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OZET

CESITLI BITKISEL BILESIKLERIN BiYOFILM OLUSUMUNU ONLEME
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ece GURBUZ
Biyoloji Anabilim Dali
Genel Biyoloji Bilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

Ugucu yaglar, bitkilerden veya bitkisel droglardan, su veya su buhari destilasyonuyla
elde edilen, oda sicakliginda sivi halde olan, fakat bazen donabilen, ugucu, kuvvetli kokulu
ve yagimsi karisimlardir. Ugucu yaglar dogal antibiyofilm etkili ajanlardir. Ugucu yaglarin
yapisinda bulunan alkoller vejetatif hiicrelere karsi bakteriostatik aktiviteden ¢ok
bakterisidal etkilidirler. Aldehitler giiclii elektronegatiflikleri nedeniyle giiclii antibiyofilm
aktiviteye sahiptirler. Elektronegatif bilesikler protein ve niikleik asit gibi yasamsal
zorunlu bilesiklerle reaksiyona girerek mikroorganizma gelisimini inhibe eder ve biyofilm
olusumunu engeller. Bu calismada Ylang-ylang (Cananga odorata), Sandal agaci (Arbutus
andrachne), Sedir agaci (Cedrus atlantica), Giunliik agaci1 (Liquidambar orientalis),
Bergamot (Citrus bergamia), Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaglarinin gram
pozitif Staphylococcus aureus ATCC (29213) ile gram negatif Escherichia coli ATCC
(25922) ve Escherichia coli ATCC (35200) bakteri strainleri iizerinde antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkilerinin arastirilmas1 amaclanmistir. En yiiksek antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktiviteyi Yasemin (Jasminum nudiflorum) ve Ylang-ylang (Cananga
odorata) yaglarinin gostermistir. Bu yaglar enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde alternatif

coziimler iiretebilme potansiyeline sahiptir.

Anahtar Sozciikler: Ugucu yag, Antibiyofilm, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTI-BIOFILM ACTIVITY OF SOME ESSENTIAL OILS

Ece GURBUZ
Department of Biology
Programme in General Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, August 2019
Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

Essential oils are volatile, strongly aromatic and oily mixtures which are obtained by
plant or vegetable droplets, obtained by distillation of water or water vapor, but which are
liquid at room temperature, but sometimes can be solid. Essential oils have natural
antibiofilm effects. Alcohols in the composition of essential oils are bactericidal rather than
bacteriostatic activity against vegetative cells. Aldehydes have strong antibiotic activity
because of their strong electronegativity. Electronegative compounds inhibit the growth of
microorganisms by reacting with vital compulsive compounds such as proteins and nucleic
acids and prevent biofilm formation. The aim of this study was to investigate the
antimicrobial and antibiofilm effects of Ylang-ylang (Cananga odorata), Arbutus
andrachne, Cedrus atlantica, Liquidambar orientalis, Bergamot (Citrus bergamia),
Jasmine (Jasminum nudiflorum) essential oils on gram-positive Staphylococcus aureus
ATCC (29213) and gram-negative Escherichia coli ATCC (25922) andEscherichia coli
ATCC (35200)bacterial strains. It was found that the highest antimicrobial and antibiofilm
activity was obtained by Jasmine (Jasminum nudiflorum) and Ylang-ylang (Cananga
odorata) essential oils. These essential oils, heva the potential to offer alternative solutions

in the treatment of infectious diseases.

Keywords: Essantion oils, Antibiofilms, Escherichia coli,Staphylococcus aureus
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNNAMESI
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analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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Ece GURBUZ
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1. GIRIS

Ugucu yaglar bitkilerin ve bitkilerden elde edilen bitkisel droglarin yaprak, meyve,
cicek, kok ya da kabuk gibi kisimlarindan su buhari destilasyonuyla elde edilen, oda
sicakliginda s1vi halde bulunan kuvvetli kokulu ve ugucu karigimlardir. Ugucu yaglari elde
etmede kullanilan baslica yontemler; destilasyon, ¢oziicii siiperkritik akiskan ekstraksiyonu
ve presyondur. Bu yaglardan elde edilen bir¢ok madde, basta ilag hammaddesi olarak veya
koku verici maddenin yar1 sentez yoluyla elde edilisinde kullanilir. Ayrica ugucu yaglar
discilik, agiz bakim firtinleri, boyacilik, parfiimeri, madencilik ve gidanin tiim alanlarinda
genis Ol¢iide kullanilmaktadir(Calikoglu vd., 2006).

Ucgucu yaglarin antimikrobiyal 6zellikleriyle Listeriamonocytogenes, Staphylococcus
spp., Micrococcus spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Enterococcus faecalisn gibi
bakteriler ve maya ve kiifler (Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus) lzerinde etkili oldugu bir¢cok arastirmada rapor edilmistir. Antimikrobiyal
ozelliklerine kars1 gram negatif bakterilerin gram pozitif bakterilere kiyasla daha direngli
oldugu, gram negatif bakterilerin bu direncinin hiicre duvarindan kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir. Ucgucu yaglarda bulunan kimyasal bilesikler dikkate alindiginda
antimikrobiyal etkinin tek bir mekanizmaya bagli olmadig1 goriilmektedir (Toroglu vd.,
2006). Ucucu yaglarin antimikrobiyal etkisi yap1 ve fonksiyon degisikligi ile sitoplazma
zarinda goriilmektedir. Yiiksek bitkilerden elde edilen antimikrobiyal maddeler, mikrobiyal
metabolizmanin enzimatik reaksiyonlarini durdurabilir, ortamdaki besin maddelerinin
alimin1 engelleyebilir, zarin yapisini degistirebilir, ¢ekirdek ve ribozomal seviyede enzim
sentezini engelleyebilir(Ucan, 2008).

Biyofilm olusumunu engellemek i¢in kullanilan en yaygin uygulama antimikrobiyal
ajanlarin  kullanimidir. Fakat c¢ogu antimikrobiyal biyofilm olusumunun kontroliinde
genellikle etkisiz kalmaktadir. Ugucu yaglarin yapisinda bulunan alkoller vejetatif
hiicrelere kars1 bakteriostatik aktiviteden ¢ok bakterisidal etkilidirler. Aldehitler giiclii
elektronegatiflikleri nedeniyle gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler. Elektronegatif
bilesikler protein ve niikleik asit gibi yasamsal azotlu bilesiklerle reaksiyona girerek
mikroorganizma gelisimini inhibe edebilirler(Dorman ve Deans, 2000). Mikroorganizma
gelisimi engellendigi i¢inde populasyon yogunlugu artamaz ve biyofilm yapilari olusamaz.

Bu calismada gram negatif ve gram pozitif bakteri gruplarini temsil eden test
mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Gram negatif Escherichia coli bulasmasi yaygin ve

yiiksek biyofilm olusturma aktivitesine sahiptir.Escherichia coli 6zellikle su ve gidalarda
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etkin biyofilm yapilar1 olusturmaktadir. Su aritma tesislerinde, gida sanayinde bu bakteri
ile savas ¢ok Onem tasimaktadir. Gram pozitif Staphylococcus aureus straini gida, tip,
alanlarinda biyofilm yapilar1 olusturarak olumsuz etkilere neden olmakta ve biiyiik
zararlara yol agmaktadir. Hastane enfeksiyonlarina ¢ok yiiksek oranda neden olmasinin
yan1 sira tavsan, sigir, domuz etleri, siit, krema ve peynir basta olmak iizere ¢esitli gida
zehirlenmesi vakalarina da yol agmaktadir.

Bu calismada kullanilan Ylang-ylang (Canaga odorata), Sandal agaci (Arbuttus
andrachne), Sedir agaci (Cedrus atlantica), Gunlik agaci (Liquidambar orientalis),
Bergamot  (Citrus  bergamia) ve Yasemin (Jasminum  nudiflorum) ugucu
yaglarinin,bildigimiz kadariylagram pozitif Staphylococcus aureus ATCC (29213) ile
gram negatif Escherichia coli ATCC (25922) ve Escherichia coli ATCC (35200) bakteri
strainleri tizerinde antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri arastirilmadigi i¢in boslugun

doldurulmasi amacglanmistir.

1.1.Gram Negatif ve Gram Pozitif Bakteriler

Gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasindaki en 6nemli fark hiicre duvarlar
arasindaki farktan olusmaktadir. Bu hiicre duvari yapisindaki farkliliktan dolayr gram
boyama teknigiyle boyama sonrasi gram pozitif bakteriler mor, gram negatif bakteriler ise
pembe rengini verir. Gram boyama sonucunda bu farkli renk olusumlarinin gézlemlenmesi
tamamiyla gram negatif ve gram pozitif bakteriler arasindaki hiicre duvar1 farkindan
kaynaklanmaktadir. Gram pozitif olarak adlandirilan bakterilerin hiicre duvar1 gram
negatiflere gore cok daha fazla kalindir. Cok fazla miktarda da peptidoglikan icermektedir.
Gram negatif bakterilerin hiicre duvari ise daha kompleks yapidadir ve daha incedir. Gram
negatiflerin hiicre duvar1 ¢ok az miktarda peptidoglikan igerir ve en dista lipopolisakkarit
igerir.

Gram boyama teknigi sirasinda hiicreler 6ncelikle kristal mor ad1 verilen bir boya ile
boyanirlar. Daha sonra alkolle yikanirlar. Alkolle yikanmadan 6nce gram pozitif ve gram
negatif hiicreler mor goziikkmektedirler. Ancak alkol yikamasi sonrasi gram negatif
bakterilerde alkol lipopolisakkarit iceren dis katman ¢oziiniir. Bunun sonucunda hiicre
igerisine alinmig kristal mor hiicre disina diflizyonla gecer. Bu durum sonucunda da pembe

gorlntii olugsmaktadir(Simsek ve Bulut, 2012).
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Sekil 1. 1.Gram negatif- gram pozitif hiicre duvari(Simsek ve Bulut, 2012)

1.1.1.Staphylococcus aureus

Staphyloccoccusaureus RNA dizileri siralanist bazinda Bacillus sp ile gruplanmis
gram pozitif bir bakteridir. Uziim benzeri kiimeler olusturur ve anerobik kosullarda yasar.
Tibbi alanda cilt enfeksiyonlar1 ve gida zehirlenmeleri gibi insan sagligina zararh
enfeksiyonlara yol agar. Ayrica agir enfeksiyon travmalarina da yol agar ve insanda
zatiirre, enfeksiyoz endokardit, sepsis osteomiyelit neden olur. Uygun konak buldugunda
biyofilm olusturmaya meyillidir. Biyofilm yapis1 olusturarak dis ¢evreden en iyi sekilde
faydalanir ve antibiyotiklere kars1 direng gelistirir (Kuroda vd., 2001).

Bakteri o©zellikle insanlar da yiiksek oranlarda kolonize olmaktadir. Yetiskin
insanlarin ortalama %30-50 araliginda kolonize olmustur. %10-20 oraninda da direngli
kolonizasyon  gelistiren  bir  bakteri  olma  oOzelligi  tagimaktadir(Cengiz,
1999).Staphylococcus aureus tarafindan kolonize olan kisiler sonradan olusabilecek
enfeksiyonlar icin biiyiik bir risk olusturmaktadirlar(Klaus vd.,1999). Ozellikle intravensz
ilag kullananlar, tip 1 diyabeti olanlar, immun sisteminin zayifladig1 hastalik gruplarina
dahil olanlar, hemodiyaliz hastalar1 bakterinin kolonize olmasinda en riskli grubu
olusturmaktadirlar(Lowy, 1998). Caligmada kullanilan strain Metisiline duyarlidir.

1.1.2. Escherichia coli

Escherichia coli fakiiltatif anaerobik baskin bir bakteri tiiriidiir. Genis bir genetik
ara¢ dizisi ¢esitliligine sahiptir ve sik topluluk yasam tarzina sahiptir. Cok yaygin bir
bakteri tiirtidiir. Labratuvar ortaminda izole edilen strainlerinde planktonik kiiltiirleri bir¢ok
izolatta in vivo ve in vitro biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir. Gastrointestinal
sistemin fakiiltatif anaerobik bakterileri arasinda baskin bir tiirdiir (Beloin vd.,2008).

Insanlarin ve diger memeli calilarin bagirsak mikroflorasinin énemli bir iiyesidir.
Escherichia coli rekombinant DNA teknolojisinde bir klonlama kaynagir olarakta
kullanilmaktadir. Ancak bir¢ok yararli straini bulunan bakterinin ayni1 zamanda yiiksek
toksitiye sahip patojen tiirleride bulunmaktadir. Bircok farkli Escherichia coli straini

insanlarda ve diger memelilerde yiliksek viriilans etkiye sahip cesitli bagirsak ve



ekstraintestinal hastaliklara neden olmaktadir. Cesitli hastaliklara neden olan patotip
icermektedir. En az alt1 farkli patotip diyare, dizanteri, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit
ve ekstra bagirsak enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara neden olurlar (Kaper vd., 2004).
Escherichia coli’nin sahip oldugu viriilans faktorler iyon sekresyonu, protein sentezi,
mitoz, mitokondriyal fonksiyon olmak {izere cesitli Okaryotik hiicresel islemleri
etkileyebilir. Patojenik strainlerinin viriilans faktorlerini kodlayan genler, hem komensal
Escherichia coli'de bulunmayan hem de prototip spesifik diizenleyiciler ve hem de
eszamanlt Escherichia coli'de bulunan 'temizlik' diizenleyicileri tarafindan diizenlenir

(Kaper vd., 2004).

