. Listeria monocytogenes pHi 4 olan
ortamlarda bile yasamlarimi siirdiirebilmeleri insan midesinden zarar gormedigini
gostermektedir. Bu 6zelliginden dolayi viriilansi agisindan 6nem tagimaktadir (Cotter,

Gaban ve Hill, 2000).

Listeria monocytogenes et, sebze, siit, hayvan ve insan digkilart gibi birgok alanda
yayilis gostermektir. Yapilan arastirmalara gore hazir yiyeceklerde peynir, 1zgara et,
islem gormiis et driinlerinde Listeria monocytogenes teshis edilmistir (Yavuz ve
Korukluoglu, 2010).

1.2.3.2 Listeria innocua

Listeria innocua ¢ubuk seklinde gram pozitif bir bakteridir. Listeria innocua,
tirtiniin Listeria monocytogenes’e gore memelilerde hastalik olusturma olasiliginin

diisiik oldugu tespit edilmistir (Atalan, 2019).

1-45°C’araliginda yasamalarini siirdiirebildikleri i¢cin bu mikroorganizmalarin
buzdolaplarinda gelisim olanagi sagladigi tespit edilmistir. Bu durum gidalardaki
Listeria artisina ve dogal olarak listeriyozun goriilme sikligini arttirdigi tespit

edilmistir (Karaca, 2010).

1.3 Biyofilm

1.3.1 Biyofilmin Tarihgesi

1976 yilinda Marshall bakterilerin degisik ylizeylere yapismasini saglayan ¢ok ince

ekstraselliiler polimer fibrillerden bahsetmistir. Daha sonra 1978 yilina kadar
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biyofilmin varligindan so6z edilmemistir. Ancak 1978 yilinda Costerton ve
arkadaglarinin ortaya attig1 teoriye kadar, biyofilmin Onemi ger¢ek anlamda
anlasilmamistir. Costerton ve arkadaslar1 biyofilmin Mikroorganizmalar a fayda
saglayan, canli ve cansiz yiizeylere tutunarak hayatta kalmalarini kolaylastiran bir

mekanizma oldugu fikrini savunmuslardir. (Altinok, 2018).

Costeron ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada biyofilmin bakteriler
tarafindan olusturulan polisakkarit yapida glikokaliks bir sivinin i¢inde gémiilii olarak
bulundugu ve s6z konusu sivinin anyonik sulu bir teskil ettigi gézlenmistir. Ayni
calismada ekzopolisakkarit yapidaki bu sivinin bakterilere adezyon yetenegini
sagladig1 belirtilirken bakterilerin mikrokoloniler halinde bulundugu tespit edilmistir
(Donlan ve Costerton, 2002).

Bilimsel arastirmalar sonucu biyofilm, canli veya cansiz yiizeylerde bakterilerin
kendi {irettikleri ekzopolisakkarit matriks ig¢inde hareketsiz halde gémiilii halde
bulunan, yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus, birbirlerinden genetik ve protein
yapist olarak tamamen farkli Mikroorganizmalar in olusturdugu yapi olarak
aciklanmistir (Jayaraman ve Wood, 2008).

Her yiizey alaninda bulunan topluluk formundaki Mikroorganizmalar biyofilm
ozelligi gostermemektedir. Biyofilmi olusturan bakteriler planktonik formlardan farkli
bir dig gorliniis gostermektedir. Ama biyofilm olusturmayan mikroorganizma yiizey
alaninda plaktonik form o6zelligi gostermektedir. Plaktonik formdaki bakterilerde
biyofilm olusturan Mikroorganizmalar in geri doniisiimsiiz yiizeye yapisma 6zelligi ve
direng yetenegi gozlenmemektedir. Biyofilm tabakasindan ayrilan Mikroorganizmalar
m plaktonik form &zelliklerine geri donmedikleri ve ayrildiklart topluluklarin
ozelliklerini tasidiklari tespit edilmistir (Davey ve O'toole, 2000).

Donlan (2002) yilinda biyofilm halindeki Mikroorganizmalar in planktonik
formlarindan tistiin 6zelliklerini 4 ana baslik halinde ele alinmistir. Bunlar:
1. Karbon, azot, fosfat gibi besin maddelerini bakteriler icin ekstraselliiler

polisakkarit ¢evrelerinden yogunlastirarak kullanima hazir hale getirir.
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2. Dezenfektan, antimikrobiyal ajanlara, konagin savunma sistemine, proteazlar,
sicaklik gibi kosullara biyofilm olusturan Mikroorganizmalar direng géstermektedir.
3. Biyofilm olusturan mikroorganizmanin olusturdugu tabakali dizilim sayesinde
yiizeyde bulunan Mikroorganizmalarin mekanik koruma yaptigi tespit edilmistir.
Ayrica salgiladiklan katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitorleri i¢ taraftaki
Mikroorganizmalar 1 antimikrobiyallere kars1 korudugu goriilmistiir.

4. Biyofilmden kopan pargalarin planktonik formdaki Mikroorganizmalarin yiizey

alanina tutulmasina nazaran daha kolay tutuldugu kanitlanmistir (Donlan, 2002.)

1.3.2 Biyofilmin Yapisi

Biyofilmin biiyiik bir kismini su olusturmaktadir. Biyofilmin {i¢ boyutlu yapisi
mikroskobik olarak incelendiginde besin ve oksijen tasinmasia yardimci olan Su
kanallar1 ve matriks i¢inde gémiilii olarak bulunan Mikroorganizmalar in olusturdugu
heterojen bir tabaka halinde oldugu goriilmektedir (Fleming ve Winderger, 2010).

Matriksin igerigi ekzopolisakkarittir. Biyofilmlerin ekzopolisakkaritleri fiziksel ve
kimyasal bakimdan farklilik gdstermektedir. Ayrica Mikroorganizmalar in farkli
tirden olmasi ekzopolisakkarit yapisinin yogunluk ve genislik agisinda farklilik
gostenmesine neden olmaktadir. Biyofilmin ana maddesi olan ekzopolisakkarit,
bakteriler tarafindan salgilanir ve yapiyr antimikrobiyal ilaglardan korur.
Ekzopolisakkaritin yapisinda ekstraselliller DNA, lipit, protein ve metal iyonlar
mevcuttur. Ekzopolisakkaritin kimyasal yapisi ise bakterinin biliylime evresi ve
bulunduklar1 c¢evre sartlarina gore degisiklik gostermektedir. Arastirmalar,
ekzopolisakkarit yapinin  bozulmasinin  biyofilmin  olusumunu engelledigini
gostermektedir.(Arar, 2015).

Biyofilmin olugumu igin yilizey, mikroorganizma ve glikokaliks bulunmasi
yeterlidir. Ayrica biyofilm ayni tiir Mikroorganizmalar dan meydana geldigi gibi farkl
tir Mikroorganizmalar m da bir araya gelmesi ile olugmaktadir. Farkli tiir
Mikroorganizmalar dan meydana gelen biyofilmde ayni tiir Mikroorganizmalar n
olusturdugu mikrokolonilere rastlanilmaktadir. Bu mikrokoloniler su kanallari yardim1
ile ayrilmistir. Su kanallarinda devam eden su akis1 besin maddelerinin ve oksijenin

difiizyonunu saglamaktadir (Davey ve O'toole, 2000).
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Biyofilmin mikroskobik goriintlisii su kanallarinin gegtigi mercan kayaliklarina
veya mantar yapisina benzeyen bir gériiniime sahiptir. Mercan kayasi benzeri goriiniim
ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin biyofilmin ekstraselliiler yapisinda
toplanmasi ile meydana gelmektedir. Sonu¢ olarak biyofilm matriks icinde
yasamlarini devam ettiren hiicrelerden olusan; Mikroorganizmalar igin gerekli olan
besin molekiillerini, oksijenleri su kanallar1 ile tasiyan ve belli bir koordinasyon
yetenegi bulunan ¢ok tabakali heterojen bir yapidir. Hiicrelerin matriksler igerisinde
farklr yiikseklikteki kule veya mantar yapilarin icerisinde oldugu tespit edilmistir.
Biyofilm hacmi %15 hiicre, %85 matriksden olusmaktadir (Bothwell, Smith ve
Phillips, 2003).

".dt ';",: i
i

Sekil 1.7 Biyofilmlerin yapisal elementlerini olusturan kule veya mantar benzeri kiimelenmeyi gosteren

mikro kolonilerin sematik goériintimii ( Bothwell, Smith ve Phillips 2003).

Biyofilm yapisinin gelisme potansiyeli, ¢evresindeki besinleri kullanma imkanina,
atiklarin1 uzaklagtirma potansiyeli quorum-sensing maddelerinin salinim miktari, pH,
oksijen perflizyonu, tiremesi ve karbon kaynagi ile yakindan iliskilidir. Bakteriler bir

ylizeye yapistiktan ve biyofilm olusturulduktan sonra hafif durulama islemi ile yapi
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bozulmamaktadir. Biyofilm matriksinin i¢inde kan, kil, camur, minarel gibi hiicresel

olmayan yapilarada rastlanilmaktadir (Nadell, Xavier ve Foster, 2008).

1.3.3 Biyofilmin Olusum Basamaklari

Biyofilm olusum mekanizmasi kompleks bir mekanizmadir ve arastirmalar sonucu
biyofilmin olusumundan bir¢ok genin sorumlu oldugu ortaya ¢ikmisgtir. Bu genlerin
hiicre duvari yapimi, adezyon, quorum-sensing, metabolik aktivite, strese tepkide ve
plazmide baglanmada etkili oldugu ortaya konmustur. Biyofilmin olustugu c¢evrede
meydana gelen degisikliklerin genlerin ekspresyonlarina etki ederek biyofilm
olusumunu hizlandirdig1 tespit edilmistir. Biyofilm olusumunu saglayan gen
materyalleri plazmidler araciligi ile diger bakterilere kolaylikla transfer edilmektedir.
Biyofilm olusumuna etki eden bazi genler biyofilmin olusumunu hizlandirirken
bazilar1 ise yavaslatmaktadir. Biyofilm olusum mekanizmasi (Sekil 1.8) 5 basamakta
gerceklesmektedir (Vuong ve Otto, 2002).

Sekil 1.8 Biyofilm olusumu 5 asamada gergeklesmektedir. 1. Tutunma, 2. Yapisma, 3. Olgunlasma, 4.
Kolonizasyon, 5. Kopma asamalarim1 gostermektedir. Pseudomonas aeruginosa mikrografi

eslestirilerek verilmistir (Monroe, 2007).
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1.3.3.1 Tutunma

Biyofilm tabakasinin ilk olusum asamasi tutunmadir. Bakteriler bir yiizeye
tutunmaktadir. Tutulma eyleminden sonra biyofilm tabakasinin dig goriiniisiiniin
ortaya c¢ikmasma neden olan genler aktif hale gelmektedir. Bakterilerin yiizeye

tutunmalari i¢in yiizeyle temas ettiklerini anlamalar1 gerekmektedir (Arar, 2015).

Tutunma eyleminden sonra bakterilerin biyofilm olusturma islemine ge¢meleri,
‘quorum-sensing’ adi verilen haberlesme sisteminden gelen sinyallere baglhdir.
Quorum-sensing sistemi sayesinde bakterilerin popiilasyon yogunlugu tespit
edilmektedir. Yiizey alanina tutunan her bir bakteri “Ben buradayim” sinyali veren
molekiiller salgilamaktadir. Yiizey alanina tutunan mikroorganizma sayisi arttik¢a
salgilanan bu molekiiliin yogunluguda artar ve biyofilm olusum mekanizmasi
baslatilir. Mikroorganizmalar biyofilm tabakasi igerisinde hiicre i¢i sivilar ve diisiik
molekiil agirligina sahip haberciler ile haberleserek biyofilm tabakasinin olusumunu

hizlandirmaktadirlar (Shrout vd., 2011).

1.3.3.2 Yapisma

Mikroorganizmalar 1n yiizey alan1 ve birbirine tutulmasini saglayan hiicre zarinda
yer alan proteinlerin uyarilmasi sonucu ekzopolisakkarit madde salgilanmaktadir. Bu
sayede ylizeye yapisma artmaktadir. Salgilanan ekzopolisakkarit madde

Mikroorganizmalar 1 kétii cevre kosullarindan korumaktadir (Istar, 2018).

1.3.3.3 Kolonizasyon

Yiizey alana yapisma eylemi gerceklestiren bakteriler, boliiniip geliserek cogalma
meydana getirmektedirler. Cogalan Mikroorganizmalar biyofilmin en kii¢iik yapi tasi
olan mikrokolonileri olusturmaktadir. Bir bakteri yiizey alanina mikrokoloni
olusturduktan sonra diger mikroorganizmalarda ayni alanda mikrokoloni meydana
getirmektedir (Karaca, 2011).
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1.3.3.4 Olgunlasma

Kolonizasyon sonucu mikrokoloniler tiremekte ve farkli yiikseklikte mantar ya da
kuleye benzeyen yapilar meydana getirmektedirler. Farkli yiikseklikteki kuleler
olusturan mikrokoloniler arasinda su kanallar1 olusmaktadir. Olusan su kanallar
mikrokoloniler arasinda besin molekiilleri iletmek ve atik maddeleri uzaklastirmada

gorevli ilkel bir dolagim sistemi gibi gorev yapmaktadir (Akyiiz, 2019).