1.2. BIYOFILM
1.2.1. Biyofilmin tanimi ve 6nemi

Biyofilm planktonik mikrobiyal hiicrelerin biraraya gelerek popiilasyon
olusturmalari, birbirlerine ve/veya bir ylizeye tutunarak hiicre dis1 ekzopolisakkarit ags1 bir
yap1 olusturarak meydana getirdikleri 100-150u boyutunda bir yapidir.Ekzopolisakkarit
EPS icerisinde gomiilii bulunan tek bir mikroorganizmadan koken alan biyofilm yapisi
oldukca kararlidir ve kaygan, piiriizsiiz bir yapidir (Rijnaarts vd., 1993).

Bir diger tanim ise;Biyofilm, gerekli besin kaynagini karsilayabilecegi bir yilizey
lizerinde biiyliyen ve c¢evresi ekzopolisakkarit bir matriks ile c¢evrilmis hiicre
popilasyonudur (Lewis, 2001). Planktonik hiicreler dis etmenlere kars1 kendilerini
koruyabilmeleri ve yasamlarini siirdiirebilmeleri amaciyla Quorum Sensing(Cevresel
Algilama sistemi) araciligiyla bir araya gelirler ve dis ¢evresi matriks ile ¢evrili dayanikl
biyofilm yapilarint olustururlar. Bu yap1 olusturulurken kendiliginden {iretilen bir matriks
igerisinde gomiilii bulunan planktonik hiicreler bir araya toplanir ve toplanan
mikroorganizmalar hiicre dis1 polimerik maddenin (EPS) birbirine ve/veya bir yiizeye
yapismasint saglar (Vert vd., 2012). Kendiliginden olusan ve biyofilm olusturmus
mikroorganizmalar1 dis ¢evreye karsi daha direngli hale getiren EPS matrisi hiicre dist
biyopolimerlerden olusan polimerik bir yapidir(Vert vd., 2012).

Tek hiicreli bakteriler bir araya gelerek popiilasyon olustururlar ve ¢evrelerini saran
eksopolisakkarit matriks olusturarak kati bir yiizeye tutunmus biyofilm yapisin1 meydana
getirirler. Biyofilm tek veya coklu bakteri tiirlerinden meydana gelebilir. Ornegin; dis
biyofilmlerini 500 den fazla bakteri tiirii bir araya gelerek biyofilm olustururken akciger

hastalig: kistik fibrozis (KF)’ de Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirli tek bagina biyofilm
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olusturur. Biyofilm daha kararli bir yapt oldugundan planktonik hiicre ile
karsilastirildiginda biyofilm olusturmus mikroorganizma kolonilerinin antibiyotiklere kars1

10-1000 kat daha direncli olduklar1 gézlemlenmistir(Mah vd., 2001).

Sekil 1. 3.Kistik Fibrozis(Mah vd., 2001).

Kararli ve direncli yapidaki biyofilmler bir¢ok tibbi implatta, yapay kalgalar, kontaks
lenslerde olusarak antibiyotik direncleri sayesinde enfeksiyon olusturmakta ve hastalara
travma yasatmaktadir. Enfeksiyonlarin tedavi maliyetini yillik 1 milyon dolar1 bulmaktadir
(Mah vd., 2001).

Ayrica sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde mikrobiyal biyofilmlerin olusturdugu
iirlin kontaminasyonlar1, tibbi alet ve cihazlarda olusan biyofilmler sonucu olusan
enfeksiyon tedavileri, sanayi ve gida sektdriinde meydana gelen kontamineler sayesinde

yillik milyonlarca dolarlik kayiplar olusmaktadir (Ciftci, 2005).



Sekil 1. 4.Mikrobiyal Biyofilm Goriiniimii(Ciftci Z, 2005).

Mikrobiyal kolonilerin bir araya gelerek olusturduklar1 biyofilm yapilarinin detayl
bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Bakteriyel biyofilmler dogada genellikle patojendir
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) tim
mikrobiyal enfeksiyonlarin %65’ini ve tim kronik enfeksiyonlarin ise %80’inin biyofilm
olusumuyla alakali oldugunu ortaya koymustur. Ozetle bakteri biyofilminin anlasilmasi ve
iizerinde caligmalar yiiriitiilmesi saglik alaninda enfeksiyon nedenli hasta travmalarinin
Oniine gecme ve sanayi, ¢evre sektoriindeki bozulmalar-aksamalarin 6niine gegmede son

derece 6nemlidir (Jamal vd., 2018).

1.2.2. Biyofilmin tarihcesi

Giliniimiizde tibbi cihazlardaki biyofilm olusumlarinin gozlemlenmesi, bulasici
hastalik topluluklarinin meydana gelmesi ve kronik bakteriyel enfeksiyonlarin artigi
biyofilm mekanizmasin1 anlama, arastirma ve Onleme zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir.
Biyofilm aragtirmalarinin modern donemi Osaka’da besinci Uluslararasi Mikrobiyal
Ekoloji Dernegi toplantisinda Doug Caldwell ve grubunun, opak yiizeylerdeki canli sulu
orneklerin incelenmesi sonrasi konfokal tarama lazer mikroskobunun ortaya ¢ikarilmasi ile
baslamistir. Gegmis donemlere bakildiginda da birgok arastirmacinin biyofilm yapilar ile
karsilastig1 ve aragtirmalarin1 bu yonde devam ettirdikleri gézlemlenmektedir (Costerton,
2004).

17 yy. da Anthony van Leeuwenhoek Hollanda ‘da kendi agzindan 6rnek alarak ilkel
mikroskopu ile incelemeler yapmis ve ilk biyofilm gozlemlemelerini gergeklestirmistir.
Pasteur ise 19.yy’da sarabin olusmasina neden olan mikroorganizmalari incelemis ve
biyofilm olusumlarmi goézlemlemistir. Ancak o zamanlarda biyofilm yapilar1 ile alakali

olarak mikrobiyologlarin bilgileri bulunmamaktaydi (Heiby, 2017).



Deniz mikrobiyologlar tarafindan 1923 yilina kadar mikroorganizmalarin planktonik
canlilar halinde yasamlarini devam ettirdiklerine inanilmaktaydi. Bakteriyel yapisma,
tutunma ve birarada yasama anlamina gelen film terimi 1923 yilinda ABD Deniz
Kuvvetleri Bakanligi’na gelen raporlarda gemi altinda birgok biyolojik kirlenmenin
olustugu seklinde bildirilmis ve kullanilmistir. Bu durumda sonra deniz biyologlar1 suda
meydana gelen biyolojik kirlenmeleri arastirmaya baglamistir. Kirlenmenin erken gelisimi
arastirmak amaciyla ZoBelll ve Allen bakterilerin yapisma ve biiylimesini arastirmaya
baslamislardir. (Heiby, 2017).

Tip alaninda biyofilmlerin ilk goézlemlenmeleri Kistik Fibrozis(KF) hastaligindan
hayatin1 kaybetmis insanlarin akcigerlerinden alinan pargalarin mikroskobik incelemesi
sonrasi 1972 yilinda ortaya c¢ikmistir. Bu incelemelerde goriilmistiir ki Pseudomonas
aeruginosa bakterisi akciger lizerinde biyofilm olusturarak kistis fibrozis enfeksiyonuna

neden olmakta ve insanlar hayatlarin1 kaybetmektedir (Hoiby, 2017).

Sekil 1. 5.Kistik Fibroz(KB) hastalarindan alinan balgamlarda bulunan gram negatif bakeri olan
Pseudomonas aeruginosa ve polimorfoniikleer lokositler.(Hpiby, 1977).

Biyofilm kelimesi teknik ve yazili olarak ilk 1935 yilinda teknik ve cevresel
mikrobiyolojide kullanilmistir. PubMed’de yapilan arastirmalarda biyofilm teriminin 1975
yilinda yayimlanan bir makalede kullanildig1 gézlemlenmistir. Ayrica ilk olarak biyofilm
kelimesinin kullamldig: iki tibbi rapor bulunmaktadir. Bunlardan ilki 1981 yilinda Isveg,
Lund sehrinde dis hekimleri tarafindan yayimlanmistir. Bir digeri ise 1985 yilinda
Costerton tibbi mikrobiyoloji ile alakali bir raporda artarak ¢ogalan mikrobiyal biiylime
‘biyofilm’ kelimesini kullanmistir (Heiby,2017).

1981 yilindan itibaren biyofilm ile alakali ¢alismalarda gozle goriiliir bir artis
meydana gelmistir. 1996 yilina gelindiginde Costerton ABD’nin Utah eyaleti Snowbird’de

biyofilm  konferanst  yapmustir. Bu  konferansta  biyofilm ve  biyofilm



enfeksiyonlarithakkinda bilim insanlar1 ve hekimlerle is birligi baslatmistir. Konferans
sirasinda farkli tibbi uzmanlik alanlari, cevre ve gida sektoriinde biyofilm etmeninin
Onemini, tibbi cihazlarda yabanci cisim enfeksiyonlari ve kronik enfeksiyonlarda
biyofilmin neden oldugu konusunda hemfikir olunmus ve bu konferanstan sonraki yillarda
biyofilm ile ilgili arastirmalarda ciddi sayida artis gozlemlenmistir. 21 Aralik 2016
verilerine gore sadece 2016 yilinda yapilan biyofilm ile ilgili yayin sayis1 4455 kadar atmis
ve toplam yayin sayis1 34580 olmustur (Heiby, 2017).

1980 yilindan 6nce yapilan caligmalarda biyofilmler gézlemlenebilmeleri icin 151k
mikroskoplart  kullanilmaktaydi. Sonraki donemlerde elektron mikroskobu ile
resmedilmeler ve incelemelere gecilmistir. 1990 ve sonrasi yillara gelindiginde biyofilm
caligmalar1 siirdiiriilirken “Robbins biyofilm cihazi”, konfokal lazer taramalari, bakteri
polyspecies mikroskobu, akis hiicre otomatik biyolim analiz cihazi, Live-Dead boyama,
transkriptomik analiz ve benzeri gibi cihazlar ve yontemler kullanilmistir (Hoeiby, 2017).

Costerton, ABD’nin Utah eyaleti Snowbird’de 1996 diizenledigi konferanstan sonra
2000 yilinda ABD Montana’da bir konferans daha diizenlemistir. 2006 yilina gelindiginde
Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi (ESCMID) kurulmustur.
2009 yilinda Heiby ve Sternberg ESCMID lisansiistii teknik atolyesi Kopehang’da
Danimarka Teknik Universitesinde Tibbi biyofilm teknikleri {izerine arastirmalara
baglamis ve  biyofilm infeksiyonlarmin  tedavi  yontemleri 2015  yilinda
yayilanmistir(Heiby, 2017).

Sonug olarak goriilmektedir ki biyofilm kavrami ve enfeksiyon tedavileri ile alakali
calismalar son 50 yilda artarak devam etmektedir. Tibbi cihazlarda bulas, cevre-gida
sektorlerindeki biyofilm olugumlar1 ve bu olusumlar sonusunda meydana gelen kronik
bakteriyel enfeksiyon tanimlamalar1 ve tedavileri ile ilgili ¢alismalar giiniimiizde de artarak

devam etmektedir (Hgiby, 2017).

1.2.3. Biyofilmin yapisi

Mikroorganizmalar dagilmis tek hiicrelerin saf kiiltiirleri olarak yasamazlar.
Yasamlarin1 daha iyi siirdiirebilmeleri igin bir araya gelerek yasamlarini siirdiiriirler.
Mikroorganizmalar araytiizlere tutunurlar ve gerekli besin maddelerinin ortamda bulunmasi
lizerine ¢ogalarak biyofilm olustururlar. Biyofilmlerin cogunda mikroorganizmalar kuru
maddenin%]10’unu olusturur, martis ise %90 oranindadir. Matris ¢ogunlukla hiicre dist

materyalden olugmaktadir ve biyofilmi olusturan mikroorganizmalar bu matris igine
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gomiilii bulunmaktadir. Matris ig¢inde hiicre dis1 olarak bilinen farkl: tipteki biyopolimerler
bir araya kiimelenir ve polimerik maddeler (EPS) biyofilmin iskelesini olusturur
(Flemming vd., 2016).

Matris icindeki EPS biyofilm igindeki hiicereleri hareketsiz hale getirir. Bu
hareketsiz tutma sayesinde hiicre-hiicre arasi iletisim, etkilesim diizenli ve hizli bir sekilde
gerceklesir. Tutma nedeniyle hiicre dis1 enzimlerden ¢ok yonlii bir dis sindirim sistemi
iretilir ve su fazinda gelen parcaciklar besin ve enerji kaynagi olarak kullanilirlar. Ayrica
EPS besin kaynagi olarak hiicreler tarafindan kullanilabilir. Ancak EPS bilesenleri yavas
yavas biyolojik olarak ¢oziinebilir ve karmasik bir yapidadir. Besin kaynagi olarak
kullanilabilmesi i¢in tiim bilesenlerin tamamen degradasyonu gereklidir. Matris biyofilm
yapilarinda hiicre popiilasyonlarini oksitleyici veya yiiklii biyositlere karsi, metabolik

katyonlara, bazi antibiyotiklere, ultraviyole 1sinimina karsi korur (Flemming vd., 2016).



Tablo 1. 1.Hiicre disi polimerik maddelerin bakteriyel biyofilmlerde islevleri (Flemming vd., 2016)

Fonksiyon Biyofilmler I¢cin Uygunluk Tlgili Eps Bilesenleri
Yapisma Abiyotik ve biyotik kolonilesmesinde ilk adimlara izin | Polisakkaritler,  proteinler,
Verir. DNA ve amfifilik
molekiiller
Bakteriyel Hiicreler arasinda koprii kurmay1 saglar, gecici immobiliZ Polisakkaritler, proteinler ve
Hiicrelerin bakteri popiilasyonlari, yiliksek hiicre yogunluklarinin DNA
Birikmesi gelisimini saglar.
Biyofilmlerin Aracilik, hidratlanmis bir polimer ag1 (biyofilm | Notr ve yiiklii
Birlesmesi matrisi) olusturur. Biyofilmlerin mekanik stabilitesi | polisakkaritler,  proteinler
(genelliklegok degerlikli katyonlar) ve EPS yapisi | (amiloidler ve lektinler gibi)
boyunca (kapsiil, siimiikveya kilif), biyofilm | ve DNA
mimarisini belirleme ve izin vermeyi saglar.
Su Tutma Etrafinda yiliksek oranda hidrate bir mikro-ortam | Hidrofilik polisakaritler ve
saglar. muhtemelen proteinler
Koruyucu Sirasinda belirli ve spesifik olmayan ana savunmalara | Polisakkaritler ve proteinler
Bariyer kars1 diren¢ saglarenfeksiyon ve gesitli antimikrobiyal
ajanlara tolerans kazandirir.
Organik Cevreden besinlerin birikmesini saglar. Hidrofobik polisakkaritler ve
Bilesiklerin proteinler
Sorpsiyonu
Inorganik Polisakkarit jel olusumunu, iyon degisimini, | Yikli  polisakaritler ve
Iyonlarin mineralleri tesvik eder proteinler, gibi inorganik
Sorpsiyonu toksik metal iyonlarmin olusumu ve birikmesini saglar. | ikame ediciler dahilfosfat ve
stilfat
Enzimatik Besin icin eksojen makromolekiillerin sindirimini | Proteinler
Aktivite saglar.
Besin Kaynagi | Karbon, azot ve fosfor igeren bir kaynak saglar. Potansiyel olarak tiim EPS
bilesenleri
Genetik  Bilgi | Biyofilm hiicreleri arasindaki yatay gen transferini | DNA
Degisimi kolaylastirir.
Elektron Verici | Biyofilm matrisinde redoks aktivitesine izin verir. Proteinler  (6rnegin, pili
Veya Alici venanoteller) vemuhtemelen
hiimik maddeler
Hiicre Metabolik ciro sonucu hiicresel materyali serbest | Niikleik igeren membran
Bilesenlerinin brrakir. vezikiilleri asitler, enzimler,
Thracati lipopolisakaritler ve
fosfolipidler
Fazla Enerji | Fazla karbonu dengesiz karbon altinda azot oranlarinda | Polisakkaritler
I¢in Batarya depolar.
Enzimlerin Enzimlerin birikimi, tutulumu ve stabilizasyonunda | Polisakkaritler ve enzimler
Baglanmas1 sonuglar Polisakkaritler ile etkilesimleri sayesinde

EPS biyofilmin mimarisini olusturur ve biyofilm igerisindeki hiicreleri cevreler.
Biyofilmin emme kapasitesi, konsantrasyonu, uyumu, niteligi, EPS’nin bilesenleri ve ii¢

boyutlu matris mimarisi yasam modunu belirler. Biyofilmlerin morfolojisi piirlizsiiz, diiz,
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kaba, kabarik, veya filamentli olabilir. EPS matrisi, mikro etki alanlar1 ayiran fiziksel bir

yapi saglar (Flemming vd., 2016).

Sekil 1. 6.Hiicre dis: polimerik maddeler farkli boyutlarda matris.(Flemming, vd., 2016)

a) Bakteriyel bir biyofilm modeli kat1 bir yiizeye bagldir. Biyofilm olusumu, bir
hiicrenin bir ylizeye baglanmasiyla baslar. Bir mikrokoloni olusur.Bakteri
boliinerek ve biyofilm matrisinin iiretilmesi ile baglanir.

b) Ana matris Bilesenler - polisakaritler, proteinler ve DNA - homojen olmayan bir
diizende hiicreler arasinda dagilir.

c) Zayif fizikokimyasal etkilesimler ve siniflart EPS matrisinin kararliligina hakim
olan biyopolimerlerin karigmasi.

d) Molekiiler modelleme simiilasyonu ekzopolisakarit aljinat (sagda) ve hiicre dis1

enzim lipaz (solda) arasindaki etkilesimi (Flemming vd., 2016).

1.2.4. Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma nedenleri

Bakteriler uygun c¢evre sartlarinin saglandigt durumlarda biyofilm yapilarim
olusturmaya meyillidirler. Planktonik yasama gore biyofilm olusturarak ortak yasamin
etkisiyle dis cevreye karsi daha dayanikli, kararli ve direngli hale gelirler. Daha detaylh

bakilacak olursa bakterilerin biyofilm olusturma nedenleri;

1.2.4.1. Savunma

Bakteriler i¢in biyofilm olusumu dis ¢evre sartlarina karsi direngli, dayanikli ve uzun
Omiirliiliik agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Biyofilm olusuran organizmalar besin
yoklugu, pH degisikligi, dezenfektanlar, fagositoza, antibiyotiklere karsi planktonik
hiicrelere kars1 daha dayaniklidirlar. Biyofilmin matris yapist ve biiyiik ¢ogunlugunu

olusturan EPS savunma mekanizmasinda biiylik 6neme sahiptir. EPS bulundugu bakteriyi
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giic alanlarindan uzaklastiir ve fagositoza ugramasini Onler. Ayrica antibiyotik

etkilerinden de biyofilm igerisindeki bakteri popilasyonlarini korur(Costerton vd., 1994).

1.2.4.2. Adhezyon ve kolonizasyon

Mikroorganizmalarin yasamlariin siirekliligini saglamak ve dis etkenlere kars1 daha
korumali sekilde yasamlarini devam ettirmeleri i¢in gerekli ortam biyofilm
olusturmalaridir.  Ozellikle canli ortamlar mikroorganizmlarin yapigmalarmi  ve
cogalmalarin1 saglayabilmek i¢in gerekli besin maddelerine fazlasiyla sahip ortamlari
olusturmaktadir. Bakteri insan ve hayvan viicudunda sabit kalabilmek amaciyla fakl
stratejiler gelistirmistir. Bunlar adhezyon ve kolonizasyondur. Bakteri sahip oldugu ylizey
yapisma proteinleri, konak¢inin sahip oldugu fibrinojen, vikronektin, fibronektin gibi
matriks proteinlerine yapisir ve yerini sabitleyerek adhezyon islemini gergeklestirmis olur.
Sonraki asama i¢in ise kolonizasyon islemine gecer. Kolonizasyon ayni tiirdeki
molekiillerin birbirlerini ¢ekmesi olarak 6zetlenebilir. Bu asamada bakteri bir yandan
bulundugu ortamdaki popiilasyonunu arttirirken bir yandan da biyofilm yapisin1 artirmaya

devam eder(Svensitervd., 2001).

1.2.4.2. Yasanabilir ¢evre gelistirmek

[k yapisma sonras: biyofilm yapisini arttirma ve popiilasyon yogunlugunu ¢ogaltma
asamasinda konaga ait karbon kaynaklarinin biyofilm gelisimi i¢in son derece Onem arz
ettigi ortaya konmustur. Konaktaki karbon katabolitleri bakterilerin gen regiilasyonunu

indiikler ve konak¢iya uygun yasam ortami olusturur (Costerton vd., 1994).

1.2.4.4. Kommupnite olusturmak

Biyofilm olusturmus ve popiilasyon yogunlugunu arttirmis bakteri tiirleri ortama
uygun hale getirdikleri genler sayesinde ortamdan aldiklar1 besin, pH, 1s1 vs. uyaranlar
sayesinde hizlica planktonik halegegebilmektedirler. Boylelikle degisen c¢evresel
uyaranlara kars1 her bir planktonik bakteri kominitesi ayn1 cevabi vermis olmaktadir. Bu
durum  biyofilm  olusturan  bakterilerin ~ kommunite = yasamalar1  sayesinde

gerceklesmektedir(Oztiirk vd., 2008).
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1.2.5. insan saghg acisindan faydah biyofilmler

Bazi biyofilm tiirleri igme ve kullanma sular1 igerisindeki toksik maddeleri tutarak
sular1 zararli etkenlerden 6nemli Sl¢iide temizlemektedir. Biyofilm igerisindeki bakteriler
sudaki toksik maddeleri pargalar ve boylelikle su kirliligini 6nemli Ol¢lide azaltir (Sakarya
S, 2018).

Viicut icerisinde ise bazi dokular iizerinde biyofilm yapisi olusturan bakteriler
dokuyu patajonlere kars1 savunur ve korurlar. Bu duruma en giizel 6rnek mide-barsak
kanalinda bulunan laktik asit bakterileridir. Bu bakteriler buralarda patojen bakterilerin

kolonize olmasini engellerler (Sakarya , 2018).

1.2.6. insan sagh@ agisindan zararh biyofilmler

Biyofilm olusumu insan ve g¢evre sagligi acgisinda ¢ok olumsuz sonuglara neden
olmaktadir. Planktonik olarak yasayan mikroorganizmalar biraraya gelip biyofilm
olusturunca antibiyotiklere kars1 10 kat daha direncli hale gelmekte ve ¢evreye karst daha
saglam ve dayanikli hale gelmektedir.

Saglik alaninda en sik biyofilmin gozlendigi hastaliklar su sekilde siralanabilir.
Santral venoz kataterler, yapay kalp kapaklari, iiriner kataterler {izerinde olusan biyofilm
yapisindan kaynakli enfeksiyonlardir.

Bu biyofilm yapilar1 endokardit gelisime neden olmaktadirlar. Bu durumda siklikla
izole edilen mikroorganizmalar; stafilokoklar, streptokoklar, gram-negatif basiller,
difteroidler, enterokoklar ve kandida tiirleridir (Stickler vd., 2002).

Calismada kullanilan ii¢ bakteri straini insan sagligi acisindan zararli biyofilm
olusturan bakterilerdir. Ozellikle Staphylococcus aureus hastane ortamlarindan insanlar
izerinde oldukca fazla enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Foster ve Ho0k 1998).

Staphyloccoccus aureus bakteri tiirliniin biyofilm olusumu iki basamakta gerceklesir.
[k asamada planktonik bakteriler uygun bir yiizey bulur, yapisir ve kolonize olurlar. (erken
aderans) Yiizeye tutunma asamasinda ‘“adhezif matris molekiillerini taniyan mikrobiyal
yiizey bilesenleri '(MSCRAMM)adin da proteinler yiizeye yapismayr saglamaktadir. Bu
asamay1 takip eden ikinci asmada ise hiicre-hiicre adezyonu olmaktadir. Bu asama
sirasinda ¢ok katmanli biyofilm yapis1 detayli olarak sekillenmektedir. Staphylococcus
aureus’ta biyofilm olusumundan icaADBC operonu ve iiriinii olan ‘‘polysaccharide

intercellula adhesin’ (PIA) sorumlu tutulmaktadir. Ayrica biyofilm olusumu asamasinda

13



etkin genlerin icaA ve icaD genlerinin sorumlu oldugunu yapilan c¢aligmalar ortaya
koymustur (Jefferson, 2004).

IcaA ve IcaD genlerinin gorevi UDP-N-asetil glukozamini substrat olarak kullanarak
seker oligomerlerini sentezlemektedir. Genlerin sentezledigi oligomerlerin uzunlugu
maksimum 20 rezidiidiir. Bu oligomerler PIA spesifik anti-serumlarla reaksiyon

verebilmektedir (Patti vd., 1994).

— PIA
d \j 11 6-linkage of N-
\ IcaB ? p acetylglucosaminyl
— cligomers (-130 residues)

outside

N2

\
4 e
-1 6.inkage of N- }
N acetylglucosaminy|
\ ~ oligomers (10 - 20 residues)

UDF -N-acetylglucosamine f‘

lcaA /lcaD

Sekil 1. 7.S.aureus’ta icaADBC genleri ve PIA/PNAG biyosentezi (Patti vd., 1994).