1.3.3.5 Kopma (4yrima)

Kopma evresi bakteri hiicresinin tek olarak veya kiime halinde biyofilmden
ayrilmasi ile gerceklesir. Ayrilma olayr dis kuvvetlerin etkisi ile olabilecegi gibi
biyofilmden hiicre veya hiicrelerin kopmasi seklinde de meydana gelmektedir (Oztiirk,

Sakarya, Oncii ve Ertugrul, 2008).

EPS {iretimin azalmasi1 ya da durmasi, QS iletisimin durmasi veya besin miktarinin
ortamda azalmasi, enzim yapisinin bozulmasi gibi nedenlerden kaynakli olarak
bakteriler biyofilmden ayrilma evresini gergeklestirmektedir (Baselga, Albizu ve
Amorena, 1994).

1.3.4 Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktirler

Bakteriler hem canli hem de cansiz ortamlarda biyofilm olusturma yetenegine
sahiptirler. Bundan dolay1 biyofilm olusturma yetenegi bakterinin hareketliligi ve
hiicre duvar yapisi gibi 6zelliklere bagli oldugu gibi yiizey alanin yapisi, besin miktari,
iyon yapisi, ortamin pH’1 ve sicaklik gibi dis faktorlerinde etkili oldugu tespit
edilmistir (Pereni, Zhao, Liu ve Abel, 2006).

Mikroorganizmanin yiizey alanma tutunarak biyofilm olusturmast yiizeyin
pirtizliliigiine, hidrofilik 6zelligine, kimyasal yapisina ve elektriksel yiikiine baghdir
(McCarthy ve diger., 2015). Yiizey alanin hidrofobik 6zelligi ile biyofilmin kopma

evresi arasinda pozitif korelasyon mevcuttur (Pereni vd., 2006).
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Yapilan aragtirmalar sonucunda yiizey alaninin pirizliligs, biyofilm olusum
basamaklarindan tutulma evresinden daha ¢ok biyofilmin ayrilmasii zorlastirarak
biyofilm yapisinin olusmasini sagladigi tespit edilmistir (Costerton, Lewandowski,

Caldwell, Korber ve Lappin-Scott, 1995).

Mikroorganizmalarin  bulunduklart ortamin sartlarinin  olumsuzlagsmasi ile
biyofilm olusturma egilimlerinin arttig1 goriilmiistiir. Ornegin Mikroorganizmalarin
standart sartlara gore besin kitligr bulunan ortamda biyofilm olusturma egilimlerinin

daha fazla oldugu tespit edilmistir (Donlan ve Costerton, 2002).

1.3.5 Biyofilm Olugsum Sebepleri

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmaya yonlendiren bazi nedenler mevcut olup

bunlar su sekilde siralanabilir:

1.3.5.1 Savunma

Biyofilm yapisindaki Mikroorganizmalar besin kitligi, pH degisimi, fiziksel gii¢
(kan akim1 vb.), dezenfektan, antibiyotik ve radikallere kars1 planktonik formlarindan
daha direnglidirler. Biyofilm aslinda Mikroorganizmalar i strese karsi verdigi bir
cevap bigimidir. Mikroorganizma mevcut oldugu ¢evredeki risk veya tehlikeyi sahip
oldugu genlerin sinyalleri ile algilaylp savunma amacghh olarak biyofilm
olusturmaktadir. Biyofilm yapisindaki ekzopolisakkarit molekiilii mikroorganizmay1
elektriksel ¢ekim giicii alanlarindan uzaklastirarak savunma  hiicrelerinin

fagositozundan korumaktadir (Costerton, Stewart ve Greenberg, 1999).

1.3.5.2 Adezyon ve Kolonizasyon

Viicudumuzda mikroorganizmalarin yasamalar1 ve lremeleri i¢in gerekli olan
oksijen, besin, 1s1 ve su gibi faktorler agisindan uygun ortam mevcuttur. Viicudumuzun

bazi bolgelerinde Mikroorganizmalar la kommensal bir yagsama miisaade edilmesine

ragmen immin sistemimiz ve Mikroorganizmalar arasinda siirekli bir savas vardir.
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Mikroorganizmalar in yasamlari i¢in uygun ortam olan viicudumuzda gerekli
faktorlerin degismesine ragmen yasamlarmi devam ettirebilmek icin biyofilm
olusturmaktadirlar. Bunun i¢in de ilk olarak viicudumuzun belli bir bolgesinde sabit

kalmasi1 gerekmektedir (Gilmore, Srinivas, Akins, Hatter ve Gilmore, 2003).

Mikroorganizma ylizey proteinleri konagin elastin, fibrinojen, fibronektin gibi
ekstraselliiler matriks proteinlerine yapisarak adezyonu saglamaktadir. Bu etkilesim
mikroorganizmanin adezyonunda biiyiik 6nem tasimaktadir. Adezyon saglandiktan
sonra Mikroorganizmalar bir yandan belli bir popiilasyona ulagsmak i¢in ireme eylemi
gerceklestirirken bir yandan da biyofilm yapimina baslamaktadir. Biyofilm olusumu

mikroorganizmanin yapismasini arttirmaktadir (Akyiiz, 2019).

1.3.5.3 Yasanabilir Cevre Gelistirme

Ortamda bulunan mikroorganizmanin kullanabilecegi glikoz yogunlugunun
ekzopolisakkarit molekiiliiniin gen ifadesini arttirdig1 dolayisiyla biyofilm olusumunu
hizlandirdig1 tespit edilmistir (Ammendolia, Di Rosa, Montanaro, Arciola ve
Baldassarri, 1999).

1.3.5.4 Komiinite Olusturma

Mikroorganizmalar 1n ¢evreye adaptasyonlart biyofilm olusturma sikliklari ile
dogru orantilidir. Cevresel faktorlere verdikleri cevaplarin ayni olmasi ve fenotip
olarak farkli ozellikler gostermeleri biyofilmi olusturan Mikroorganizmalar in
kommensal yasaminin ispati olarak gosterilmektedir (Chénier vd., 2003).

1.3.6 Biyofilm Olusturma Avantajlart

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm yapisi mikroorganizmalara bir

takim avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlardan bazilar:
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1. Biyofilm, degisen ¢evre sartlarmma karsi, 6rnegin; nem, pH gibi kosullara ve
ultraviyole 1g18mnin zararlarina direng saglayarak Mikroorganizmalar 1 korumaktadir
(Post, Stoodley, Hall-Stoodley ve Ehrlich, 2004).

2. Biyofilm olusumu sirasinda mikrokolonilerin ¢evresinde su kanallar1 adi verilen
yapilar olugmaktadir. Bu su kanallar1 sayesinde mikrokoloniler arasinda besin ve
madde aligverisi saglandigi gibi metabolik atiklarin atilmasina da yarar saglar (Akyiiz,
2019).

3. Mikroorganizmalarin biyofilm yapisindaki ekzopolisakkarit maddeye gomiilii
halde bulunmalarindan dolay1 immiin sisteme Mikroorganizmalarin ulagsmasini ve
fagositoz olmalarin1  engellemektedir. Diger taraftan biyofilm olusturan
Mikroorganizmalarin antibiyotiklere planktonik formlarindan daha direngli olmalari

onlara avantaj saglamaktadir (Donlan ve Costerton, 2002).

4. Biyofilm olusturan Mikroorganizmalar, ortama salinan genler sayesinde planktonik
forma gecebildikleri gibi ¢evre kosullarina karsi ayn1 cevabr vermektedirler. Ayrica
yatay gen transferi, Mikroorganizmalarin genetik gesitliligini saglar. Bu sayede ¢oklu
antibiyotik direnci kazanmig Mikroorganizmalar ortaya g¢ikmaktadir (Davey ve
O’toole, 2000).
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BOLUM iKi
YAPILAN CALISMALAR

Bilim insanlar1 son zamanlarda biyofilm tabakasinin yapisi, olusumu ve inhibe
edilmesi ile ilgili aragtirmalarmi arttirmistir. Bitkilerin farmakolojik 6zelliklerin géz
onilinde bulundurularak antibiyofilm g¢alismalar1 bilim diinyasinda hiz kazanmistir.
Bitki ekstraktlarinin antibiyofilm etkileri ile ilgili pek ¢ok bilimsel ¢alismaya 6rnek

mevcuttur.

Balaban (2018), nar atiklarindan farkli ¢oziiciilerle hazirladigi ekstraktlarinin
antibiyofilm etkisini arastirmistir. Yaptigi ¢alismada Enterococcus faecalis susunun
metanol: asit: su ve etanol: asit: su ile hazirladig: ekstraktlarda yiiksek antibiyofilm
etkisi tespit etmistir. Yapilan ¢alismada nar atiklarinin gidanin sanayisinde alternatif

antibiyofilm olarak kullanilabilecegi 6n goriilmiistiir.

Denizli (2021) yaptig1 arastirmada bipiridin ligandi igeren rutenyum bilesiginin
antibiyofilm etkisini arastirmistir. Bu ¢alismada Staphylococcus aureus ATCC 29213

mikroorganizmasi biyofilm tabakasini doza bagli olarak %76 oraninda inhibe etmistir.

Karaca ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan ¢alismada metanolik makrofungus
Oziitlerinin antibiyofilm etkisi arastirtlmistir. Arastirmada Salmonella typhimurium
SL1344 susunun biyofilmine en yiiksek inhibe etkigi Lentinus edodes ve Ganoderma
lucidum funguslarinin ve en diisiik inhibe etkisi ise Lactarius deliciosus fungusundan
elde edilen ekstraktlardan sonug¢ alinmistir. Yapilan ¢alisma sonucu antimikrobiyal
etki gosteren ve tibbi alanda kullanilan makrofunguslarin antibiyofilm etkisi sahip
oldugu ve tibbi alanda biyofilm inhibe edici olarak kullanilabilmesi igin kanit

olusturmustur.

Balc1 (2017), kekik yaglarinin antibiyofilm etkisini arastirmistir. Arastirma
sonunda Thymbra spicata var. intricata tiirii galigilan Streptococcus sanguinis susuna
kars1 yiiksek antibiyofilm etkisi gostermistir. Ayrica bu ¢aligmada Mentha pulegium

ucucu yaginin antibiyofilm etkisinin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir.

20



Giirbiiz (2019), Arbutus andrachne (Sandal Agag1), Jasminum nudiflorum (Sar
Yasemin), Cananga odorata (Asya Agag1), Liquidambar orientalis (Anadolu Sila
Agag1) ve Citrus bergamia (Bergamot) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin
antibiyofilm etkisini arastirmistir. Yapilan ¢alismada Cananga odorata ve Jasminum
nudiflorum bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin antibiyofilm ¢alismasinda en
yiiksek antibiyofilm etkisi tespit edilmistir.. Cananga odorata bitkisinden elde edilen
ucucu yaglar Escherichia coli ATCC 35200 50 g/ml, Escherichia coli ATCC 25922
50 g/ml ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 25 g/ml konsantrasyonlarinda

biyofilmi inhibe etmistir.
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BOLUM UC
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasinda kullanilan malzeme ve cihazlar Dokuz Eyliil Universitesi Fen
FakiiltesiBiyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvar’indan temin edilmis olmakla

birlikte ayn1 laboratuvarda tez ¢alismalart yapilmistir.

Bu caligmada kullanilan malzeme ve cihazlar asagida agiklanmistir.

3.1.1 Test Tiipleri

Borosilikat malzemeden iiretilmis 12x75 mm boyutlarinda ve 15 ml hacime sahip
test tiipleri kullanilmugtir. Test tiipleri stok Mikroorganizmalar in standart miktarini
saglamak i¢in McFarland yontemi uygulanirken kullanilmistir. Test tiipleri

kullanilmadan once sterilize edilmislerdir.

3.1.2 Oze

Bu calismada metal 6ze kullanilmistir. Metal 6ze calismaya baslamadan Once
otoklavda sterilize edilmis ve tez ¢alismasi boyunca yapilan tim islemlerden sonra
elektrikli bekte sterilizasyonu saglanmistir. Metal 6ze McFarland yo6ntemi

uygulanirken kullanilmastir.
3.1.3 Filtre Kagidi
Bu ¢alismada 110 mm ¢apinda Whatman No.1 filtre kagidindan yararlanilmistir.

Filtre kagidi tez ¢alismasinda kullanilan bitki ekstraktlarinin siiziilme islemi sirasinda

kullanilmistir.

22



3.1.4 Enjektor Filtresi

Steril 0,45 um’lik enjektor filtreler kullanilmustir. Enjektor filtreler endemik
bitkilerden hazirlanan su ekstraktlarinin kontaminasyon riskine karsi sterilligini
saglamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.5 Enjektor

Bitki ekstraktinin filtreden gegcirilmesi sirasinda 5 ml’lik steril enjektorler

kullanilmuastir.

3.1.6 Steril Mikropipet Uglart

Otomatik mikropipetlerde kullanilmak tizere 10 pL-100 pL ve 100 pL-1000 pL
pipetlere uygun pipet uglari steril edilip kullanilmistir.

3.1.7 96 Kuyucuklu Mikroplakalar

U tabanli 300 puL hacimli 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir.

3.1.8 Falcon Tiipler

Bitki ekstraktlarin1 saklamak amaciyla diiz tabanli, 30x115 mm g¢apinda, saf

polipropilenden iiretilmis falcon tiipler kullanilmistir.

3.1.9 Otomatik Mikropipetler

Bitki ekstraktlari, besiyerleri ve mikroorganizmalar1 mikroplakalara esit miktarda
koymak igin 10 pl-100 puL ve 100 pL-1000 pL’lik mikropipetler kullanilmustir.
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3.1.10 Cam Siseler

Besiyerinin hazirlanmasinda 500 mL ve 1000 mL hacimli, otoklavlanabilir 6zellige

sahip vida kapakli cam siseler kullanilmustir.

3.1.11 Cam Erlenler

Endemik bitkilerden hazirlanacak olan su bazli ekstaraktlarin ¢alkalanma isleminde

1s1 ve kimyasal dayanikliliga sahip cam erlenler kullanilmistir.
3.1.12 Distile Su

Tez caligmasinda kullanilacak olan endemik bitkilerin ¢oziilmesi, besiyerinin
hazirlanmasi ve kullanilan malzemelerin temizlenmesinde cihazdan elde edilen distile
su kullanilmustir.

3.1.13 Serum Fizyolojik

McFarland islemi siirecinde Mikroorganizmalar 1 standardize etmek amaciyla

%0,9 w/ v serum fizyolojik steril edilip kullanilmistir.

3.1.14 Luria Bertani Broth

Tez ¢alismasinda 96 kuyucuklu mikroplatelerde mikroorganizmanin gogaltilmasi

isleminde besiyeri amactyla kullanilmigtir.

3.1.15 Kristal Viyole

Antibiyofilmin belirlenmesi asamasinda mikroplak kuyucuklarinda meydana gelmis

biyofilm igerisindeki Mikroorganizmalar in boyanmasi amaciyla kullanilmistir.
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3.1.16 Aseton

Biyofilm tabakasini belirlemek i¢in kullanilan kristal viyole boyasinin ¢6ziictisii %99

saflikta aseton kullanilmistir.

3.1.17 Glikoz Monohidrat

Mikroorganizmanin biyofilm olusturmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.18 Parafilm

Inkiibasyon siirecinde hazirlanan mikroplaklarin igerisinde bulunan besiyerinin

kurumamasit amaciyla mikroplaklarin dis yiizeyleri parafilm ile sarilmistir

3.1.19 Etil Alkol

Mikroplakalarda olusan biyofilm tabakasini boyamak amaciyla kullanilan kristal

viyole boyasininin ¢oziiciisti olarak %99’luk saf etil alkol kullanilmustir.

3.1.20 Maske
Mikroorganizmalar la yapilan c¢alismalarda is sagligi ve giivenlik amaciyla

kullanilmistir.

3.1.21 Muayene Eldiveni

Deney siiresince is saglig1 ve giivenligini saglamak ayrica testin kontaminasyonunu

onlemek amaciyla kullanilmagtir.
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3.2 Cihazlar
3.2.1 Biyogiivenlik Kabini

Bakterilerin kullanildig1 antibiyofilm testleri ve McFarland testlerinin iglemlerinin
tamami is saghigi ve giivenligi nedeniyle HEPA filtreli 2. seviye biyogiivenlik
kabininin iginde yapilmuistir.

3.2.2 Otoklav

Mikroorganizmalar i¢in hazirlanan besiyeri ve deneyde kullanilacak malzemeler

steril edilmesi amaciyla 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklava koyulmustur.

3.2.3 Etiiv

96 kuyucuklu mikroplakalara koyulan Mikroorganizmalar biyofilm olusturmalari

i¢in etliv i¢inde inkiibe edilmistir.

3.2.4 Liyofilizator

Endemik bitkilerden hazirlanan su doldurarak kurutmak amaciyla liyofilizator

kullanilmistir.

3.2.5 Mikroplaka Okuyucu

Endemik  bitkilerden elde edilen su ekstraktlarinin  derisimlerinin

Mikroorganizmalar a ve antibiyofilme etkisini analiz etmek i¢in mikroplaka

okuyucusu kullanilmaistir.
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3.2.6 Orbital Calkalayic

Endemik bitkilerden ekstrakt elde etmek amaciyla su bitki karisimi erlenlerde

orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek ¢alkalanmistir.

3.2.7 Hassas Terazi

Test icin hazirlanacak kimyasallarin ve besiyerinin tartiminda kullanilmistir.

3.2.8 Densitometre Cihazi

McFarland 0.5 standartina uygunlugunun tespiti icin mikroorganizma

bulanikliginin dl¢iimiinde densitometre cihazi kullanilmaistir.

3.2.9 Elektronik Bek

Test tiiplerinden mikroplakaya mikroorganizma aktarimi sirasinda test tiiplerinin

steril hale getirmesi i¢in biyogiivenlik kabini i¢inde elektronik bek kullanilmistir.
3.3 Bitki Materyalleri

Bu calismada {i¢ endemik bitki kullanilmistir. Calismada kullanilan bitkiler Dr
Mustafa Eray BOZYEL tarafindan toplanilmis ve teshis edilmistir. Kullanilan

endemik bitkilerin bilimsel adlar1, familyalar1 ve lokasyon bolgesine ait bilgiler Tablo

3.1’te verilmistir.
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Tablo 3.1 Calismada kullanilan endemik bitki bilgileri

Bilimsel Familyasi Halk Toplandig1 | Kullamlan
Ad dilindeki ismi | Yer kisimlari
Achillea Astereacea Cen Kazdaglari Cigek,

fraasii civanper¢imi | Canakkale govde, kok
Sideritis Lamiaceae Kazdagi cayr | Kazdaglari Cigek, gove,
trojona Canakkale kok
Galanthus | Amaryllidoideae | Truva Balaban Cigek,
trojonus kardeleni tepesi yakin1 | govde, kok

3.4 Kullamilan Mikroorganizmalar

Bu tez calismasinda Tablo 3.2. de belirtilen endemik bitkilerin antibiyofilm

aktivitesini belirlemek amaciyla 3 standart sus, 1 gida izole sus ve 1 klinik izole sistemi

ile ¢alisan sus kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Tez ¢alismasinda kullanilan Mikroorganizmalar in 6zellikleri

Mikroorganizma Suslarin Isimleri

Mikroorganizmalarin Gram Tiirleri

ve Sekilleri

Bacillus subtilis DSMZ 1971

Gram pozitif, cubuk

Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif, gubuk

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Gram pozitif, cubuk

Listeria innocua

Gram pozitif, gubuk

Escherichia coli 1214816

Gram negatif, gubuk

ATCC, mikroorganizmanin Amerikan Tiirii Kiiltiir Koleksiyonu oldugu belirtir.

DSMZ, mikroorganizmanin Alman Hiicre Kiltliiri ve

Koleksiyonu oldugunu belirtir.
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Bu c¢alismada kullanilmak amaciyla standart suslar olarak gram pozitif
bakterilerden Bacillus subtilis DSMZ 1971, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
gram negatif bakterisi olarak Escherichia coli ATCC 25922 segilmistir.

Bu ¢alismada kullanmak amaciyla gida izole sus olarak gram pozitif bakteri

Listeria innocua segilmistir.

Bu tez ¢alismasinda gram negatif sus Escheria coli 1214329 kullanilmak tizere

secilmistir.

Tez calismasinda kullanilan Mikroorganizmalar Dokuz Eyliil Universitesi Fen

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvar’indan temin edilmistir.

3.5 Endemik Bitkilerden Etken Madde Ekstraksiyonun Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilacak olan endemik bitkiler toplanip teshis edildikten
sonra kurutma islemi yapilmistir. Kurutulmus endemik bitkiler ¢oziicii etken
maddenin i¢inde daha iyi ¢Oziilmesi i¢in mutfak robotunda parcalama islemi
uygulanmustir. Ornek olarak bitkilerin kurumus halleri ve dgiitiilmiis fotograflar1 Sekil
3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te verilmistir. (Benek, Senturan, Simsek, Canli ve Altuner,
2021).

29



Sekil 3.1 Achillea fraasii 6rneginin kurutulmus goriiniisti ve 6gitiilmus hali (Kisisel Arsiv, 2021)

Sekil 3.2 Sideritis trojona 6rneginin kurutulmus goériinisii ve dgiitiilmiis hali (Kisisel Arsiv, 2021)
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Sekil 3.3 Galanthus trojonus 6rneginin kurutulmus goriiniisii ve 6giitilmis hali (Kisisel Arsiv, 2021)

Deneyler kullanilacak olan endemik bitki 6rnekleri robottan &giitiildiikten sonra
1000 mL hacimli cam erlenlere aktarilip, tizerine 200 mL distile su eklenmistir (Sekil
3.4). Endemik bitki drnekleri ve distile su bulunan cam erlenler orbital ¢alkalayiciya

koyularak 48 saat 60 rpm’de oda sicakliginda ¢alkalamaya birakilmistir (Sekil 3.5)
(Altuner, Canli ve Akata, 2014)
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Sekil 3.5 Orbital calkalayiciya yerlestirilmis bitki ekstraktlar1 ¢alkalama siireci (Kisisel Arsiv, 2021)

Antibiyofilm testinde kullanilacak olan endemik bitki ekstraktlari 48 saat calkalama
isleminden sonra filtre kagidi yardimi ile cam balonlarin igerisine stiziilmistiir (Sekil

3.6). Siziilme islemi tamamlanan ekstraktlar -80 °C bir giin dondurulmaya
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birakilmigtir. Donmus olan bitki ekstraktlar1 liyofilizatér cihazina takilip buz
kristallerini direkt gaz haline gecirerek 6rnegin igerisindeki su uzaklastirilmistir (Sekil
3.7).

Sekil 3.6 Endemik bitki 6rneklerinin siiziilme islemi (Kisisel Arsiv, 2021)

Sekil 3.7 Liyofilizatérden suyun uzaklastirilmas: (Kisisel Arsiv, 2021)
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Liyofilizasyon islemi tamamlandiktan sonra cam balonlarin igindeki su
uzaklastirilmis 6rneklerin hassas terazide dl¢iimleri alinmistir. Bu sayede antibiyofilm
testinde kullanilacak bitki ekstrakti i¢cindeki madde elde edilen sonuglar Tablo 3.3’te

belirtilmistir.

Tablo 3.3. Bitki ekstraktlarinin madde miktar1

Bitki materyali Miktar Madde Miktar:
Galanthus trojanus 15 mL 0,526 g
Achillea fraasii 15 mL 2,583 g
Sideritis trojana 15 mL 0,781 ¢

3.6 Mikroorganizmalar in standardizasyonu

Antibiyofilm testinde kullanilacak Mikroorganizmalar standardizasyonu igin 0,5
McFarland degerinde ayarlanmistir. Calismada kullanilacak olan Mikroorganizmalar
serum fizyolojik ¢ozelti igine 6ze yardimi ile aktarilmis ve densitometre cihazi
kullanilarak bulaniklik 6l¢timi yapilmistir. Farland 0,5 bulaniklik standardizasyonu
saglanir. Cam tiiplerde canli mikroorganizma miktart 1 x 10"7 / 1 x 1078 cfu/mL

arasinda olmaktadir.

3.7 Besiyerlerinin hazirlanmasi ve inokiilasyonu

Mikroorganizmalar in ¢ogalmasi amaciyla Luria Bertani hazirlanmigtir. LB broth
besiyerini hazirlamak igin toz haldeki LB broth’dan 12 gr hassas terazide tartilarak
500 mL’lik cam balona aktarilarak iizerine 300 mL distile su eklenmistir. Hazirlanan
stv1 besiyeri sisesi 121°C’de 1.5 atm basingli otoklava koyularak 15 dakika steril

edilmistir.
Hazirlanan sivi LB broth, alti farkli glikoz konsantrasyonunda besiyeri hazirlamak

i¢in steril edilmis cam tiiplere aktarilarak tizerlerine farkli miktarda (%0, %0,5, %1,

%1,5, %2, %2,5 glikoz) glikoz monohidrat eklenen cam tiiplerdeki sivi besiyerleri
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121°C’de 1.5 atm basingli otoklav cihazinda 15 dakika steril edilmistir. Cam tiiplere
10 mL miktarinda hazirlanan siv1 besiyerlerinde bulunan glikoz konsantrasyonu Tablo

3.4 verilmistir.

Tablo 3.4 LB Borth besiyerinde bulunan glikoz konsantrasyonu

Konsantrasyonu | %0 %0,5 %1 %1,5 %?2 %2,5
miktari

10 ml’de glikoz | O 0,05g [01g¢g 0,15g |0,2g 0,259
monohidrat

miktari

3.8 Etil Alkol — Aseton Karisimi Hazirlama

Mikroplakalarda biyofilmi olusturan Mikroorganizmalar in boyanmasi igin
kullanilan kristal viyole boyasinin miktarinin belirlenmesi amaciyla ¢6ziicii olarak
%30 aseton, %70 etil alkol ¢ozeltisi kullanilmustir. Steril edilmis cam bir siseye 300
mL aseton ve 700 mL etil alkol koyularak aseton-etil alkol ¢6zeltisi hazirlanmigtir
(Benek, 2020).