Biyofilm olusturabilen bakteri tiirlerinde ilk asamada yiizeye tutunmadan cesitli
proteinlerin sorumlu oldugunu yapilan calismalar ortaya koymaktadir. Staphylococcus
aureus mastitli sigirdan (Staphylococcus aureus V329) izole edilen ‘‘biofilm associated
protein’’ (bap) biyofilm olusumunda gerekli yapilardan birini olusturmaktadir. BAP genine
sahip olan Staphylococcus aureus bakteri straini daha giiclii biyofilm olusturmaktadir.
BAP geni bakterilerin yilizeyine yerlesmistir. Yiiksek molekiil agirligina sahip, ardi ardina
tekrarlayan C domainlerini igeren ve bulundugu bakterilerde yiiksek biyofilm olusumuna

olanak saglayan bir gendir(Patti vd., 1994).

A B C-Repeals D
Bap S aureus [ I I m
49 361 £20 2148 2276

Sekil 1. 8.S.aureus BAP geni (Lasa ve Penades 2006)
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1.2.7. Biyofilm olusma basamaklari

Planktonik veya bakteri popiilasyonlar1 gerekli dis cevre olustugunda biyofilm
olusturmaya egilimlidir. Ge¢gmisten bu giine biyofilm ile ilgili yapilan arastirmalar ortaya
koymaktadir ki biyofilm olusumu bakterilerde bulunan ilgili genler sayesinde gerceklesir.
Bu genler bakteriler iizerinde 6ncelikle quorum sensing(¢evreyi algilama sistemi) ile sayica
popiilasyonlarinin arttirmalarini saglar. Sonraki asama hiicre duvart yapimi ve matriks
olusumudur. Bu agsamadan da sonra metabolizma, ¢evre degiskenlerine cevap ve plazmide
baglanma asamalar1 gergeklesmektedir. Boylelikle biyofilm yapisi bir biitiin halinde
yasamini siirdiirmekte ve besin kaynaklarindan ortak yararlanmaktadir. Ayrica stres
faktorlerine birlikte cevap verme ve besinden ortak fayda saglamaktadirlar. Biyofilm

olusumu toplam bes agsamada gergeklesmektedir(Vuong ve Otto 2002).

1.2.7.1. Ince tabakanin olusumu

Mikroorganizmalar dogal ortamlarinda dogrudan konak iizerindeki yilizeye tutunmazlar.
Oncelikle tutunmalarin1 saglayabilmeleri amaciyla ince bir tutunma yiizeyi olustururlar

(DIANI vd., 2015).

i s ,’2‘\

Sekil 1. 9.Biyofilm olusum asamalar: (DIANI vd., 2015)

1.2.7.2. Tutunma (mikroorganizmalarin uygun yiizeye geri doniisiimlii veya geri

doniisiimsiiz olarak tutunmast)

Biyofilm olusum asamasinda ince tabakanin olusum asamasindan hemen sonra gelen
bu asamada bakteri hiicreleri yiizeyle tam olarak temas kurmamaktadirlar. Oncesinde
tutunmanin tam olarak gerceklesmesi i¢in bakteri hiicreleri geri doniisiimli tutunma

gerceklestirirler. Geri dontisiimlii tutunma bakteri hiicresi ve ylizey arasindaki zayif
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etkilesimli baglar olusturulur. Bunlar elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler ve Van
Der Wals baglar1 sayesinde gerceklesir. Bu asama sonunda bakteriler faz olarak yiizeye
yakin kiimelenmis haldedirler.Ancak hala tam olarak tutunma gerceklesmemistir. Hemen
sonrasinda geri doniisiimsiiz tutunma gerceklesir. Bu asamada ise geri doniislii tutunma
sirasinda yilizey lizerinde yeterli besin kaynaginin olup olmadigi arastiran bakteri eger

yeterli besin kaynag1 varsa geri doniisiimsiiz tutunma fazina geger(DIANI vd., 2015).

1.2.7.3. Biiyiime ve yiizey kolonizasyonu, mikrokoloni ve biyofilm olusumu (fenotipik ve
genotipik degisiklikler)

Bu asamada tutunmay1 gerceklestirmis olan bakteri hiicreleri gelismeye baslar. Bir
miiddet sonrada bdoliinme baslar. Bu asamada ilk tutunmayr baslatan bakteri kolonisi
boliinerek popiilasyonunu arttirir sonraki asama tutunma yapan diger bakteri hiicrelerinin
de cogalarak koloni olusturmasidir. Ayrica olusan EPS yapisi sayesinde planktonik bakteri
hiicreleri yakalanir ve biyofilm yapisina eklenirler. Boylelikle polimer matrikste kapsiil
olusturan bakteri hiicresi yogunluklarinda artig goriiliir. EPS sentezinin artmasi ile birlikte
popiilasyon yogunluklarini arttiran bakteri kolonileri EPS igerisinde gomiilii olarak
yasamaya baslarlar. Bu yap1 biyofilm olusturmus bakterileri antibiyotiklere ve diger

cevresel etkenlere kars1 daha direngli hale getirir(DIANI vd., 2015).

1.2.7.4. Biyofilm hiicrelerinin kopmasi

Biyofilm yapisi igerisindeki bakterilerin farkli bolgelerde kolonize olabilmeleri yani
etrafa yayilabilmeleri i¢in bir takim dagilma mekanizmalarina ihtiyaglar1 vardir. Biyofilm
icerisinde ortama yayilma iki sekilde gergeklesebilir. Ya biyofilm igerisindeki planktonik
bakteri hiicresi farkli bir bolgeye yapisarak kolonilesme gosterir. Ya da bakteri kolonisi
kopmay1 gergeklestirir ve farkli bir yere tutunup popililasyon arttirmaya devam eder.
Kopma asamasi dis faktorler etkisiyle olabilecegi gibi tek veya ¢oklu hiicrelerin biyofilm

icerisinden kopmasiylada gerceklesebilir(Diani vd., 2015).

1.2.8. Mikroorganizmalar iizerinde biyofilm yapisinin etkisi

Bakteriler dis ¢evre faktdrlerine karst bir dizi avantajlar elde etmek amaciyla
biyofilm yapisini olustururlar. Biyofilm yapisindaki bakteriler planktonik bakterilere gore
antibiyotik, dezenfektan ve 1si1ya karsi daha direnglidirler. Bu nedenle planktonik bakteriler

veya bakteri kiimeleri hem in vitro hem de in vivo ortamlarda biyofilm yapisim

16



olustururlar. Biyofilm olusumu ile bakteri kolonizasyonlar1 ¢evrenin zararli etkilerinden
korunur, ¢evreden daha rahat besin elde eder ve yeni genetik 6zellikler kazanir(DIANI vd.,

2015).

1.2.9. Biyofilm ile ¢evrenin zararh etkilerinden korunma

Biyofilm yapis1 ile alakali yapilan arastirmalar gostermistir ki farkli biyofilm
topluluklarinda ekzopolisakkarit matriksin ¢esitli ve 6nemli rolleri bulunmaktadir. EPS
matriksi biyofilm igerisinde bir iyon degistiricisi olarak davranir ve c¢esitli ajanlarin
biyofilm igerisine girip bakteri kolonizasyonlarini olumsuz etkilemesini onler. EPS
matriksi ayn1 zamanda dis ¢evre faktorlerine karsida en etkin koruculardir. UV 1sinlarina,
1s1, kuruma, osmotik sok gibi dis cevre stres faktorlerine karsi biyofilm yapisindaki
bakterileri en etkin sekilde korur. Dogal ve endiistriyel ¢evrelerde gelisen biyofilmlerin
cesitli kimyasal biyositler, amipler, bakteriyofaj gibi yapilara karst duyarli olduklar
yapilan aragtirmalar ile ortaya konmustur. Tibbi alanda ise olusmus biyofilm yapilari
planktonik bakteri hiicresi varlifina gore antibiyotiklere kars1 daha fazla direncli
olmaktadirlar. Ayrica biyofilm yapisin1 ¢evreleyen EPS yapisi bakteri kolonizasyonlarin

savunma sistemi hiicrelerine karsida korumaktadir(DIANI vd., 2015).

1.2.10. Biyofilm ile besin elde etme

Biyofilm yapisinda ki EPS yapisinin dis ¢evreyi saglam bir sekilde sarar ve koruma
saglar. Biyofilm yapisi saglam matriks yapisinin yanisira igerisinde bulundurdugu kanal
yapilar1 ilede kompleks bir yapr olusturmaktadir. Biyofilmler igerisinde su kanallar
bulunmaktadir. Bu su kanallar yiliksek gecirgenlige sahiptirler ve primitif bir dolagim
sistemi gibidirler. Bu kanallar sayeside c¢evreden alinan besinler biyofilm igerisine esit
dagilir ve toksik maddelerde saghkli bir gekilde Dbiyofilm icerisinden
uzaklastirilirlar(DIANI vd., 2015).

1.2.11. Biyofilm ile yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasi

Biyofilm olusumu planktonik bakterilerin tesadiifi olarak bir araya gelmesiyle olusan
bir yap1 degildir. Bir araya gelen farkl tiirdeki bakteriler ortak bir amag tagirlar. Biyofilm
icerisindeki bakterilerin birbirleri ile konjugasyon araciligiyla gen transferi yapmasi
Ozellikle antibiyotik direncinin artmasinda biiyiik rol oynar. Biyofilm igerisindeki

bakteriler arasi gen transferine en Onemli 6rnek sigir bagirsagindaki biyofilm yapisi
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verilebilir. Bu bagirsaktaki biyofilm icerisindeki bakterilerin gorevi seliilozii sindirmektir.
Bu nedenle bes farkli bakteri bir araya gelerek bu biyofilm yapisini olustururlar. Seliil6z
yikiminin basariyla gerceklestirilebilmesi i¢in biyofilm icerisindeki bakteriler is birligi
halinde gorev alirlar. Bu is birligi icerisinde ilk olarak biyofilm ve seliil6z arasinda yer alan
Fibrobacter succinogenes bulunur. Bu tiiriin tam arkasinda ise glikozu butirata doniistiiren
Butyrivibrio spp yer alir. En son asamada ise bu tiirlerin hemen yaninda yer alan ve baska
tiire ait olan bakteriler butirati asetada ¢evirir ve sonunda asetat 6zellesmis metajonen

bakteriler tarafindan metana doistiiriilir(DIANI vd., 2015).

1.2.12.Quorum Sensing Sistem (QSS-Mikrobiyal populasyon etkilesimi)

Biyofilm olusumu farkli tiirlerdeki bakterilerin dis ¢evrede uygun kosullarin ve
yeterli besin miktarinin bulundugu ortamlarda bir araya gelerek olusturduklar tesadiifi
yapilar degillerdir. Gegmisten bu giine yapilan farkl ¢alismalar gostermektedir ki biyofilm
olusumu hiicresel bakteriler arasinda iletisim dizgeleri ile kontrol edilmektedir. Bakteriler
aras1 iletisim dizgelerini hiicreler arasi sinyal molekiillleri saglarlar. Okaryot ve
prokaryotik hiicrelerden saliman bu sinyal molekiilleri planktonik bakterilerin bir araya
gelerek popiilasyon yogunluklarini arttirmaya neden olurlar. Ayrica prokaryotik ve
Okaryotik hiicrelerden salinan bu sinyal molekiilleri gen ekspresyonunu diizenleyen
genlerle ile birlikte biyofilm yapiminin diizenlenmesini saglar ve patajonite, ¢evreye
adaptasyonu diizenler. Cevreyi algilama sistemi “quorum sensing” olarak adlandirilan bu

dizgeler biyofilm yapilarinin viriilens etkilerinin ayarlanmasinda etkilidir (Sahin, 2007).

1.2.13.Biyofilm ve antibiyotik direng iliskisi

Biyofilm olusumlar1 dogal, endiistriyel ve tibbi g¢evrelerde sik goriilmekte ve
cogunlukla cevreyi olumsuz etkilemektedir. Dogal ve endistriyel cevrelerde c¢esitli
kimyasal maddeler, amipler biyofilm yapilarin1 olumsuz etkilemektedir. Tibbi alanda
olusan bakteriyel biyofilmler ise antibiyotiklere kars1 direng gelistirmislerdir ve planktonik
bakterilere kars1 10 kat daha fazla antibiyotiklere karsi duyarlidirlar. Biyofilm yapilarinin
antibiyotiklere karst bu denli direng gostermelerinin bazi mekanizmalar araciliiyla
gerceklestigi diisliniilmektedir;

Antibiyotik icerisinde bulunan antimikrobiyal ajanlar biyofilm yapisini olusturan

matriks igerisinde bulunan polimerik maddeler nedeniyle difiizyonunu tam olarak
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gerceklestirememektedir. Bu durumda yeterli antibiyotik konsatrasyonuna ulagilmamasini
saglamaktadir.

Biyofilm igerisinde bulunan bakteriler arasinda rezistan genlerinin aktarimi séz
konusu degildir ve bu durum antimikyobiyal ajanlara kars1 diren¢ saglamaktadir.

Biyofilmi olusturan hiicresel bakterilerden bir kismi1 besin yetersizligi yagamakta ve

bu nedenle yavas biiylime fazina girmektedirler (Sahin, 2007).

1.3. Antimikrobiyal etki

Essensiyal yaglar adida verilen ugucu yaglar presleme veya distilasyon yoluyla
bitkilerin baz1 kisimlarindan elde edilen kompleks karisimlardir. Diisiik molekiil agirlikli
alifatik hidrokarbonlari, alkolleri, asitleri, aldehitleri, asiklik esterleri, laktonlari,
kumarinleri ve fenilpropanoislerin homologlarini igeren bilesiklerdir. Antibiyotik ve
antiseptik 0Ozellikleriyle gida bozulmalarma ve zehirlenmelerine neden olan Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus
spp., Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli gibi bakteriler, maya ve kiifler
(Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus) tizerinde etkili
olduklarini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir(Ucan, 2008).

Ugucu yaglar irrite edici, spazm ¢oziicli, antiseptik ve antimikrobiyal ozellikler
gostermektedirler. Bitkilerden ve baharatlardan elde edilen ugucu yaglar, sahip olduklar
antimikrobiyal aktivite nedeniyle gida sanayinde kullanilan dogal olmayan koruyucu
maddelere alternatif olabilirler. Ayrica mikrobiyal bitki ve insan hastaliklarinin
kontroliinde de kullanilabilirler(Ugan, 2008).

Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteyi belirlemede genel olarak kullanilan
teknikler, agar difiizyon yontemi, broth diliisyon yontemi ve disk difiizyon yontemidir.
Diliisyon yonteminde 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak, kuyucuklara hazirlanan ugucu
yag ve diger antimikrobiyal madde diliisyonlari, belirli miktarda kiiltiir eklenerek
etkilestirilir. Sonucunda kullanilan mikroorganizmaya karst hangi ucucu yagin etkili
oldugu kullanilan konsatrasyonda tiremenin varligina veya yokluguna gore belirlenir. Agar
difiizyon tekniginde, besiyeri iizerine belirli ¢apta kuyulara ugucu yag homojen eklenir ve
inkiibasyon siiresi sonunda ¢ukur ¢evresinde kullanilan madde etkili ise olusan inhibisyon
zonrar Olglilerek degerlendirilir. Disk diflizyon yonteminde ise mikroorganizma agar
lizerine sitirim yapilir. Sonrasinda belirli ¢apta steril diskler yerlestirilir ve olusan

inhibisyon zonlar1 dl¢iilerek degerlendirme yapilir.
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Ugucu yaglarin antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri lizerine bir¢ok calisma
yapilmustir.

Ucgan, 2000 pg/ml DL-limonen’nin Saccharomyces cerevisiaestrainine uygulamast
sonucu alkol fermentasyonunu inhibe edici etkide bulundugunu gézler 6niine sermistir.
Ayrica DL-limonen maya ¢ogalmasini, seker kullanimini, aroma maddeleri ve etil alkol
miktarlarinida etkilemistir.(Ucan, 2008)

Toroglu, Digrak ve Cenet 2006 yilinda defne ve zencefil ugucu yaglarinin
antimikrobiyalaktivitelerini  arastirmiglardir.  Micrococcus  luteus,  Mycobacterium
smegmatis, Streptococcus faecalis, Bacillum brevismikroorganizmalarina karsi sinerjitik,
diger bakterilere kars1 antagonostik etkili olduklarini bulmuslardir.(Toroglu vd., 2006)

Valero ve Salmeron, 11 farkli ugucu yagin havug suyundaki Bacillus cereus’a karsi
antibakteriyel etkisini incelemislerdir. Calismada defne ve karabiber yaglarinin kullanildig
hicbir dozda antibakteriyel etki gozlemlenmezken, diger yaglarda degisik diizeylerde lag
fazin1 uzattiklarint goézler Oniine sermislerdir. En etkin ugucu yag tar¢in olarak
belirlenirken kullanilan ugucu yaglarin etkinlik siras1 tar¢in, oregano, kekik, karanfil,
adacayi, biberiye, sasafra seklinde oldugunu belirlemislerdir. (Valerove Salmeron 2003)

Mejlholm ve Dalgaard, kekik otu yaginin %0.05 (v/w) oraninda kullniminin morina
baligi filetolarinda bozulma reaksiyonlarimi geciktirdigini, tekkoruyucu ve baharat olarak
kullanilacaksa %1 veya daha fazla ihtiya¢ duyulacagini belirtmislerdir. Ancak yiiksek
oranda kullanim, kuvvetli aromaya neden olmaktadir.Limonotu ugucu yagi Aspergillus
flavus’a karsi s1v1 besiyerinde 0.6 mg/mlkonsantrasyonda fungustatik etki gosterirken, 1.0

mg/ml konsantrasyonda fungusidaletki gostermistir.

1.3.1. Ucucu yaglar
1.3.1.1.Yasemin yag1 (Jasmine essential oil)

Yasemin yagi oOzellikleri parfiimeri endiistrisinde tercih edilmektedir. Yasemin
ciceginin islenmesi kolay olmadigindan ve cicek yapist kolay bozuldugundan dolay:
geleneksel kimyasal damitma yoluyla bitkisel yag c¢ikarimi yapilamamaktadir. Bunun
yerine heksan veya CO, gibi kiritik akigskanlar giizel kokulu kimyasallar1 ¢ikarmak i¢n
kullanilmaktadir. Bitkisel yag cikarilirken ¢oziicti buharlastirildiktan sonra geriye viskoz
bir {irlin kalmaktadir. Bu {iriin icerisinde yag asitleri, parafinler, metil esterler ve yasemin

ciceklerinin balmumlar1 bulunmaktadir (de Groot ve Schmidt 2017).
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Yasemin ugucu yagi birkag cicegin birlesmesinden elde edilebilmektedir. Ancak esas
olarak Jasminum’dan, grandiflorum L. (Ispanyol yasemini) ve Jasminum sambac (L.)
Aiton (Arabistan, Cin, sambac yasemin)’ ninden olusturulmaktadir. Ayrica 6zellikle

Hindistan’da siis amagh ve dini ritiieller de kullanilmaktadir (de Groot ve Schmidt, 2017).

Constituent CAS Maximum Concentration
Benzyl alcohol 100-51-6 3.7% Methyl jasmonate 1211-28-6 1.2%
p-Cresal 106-44-5 49% Methyl lincleata* 112-63-0 .7%
Eugenol 87-53-0 6.8% Methyl linalanate™ 301008 5.3%
a-Farnesene 502-614 34% Methyl octadecanoate® 112-61-8 219%
(E,E)-a-Farnesena 502-61-4 3% Methyl paimitate* 112-38-0 5.7%
Hexadecanoic acid* 57-10-3 2.5% Meralidal 7212-44-4 25%
(Z)-3-Haweryl banzoats  25152-85-8 41% Phytol {isomers)t 7541483 525%
1H-ndlola 120729 5.5% trans-Phytyl acetate 10236-16-5 6.0%
lsophytyl acetale 58425-36-8 1.3% Squalene 111-00-4 5.7%
irJasmolactone 25524-95-2 5.5% Trimathyl-6,10,14-penta-decanone 502-68-2 2%
(Z}-Jasmone 488-10-8 8.5%
Mathyl anthranilate 134-203 3.0%

Sekil 1. 10.Yasemin yaginda tanimlanan diger bilesenler (de Groot ve Schmidt, 2017).

1.3.1.2. Sandal yag: (Arbutus andrachne)

Diinya’da 3 ¢esit sandal agaci1 yag1 yapilan aga¢ tirii bulunmaktadir. Bunlar; Dogu
hint sandal agac1 yagi, Santalum L. Ahsabindan olusturulan sandal agact yagi ve Yeni
Kaledonya sandal agaci yagidir. Ancak Yeni Kaledonya sandal agaci 2008 yilindan
itibaren nesli tilkenmekte olan tiirler listesinde oldugundan artik bu agactan bitkisel yag
olusturulmamaktadir(de Groot ve Schmidt, 2017).

Sandal agacit yagi kimyasal olarak berrak, hafif viskoz, renksiz, pudra yapili

kahverengi bir sividir. Ana iiretilen iilke Avustralya’dir(de Groot ve Schmidt, 2017).

Compound CAS Minimum Maximum
(Z)-u-Santalol 116-71-9 15.0 25.0
[Z)-B-Santalol 42495-69-2 ED 20.0
|E.E}-Farnesol 106-28-5 2.6 15.0
(Z)-Mueifaral 17B6-15-8B 2.0 15.0
epi-a-Bisabolol 515-69-5 2.0 12.5
(Z)-trans-a-Bergamolol BBO34-74-6 2.0 10.0
(Z)-Lanceal B859202-95-2 1.0 10.0
epi-f-Santalol 0.6 3.5

Sekil 1. 11.Sandal Agaci Yaginda tanimlanan diger bilesikler(de Groot ve Schmidt 2017).

21



1.3.1.3. Sedir yag1 (Cedrus atlantica)

Sedir agaci yagi bilesenler i¢in 6nemli bir dogal {iriiniir. Koku birlesimlerinde
hammadde olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak temizlik malzemelerinde; sabunlar,
deterjanlar, dezenfektanlar, oda spreylerin igerigine katilmaktadir.

Sedir agaci yagi litaretiirde ge¢misten bugiline bir¢ok arastirmada kullanilmstir.
Runeberg (1960- 1961) yillarinda Pilo ve Runeberg 1960; Pettersson ve Runeberg 1961
calismalarinda sedir agaci igeriginde alfa-cedren ve cedrol icerdigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, daha yakin bir zamanda, Kitchens ve ark. (1971) beta-cedren, thujopsen, widdrol,
psododrol, beta-chamigren, primer cedrol, widren, isowiddrene, alfa-chamigren ve cuparen

(li¢ 1izomer) bulundugunu arastirmalarinda ortaya koymuslardir (Adams, 1991).

1.3.1.4. Bergamot yag (Citrus bergamia)

Bergamot yag1 giiney litalya’daki Reggio Calabria eyaletinin tipik bir meyvesidir.
Esas olarak esensial yag olarak kullanilmaktadir. Antibakteriyal ve antiseptik aktivitesi
nedeniyle ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bergamot kabugu pektinler ve
flavonoidler gibi ¢ok faydali bilesikler i¢ermektedir. Kabugu, narenciye, flavanone
rutinosides ve naringenin, eriodictyol ve hesperetin'den elde edilen neo-hesperosidlerin

karakteristik 6zelliklerini icerir(Mandalari vd.,2007).

1.3.1.5. Giinliik yag (Liquidambar orientalis)

Glnliik agaci (Liguidambar orientalis) govde kabugunun yaralanmasi sonucu storax
elde edilmektedir. Giinliik agaci odunu ve kabugunun bazi1 ¢oziniirliikleri ile ana
bilesenleri ge¢misten bugiine yapilan caligmalarda tespit edilmistir. Yapilan
calismalarlagiinliik agaci odununun; soguk su ¢oziiniirliigli %5,3; sicak su ¢oziniirligii
%35,5; alkol-benzen ¢oziliniirligi %12,8; holoseliiloz miktar1 %73,7; seliiloz igerigi %42,4;
lignin oran1 %25,7 ve kiil yiizdesi %0,8 olarak bulunmustur. Giinliik agac1 kabugunda ise
soguk su, sicak su ve alkol benzen ¢oziiniirliikkleri sirasiyla %4,9, %8,3 ve %15,9 olarak
bulunmustur. Kabukta holoseliilloz yiizdesi %255,9, selilloz miktar1 %26,3, lignin ve

polifenol igerigi %42,0 ve kiil oran1 %#4,1 olarak belirlenmistir(Ayding6z ve Bulut, 2014).
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1.3.1.6. Ylang ylang yag1 (Cananga odorata)

Ylang-ylang yagi, Cananga ylang-ylang agacinin ¢igeklerinden elde edilemektedir.
Cananga agaci1 genel olarak Endonezya ve Filipinler’de bulunmaktadir. Orta biiyiikliikteki
agacin boyu 10 ile 30 m arasinda degiskenlik gostermektedir. Ylang-ylang yag:
parfiimeride, sabun ve cilt losyonlarinda kullanilmaktadir. Ayrica dondurma, sekerleme,
sakiz ve unlu mamiillerde lezeetlendirici madde olarak ta kullanilabilmektedir. Ylang-

ylang yag1 kimyasal olarak soluk sarimsi rekte berrak sividir(de Groot ve Schmidt, 2017).