3.9 Kristal Viyole Boyasi Hazirlanmasi

Mikroplaklarda olusan biyofilm tabakasindaki Mikroorganizmalar in miktarinin
belirlenmesi igin kullanilacak kristal viyole, 100 mL etil alkol i¢ine hassas terazide 0,1
g koyularak hazirlanmistir (Sandasi, Leonard ve Viljoen, 2010).
3.10 Biyofilm Olusum Sartlarinin Belirlenmesi

Bu calismada kullanilacak olan endemik bitkilerin antibiyofilm aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla deneyde kullanilacak olan 5 mikroorganizma igin alt1 farkli

glikoz konsantrasyonunda (%0, %0,5, %1, %1,5, %2, %2,5) sivi LB broth besiyeri

hazirlanmistir. Her sus igin 24 ve 48 saat i¢in inkiibe edilecek 2 mikroplaka yiiklemesi
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yapilmigtir. Mikroplaka yiiklemesinde her bir kuyucuga 100’er mikrolitre farkl
konsantrasyondaki besiyeri konulmustur. Tablo 3.5’teki gibi mikroplaklara besiyeri ve

mikroorganizma yiiklenmistir.

Tablo 3.5 Mikroorganizmalarin biyofilm saptama i¢in yiiklemesi

10

11

12

%0+ | %0+

%0+

%0+ | %0+

%0+ | %0+

%0+

Sus

A | %0+ | %0+
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Sus

Sus

Sus
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Sus
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Sus Sus
%0, | %0,
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%0,

B %0,
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5+
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%0,
5+
Sus

%0,
5+
Sus

%0,
5+
Sus

5+
Sus
%1+

5+
Sus
%1+

Bt 5+
Sus Sus
%1+ | %1+

5+
Sus
%1+

5+
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%1+

5+
Sus
%1+

C %1+
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%1+

sus

%1+

sus

%1+
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%1+

sus

sus

%1,

sus

%1,

sus sus

%1, | %1,

sus

%1,

sus
%1,

sus

%1,

D %1,
5+

sus

%1,
5rr

sus

%1,
5rr

sus

%1,
5+

sus

%1,
5+

sus

5+
sus

%2+

5
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5+
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%2,

Sus
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Sus Sus
%2, | %2
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%2,
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F %2,
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%2,
SR
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%2, | %2
5+ 5+
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%2,
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%0+

5+ | 5+ | 5+

sus sus sus

%0+ | %0+ | %0+

5+
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%0+ | %0

Oats

sus sus
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+ | %0+
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G | %0+

%0+
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%0+
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%0+

sus sus

%0+
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sus sus sus

1, | %1, | %2+
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%2+ | %
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Bt 5
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0, | %1+
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%1+ | %

sus 5+ 5+ sus

S
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sus 5
sus sus

+ 5+

G ve H satirlar1 negatif ve pozitif kontrol olarak kullanilmistir. G satirina pozitif

kontrol olarak kuyucuklara %0 konsantrasyona sahip besiyeri ve mikroorganizma

yiklenmistir. H satirina negatif kontrol olarak her iki kuyucuga farkli glikoz

konsantrasyonuna sahip besiyeri yiiklenerek kontrol saglanmistir. Yiikkleme yapilan

biyofilm plaka drnekleri Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8 Biyofilm olusumunu saptamak i¢in 6rnek mikroplak yiiklenmesi (Kisisel Arsiv, 2021)

Yikleme yapilan mikroplaklar 37°C’de 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra mikroplaklarda olusan 24 saatlik biyofilmleri gozlemlemek igin
mikroplaklarin i¢i dikkatli bir sekilde bosaltilmis ve distile su ile yikanmustir (Sekil
3.9). Yikama isleminde mikroplakalar 45°lik a¢1 ile yavasca daldirilip ¢gikarilmustir.

Sekil 3.9 Yikama islemi yapilan mikroplaka (Kisisel Arsiv, 2021)

Bu islem sonrast mikroplakalar kurumaya birakilmig daha sonra kuruyan

mikroplakalarin her bir kuyucuguna 225 uL kristal viyole ¢ozeltisi konarak 15 dakika
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eklenmistir (Sekil 3.10). Bekleme isleminden sonra kristal viyole ¢6zeltisi dokiilerek

mikroplakalara distile su ile yikama islemi yapilmis ve kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.10 Kristal viyole yiiklenmis mikroplakalar (Kisisel Arsiv, 2021)

Kuruyan mikroplaklara %30 aseton- %70 etil alkol oraninda bulunan ¢6zeltiden
225 uL koyularak 15 dakika bekletilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11 Aseton — Etanol karisiminin mikroplakaya aktarimi (Kisisel Arsiv, 2021)
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Bekleme siiresi sonunda temiz mikroplaklara etil alkol aseton ¢ozeltisi mikropipet
yardimi ile aktarilip mikroplaka okuyucu cihazinda 550 nm’de dlgtimleri alinmustir.

Ayni iglemler 37°C’de 48 saat inkiibe edilen mikroplaklarda uygulanmustir.

Inkiibasyon ve yikama islemi sonunda elde edilen 24 ve 48 saatlerine ait mikroplaka
okuyucu olgtimleri, standart sapma, aritmetik ortalama ve ortancalar1 hesaplanarak
kargilagtirilmistir. 24 ve 48 saatlerine ait tez c¢aligmasinda kullanilan
Mikroorganizmalarin mikroplaka okuyucu dlgiimleri ve istatistiksel verileri Tablo 3.6,
Tablo 3.7, Tablo 3.8, Tablo 3.9, Tablo 3.10, Tablo 3.11, Tablo 3.12, Tablo 3.13, Tablo
3.14, Tablo 3.15, Tablo 3.16, Tablo 3.17, Tablo 3.18, Tablo 3.19, Tablo 3.20, Tablo
3.21, Tablo 3.22, Tablo 3.23, Tablo 3.24 ve Tablo 3.25’te verilmistir.

Tablo 3.6 Escherichia coli 1214329 susunun 24 saatlik mikroplaka okuyucunun 6lgiimleri

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |0,013 0,017 | 0,060 | 0,060 | 0,029 | 0,066 | 0,052 | 0,060 | 0,044 | 0,034 | 0,027 | 0,020

B 0,019 0,020 (0,017 | 0,015 | 0,027 | 0,010 | 0,057 | 0,023 | 0,046 | 0,017 | 0,062 | 0,020

C |0,076 |0,025 | 0,069 | 0,020 | 0,020 | 0,089 | 0,135 | 0,026 | 0,013 | 0,049 | 0,022 | 0,037

D |0,018|0,081 (0,072 | 0,02 | 0,042 | 0,091 | 0,048 | 0,050 | 0,015 | 0,009 | 0,049 | 0,021

E |0,049|0,073|0,029 | 0,08 | 0,052 | 0,044 | 0,047 | 0,054 | 0,062 | 0,028 | 0,074 | 0,014

F |0,068 |0,032 | 0,084 | 0,035 | 0,065 | 0,027 | 0,048 | 0,059 | 0,045 | 0,078 | 0,047 | 0,077

G |0,054 0,029 | 0,036 | 0,057 | 0,015 | 0,050 | 0,037 | 0,026 | 0,015 | 0,021 | 0,006 | 0,016

H 0,038 | 0,060 | 0,011 | 0,039 | 0,044 | 0,008 | 0,004 | 0,098 | 0,019 | 0,019 | 0,092 | 0,021
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Tablo 3.7 Escherichia coli 1214329 susunun 48 saatlik mikroplaka okuyucunun 6lgiimleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0,135|0,309 | 0,236 | 0,129 | 0,434 | 0,339 | 0,364 | 0,400 | 0,249 | 0,389 | 0,351 | 0,342
B | 0,066 | 0,648 | 0,349 | 0,235 | 0,324 | 0,164 | 0,124 | 0,216 | 0,125 | 0,136 | 0,231 | 0,056
C |0,070|0,569 | 0,375 | 0,56 | 0,425 | 0,363 | 0,669 | 1,018 | 0,276 | 0,445 | 0,361 | 0,171
D |0,699|0,570 | 0,644 | 0,509 | 0,340 | 0,435 | 0,439 | 0,309 | 0,392 | 1,299 | 0,521 | 0,315
E |0,082|0,532|0,491 | 0,481 | 0,424 | 1,077 | 0,790 | 0,300 | 1,134 | 0,666 | 0,215 | 0,543
F |0,095 0,388 | 0,715 | 0,517 | 0,363 | 0,401 | 0,359 | 0,581 | 0,814 | 0,934 | 0,341 | 0,172
G |0,395|0,943 | 0,359 | 0,420 | 0,487 | 0,428 | 0,813 | 0,530 | 0,456 | 0,491 | 0,497 | 0,925
H |0,239 (0,492 | 0,213 | 0,244 | 0,307 | 0,294 | 0,893 | 0,757 | 0,258 | 0,529 | 0,889 | 1,205

Tablo 3.8 Escherichia coli 1214329 susunun 24 saatlik istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart
Konsantrasyonu Ortalama Sapma
%0

0,04075 0,039 0,015499
%0,5

0,023625 0,02 0,00962
%1

0,0405 0,0315 0,021941
%1,5

0,04 0,045 0,018966
%2

0,05125 0,0505 0,012915
2,5 0,0555 0,0535 0,014041

40




Tablo 3.9 Escherichia coli 1214329 susunun 48 saatlik istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama

%0 0,322375 0,3405 0,054348

%0,5 0,194375 0,19 0,070059

%1 0,42175 0,4 0,10136

%1,5 0,48125 0,474 0,098963

%2 0,528375 0,5115 0,148471

%2,5 0,458125 0,3945 0,133803

Tablo 3.10 Listeria innocua susunun 24 saatlik mikroplaka okuyucusunun dlgiimleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,006 | 0,024 | 0,025 | 0,008 | 0,002 | 0,046 | 0,055 | 0,047 | 0,010 | 0,024 | 0,002 | 0,014
B |0,007|0,027 [ 0,045 | 0,01 | 0,023 | 0,02 | 0,049 | 0,084 | 0,054 | 0,021 | 0,055 | 0,092
C |0,022 | 0,009 | 0,011 | 0,014 | 0,034 | 0,053 | 0,023 | 0,009 | 0,022 | 0,037 | 0,058 | 0,056
D (0,013 | 0,03 | 0,032 | 0,031 | 0,042 | 0,018 | 0,042 | 0,016 | 0,081 | 0,060 | 0,037 | 0,059
E | 0,047 | 0,056 | 0,022 | 0,009 | 0,016 | 0,034 | 0,127 | 0,021 | 0,096 | 0,056 | 0,061 | 0,063
F 0,048 | 0,079 | 0,056 | 0,023 | 0,106 | 0,063 | 0,073 | 0,129 | 0,066 | 0,085 | 0,073 | 0,096
G |0,061 |0,035 0,020 | 0,057 | 0,058 | 0,037 | 0,036 | 0,061 | 0,056 | 0,009 | 0,007 | 0,020
H |0,010 | 0,047 | 0,012 | 0,026 | 0,013 | 0,019 | 0,115 | 0,046 | 0,066 | 0,026 | 0,026 | 0,028
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Tablo 3.11 Listeria innocua susunun 48 saatlik mikroplate reader cihaz dl¢iimleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,372 0,406 | 0,384 | 0,580 | 0,475 | 0,666 | 0,756 | 0,976 | 0,167 | 0,896 | 0,261 | 0,282
B |0,378|0,176 | 0,134 | 0,597 | 0,145 | 0,215 | 0,210 | 0,217 | 0,961 | 1,048 | 1,072 | 0,65
C |0,461|0,447 (0,608 | 0,740 | 1,019 | 1,136 | 0,197 | 0,387 | 0,975 | 1,254 | 0,346 | 0,317
D 0,267 |0,563 | 0,468 | 0,905 | 0,762 | 0,692 | 0,261 | 1,248 | 0,901 | 1,249 | 0,935 | 0,926
E |0211 0,612 0,105 | 0,168 | 0,321 | 0,869 | 0,796 | 1,200 | 1,193 | 1,312 | 1,306 | 0,855
F 10,144 | 0,570 | 0,652 | 0,649 | 0,211 | 0,259 | 0,285 | 1,005 | 0,609 | 0,365 | 0,959 | 1,669
G (0,703 |0,724 | 0,294 | 0,441 | 0,611 | 0,308 | 0,246 | 1,182 | 1,065 | 0,989 | 0,374 | 1,387
H (0,217 {0,379 (0,389 | 0,611 | 0,442 | 0,422 | 0,700 | 0,724 | 1,937 | 0,728 | 0,886 | 1,018

Tablo 3.12 Listeria innocua susunun 24 saatlik mikroplakanin istatislik verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama

0 0,019625 0,019 0,013136

%05 0,03675 0,036 0,015406

1 0,027 0,0225 0,013711

w15 0,036375 0,0345 0,011963

w2 0,045 0,0515 0,017121

%2.5 0,073875 0,073 0,012766
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Tablo 3.13 Listeria innocua susunun 48 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart
Konsantrasyonu Ortalama Sapma
%0

0,490125 0,4405 0,162804
%0,5

0,4255 0,2975 0,284179
%1

0,622875 0,5345 0,263026
%1,5

0,769 0,8315 0,180135
%2

0,757125 0,8255 0,362383
%2,5

0,5435 0,5895 0,233042

Tablo 3.14 Bacillus subtilis DSMZ 1971 susunun 24 saatlik mikroplaka okuyucunun Slgiimleri