Compound Extra* First{ Secondi Third&
Benzyl acetate 55175 4.0-12.0 0.5-8.8 0.1-3.0
Benzyl banzoate 3.0-6.0 4.2-8.0 4.5-10.0 4.0-8.5
Benzyl salicylate 1.2—4.0 1.6—4.0 1.8-4.0 2050
P-Caryophyllene 2.5 85 4.0-12.0 4.8 17.0 5.0-19.0
(E}-Cinnamyl acetate 0.5 65 056650 0.4 0.8 0.1-2.6
p-Cresyl meathyl ether 5.0-16.0 3.0-10.0 1.0-5.0 oo1—1.4
(E. E)-ae-Farnesene 1.0-15.0 30180 5.0-21.0 9.0-29.0
(E.E)-Farnasol 0.8—3.0 01-2.5 0.8-3.65 0840
(E.E)-Famesyl acetate 0.5-3.0 1.0—-4.0 1.0-3.6 1.6-6.0
Garaniol o130 o1-2.6 o124 tr-0.8
Garanyl acetate 25140 20150 1.7—12.0 0466
Garmacrana [ 50200 95240 13.0-28.0 150-35.0
Linalaol 7.0-24.0 3.0-19.0 2.0-9.56 o140
Mathyl banzoate 4.0—9.0 1.6-655 1.0-3.6 0.1—0.9
B-Meathyl-2-butenyl 0623 oz21.8 o109 tr-0. 2

acetate

Sekil 1. 12.Ylang-ylang yaginda tanmimlanan diger bilesikler(de Groot ve Schmidt, 2017).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bitkisel Yag Ornekleri

Aragtirma icin alt1 farkli bitkisel yag materyalinin kullanilmasina karar verilmistir.
Bu bitkisel yaglar Ylang-ylang (Cananga odorata) ugucu yag, Sandal agaci (Arbutus
andrachne) ugucu yag, Sedir agact (Cedrus atlantica) ugucu yag, Gilinlik agact
(Liquidambar orientalis) ugucu yag, Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yag, Yasemin
(Jasminum nudiflorum) ucucu yaglaridir. Ugucu yaglar Oshadhi firmasindan satin

alinmustir.

2.2. Test Mikroorganizmalar:

Yapilan ¢alismada bitkisel ugucu yaglarin gram pozitif ve gram negatif bakteriler
tizerinde antibiyofilm aktivitesi incelenmistir. Bu nedenle gram pozitif olarak
Staphylococcus aureus ATCC (29213)straini, gram negatif olarak ise Escherichia coli
ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922) strainleri kullanilmistir. Bu
mikroorganizmalar Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.

2.3. Yontem
2.3.1. Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve canlandirma islemi

Caligmada patojen mikroorganizma gruplarindan Staphylococcus aureus ATCC
(29213), Escherichia coli ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922)
kullanilmistir. Stoktan alinan bakteriler MHA {izerine ¢izgi ekim yapilmis ve 20-24 saat 37
°C’de inkiibasyon edilmistir. Sonrasinda tekli saf koloniler alinmis ve MHB tek kuvvetli

besiyerine ekim yapilmis ve 20-24 saat ¢alkalamali etiiv (150 rpm) ile gelistirilmistir.

2.3.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
2.3.2.1. Diskdifiizyon yontemi

Bitkisel ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile
belirlenmistir(Zaidan vd., 2005). {lk asamada stoktan almman bakteri kiiltiirleri MHA
lizerine ¢izgi ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat etlivde inkiibasyona birakilmistir. Sonraki
asamada cizgi ekim sonrasi saf koloniler toplanmis ve sivi MHB tek kuvvetli besiyerine

ekimi gergeklestirilmistir. Calkalamali etiivde (150 rpm) devirde 37 °C’de 24 saat
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inkiibasyon sonrasi olusan kiiltiirler ¢ift kuvvetli MHB ‘a alinmis ve 108 kob/mL (0.5
McFarland Bulaniklik degerine karsilik gelen bulaniklik) olacak sekilde kiiltiirler
hazirlanmigtir. Her bir petriye 20 mL MHA dokiilmiis ve 30 dk kapaklar1 yar1 acik sekilde
steril kabin igerisinde birakilarak kurumasi saglanmistir. Sonrasinda 0.5 McFarland’a
ayarlanan bakteri kiiliirlerinden steril pipet ile 100 pL alinmis ve petrilerin iizerine
aktarilmigtir. Steril drigalski spatiilii ile 100 pL aktarilan bakteri kiiltiirleri MHA iizerine
homojen bir sekilde yayilmistir. Kurumasi igin 20 dakika steril kabin igerisinde kapaklari
yar1 acik kurumaya birakilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenebilmesi i¢in whatman
kagidindan yararlanilmistir. 10-10 mm c¢apli Whatman kagitlarina bakteri kiiltiirleri
tizerinde antimikrobiyal aktivitesine bakilacak olan bitkisel ugucu yaglardan 5 ve 10 uL
sterik mikropipet ile damlatilmistir. Bir grupta ayni bitkisel yag iceriginin 5 ve 10 puL’si
whatman kagidina damlatilmis ve petride bakteri kiiltiirii yayilmis MHA iizerine
yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Chloromphenicol antibiyotik kullanilmig, negatif
kontrol olarak ise MHB kullanilmistir. Petrilere bakteri kiiltiirleri yayildiktan ve bitkisel
yaglar whatman kagidi ile aktarildiktan sonra 37 °C’de etiivde 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 whatman kagidi ¢evresinde olusan inhibasyon zonlar mm
bdlmeli cetvel sayesinde dlciilerek kaydedilmis ve tablo haline getirilmistir. Biitiin deney
iki paralel olarak kontrollii bir sekilde yapilmis ve sonuglar ortalama degerler alinarak

kaydedilmistir.

2.3.2.2. Disk buharlagma yontemi

Bitkisel ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi disk buharlasma yontemi ile
belirlenmistir(Zaidan vd., 2005). ilk asamada stoktan alman bakteri kiiltiirleri MHA
lizerine ¢izgi ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Sonraki
asamada c¢izgi ekim sonrasi saf koloniler toplanmis ve stvi MHB tek kuvvetli besiyerine
ekimi gergeklestirilmistir. Calkalamali etiivde (150 rpm) devirde 37 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasi1 olusan Kkiiltiirler ¢ift kuvvetli MHB ‘a alinmig ve 10%kob/mL (0.5
McFarland Bulaniklik degerine karsilik gelen bulaniklik) olacak sekilde kiiltiirler
hazirlanmistir. Her bir petriye 20 mL MHA dokiilmiis ve 30 dk kapaklar1 yari agik sekilde
steril kabin igerisinde birakilarak kurumasi saglanmistir. Sonrasinda 0.5 McFarland’a
ayarlanan bakteri kiiliirlerinden steril pipet ile 100 uL almmis ve petrilerin {izerine
aktarilmigtir. Steril drigalski spatiilii ile 100 pL aktarilan bakteri kiiltiirleri MHA iizerine

homojen bir sekilde yayilmistir. Kurumasi i¢in 20 dakika steril kabin igerisinde kapaklar1
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yar1 acik kurumaya birakilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenebilmesi i¢in whatman
kagidindan yararlanilmistir. 10-10 mm c¢apli Whatman kagitlarina bakteri kiiltiirleri
tizerinde antimikrobiyal aktivitesine bakilacak olan bitkisel ugucu yaglardan 5 ve 10 uLL
steril mikropipet ile damlatilmistir. Bir grupta aymi bitkisel yag igeriginin 5 ve 10 uL’si
whatman kagidina damlatilmig ve petrinin kapagina yerlestirilmistir. Burada amag bakteri
kiiltiirlerinin solunumlar1 {izerinde bitkisel ugucu yaglarin etkilerinin gézlemlenmesidir.
Pozitif kontrol olarak Chloromphenicol antibiyotik kullanilmig, negatif kontrol olarak ise
MHB kullanilmigtir. Petrilere bakteri kiiltiirleri yayildiktan ve bitkisel yaglar whatman
kagidi ile aktarildiktan sonra 37 °C’de etliivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi whatman kagidi gevresinde olusan inhibasyon zonlar mm bdlmeli
cetvel sayesinde oOl¢iilerek kaydedilmis ve tablo haline getirilmistir. Biitiin deney iki paralel

olarak kontrollii bir sekilde yapilmis ve sonuglar ortalama degerler alinarak kaydedilmistir.

2.3.2.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIiK) belirlenmesi

Minimum Inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi (MiK) i¢in CLSI kilavuzuna
(CLSI 1990) ait (Ulusal Komite) gore mikro seyreltme teknikleri ile sivi halde Muller
Hinton Broth’a (MHB) ekim yapilarak 96 kuyulu plate iizerinde gergeklestirilmistir
(Bazargani vd., 2016).

Her bir mikroorganizma kiiltiirii stoktan MHA iizerine ¢izgi ekim yapilmistir.
Sonrasinda 20-24 saat aras1 37 °C’de etiivde inkiibasyon edilmistir. Cizgi ekim {izerinde
canlandirma iglemi yapilan mikroorganizma kiiltiirlerinin saf kolonileri kiirdan yarimiyla
toplanilmis ve tek kuvvetli MHB’a ekimi gergeklestirilmistir. MHB igerisinde 37 °C’de
20-24 saat arasi calkalamali etiivde (150 rpm) ile gelistirilmistir. Cift kuvvetli MHB
hazirlanmis ve 20 mL steril deney tiirlerine aktarilmistir. Etiivden alinan bakteri kiiltiirleri
¢ift kuvvetli MHB iizerine aktarilmis ve bulaniklik 10°kob/mL konsantrasyona (0.5
Mcfarland ile) ayarlanmistir. Mikro seyreltme teknigi ile diliisyon hazirlanabilmesi
amaciyla her bir bitkisel ugucu yag i¢in ve pozitif kontrol grubunu olusturan antibiyotik
Chloromphenicol i¢in 10’ar adet olmak iizere toplam 70 adet eppendorf hazirlanmistir. 96
kuyulu plate’de 12 kuyucuk olmasina ragmen 10 adet eppendorf hazirlanmasinin nedeni
plate aktarimi sirasinda 1. Kuyuya saf yag ve 12. Kuyuya saf steril su eklenmesidir.
Eppendorflar 2°den 10’a kadar numaralandirilmistir. 3’ten 11. Eppendorfa kadar her birine
500 pL saf steril su eklenmistir. 2. Eppendorfa ise 500 uL saf bitikisel ugucu yag ve
izerine ¢oziicli olarak 500 uL DMSO eklenmistir. (Ugucu yaglar i¢in tiim testler yag
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¢cOziiniirliglinli  arttirmak igin DMSO takviye edilmis maksimum %2 (v/v)
konsantrasyonda yapilacaktir.) 2.eppendorfta 500 uL ugucu yag ve 500 pL. DMSO
karigtirilmis ve 500 uL’si 3. Eppendorfa aktarilmistir. 3. Eppendorfta karistirilan ugucu
yag, DMSO ve saf su karigimi karistirilarak 4. Eppendorfa aktarilmis ve bu islem 11.
Eppendorfa kadar seyreltme teknigi ile devam etmistir. Bitkisel ugucu yaglardan 1:2
diliisyon serileri olacak sekilde 10 eppendorf hazirlanmistir. Seyreltme teknigi ile
hazirlanan diliisyon isleminin sonrasinda toplam 10 eppendorfda diliisyonlar her bir yag
icin ayrt ayr1 hazirlanmigtir. Diliisyon hazirlanma isleminden sonra 96 kuyulu plate’e
aktarma islemine gecilmistir. Aktarma sirasinda her bir bitkisel ucucu yagdan (Ylang-
ylang, Sedir, Sandal, Bergamot, Yasemin, Glinliikk ugucu yaglar1 ve Chloromphenicol ) 96
plate’in ilk kuyusuna 100 uL steril mikropipet ile eklenmistir. 2. Kuyudan itibaren
eppendorflarda hazirlanan diliisyonlardan 100 uL mikropipet ile alinarak 12.kuyuya kadar
her bir kuyuya 100 pL aktarimi yapilmistir. 12.kuyuya ise sadece 100 pL saf steril su
aktarimi yapilmistir. 96 kuyulu plate iizerine 0.5 Mcfarland bulanikliga gore ayarlanmis ve
cift kuvvetli MHB’ igerisinde hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden alinmis 12 kuyunun her
birine 100 uL aktarimi gerceklestirilmistir.

Plate’ler icerisine bakteri kiiltiirlerinin aktarimi sonrasinda hazirlanan 96 kuyulu
plate’ler 37°C’de 20-24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
bulaniklik ve ¢okelti sevilerine gore hangi kuyucuklarm MIK araligini olusturdugu
belirlenmistir. Ayrica her bir plate iki paralel olarak hazirlanmistir. Plate’lerden bir
tanesine 40 uL MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir (0.2
mg / ml) ilave edilmis ve oda sicakliginda 10-15 dakika bekletilmistir. Bakteriyel biiyiime
olan kuyularda lacivert benzeri bir renk olarak gozlemlenmistir. Bakteri iiremesinin
onlendigi en diisiik konsantrasyonlarda ise pembe-lacivert bir renk gozlemlenmis ve buna

karsilik gelen konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.