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,034 0,011 | 0,040 | 0,064 | 0,055 | 0,023 | 0,020 | 0,073 | 0,11 | 0,061 | 0,037 | 0,024
B |0,039|0,051 (0,053 |0,047| 0,04 |0,061|0,067 |0,016 | 0,051 |0,042 | 0,023 | 0,023
C 10,022 |0,037|0,052|0,046 | 0,067 | 0,066 | 0,055 | 0,089 | 0,05 | 0,059 | 0,045 | 0,048
D 10,029|0,046|0,047| 0,06 | 0,057 (0,073 {0,072 | 0,02 | 0,029 |0,053| 0,037 | 0,029
E |0,050|0,064 |0,007 | 0,049 | 0,067 | 0,09 |0,074|0,074 0,053 | 0,050 | 0,048 | 0,034
F 10,039|0,068 | 0,103 | 0,085 | 0,068 | 0,066 | 0,066 | 0,038 | 0,060 | 0,056 | 0,059 | 0,044
G |0,057|0,073|0,056 | 0,063 | 0,085 | 0,075 | 0,063 | 0,102 | 0,032 | 0,052 | 0,038 | 0,098
H |0,038|0,053|0,084|0,064|0,070 (0,073 |0,086|0,117 | 0,042 | 0,095 | 0,029 | 0,088
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Tablo 3.15 Bacillus subtilis DSMZ 1971 susunun 48 saatlik mikroplala okuyucunun 6l¢timleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 10,366 | 0,629 | 0,338 | 0,668 | 0,254 | 0,359 | 0,368 | 0,515 | 0,181 | 0,868 | 0,445 | 0,75

B (07911177 |0,539|0,818 | 1,411 | 1,49 {0,378 | 0,996 | 0,313 | 1,377 | 1,468 | 1,297

C |1,428|1,285| 0,57 (1,152 | 1,168 | 1,232 | 0,694 | 0,907 | 1,168 | 1,023 | 1,096 | 0,675

D |1,039|1,064 1,151 1,365 1,157 | 1,25 |1,086 | 1,026 | 0,893 | 1,022 | 1,135 | 0,932

E (09871159 |1,071|1,416|1,223 | 1,262 | 1,413 | 1,186 | 1,196 | 1,605 | 0,524 | 0,463

F |1413|1486| 1,7 |0,753|1,388|0,855|1,515 1,262 | 1,109 | 0,285 | 0,86 | 0,969

G |0,359|0,791 0,771 | 0,996 | 0,749 | 1,307 | 0,781 | 0,712 | 0,988 | 0,751 | 0,902 | 0,719

H ]0,567|0,217 | 1,199 | 0,796 | 1,146 | 0,781 | 1,066 | 1,237 | 0,31 | 1,054 | 0,921 | 0,759

Tablo 3.16 Bacillus subtilis DSMZ 1971 susunun 24 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama
%0

0,03675 0,0355 0,014983
%0,5

0,04325 0,0445 0,00978
%1

0,052625 0,051 0,010384
%1,5

0,04475 0,0465 0,012033
%2

0,060556 0,053 0,014458
%2,5

0,060875 0,063 0,008167
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Tablo 3.17 Bacillus subtilis DSMZ 1971 susunun 48 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama
%0

0,461 0,4065 0,129533
%0,5

1,05075 1,0865 0,316075
%1

1,055 1,124 0,177766
%1,5

1,096625 1,075 0,078384
%2

1,187125 1,191 0,126671
%2,5

1,16775 1,1855 0,254755

Tablo 3.18 Escherichia coli ATCC 25922 susunun 24 saatlik mikroplaka okuyucunun 6l¢iimleri

A 10,011 | 0,008 | 0,024 | 0,037 | 0,027 | 0,007 | 0,032 | 0,008 | 0,045 | 0,031 | 0,021 | 0,008

B |0,028 | 0,034 | 0,046 | 0,047 | 0,045 | 0,035 | 0,034 | 0,05 | 0,038 | 0,024 | 0,024 | 0,006

Cc |0,009 0,028 (0,034 |0,037 | 0,037 | 0,038 | 0,018 | 0,038 | 0,015 | 0,009 | 0,009 | 0,014

D (0,009 0,019 (0,037 0,035 0,039 | 0,076 | 0,022 | 0,018 | 0,025 | 0,014 | 0,012 | 0,010

E |0,012 (0,032 | 0,05 |0,029 | 0,064 | 0,087 | 0,049 | 0,046 | 0,059 | 0,085 | 0,042 | 0,029

F ]0,031|0,026 | 0,108 | 0,045 | 0,025 | 0,106 | 0,114 | 0,058 | 0,049 | 0,021 | 0,063 | 0,087

G |0,027 | 0,040 | 0,088 | 0,093 | 0,080 | 0,005 | 0,033 | 0,039 | 0,018 | 0,041 | 0,002 | 0,015

H |0,014|0,048 | 0,055 | 0,001 | 0,028 | 0,035 | 0,039 | 0,041 | 0,034 | 0,014 | 0,008 | 0,022
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Tablo 3.19 Escherichia coli ATCC 25922 susunun 48 saatlik mikroplaka okuyucusunun dlgiimleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,539 0,407 | 0,487 | 0,397 | 0,467 | 0,564 | 0,547 | 0,287 | 0,417 | 0,444 | 0,43 | 0,47

B 10,682|0,215|0,495| 0,39 | 0,413 | 0,41 | 0,434 | 0,546 | 0,665 | 1,805 | 1,352 | 1,575

Cc |0474|0,357 (0,486 |1,389 0,426 | 0,65 | 0,409 | 0,395 | 1,758 | 0,341 | 0,969 | 0,549

D 0,47 0,431 |0,965|0,302 | 0,483 | 0,99 | 0,54 | 0,349 | 0,553 | 0,314 | 0,565 | 0,557

E |0972(0,342|0,399 0,339 0,379 | 0,44 | 0,86 | 0,562 | 1,399 | 1,112 | 0,301 | 0,96

F |0,386|0417 (0,483 | 0,447 | 0,52 | 0,52 | 0,979 | 0,587 | 0,158 | 0,397 | 0,695 | 0,564

G |0416| 05 |0,445|0,338|0,325|0,782|0,228 | 0,442 | 0,438 | 0,507 | 0,894 | 0,928

H (0,309 0,309 (0,492 | 0,161 | 0,327 | 0,346 | 0,864 | 0,98 | 0,604 | 0,686 | 0,628 | 1,651

Tablo 3.20 Escherichia coli ATCC 25922 sugunun 24 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama
%0

0,02025 0,0225 0,009996
%0,5

0,0381 0,0365 0,00866
%1

0,024 0,023 0,011314
%1,5

0,02275 0,0205 0,009161
%2

0,046375 0,0475 0,012059
%2,5

0,058 0,0535 0,027355
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Tablo 3.21 Escherichia coli ATCC 25922 susunun 48 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama
%0

0,457625 0,4555 0,042908
%0,5

0,624625 0,5205 0,312631
%1

0,54475 0,48 0,190674
%1,5

0,4935 0,5115 0,075872
%2

0,63175 0,501 0,300982
%2,5

0,491875 0,5015 0,068173

Tablo 3.22 Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunun 24 saatlik mikroplaka okuyucusunun

Olctimleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,020 0,029 | 0,019 | 0,019 | 0,020 | 0,042 | 0,016 | 0,013 | 0,048 | 0,042 | 0,034 | 0,030

B |0,061 0,028 | 0,013 | 0,048 | 0,066 | 0,047 | 0,056 | 0,064 | 0,013 | 0,035 | 0,061 | 0,038

C |0,031|0,049 (0,076 | 0,068 | 0,073 | 0,071 | 0,088 | 0,057 | 0,074 | 0,038 | 0,044 | 0,056

D |0,055|0,016 0,026 | 0,068 | 0,073 | 0,073 | 0,069 | 0,077 | 0,078 | 0,062 | 0,047 | 0,024

E |0,059 0,067 |0,067 | 0,061 | 0,034 | 0,063 | 0,074 | 0,078 | 0,06 | 0,049 | 0,074 | 0,041

F [0,051|0,047 | 0,064 | 0,073 | 0,078 | 0,046 | 0,046 | 0,063 | 0,042 | 0,04 | 0,032 | 0,035

G |0,079|0,071| 0,07 | 0,066 | 0,082 | 0,079 | 0,078 | 0,068 | 0,035 | 0,038 | 0,036 | 0,045

H |0,034|0,051 0,059 | 0,056 | 0,049 | 0,067 | 0,038 | 0,03 | 0,028 | 0,042 | 0,025 | 0,033
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Tablo 3.23 Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunun 48 saatlik mikroplaka okuyucusunun

Ol¢timleri

A 0,354 0,325 | 0,335 | 0,518 | 0,261 | 0,444 | 0,979 | 1,059 | 0,725 | 0,597 | 0,526 | 0,527

B 0,5 |0,717 0,892 | 1,012 | 1,23 | 0,682 | 0,734 | 0,814 | 1,074 | 0,463 | 0,845 | 0,827

Cc 0,558 0,857 (0,705 | 0,664 | 0,801 | 0,678 | 0,811 | 0,769 | 0,555 | 0,845 | 0,917 | 0,736

D (0,524 0,909 | 0,761 | 0,646 | 0,699 | 0,675 | 0,673 | 0,753 | 0,637 | 0,737 | 0,738 | 0,795

E |0522 1,109 | 0,593 | 0,494 | 0,821 | 0,642 | 0,323 | 0,716 | 0,387 | 0,774 | 0,575 | 0,27

F [0476|1,034 0,617 |0,689 0,823 |0,788 | 0,57 |0,479|0,928 | 0,602 | 0,649 | 0,571

G 0,88 | 0,556 0,469 | 0,53 | 04 |0,633|0,488|0,768 | 0,526 | 0,63 | 0,704 | 0,388

H 0,554 0,703 | 0,548 | 0,623 | 0,579 | 0,799 | 0,443 | 0,531 | 0,8 [0,542| 0,39 | 0,478

Tablo 3.24 Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunun 24 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama
%0

0,026125 0,0245 0,009094
%0,5

0,04675 0,0475 0,012303
%1

0,0615 0,0625 0,011551
%1,5

0,059125 0,065 0,016173
%2

0,0625 0,062 0,007329
%2,5

0,049875 0,0465 0,009031
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Tablo 3.25 Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunun 48 saatlik mikroplakanin istatistiksel verileri

Glikoz Aritmetik Ortanca Standart Sapma
Konsantrasyonu Ortalama

%0 0,50325 0,522 0,127254

%0,5 0,815375 0,8205 0,106661

%1 0,751125 0,7525 0,066007

%1,5 0,71025 0,718 0,042718

%?2 0,587875 0,584 0,124029

%2,5 0,663625 0,633 0,096395

Bu ¢alismada kullanilan Mikroorganizmalar in biyofilm saptama testi istatistiksel
verilerine gore biitiin suslarda %1,5 glikoz konsantrasyonunda 48 saat inkiibasyon

stiresi en uygun kosul olarak belirlenmistir.

3.11 Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Biyofilm saptama test sonuglarina gore deneyde kullanilacak biitiin suslar i¢in %1,5
glikoz konsantrasyonuna sahip LB Broth hazirlanmistir. Deneyde kullanilacak
Mikroorganizmalar daha once steril edilmis deney tiiplerinin igine serum fizyolojik
konularak literatiir ¢alismalarinda standart haline gelmis olan 0,5 McFarland

bulanikliginda hazirlanmistir.

Her bir mikroplak bir mikroorganizmanin bir bitki ekstraktinin antibiyofilm etkisini
belirlemesi i¢in yiliklenmistir. Yiikleme islem sirasinda her bir mikroplak kuyucuguna
100 uL %1,5 glikoz konsantrasyonuna sahip besiyeri konulmustur. Antibiyofilm
aktivitesi belirlenecek olan bitki ekstraktlari 1. siitunda bulunan her bir kuyucuga 100
pL aktarilmistir. Bu islem sonrasi ekstraktlar 1°den 12’nci siituna kadar 100 pL

transfer edilerek seyreltme islemi yapilmistir.

Bitki ekstrakti seyreltme islemi sonrast her bir kuyucuga 50 pL 0,5 McFarland

yontemi ile standarti saglanmis mikroorganizma siispansiyonu konulmustur. A
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satirindan F satirina kadar bu sekilde kuyucuklara yiikleme islemi yapilmistir. G
satirina ise 100 pL besiyeri ve 50 ulL mikroorganizma koyularak pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Hazirlanmis mikroplaklar 48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir (Sekil
3.12).

Sekil 3.12 Bitki ekstraktlarinin seyreltme islemi yapilarak mikroplakalara yiiklenmesi

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra kuyucuklarda olusan biyofilmi tespit etmek igin
mikroplakalarin i¢i bosaltilarak, distile su i¢ine 45 derecelik a¢1 yaparak dikkatli bir
sekilde mikroplakalar yikanmistir. Yikama islemin ardindan mikroplakalar kurumaya
birakilmistir. Kuruyan mikroplakalarin her bir kuyucuguna 225 pL kristal viyole
boyast konularak 15 dakika beklenmistir. Siire sonunda mikroplaka icindeki kristal
viyole bosaltilarak distile su ile igine 45 derecelik ag1 yaparak dikkatli bir sekilde
yikama islemi yapilip kurumaya birakilmistir. Kuruyan mikroplakalarin her bir
kuyucuguna 250 pL aseton -etil alkol ¢ozeltisi koyularak 15 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda daha 6nce mikroplate reader cihazinda 550 nm’de bos mikroplakalar 6l¢iimii
alinmigtir. Olgiisii alman mikroplakalara mikropipet yardimi ile 200 uL aseton-etil
alkol ¢ozeltisi ¢ekilerek mikroplaka paralelde kuyucuklara aktarilmistir. Aseton-etil
alkol ¢ozeltisi aktarilan mikroplakalar mikroplaka okuyucu cihazinda 550 nm’de
dl¢iimii yapilmustir. Olgiim sonuglar: Tablo 3.26, Tablo 3.27, Tablo 3.28, Tablo 3.29,
Tablo 3.30, Tablo 3.31, Tablo 3.32, Tablo 3.33, Tablo 3.34, Tablo 3.35, Tablo 3.36,
Tablo 3.37, Tablo 3.38, Tablo 3.39 ve Tablo 3.40’ta verilmistir.
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Tablo 3.26 Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli ATCC 259212 bakterisinin antibiyofilm
etkisinin mikroplaka okuyucu sonucu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0,069|0,061| 0,06 | 0,06 |0,059 0,051 0,04 |0,051|0,015|0,038|0,037 | 0,028
B | 0,051 0,057 0,036 | 0,052 | 0,062 | 0,044 | 0,041 | 0,039 | 0,022 | 0,017 | 0,031 | 0,032
C |0,073|0,064 | 0,062 | 0,065 | 0,055 | 0,03 | 0,041 | 0,035 | 0,026 | 0,082 | 0,031 | 0,023
D 0,09 | 0,053 | 0,054 | 0,073 | 0,039 | 0,039 | 0,038 | 0,03 | 0,041 | 0,025 | 0,029 | 0,021
E |0,086 | 0,062 | 0,028 | 0,059 | 0,07 | 0,035 0,129 | 0,044 | 0,028 | 0,012 | 0,024 | 0,006
F |0,075| 0,063 | 0,064 | 0,059 | 0,056 | 0,05 | 0,035 | 0,04 | 0,037 |0,047 | 0,037 | 0,044
G |0,049| 0,046 | 0,035 | 0,066 | 0,044 | 0,038 | 0,036 | 0,032 | 0,072 | 0,112 | 0,028 | 0,064
H (0,181 | 0,042 | 0,045 | 0,058 | 0,041 | 0,043 | 0,225 | 0,047 | 0,049 | 0,048 | 0,037 | 0,029
Tablo 3.27 Galanthus trojanus bitkisinin Listeria innocua bakterisinin antibiyofilm etkisinin
mikroplaka okuyucu sonucu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0,193 (0,232 0,164 | 0,19 | 0,18 | 0,159 | 0,067 | 0,073 | 0,071 | 0,071 | 0,07 | 0,035
B |0,108 | 0,148 | 0,182 | 0,213 | 0,144 | 0,148 | 0,124 | 0,084 | 0,074 | 0,043 | 0,072 | 0,061
c (0179|0,193 0,218 | 0,222 | 0,104 | 0,17 | 0,104 | 0,078 | 0,092 | 0,048 | 0,07 | 0,081
D (0371 0,2 |0,214|0,138| 0,094 | 0,095 | 0,079 | 0,042 | 0,09 | 0,049 | 0,07 | 0,033
E |0,337|0,283|0,198 | 0,126 | 0,14 | 0,102 | 0,083 | 0,084 | 0,101 | 0,038 | 0,029 | 0,037
F |0,302|0,274| 0,18 | 0,151 | 0,112 | 0,085 | 0,083 | 0,064 | 0,107 | 0,033 | 0,032 | 0,031
G 0'713 0,173 | 0,082 | 0,114 | 0,112 | 0,088 | 0,104 | 0,043 | 0,057 | 0,043 | 0,043 | 0,036
H |1,206 | 0,222 | 0,115 | 0,063 | 0,07 | 0,041 | 0,038 | 0,057 | 0,029 | 0,035 | 0,052 | 0,024
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Tablo 3.28 Galanthus trojanus bitkisinin Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterisinin antibiyofilm

etkisinin mikroplaka okuyucu sonug

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,051 0,019 | 0,012 | 0,024 | 0,031 | 0,037 | 0,025 | 0,023 | 0,015 | 0,016 | 0,084 | 0,032

B 0,029 0,016 | 0,013 | 0,019 | 0,021 | 0,023 | 0,001 | 0,022 | 0,018 | 0,001 | 0,039 | 0,022

C 10,039|0,015|0,022 | 0,017 | 0,015 | 0,023 | 0,026 | 0,022 | 0,027 | 0,031 | 0,029 | 0,066

D (0,033|0,024 (0,021 | 0,019 | 0,004 | 0,017 | 0,025 | 0,01 | 0,036 | 0,02 | 0,019 | 0,031

E (0012 0,01 | 0,026 | 0,001 | 0,018 | 0,054 | 0,047 | 0,012 | 0,015 | 0,023 | 0,029 | 0,03

F ]0,025|0,023 | 0,012 | 0,023 | 0,01 | 0,003 | 0,009 | 0,025 | 0,007 | 0,019 | 0,037 | 0,026

G |0,019|0,017|0,031|0,019 | 0,029 | 0,034 | 0,017 | 0,027 | 0,025 | 0,028 | 0,028 | 0,04

H 0,004 | 0,004 (0,018 | 0,031 | 0,03 | 0,017 | 0,005 | 0,003 | 0,011 | 0,013 | 0,011 | 0,25

Tablo 3.29 Galanthus trojanus bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971 bakterisinin antibiyofilm

etkisinin mikroplaka okuyucu sonug

A 0,04 | 0,063 | 0,044 | 0,03 | 0,045 | 0,036 | 0,037 | 0,04 | 0,022 | 0,02 | 0,038 | 0,028

B |0,096 | 0,038 | 0,072 | 0,044 | 0,108 | 0,032 | 0,036 | 0,04 | 0,019 | 0,075 | 0,053 | 0,023

C 0,044 | 0,039 | 0,052 | 0,036 | 0,053 | 0,072 | 0,064 | 0,141 | 0,032 | 0,055 | 0,065 | 0,034

D |0,027 | 0,033 | 0,046 | 0,043 | 0,083 | 0,053 | 0,057 | 0,035 | 0,017 | 0,104 | 0,027 | 0,058

E |0,037|0,045|0,038 | 0,03 | 0,059 |0,073 | 0,045 | 0,021 | 0,024 | 0,03 | 0,034 | 0,041

F |0,039|0,069 | 0,075 | 0,036 | 0,03 | 0,033 | 0,051 | 0,068 | 0,031 | 0,024 | 0,024 | 0,027

G (0,042 | 0,045 | 0,049 | 0,034 | 0,042 | 0,02 | 0,052 | 0,058 | 0,021 | 0,031 | 0,025 | 0,051

H 0,287 | 0,05 | 0,026 | 0,028 | 0,028 | 0,043 | 0,036 | 0,042 | 0,03 | 0,039 | 0,026 | 0,022
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Tablo 3.30 Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli 1214816 bakterisinin antibiyofilm etkisinin

mikroplaka okuyucu reader sonug

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,05 | 0,036 | 0,019 | 0,017 | 0,019 | 0,026 | 0,024 | 0,022 | 0,02 | 0,025 | 0,023 | 0,027

B 0,136 0,017 | 0,022 | 0,014 | 0,014 | 0,017 | 0,024 | 0,023 | 0,025 | 0,022 | 0,017 | 0,038

Cc (0,048 | 0,02 (0,024 | 0,031 0,023 | 0,023 | 0,021 | 0,017 | 0,019 | 0,026 | 0,031 | 0,024

D 0,054 0,063 (0,028 | 0,025 | 0,025 | 0,022 | 0,026 | 0,019 | 0,025 | 0,023 | 0,027 | 0,023

E (0,171 0,046 | 0,045 | 0,026 | 0,026 | 0,014 | 0,014 | 0,014 | 0,022 | 0,026 | 0,026 | 0,028

F |0,203|0,026 | 0,027 | 0,033 | 0,025| O |0,022|0,007| 0,03 | 0,025 | 0,026 | 0,013

G 0,242 0,022 | 0,018 | 0,019 | 0,016 | 0,017 | 0,021 | 0,027 | 0,034 | 0,022 | 0,024 | 0,02

H [0,404 0,028 | 0,005| 0,04 |0,083|0,012|0,036 | 0,017 | 0,01 | 0,025 | 0,015 | 0,027

Tablo 3.31 Achillea fraasii bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971 bakterisinin antibiyofilm etkisinin

mikroplaka okuyucu sonucu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 10,108 | 0,091 | 0,084 | 0,149 | 0,244 | 0,193 | 0,324 | 0,147 | 0,109 | 0,171 | 0,071 | 0,061

B 0147 0,133 |0,112 | 0,22 | 0,258 | 0,135 | 0,218 | 0,133 | 0,063 | 0,162 | 0,084 | 0,053

C |0,148|0,131|0,179| 0,23 | 0,518 | 0,325 | 0,183 | 0,071 | 0,109 | 0,149 | 0,066 | 0,076

D 0,06 | 0,187 | 0,145 | 0,211 | 0,433 | 0,662 | 0,524 | 0,151 | 0,123 | 0,105 | 0,043 | 0,053

E |0335| 044 |0,795 0,279 | 0,189 | 0,262 | 0,389 | 0,18 | 0,284 | 0,043 | 0,085 | 0,048

F 10151 0,356 | 0,241 | 0,318 | 0,254 | 0,141 | 0,624 | 0,49 | 0,194 | 0,089 | 0,071 | 0,043

G (0075|0114 | 0,26 | 0,134 | 0,063 | 0,387 | 0,292 | 0,272 | 0,306 | 0,086 | 0,034 | 0,043

H 0,19 | 0,346 | 0,228 | 0,161 | 0,528 | 0,162 | 0,148 | 0,178 | 1,42 | 0,076 | 0,048 | 0,056
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Tablo 3.32 Achillea fraasii bitkisinin Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterisinin antibiyofilm
etkisinin mikroplaka okuyucu sonucu

A 0,124 0,136 | 0,233 | 0,36 | 0,575 | 0,175 | 0,065 | 0,06 | 0,069 | 0,151 | 0,217 | 0,119

B 0,137 0,138 | 0,229 | 0,406 | 0,137 | 0,204 | 0,287 | 0,092 | 0,141 | 0,103 | 0,074 | 0,074

Cc |0,219|0,203 | 1,537 | 0,656 | 0,195 | 0,194 | 0,079 | 0,324 | 0,15 | 0,227 | 0,076 | 0,171

D 10,199 ]0,101 | 0,222 | 0,217 | 0,326 | 0,161 | 0,091 | 0,107 | 0,167 | 0,138 | 0,082 | 0,098

E |0,099(0,115| 0,271 | 0,055 | 0,182 | 0,083 | 0,484 | 0,098 | 0,101 | 0,093 | 0,084 | 0,133

F 10,185|0,176 | 0,258 | 0,139 | 0,201 | 0,274 | 0,331 | 0,233 | 0,471 | 0,168 | 0,078 | 0,078

G |0071)|0,247| 0,14 | 0,353 | 0,236 | 0,365 | 0,298 | 0,394 | 0,153 | 0,132 | 0,117 | 0,248

H 0,164 |0,167 | 0,213 | 0,261 | 0,098 | 0,192 | 0,122 | 0,171 | 0,152 | 0,09 | 0,177 | 0,204

Tablo 3.33 Achillea fraasii bitkisinin Listeria innocua bakterisinin antibiyofilm etkisinin mikroplaka

okuyucu sonucu

A 10,5450,931 0,717 | 0,573 | 0,485 | 0,487 | 0,741 | 3,19 | 0,554 | 0,384 | 0,171 | 0,064

B 1,088 1,527 |0,818 | 0,606 | 0,701 | 3,402 | 3,872 | 1,281 | 0,631 | 0,599 | 0,318 | 0,222

c 2,66 | 1,268 | 2,824 | 0,353 | 2,117 | 3,69 | 1,67 | 2,092 | 3,898 | 0,628 | 0,187 | 0,15

D (2091|2054 (1,584 | 0,29 |1,173|1,966 | 1,931 |2,739|0,981 | 0,633 | 0,335 | 0,254

E 3,54 11,614 |1,094|0,716 | 1,172 | 3,757 | 1,493 | 3,865 | 3,906 | 0,641 | 0,29 | 3,677

F |2877|0,746 | 0,612 | 0,587 | 0,988 | 1,663 | 3,932 | 3,709 | 3,875 | 0,339 | 0,462 | 2,103

G |0,204|1,092| 1,41 |3,715|3,772|1,376 | 2,201 | 3,915 | 1,023 | 0,89 | 0,347 | 0,31

H [0,935]1,626 (3,023 |1,218 | 0,466 | 0,77 | 0,598 | 2,568 | 0,428 | 2,548 | 0,188 | 0,224
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Tablo 3.34 Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 bakterisinin antibiyofilm etkisinin
mikroplaka okuyucu sonucu

A |1,018]0,804|0,277|0,243 0,176 | 0,184 | 0,187 | 0,158 | 0,125 | 0,149 | 0,078 | 0,114

B 0,549 0,547 | 0,18 (0,219 |0,174 | 0,26 | 0,657 | 0,328 | 0,214 | 0,182 | 0,502 | 0,044

c |0,837| 1,08 0,425 0,169 | 0,186 | 0,815 | 0,721 | 0,454 | 1,833 | 0,941 | 0,198 | 0,062