2.3.2.4. Biyofilm inhibisyonunun saptanmast — ilk asamadaki bakteri yapismast

Calisilan bitkisel ugucu yaglarin antibiyofilm etkisinin gozlemlenebilmesi ve
Olciilmesi i¢in 96 kuyulu plate iizerinde diliisyon hazirlanarak ve bakteri kiiltiirii eklenerek
antibiyofilm etkisi spektrofotometre kullanilarak ELISA plaka okuyucusunda okunmustur
(Bazargani vd., 2016). Ik asamada stoktan alinan bakteri kiiltiirleri MHA fiizerine ¢izgi
ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat etlivde inkiibasyona birakilmistir. Sonraki asamada

cizgi ekim sonrasi saf koloniler toplanmis ve sivi MHB tek kuvvetli besiyerine ekimi
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gerceklestirilmistir. Calkalamali etiivde (150 rpm) devirde 37 °C’de 24 saat inkiibasyon
sonrast olusan kiltiirler ¢ift kuvvetli MHB ‘a alinmis ve 108 kob/mL (0.5 McFarland
Bulaniklik degerine karsilik gelen bulaniklik) olacak sekilde kiiltiirler hazirlanmistir.
Sonraki asamada ise Minimum Inhibasyon konsatrasyonunun belirlenmesinde asamasinda
hazirlanan mikro seyreltme yontemi ile hazirlanan diliisyonun aynisi hazirlanmistir. 96
kuyulu plate iizerine aktarimi yapilmistir. Kor olarak 12. Kuyucuklara sadece saf steril su
eklenmistir. 96 kuyulu plate iizerine 0.5 Mcfarland bulaniklia gore ayarlanmis ve ¢ift
kuvvetli MHB’ igerisinde hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden alinmis 12 kuyunun her birine
100 pL aktarimi gergeklestirilmigtir. Plate’ler igerisine bakteri kiiltlirlerinin aktarimi
sonrasinda hazirlanan 96 kuyulu plate’ler 37 °C’de 20-24 saat etiivde inkiibasyona
birakilmstir.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda her kuyunun igerigi cikarilmistir. Gevsek baglh
hiicreleri ve yapiskan olmayan hiicreleri ¢ikarmak i¢in iic kez steril distile su ile
durulanmistir. 15 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Bu adim geri kazanilan
kuyular1 kristal mor (% 1) ile boyayarak dogrulanmistir. Cukurlar, 200 uL % 1 kristal mor
ile boyanmig ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kuyular daha sonra
emilmemis lekeleri ¢ikarmak icin steril saf su ile li¢ kez durulanmistir. Sonrasinda Kuyular
150 pL etanol eklenerek kurutulmustur. Son olarak ise %33’liikk asetik asit hazirlanmis ve
her bir kuyuya 200 uLeklenmistir. En son olarak ise ELISA 490 devirde platelerdlciilmiis

ve sonuglar tablo haline getirilmistir.
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3.BULGULAR
3.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
3.1.1. Diskdifiizyon yontemi

Ylang-ylang (Cananga odorata), Sandal agaci (Arbutus andrachne), Sedir agaci
(Cedrus atlantica), Giinlik agac1 (Liguidambar orientalis), Bergamot (Citrus bergamia)
ve Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktiviteleri
Staphyloccoccus aureus ve Escherichia coli bakteri kiiltiirleri lizerinde belirlenmistir. 20
mL Mueller Hinton agar besiyeri icerisinde bitkisel ucucu yaglarin bakteri kiiltiirleri
tizerinde olusturdugu aktiviteye bagli olarak gozlemlenen inhibisyon zon c¢aplarina
bakildiginda, yaglarin antimikrobiyal etkisi ile dogru orantili oldugu goriilmiistiir.

Ylang Ylang (Cananga odorata) ugucu yag1 Escherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri  lizerinde farki inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olarak farkli

antimikrobiyal etki yapmustir (Tablo 3.1)(Sekil 1.13).

Tablo 3. 1.Disk Difiizyon Yéntemi ile test edilen u¢ucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2.
Yasemin (Jasminum nudiflorum), 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne), 4. Sedir agact (Cedrus atlantica),
5.Bergamot (Citrus bergamia), 6. Giinliik agaci (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test
bakterileri (S. aureus, E. coli ATCC 35200 ve E. coli ATCC 25922) iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlari
(uL/mm)

Staphylococcus
Escherichia coli Escherichia coli
Test Bakterileri aureus ATCC
ATCC (35200) ATCC (25922)
(29213)
: SuL 10.1 mm 10.02mm 10.02 mm
10uL 10.2 mm 10.1 mm 10.2 mm
) SuL 10.4mm 10.2mm 10.2mm
10uL 10.8mm 10.4mm 10.4mm
3 SuL 10.2mm 10.2mm 10.02mm
Hi 10uL 10.6 mm 10.4mm 10.04mm
K ) SuL 0.05mm 0.05mm 0.01mm
§ 10uL 0.1mm 0.1lmm 0.02mm
=1 S SuL 10.1mm 10.02mm 10.02mm
10uL 10.2mm 10.04mm 10.04mm
6 SuL 10.02mm 10.02mm 10.02mm
10uL 10.04mm 10.04mm 10.04mm
SuL 10.1mm 10.6mm 10.4mm
Chloromphenicol
10uL 10.2mm 11mm 11mm
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Ylang ylang (Cananga odorata) bitkisel ugucu yagi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri straini veEsherichia coli ATCC (35200)
tizerinde 10 pL’lik aktarim sonucunda gdstermistir (10.2 mm) (Tablo 3.1)(Sekil 1.13).

Sekil 3. 1.Ylang ylang (Cananga odorata) bitkisel ugucu yaginin (10 uL) Esherichia coli ATCC (35200)
bakteri straini iizerine etkisi.

Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri {izerinde farki inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olarak farkli
antimikrobiyal etki yapmistir ve en yiiksek antimikrobiyal etki gosteren yaglardan birini
olusturmaktadir (Tablo 3.1)(Sekil 1.14).

Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yagr Esherichia coli ATCC (35200)
veEscherichia coli ATCC (25922) bakteri kiiltiirleri tizerinde 5 pL ve 10 uL’lik
aktarimlarda ayni Olciide inhibisyon zonlar1 gézlemlenmistir. Staphyloccoccus aureus
ATCC (29213) straininde ise en yiiksek inbisyon zonlarinin gézlemlenmistir (Tablo 3.1)
(Sekil 1.14).

Sekil 3. 2.Yasemin (Jasminum nudiflorum) bitkisel ucucu yagimin (10 uL)Esherichia coli ATCC (35200),
(10 ul) Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) iizerine etkisi.
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Sandal agaci (Arbutus andrachne) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri lizerinde farki inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olarak farkli
antimikrobiyal etki yapmustir (Tablo 3.1)(Sekil 1.15).

Sandal agaci (Arbutus andrachne) ugucu yagi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri straininde gostermistir. (10.6 mm) 5 ul’lik
aktarimda Esherichia coliATCC (35200) ve Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)
bakterileri iizerinde ayni 6l¢iide etki olusmustur.(10.2 mm) en diisiik antimikrobiyal etki
ise Escherichia coliATCC (25922) straininde goézlemlenmistir (10.02 mm ve 10.04
mm)(Tablo 3.1).

Sekil 3. 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne) bitkisel ucucu yaginin Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)
tizerine 10 uL’de ve 5 uL’de etkisi.

Sedir agact (Cedrus atlantica) ugucu yagiEsherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922)bakteri
strainlerilizerinde benzer inhibisyon zonlarinin olugsmasina neden olmustur. (Tablo 3.1)

Sedir agac1 (Cedrus atlantica) ugucu yagiEsherichia coli ATCC (35200) ve
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakterilerinde 5 uL’de ayni inhibisyon zonunu
olusturmustur. (10.1 mm) 10 pL’lik aktarimda ise en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi 10.2
mm ile Esherichia coli ATCC (35200) ve Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)
gosterirken en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise Escherichia coli ATCC (25922) bakteri

straininde gostermistir.(Tablo 3.1)
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Sekil 3. 4.Sedir agaci (Cedrus atlantica) Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)bakterisi iizerine5 uL’de
etkisi.

Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yagi, Staphyloccoccus aureus ATCC
(29213)bakterisi iizerinde farkli inhibisyon zonlarinin olustugu goézlemlenirken, diger iki
bakteri kiiltiirleri olan Escherichia coli ATCC (25922) ve Esherichia coli ATCC (35200)
bakteri strainleri iizerinde ayni inhibisyon zonlarinin olugsmasina neden olmustur. (Tablo

3.1)

Sekil 3. 5.Bergamot (Citrus bergamia) Staphyloccoccus aureus ATCC (29213 )bakterisi iizerine 10 uL’de
etkisi.

Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yagi en ylksek antimikrobiyal etkiyi
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri kiiltiiriinde gostermistir. 10 pL’lik
aktarimda 10.2 mm inhibisyon zonu olusumuna neden olmustur. (Tablo 3.1)

Giinliik agac1 (Liquidambar orientalis) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri

strainleri lizerinde ayn1 inhibisyon zonlarinin olugmasina neden olmustur. (Tablo 3.1)(Sekil

1.16)Giinliik agac1 (Liquidambar orientalis) ugucu yagmin 5 upL ve 10 pL’lik
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aktarimlarinin {i¢ bakteri kiiltiirii {izerinde de antimikrobiyal etkisi ayni olmus ve ayni
inhibisyon zonlarmin olusumu gézlemlenmistir.

Chloromphenicol antibiyotigi Esherichia coli ATCC (35200), Staphyloccoccus
aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922)bakteri strainleri iizerinde farki
inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olarak farkli antimikrobiyal etki yapmistir (Tablo

3.1).

Sekil 3. 6.Chloromphenicol antibiyotigi Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakterisi iizerine 10 uL’de
etkisi.

Chloromphenicol antibiyotigi agar difiizyon testinde pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 10 uL’lik aktarimda Esherichia coli
ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922) kiiltiirleri lizerinde gostermistir. (11
mm) En diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) 5
puL’lik aktarimda gostermistir (10.1 mm)(Tablo 3.1).

3.1.2.Disk buharlagsma yontemi

Ylang-ylang (Cananga odorata), Sandal agaci (Arbutus andrachne), Sedir agaci
(Cedrus atlantica), Giinliik agaci1 (Liquidambar orientalis), Bergamot (Citrus bergamia),
veYasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktiviteleri
Staphyloccoccus aureus ve Escherichia coli bakteri kiiltiirleri iizerinde belirlenmis ve elde
edilen verilen sayisal veriler halinde tabloya dokiilmiistiir. 20 mL Mueller Hinton agar
besiyeri igerisinde bitkisel ugucu yaglarin bakteri kiiltlirlerinin solunumlar1 {izerinde
olusturdugu aktiviteye baglh olarak gozlemlenen inhibisyon zon c¢aplari, yaglarin

antimikrobiyal etkisi ile dogru orantilidir.
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Ylang Ylang (Cananga odorata) ugucu yagi Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri solunumlar1 iizerinde farki inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olmustur.

(Tablo 3.2)(Sekil 1.20)

Tablo 3. 2.Disk Buhar Yontemi ile test edilen ucucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2. Yasemin
(Jasminum nudiflorum), 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne), 4. Sedir agaci (Cedrus atlantica), 5.Bergamot
(Citrus bergamia), 6. Giinliik agaci (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test bakterileri (S. aureus,
E. coli ATCC 35200 ve E. coli ATCC 25922) iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlart (uL/mm)

Staphylococcus
Escherichia coli Escherichia coli
Test Bakterileri aureus ATCC
ATCC (35200) ATCC (25922)
(29213)

. SuL 10.2 mm 10.2 mm 10.02 mm
10uL 11 mm 10.4 mm 10.04 mm
5 SuL 10.02 mm 10.4 mm 10.02 mm
10uL 10.1 mm 10.8 mm 10.04 mm

3 SuL 10.2 mm 10.1 mm 10.4 mm

H 10uL 10.6 mm 10.2 mm 11 mm
K ) SuL 10.1 mm 10.1 mm 10.04 mm
E 10uL 10.2 mm 10.02 mm 10.02 mm
=1 S SuL 10.1 mm 10.04 mm 10.04 mm
10uL 10.4 mm 10.04 mm 10.04 mm

6 SuL 10.4 mm 10.2 mm 10.2 mm

10uL 11 mm 10.6 mm 10.6 mm
SuL 10.2mm 10.2mm 10.02mm

Chloromphenicol
10uL 10.6mm 10.6mm 10.4mm

Ylang Ylang (Cananga odorata) ucgucu yag Esherichia coli ATCC (35200)ve
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri kiiltiirlerinde 5 pL’lik aktarimda
solunumlar lizerinde ayn1 etkiyi gostermis ve 10.2 mm’lik inhibisyon zonunun olugumuna
neden olmustur. En yliksek antimikrobiyal etkiyi ise Staphyloccoccus aureus ATCC
(29213) bakteri kiiltiirtinde 10 pL’lik aktarimda 11 mm’lik inhibisyon zonunun
olusumuyla gostermistir.(Tablo 3.2)
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Sekil 3. 7.Ylang Ylang (Cananga odorata) ucucu yagimn Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri
kiiltiiriinde 10 uL petri kapaginda olusan inhibisyon zonu

Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri solunumlar tizerinde farki inhibisyon zonlarinin olugsmasina neden olarak farkli
antimikrobiyal etki yapmustir. (Tablo 3.2)(Sekil 1.17)

Yasemin (Jasminum nudiflorum) ucucu yagi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
Esherichia coli ATCC (35200) bakteri iiltiirii iizerinde gostermistir. 5 pL’lik aktarimda
10.4 mm ve 10 pL’lik aktarimda ise 10.8 mm inhibisyon zonunun olusmasina neden
olmustur. Ayrica 5 uL’lik aktarimda  EscherichiacoliATCC  (25922) ve
StaphyloccoccusaureusATCC (29213)bakterilerinde 10.02 lik zon olusmasina neden

olmustur.