D |0,344|0,739 0,418 | 0,194 | 0,224 | 0,308 | 0,328 | 0,741 | 0,21 | 0,73 | 0,243 | 0,221

E (1194|0474 | 04 |0,162|0,301|0,672| 0,19 | 0,248 | 0,24 | 0,532 | 0,138 | 0,094

F 10,788 |0,668 | 0,471 0,204 | 0,21 | 0,202 | 0,89 | 0,263 | 0,323 | 0,215 | 0,187 | 0,315

G |0,483|0,513 0,402 | 0,147 | 0,231 | 0,132 | 0,16 | 0,265 | 0,334 | 0,21 | 0,098 | 0,133

H |3,311|1,016 | 0,938 | 0,187 | 0,263 | 0,245 | 0,207 | 0,214 | 0,209 | 0,06 | 0,085 | 0,064

Tablo 3.35 Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli 1214816 bakterisinin antibiyofilm etkisinin

mikroplaka okuyucu sonucu

A | 0,606 0,628 | 0,49 | 0,296 | 0,321 | 0,364 | 0,154 | 0,235 | 0,336 | 0,215 | 0,145 | 0,14

B |0,8211,153 0,415 | 0,214 |0,326 | 0,79 | 0,208 | 0,117 | 0,187 | 0,184 | 0,219 | 0,152

c |0,778|1,111 0,632 | 3,804 | 0,842 | 0,207 | 0,314 | 0,105 | 0,187 | 0,247 | 0,262 | 0,094

D 1,33 | 0,63 |1,527 0,719 |0,515| 0,377 | 3,762 | 3,817 | 0,316 | 0,149 | 0,178 | 0,214

E |0,763 | 0,646 | 0,453 | 0,655 | 0,353 | 0,53 | 0,815 | 0,78 | 0,315 0,181 | 0,261 | 0,078

F 10,391|0,418 | 0,315 | 0,249 | 0,388 | 0,595 | 0,56 | 3,873 | 0,72 | 0,231 | 0,272 | 0,202

G 0,154 |0,483 | 0,263 | 0,263 | 0,342 | 0,266 | 0,464 | 3,767 | 3,89 | 0,161 | 0,194 | 0,115

H ]1,984]1,703|0,498 | 0,721 | 0,473 | 0,271 | 0,441 | 0,557 | 0,818 | 0,16 | 0,283 | 0,29
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Tablo 3.36 Sideritis trojana bitkisinin Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterisinin antibiyofilm
etkisinin mikroplaka okuyucu sonucu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,073 0,039 | 0,032 | 0,043 | 0,055 | 0,051 | 0,049 | 0,069 | 0,062 | 0,063 | 0,047 | 0,03

B 0,336 | 0,249 | 0,044 | 0,181 | 0,024 | 0,039 | 0,056 | 0,044 | 0,044 | 0,043 | 0,039 | 0,033

C |0,063 0,067 | 0,05 | 0,036 | 0,116 | 0,052 | 0,039 | 0,052 | 0,048 | 0,035 | 0,03 | 0,044

D |0,053|0,146 | 0,044 | 0,043 | 0,055 | 0,043 | 0,035 | 0,074 | 0,026 | 0,039 | 0,062 | 0,036

E |0,053 0,037 | 0,064 | 0,074 | 0,052 | 0,053 | 0,045 | 0,056 | 0,038 | 0,032 | 0,031 | 0,031

F 10,075|0,041 | 0,074 | 0,075 | 0,058 | 0,258 | 0,049 | 0,037 | 0,118 | 0,051 | 0,036 | 0,03

G |0,047 | 0,038 | 0,032 | 0,057 | 0,089 | 0,059 | 0,041 | 0,044 | 0,044 | 0,04 | 0,049 | 0,033

H |0,031|0,056 | 0,038 | 0,049 | 0,07 | 0,047 | 0,036 | 0,041 | 0,047 | 0,035 | 0,028 | 0,028

Tablo 3.37 Sideritis trojana bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 bakterisinin antibiyofilm etkisinin
mikroplaka okuyucu sonucu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |0,036 | 0,054 | 0,05 | 0,088 | 0,076 | 0,051 | 0,051 | 0,042 | 0,041 | 0,039 | 0,034 | 0,034

B |0056 | 0,08 | 0,07 |0,079|0,083|0,164 | 0,119 | 0,088 | 0,082 | 0,035 | 0,046 | 0,037

C 10,047 | 0,082 | 0,105 | 0,064 | 0,203 | 0,07 | 0,059 | 0,06 | 0,198 | 0,117 | 0,036 | 0,027

D |0,044 | 0,061 | 0,053 | 0,091 | 0,241 | 0,073 | 0,192 | 0,129 | 0,167 | 0,056 | 0,06 | 0,029

E |0,047| 0,05 | 0,19 | 0,133 0,137 | 0,14 | 0,079 | 0,054 | 0,118 | 0,162 | 0,072 | 0,044

F 0,063 | 0,086 | 0,068 | 0,133 | 0,242 | 0,23 | 0,13 | 0,125 | 0,071 | 0,077 | 0,204 | 0,051

G |0065| 0,1 |0,053 0,056 0,201 0,159 | 0,125 | 0,085 | 0,073 | 0,047 | 0,099 | 0,041

H 0,292 | 0,066 | 0,474 | 0,484 | 0,096 | 0,255 | 0,108 | 0,064 | 0,081 | 0,064 | 0,053 | 0,043
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Tablo 3.38 Sideritis trojana bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971 bakterisinin antibiyofilm etkisinin
mikroplaka okuyucu sonucu

A 10,069 |0,097|0,075|0,111 | 0,209 | 0,119 | 0,099 | 0,143 | 0,114 | 0,11 | 0,121 | 0,094

B (0139|0097 0,1 |0,086|0,073]|0,102 | 0,151 | 0,089 | 0,044 | 0,12 | 0,096 | 0,064

Cc |0,439|0,09 |0,118 | 0,12 | 0,116 | 0,094 | 0,153 | 0,142 | 0,088 | 0,164 | 0,088 | 0,05

D |0,075]|0,078 0,142 | 0,218 | 0,097 | 0,088 | 0,076 | 0,07 | 0,078 | 0,075 | 0,091 | 0,028

E 0,17 | 0,103 | 0,185 | 0,269 | 0,169 | 0,221 | 0,128 | 0,101 | 0,054 | 0,078 | 0,067 | 0,085

F 0,106 | 0,116 | 0,093 | 0,003 | 0,103 | 0,199 | 0,099 | 0,104 | 0,09 | 0,091 | 0,045 | 0,044

G (0,145 0,07 | 0,15 | 0,226 | 0,266 | 0,124 | 0,081 | 0,062 | 0,128 | 0,053 | 0,079 | 0,046

H |0199 0,112 | 0,726 | 0,804 | 0,153 | 0,117 | 0,149 | 0,104 | 0,108 | 0,083 | 0,065 | 0,031

Tablo 3.39 Sideritis trojana bitkisinin Listeria innocua bakterisinin antibiyofilm etkisinin mikroplaka

okuyucu sonucu

A | 0,059 | 0,049 | 0,054 | 0,068 | 0,089 | 0,089 | 0,136 | 0,097 | 0,083 | 0,062 | 0,067 | 0,051

B 0,12 | 0,077 | 0,024 | 0,055 | 0,077 | 0,059 | 0,087 | 0,067 | 0,054 | 0,078 | 0,098 | 0,072

C 0,069 |0,082 0,089 |0,113|0,283 | 0,13 | 0,039 | 0,113 | 0,111 | 0,083 | 0,081 | 0,1

D |0,065|0,103|0,189 | 0,11 | 0,068 | 0,123 | 0,177 | 0,143 | 0,078 | 0,094 | 0,095 | 0,09

E |0,068 0,097 | 0115 |0,135| 0,058 | 0,151 | 0,691 | 0,116 | 0,155 | 0,118 | 0,075 | 0,086

F 10,076 | 0,058 | 0,142 | 0,089 | 0,224 | 0,075 | 0,075 | 0,081 | 0,154 | 0,075 | 0,103 | 0,071

G |0,056 | 0,084 | 0,077 | 0,054 | 0,088 | 0,147 | 0,182 | 0,076 | 0,068 | 0,068 | 0,084 | 0,076

H 0,24 | 0,217 | 0,197 | 0,263 | 0,132 | 0,155 | 0,271 | 0,1 | 0,132 | 0,139 | 0,083 | 0,057
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Tablo 3.40 Sideritis trojana bitkisinin Escherichia coli 1214816 bakterisinin antibiyofilm etkisinin
mikroplaka okuyucu sonucu

A 0,109 | 0,097 | 0,217 | 0,294 | 0,202 | 0,224 | 0,309 | 0,349 | 0,189 | 0,233 | 0,174 | 0,114

B |0,068| 0,05 |0,073|0,076 | 0,086 | 0,12 | 0,145| 0,195 | 0,134 | 0,155 | 0,147 | 0,137

C 0,049 | 0,07 |0,049|0,086|0,224 | 0,14 (0,129 | 0,117 | 0,095 | 0,091 | 0,102 | 0,046

D |0,062|0,057| 0,12 |0,073|0,112 | 0,114 | 0,123 | 0,154 | 0,108 | 0,113 | 0,078 | 0,044

E [0,051|0,042 0,074 | 0,064 | 0,088 | 0,111 | 0,1 |0,091|0,108 | 0,082 | 0,067 | 0,05

F 10,062 | 0,075 | 0,056 | 0,09 | 0,072 | 0,102 | 0,075 | 0,081 | 0,084 | 0,099 | 0,059 | 0,054

G (0,039 |0,054 (0,143 | 0,057 | 0,084 | 0,126 | 0,138 | 0,13 | 0,096 | 0,077 | 0,063 | 0,038

H [0,074 0,417 |0,231 | 0,182 | 0,059 | 0,067 | 0,079 | 0,063 | 0,078 | 0,047 | 0,055 | 0,049
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BOLUM DORT
BULGULAR

Bu deney ¢alismasinda 3 endemik bitkinin antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi
icin 6 paralel ile calisilmistir. Sonuclarin standart sapma, ortalama degerleri
hesaplanmistir. Bitki ekstraktlarinin toz miktari ile antibiyofilm etkisinin arasindaki

iliskiyi anlamlandirmak i¢in korelasyon degerleri bulunmustur.

4.1 Sideritis trojana Bitkisinin Antibiyofilm Sonuclari

Sideritis trojana bitkisinin farkli dozdaki ekstraktlarinin Listeria monocytogenes
ATCC 7644 susuna kars1 giiclii pozitif, Escherichia coli 1214329 susuna karsi ise
giicli negatif etki gosterdigi belirlenmistir. Escherichia coli ATCC 25922 susuna
karsi orta derecede negatif, Bacillus subtilis DSMZ 1971 orta pozitif etki gdstermistir.
Listeria innocua susuna kars1 Sideritis trojana bitki ekstraktlarinin etki géstermedigi

tespit edilmistir.

Sideritis trojana bitkisinin farkli dozdaki ekstraktlarinin deneyde kullanilan
Mikroorganizmalar a gosterdigi antibiyofilm etkisi Grafik 4.1, Grafik 4.2, Grafik 4.3,
Grafik 4.4 ve Grafik 4.5’te gosterilmistir.

Sideritis trojana bitkisinin Listeria monocytogenes ATCC 7644
susuna karsi antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.1 Sideritis trojana bitkisinin Listeria monocytogenes ATCC 7644 susuna karsi antibiyofilm

etkisinin korelasyon grafigi
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Sideritis trojana bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 susuna
kars1 antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.2 Sideritis trojana bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 susuna karsi antibiyofilm

korelasyon grafigi

Sideritis trojana bitkisini Bacillus subtilis DSMZ 1971 susuna
kars1 antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.3 Sideritis trojana bitkisini Bacillus subtilis DSMZ 1971 susuna kars1 antibiyofilm korelasyon

grafigi
Sideritis trojana bitkisini Listeria innocua susuna karsi
antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.4 Sideritis trojana bitkisini Listeria innocua susuna karsi antibiyofilm etkisinin korelasyon

grafigi
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Sideritis trojana bitkisini Escherichia coli 1214329 susuna karsi
antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.5 Sideritis trojana bitkisini Escherichia coli 1214329 susuna kars1 antibiyofilm korelasyon

grafigi

Tablo 4.1 Sideritis trojana bitkisinin antibiyofilm Pearson korelasyon katsayilari

Mikroorganizma Adi Korelasyon Degeri
Escherichia coli 1214329 -0,66085
Escherichia coli ATCC 25922 -0,46965
Listeria innocua -0,34317
Listeria monocytogenes 0,801392
Bacillus subtilis DSMZ 1971 0,594855

4.2 Galanthus trojanus Bitkisinin Antibiyofilm Sonuglari

Galanthus trojanus bitkisinin farkli dozdaki ekstraktlarinin Listeria innocua,
Escherichia coli 1214329, Escherichia coli ATCC 25922 suslarina kars1 giiglii yonde
pozitif etki gosterdigi belirlenmistir. Bacillus subtilis DSMZ 1971, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 suslarina karsi bitki ekstrakt dozlarinin zayif yonde
pozitif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Galanthus trojanus bitkisinin farkli dozdaki ekstraktlarinin deneyde kullanilan
Mikroorganizmalar a gosterdigi antibiyofilm etkisi Grafik 4.6, Grafik 4.7, Grafik 4.8,
Grafik 4.9 ve Grafik 4.10’da gosterilmistir. Korelasyon degerleri Tablo 4.3’te

verilmistir.
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Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922
susuna karsi antibiyofilm etkisi korelasyon grafigi
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Sekil 4.6 Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 susuna kars1 antibiyofilm etkisi

korelasyon grafigi

Galanthus trojanus bitkisinin Listeria innocua susuna karsi
antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.7 Galanthus trojanus bitkisinin Listeria innocua susuna karsi antibiyofilm korelasyon grafigi

Galanthus trojanus bitkisinin Listeria monocytogenes susuna
kars1 antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.8 Galanthus trojanus bitkisinin Listeria monocytogenes susuna karsi antibiyofilm etkisi

korelasyon grafigi
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Galanthus trojanus bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971

susuna kars1 antibiyofilm etkisi korelasyon grafigi

{ ]
{ ]
........ Q.
................... '...---.-.-...-...- .
o @ @ X Y ®
0.0t 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
ortalama

Sekil 4.9 Galanthus trojanus bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971 susuna kars1 antibiyofilm etkisi

korelasyon grafigi
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Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli 1214329 susuna
kars1 antibiyofilm etkisi korelasyon grafigi
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Sekil 4.10 Galanthus trojanus bitkisinin Escherichia coli 1214329 susuna kars1 antibiyofilm etkisi

korelasyon grafigi

Tablo 4.2 Galanthus trojanus bitkisinin antibiyofilm Pearson korelasyon katsayilari

Mikroorganizma Adi Korelasyon Degeri
Escherichia coli 1214329 0,926085
Escherichia coli ATCC 25922 0,74444

Listeria innocua 0,840188

Listeria monocytogenes 0,110074

Bacillus subtilis DSMZ 1971 0,102938
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4.3 Achillea fraasii Bitkisinin Antibiyofilm Sonuglar:

Achillea fraasii bitkisinin farkli dozdaki Ekstraktlarinin Escherichia coli ATCC
25922 suslarina karsi gii¢lii yonde pozitif etki gosterdigi belirlenmistir. Bacillus
subtilis DSMZ 1971 susuna karsi Achillea fraasii bitkisi ekstraktlarmin etki
gostermedigi tespit edilmistir. Escherichia coli 1214329 ve Listeria monocytogenes,
Listeria innocua suslarina kars1 zayif derecede pozitif yonde antibiyofilm etkisi

gostermistir.

Achillea fraasii bitkisinin farkli dozdaki ekstraktlarinin deneyde kullanilan
Mikroorganizmalar a gosterdigi antibiyofilm etkisi Grafik 4.11, Grafik 4.12, Grafik
4.13, Grafik 4.14 ve Grafik 4.15’te gosterilmistir. Korelasyon degerleri Tablo 4.3°te

verilmistir.

Achillea fraasii bitkisinin, Bacillus subtilis DSMZ 1971 susuna
kars1 antibiyofilm etkisi korelasyon grafigi
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Sekil 4.11 Achillea fraasii bitkisinin Bacillus subtilis DSMZ 1971 susuna kars1 antibiyofilm korelasyon

grafigi
Achillea fraasii bitkisinin Listeria monocytogenes susuna kars1
antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.12 Achillea fraasii bitkisinin Listeria monocytogenes susuna kars1 antibiyofilm etkisi korelasyon

grafigi
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Achillea fraasii bitkisinin Listeria innocua susuna karsi
antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.13 Achillea fraasii bitkisinin Listeria innocua susuna karsi antibiyofilm etkisi korelasyon

grafigi

Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 susuna
kars1 antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.14 Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli ATCC 25922 susuna karsi antibiyofilm

korelasyon grafigi

Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli 1214329
susuna karsi antibiyofilm korelasyon grafigi
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Sekil 4.15 Achillea fraasii bitkisinin Escherichia coli 1214329 susuna kars1 antibiyofilm korelasyon
grafigi
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Tablo 4.3 Achillea fraasii bitkisinin antibiyofilm Pearson korelasyon katsayilari

Mikroorganizma Adi

Korelasyon Degeri

Escherichia coli 1214329

0,205187

Escherichia coli ATCC 25922 0,734771
Listeria innocua 0,133411
Listeria monocytogenes 0,022824
Bacillus subtilis DSMZ 1971 0,01867
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BOLUM BES
TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Escherichia coli ATCC 25922 susunun biyofilmine
Achillea fraasii ve Galanthus trojanus bitkilerinden elde edilen ekstraklarin pozitif
korelasyonla giiclii etki gosterdigi tespit edilmistir. Sideritis trojana bitkisi ise
Escherichia coli ATCC 25922 susuna orta derecede negatif korelasyonla antibiyofilm

etkisi gdstermistir.

Giirbiiz (2019) yaptig1 ¢alismada Arbutus andrachne bitkisinden elde ettikleri
ugucu yagin antibiyofilm etkisi Escherichia coli ATCC 25922 susunda 100 ug/ml doz,
Jasminum nudiflorum bitkisinin 50 pg/ul konsantrasyonundaki ekstraktindan sonra
etki gostermedigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda Escherichia coli ATCC 25922
susunun biyofilmine Achillea fraasii ve Galanthus trojanus bitkilerinden elde edilen
ekstraktlarin yiiksek etki ettigi goriilmiistiir. Bu farkin kullanilan bitki ekstraklarinin

kimyasal bilesenlerinin oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan caligmada Listeria monocytogenes susunun biyofilmine kars1 Galanthus
trojanus ve Achillea fraasii bitkilerinden elde edilen ekstraktlara karsi pozitif yonde
zayif etki etmistir. Sideritis trojana bitkisinin antibiyofilm etkisinin Listeria

monocytogenes susuna karsi pozitif yonde yiiksek etki ettigi tespit edilmistir.

Chorianopoulos vd. (2008), yaptigi ¢alismada Satureja thymbra yaglarin Listeria
monocytogenes susunun biyofilmine etki ettigini tespit etmistir. Gao vd. (2020), aga¢
kabuklarindan elde ettigi ugucu yaglar Listeria monocytogenes susuna karsi yiiksek
antibiyofilm etkisi géstermistir. Baumann vd. (2009), yaptiklari ¢alismada ultrason ve
ozonlama teknigi ile Listeria monocytogenes susunun biyofilmine etki etmislerdir.
Ancak yapilan islem paslanmaz gelik {izerinde olusan biyofilm tabakasmna etki

etmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada Listeria innocua susunun biyofilm tabakasina Galanthus
trojanus bitkisinden elde edilen ekstraktin ¢ok giiglii pozitif yonde etki ettigi
goriilmistiir. Achillea fraasii bitkisinin antibiyofilm etkisi zayif etki gosterirken

Sideritis trojana bitkisin ekstrakti Listeria innocua susunun biyofilmine hi¢ etki
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gostermemistir. Kog ve Erginkaya (2020) tarafindan yapilan probiyotik Bacillus
coagulans’in Listeria innocua susunun biyofilmine karsi etki etmedigi tespit
edilmistir. Bizim ¢alismamizda Galanthus trojanus bitkisinden elde edilen ekstraktin

ylksek etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmada Bacillus subtilis DSMZ 1971 susunun biyofilmine karsi
Galanthus trojanus ve Sideritis trojana bitkilerinden elde edilen ekstraktlar pozitif
yonde zayif etki etmistir. Achillea fraasii bitkisinin antibiyofilm etkisi Bacillus subtilis
DSMZ 1971 susuna kars1 etki etmedigi tespit edilmistir. Ulgen (2019), ketencik tohum
yag1 ekstraklarmin antibiyofilm g¢alismasini yapmistir. Yaptigi ¢alismada Bacillus
subtilis susuna karsi hazirladigi bitki ekstraktlarinin antibiyofilm aktivitesi
gostermedigi tespit edilmistir. Tozyilmaz ve arkadaglart (2021) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada Alyssum caricum, Alyssum discolor ve Alyssum sibiricum
bitkilerinin ekstraklar: Bacillus subtilis DSMZ 1971 mikroorganizmasina antibiyofilm
etki gostermedigi tespit edilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda Galanthus trojanus ve

Sideritis trojana bitkilerinin ekstraktlarinin antibiyofilm etkisi tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Escherichia coli 1214329 susunun biyofilm tabakasina
Galanthus trojanus bitkisinden elde edilen ekstrakt ¢cok giiclii pozitif yonde, Sideritis
trojana bitki ekstrakti ise negatif yonde giiglii etki gostermisitr. Achillea fraasii
bitkisinin antibiyofilm etkisi Escherichia coli 1214329 susuna karsi pozitif yonde
zay1f etki gosterdigi tespit edilmistir. Literatiir taramasinda Escherichia coli 1214329

susu ile ilgili antibiyofilm calismas1 yapilmadigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada Galanthus trojanus, Sideritis trojana ve Achillea fraasii endemik
bitkilerinden elde edilen su bazli ekstraktlarin antibiyofilm etkileri karsilastirildiginda
Sideritis trojana bitkisinin ¢alisilan 5 mikrorganizmanin biyofilmine giiclii etki ettigi
tespit edilmistir. Galanthus trojanus bitkisi ¢alisilan suslarin biyofilmine gii¢lii ve orta
derecede etki etmistir. Achillea fraasii bitki ekstrakti ise ¢alisilan Mikroorganizmalar

kars1 diger ekstraktlara oranla daha zayif antibiyofilm etki gostermistir.
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BOLUM ALTI

SONUC

Diinya iizerindeki niifus artis1 ve salgin hastaliklarin canli popiilasyonu tizerindeki
etkisi giin gectikce ciddi problemler olusturmaktadir. {lag sektoriinde iiretilen sentetik
ilaglarin biyofilm tabakasi olusturan Mikroorganizmalar a karsi etkisinin yeterli
olmamasi ve biyofilm tabakasinin hem saglik hem de endiistriyel alanda sorun teskil
etmesi sebebiyle toksin etkisi az olan dogal ilag ve madde analizine yonelmeyi

arttirmistir.

Bu tez calismasina baslamadan Once yapilan literatiir arastirmasinda 3 endemik
bitki ile ilgili antibiyofilm calismasi olmadigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada
Galanthus trojanus, Sideritis trojana ve Achillea fraasii endemik bitkilerden elde
edilen su bazli ekstraktlarin antibiyofilm etkileri arastirildi. Calismada elde edilen
sonuclar1 benzer c¢alismalarin sonucglar1 ve bitki ekstraktlarinin sonuglar1 ile kendi

aralarinda karsilastirarak sonuglar degerlendirilmistir.

Bu tez ¢calismasinda Achillea fraasii bitkisinden elde edilen ekstraktin Escherichia
coli ATCC 25922 susunun biyofilm tabakas1 olusturmasinda aktivator etkisi gosterdigi

tespit edilmistir.

Bu calismada Sideritis trojana bitkisinden elde edilen ekstrakti Listeria
monocytogenes ATCC 7644 ve Bacillus subtilis DSMZ 1971 suslarina kars1 yiiksek
biyofilm etkisi gostermistir. Bitki ekstraktinin dozu arttikca mikroorganizmalarin
biyofilm olugturma miktar1 arttig1 goriilmiistiir. Buda gida sanayisi i¢in besin olarak
kullanilma yolunda bir 1siktir.  Ayrica Sideritis trojana bitkisinin ekstraklar
Escherichia coli ve Listeria innocua suslarinda antibiyofilm etkisi gosterdigi tespit

edilmistir.

Galanthus trojanus bitki ekstrati da Escherichia coli 1214329, Listeria innocua,

Escherichia coli ATCC 25922 suslarina kars1 yiiksek biyofilm etkisi gézlemlenmistir.
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Yapilan ¢aligmada bitki ekstraklarinin dozu arttik¢a suglarin biyofilm olusturmasini
tetikledigi tespit edilmistir. Gida sanayisi icin bitki ekstraktinin kullanilmasi ve yeni
bir besin kaynagi olan biyofilm aktivitesi olarak arastirilmasi yolunda ilk adimdir.
Elde ettigimiz veriler 1s1ginda bitki ekstraktlar1 kullandigimiz 5 mikroorganizma
disinda farkli suglarin biyofilm tabakalarinda denenerek antibiyofilm etkisi tespit
edilebilir. Ayrica sonuglarimiz dogrultusunda elde ettigimiz su bazli bitki
ekstraktlarinin bilesenleri teker teker denenerek hangi bilesenin antibiyofilm etkisi
oldugu arastirilmalidir. Bu ¢alismada antibiyofilm etkisi gosteren bitki ekstraktlarinin
elde edilmesi miimkiin olmustur. Bu sonuglarin ilag ve endiistriyel alanda kullanilmasi
icin daha fazla veri elde etmemiz gerekmektedir. Bu tez calismasindaki sonuglar

yapilacak olan ¢aligmalar i¢in Onciil niteligindedir.

Biyofilm, biyofilm tabakasi olusturan Mikroorganizmalar in antibiyotiklere direng
kazanmasina, bakteriyel enfeksiyon tedavilerinin zorlasmasina ve sanayi alaninda
maddi kayip yasanmasina neden olmaktadir. Bundan dolay1 bu tiir arastirmalar
biyofilmin neden oldugu dezavantajlar1 azaltmada etkili olabilir. Ayrica kiiresellesen
diinyada gida sorununa ¢oziim olarak goriilen biyofilm olusumunu tetikleyen madde

bulunmasinda da bu tiir ¢aligmalar 6nciil niteligindedir.
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