Sekil 3. 8.Yasemin (Jasminum nudiflorum) ucucu yagimn Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakterisi
iizerinde etkisi 10 uL
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Sandal agaci (Arbutus andrachne) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri
strainleri solunumlar lizerinde farki inhibisyon zonlarinin olugsmasina neden olarak farkl
antimikrobiyal etki yapmistir. (Tablo 3.2)(Sekil 1.18)

Sandal agac1 (Arbutus andrachne) ugucu yagi 5 uL’lik ve 10 pL’lik aktarimda en
yilksek antimikrobiyal aktiviteyi Escherichia coli ATCC (25922)bakteri straininde
gostermistir.5 pL’lik aktarimda en disiik aktiviteyi 10.1 mm’lik inhibisyon zonunun
olusumuyla Esherichia coli ATCC (35200) straininde gosterirken, 10.2 mm’lik inhibisyon
zonuyla bunu Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) kiiltiirli géstermistir.(Tablo 3.2)

Sekil 3. 9.Sandal agaci (Arbutus andrachne) ucucu yagimn 10 uL’lik aktarimda Escherichia coli ATCC
(25922) kiiltiiriine etkisi
Sedir agac1 (Cedrus atlantica) ugucu yagiEsherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC(25922) bakteri
strainleri lizerinde benzer inhibisyon zonlarinin olugmasina neden olmustur. (Tablo 3.2)
Sedir agac1 (Cedrus atlantica) ugucu yagiEsherichia coli ATCC (35200) ve
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri kiiltiirlerinde ayni inhibisyon zonlarinin
olusumuna neden olmustur. 5 uL’lik aktarimda 10.1 mm ve 10 uL’lik aktarimda 10.2 mm

zon olugmustur.(Tablo 3.2)
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Sekil 3. 10.Sedir agaci (Cedrus atlantica) u¢ucu yagimn Esherichia coli ATCC (35200) bakterisi iizerine
10 uL etkisi

Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yagi, Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922)bakteri
strainleri lizerinde benzer inhibisyon zonlarinin olugmasina neden olmustur.(Tablo 3.2)

Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yag1 5 uL’lik aktarimda Escherichia coli ATCC
(35200) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakterilerinde 10.02 mm’lik inhibisyon zonu
olusturarak ayni etkiyi gostermistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi ise 10 pL’lik
aktarimda 10.4 mm ile Staphyloccoccus aureos ATCC (29213) straininde gostermistir
(Tablo 3.2).

Sekil 3. 11.Bergamot (Citrus bergamia) ucucu yaginin Esherichia coli ATCC (35200) bakterisi iizerine 10
UL etkisi
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Ginliik agaci1 (Liquidambar orientalis) ugucu yagi Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922)bakteri
strainleri {izerinde benzer inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olmustur. (Tablo 3.2)

Giinliik agaci (Liquidambar orientalis) ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200) ve
Escherishia coli ATCC (25922) bakteri kiiltiirleri iizerinde SuLl’lik ve 10 uL’lik
aktarimlarda ayni antimikrobiyal aktiviteyi gostermis ve 5 uL’de 10.2 mm ve 10 uL’de

10.6 mm inhibisyon zonunun olusmasina neden olmustur.(Tablo 3.2)

Sekil 3. 12.Giinliik agac (Liquidambar orientalis) ucucu yaginin Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)
bakterisi iizerine 10 uL etkisi

Chloromphenicol antibiyotigi Esherichia coli ATCC (35200),Staphyloccoccus
aureus ATCC (29213) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakteri strainleri iizerinde
benzer inhibisyon zonlariin olugsmasina neden olmustur. (Tablo 3.2)

Chloromphenicol antibiyotigi buhar difiizyon tekniginde pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Esherichia coli ATCC (35200) ve Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)
bakteri kiiltiirlerinde ayni inhibisyon zonlarimin olusumuna neden olmustur. 5 pL’lik
aktarimda 10.2 mm ve 10 pL’lik aktarimda 10.6 mm inhibisyon olusumu gozlemlenmistir.
En diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise 5 pL’lik aktarimda 10.02 mm inhibisyon zon
olusumuyla Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinde gostermistir.
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Sekil 3. 13.Chloromphenicol antibiyotiginin Esherichia coli ATCC (35200) bakterisi iizerine 10 uL etkisi

3.1.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi

Ylang-ylang (Cananga odorata), Sandal agaci (Arbutus andrachne), Sedir agaci
(Cedrus atlantica), Gunliik agaci (Liquidambar orientalis), Bergamot (Citrus bergamia) ve
Yasemin (Jasminum nudiflorum) bitkisel ucucu yaglarindan ¢oziicii olarak DMSO
kullanilarak 1:2 oraniyla hazirlanan diliisyon serileri test mikroorganizmalart ile esit
oranda  karistirilmis  ve etiivde inkiibe edilmistir.  Inkiilbasyon  sonucunda
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen yani bulanikligin en az goriindiigii diliisyon
orani minimum inhibisyon konsatrasyonu olarak belirlenmistir. Ayrica MTT boyama
yapilarak saglamasi yapilmis ve desteklenmesi saglanmistir.

Her bir ugucu yag grubu Escherichia coli ATCC (35200),Escherichia coli ATCC
(25922) ve Staphylococcus aureus ATCC (29213)gram negatif ve gram pozitif test
mikroorganizmalarina uygulanmis ve biitiin yaglarin test mikroorganizmalar {izerinde
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Biitiin uygulama paralel ¢ift olarak
saglamal1 gergeklestirilmistir.

Ylang-ylang (Cananga odorata) ugucu yag1 Escherichia coli ATCC (35200),
Esherichia coli ATCC (25922)ve Staphylococcus aureus ATCC (29213) bakteri

kiiltiirlerine sirayla uygulanmis ve minimum inhibiyon konsantrasyonlari belirlenmistir.
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Sekil 3. 14.Ylang-ylang (Cananga odorata) ugucu yagimn Esherichia coli ATCC (35200), Staphylococcus
aureus ATCC (29213) ve Esherichia coli ATCC (25922) bakteri iizerinde minimum inhibisyon konsantrasyon
degerleri

Ylang-ylang (Cananga odorata) ugucu yagi, Esherichia coli ATCC (35200) ve
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)bakteri strainleri iizerinde ayni aralikta minimum
inhibisyon konsantrasyonunu vermistir.(50 pg /ml) Esherichia coli ATCC (25922)
bakterisi lizerinde ise daha az etki gostermistir.(100 pg/ml) Bu sonuglara bakildiginda
Esherichia coli ATCC (25922)bakterisine Ylang-ylang (Cananga odorata) ugucu yaginin
Esherichia coli ATCC (35200) ve Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakterilerine
gore daha az etkili oldugu sdylenebilmektedir. (Tablo 3.3)

Tablo 3. 3.Test edilen ucucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2. Yasemin (Jasminum
nudiflorum), 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne), 4. Sedir agaci (Cedrus atlantica), 5.Bergamot (Citrus
bergamia), 6. Giinliik agact (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test bakterileri (S. aureus, E. coli
ATCC 35200 ve E. coli ATCC 25922) iizerindeug/ml cinsinden minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri

Ucucu Yaglar
Test Bakterileri 1 2 3 4 5 6 Chloromphenicol

10

Staphylococcus aureus ATCC (29213) | 50 | 12.5 | 100 | 200 | 100 0 50
10

Escherichia coli ATCC (35200) 50 25 | 100 | 200 | 200 0 25
10

Escherichia coli ATCC (25922) 100 | 25 | 200 | 200 | 200 0 25
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Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yagi test mikroorganizmalari tizerinde

yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir.

Sekil 3. 15.Yasemin (Jasminum nudiflorum) u¢ucu yagimn Esherichia coli ATCC (35200) (a),
Staphylococcus aureus ATCC (29213) (b) ve Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri

Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yagi gram pozitif bakteri kiiltiirii olan
Staphylococcus aureus ATCC (29213) iizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
gostermistir.(12.5ug/ml) Gram negatif bakteriler olan Esherichia coli ATCC (35200) ve
Esherichia coli ATCC (25922) bakterileri iizerinde daha az antimikrobiyal etki
gostermistir.(25 pg/ml) Ancak yapilan minimum inhibisyon konsatrasyonunun
belirlenmesi calismasi gostermektedir ki test mikroorganizmalar1 iizerinde Yasemin
(Jasminum nudiflorum) ugucu yag1 pozitif kontrol grubunu olusturan Chloromphenicol
antibiyotiginden daha yiliksek antimikrobiyal etki gdstermistir.(Tablo 3.3)

Sandal agaci (Arbutus andrachne)ugucu yag1 Esherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakterileri {lizerinde ayni minimum inhibisyon
konsantrasyonunu gostermistir. ( 100 ug/ml) Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinde
ise daha fazla antimikrobiyal bir etki gostermis ve minimum inhibisyon konsantrasyonu

(200 ug/ml) degerini vermistir.(Tablo 3.17)
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Sekil 3. 16.Sandal agaci (Arbutus andrachne) u¢ucu yaginin Esherichia coli ATCC (35200) (a),
Staphylococcus aureus ATCC (29213) (b) ve Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri

Sedir agac1 (Cedrus atlantica) ugucu yagiEscherichia coli ATCC (35200),
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213)ve Escherichia coli ATCC (25922) bakterilerileri

lizerinde ayn1 minimum inhibisyon konsantrasyonunu gostermistir.(200 ug/ml)(Tablo 3.3)

Sekil 3. 17.Sedir agaci (Cedrus atlantica) ugucu yaginin Esherichia coli ATCC (35200) (a),
Staphylococcus aureus ATCC (29213) (b) ve Esherichia coli ATCC( 25922) (c) bakteri iizerinde minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri

Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yagi, Esherichia coli ATCC (35200) ve
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri kiiltiirleri lizerinde ayn1 minimum
inhibisyon konsatrasyon degerini vermistir.(100 pg/ml) Escherichia coli ATCC (25922)
bakterisinde ise diger iki test mikroorganizmasina gore daha diisiik bir antimikrobiyal etki

gostermistir.(200 pg/ml)(Tablo 3.3)
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Sekil 3. 18.Bergamot (Citrus bergamia) ucucu yaginin Esherichia coli ATCC( 35200) (a), Staphylococcus
aureus ATCC (29213) (b) ve Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum inhibisyon
konsantrasyon degerleri

Glnliik agact (Liquidambar orientalis) ugucu yagi test mikroorganizmalari
Esherichia coli ATCC (35200), Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) ve Escherichia
coli ATCC (25922) bakterileri lizerinde ayn1 minimum inhibisyon konsantrasyon degerini

gostermistir.(Tablo 3.3)

Sekil 3. 19.Giinliik agact (Liquidambar orientalis) u¢ucu yaginin Esherichia coli ATCC (35200) (a),
Staphylococcus aureus ATCC (29213) (b) ve Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri

Chloromphenicol antibiyotigi minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK)
belirlenmesinde pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Gram negatif bakteriler olan
Esherichia coli ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922) bakterilerinin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 ayni ¢ikmistir.(25 ug/ml) Gram pozitif bakteri olan
Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) iizerinde ise daha fazla antimikrobiyal etki
gbstermistir.(50 pg/ml) Staphyloccus aureus bakterisinin MiKkonsantrasyon degeri diger

test bakterilerine gore anlamli oranda diisiiktiir.(Tablo 3.3)
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Sekil 3. 20.Chloromphenicol antibiyotigi Esherichia coli ATCC (35200) (a), Staphylococcus aureus ATCC
(29213) (b) ve Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum inhibisyon konsantrasyon
degerleri

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun(MIK) belirlenmesi isleminde diliisyon
hazirlanirken yagler1 ¢6zmek amaciyla DMSO kullanilmigtir. DMSO nun sadece kendinin
bulundugu zamanda test mikroorganizmalar1 {izerinde nasil bir antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu gorebilmek amacryla DMSO seyreltme teknigiyle diliisyon hazirlanmis ve test
mikroorganizmalari ile inkiibe edilerek MIK degerine bakilmustir.

MIK degerleri gdstermektedir ki yiiksek konsantrasyon araliklarinda ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO’da bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ug test bakteri
iizerinde de ayni konsantrasyon degerinde minimum inhibisyon konsantrasyonu

vermistir.(400 ug/ml) (Tablo 3.3)
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Sekil 3. 21.DMSO Esherichia coli ATCC (35200) (a), Staphylococcus aureus ATCC (29213) (b) ve
Esherichia coli ATCC (25922) (c) bakteri iizerinde minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri

Sandal agac1 (Arbutus andrachne) ucgucu yag1 ve Sedir agaci (Cedrus atlantica)
ucgucu yagi ile minimum inhibisyon konsatrasyon degerini belirlemek amaciyla hazirlanan
96 kuyulu platelerde saf yag eklenen 1. Kuyularda bakteri iiremesi gozlemlenirken DMSO
ile ¢oziilip dilisyona devam edilen 400 ve 200 (ug/ml) konsantrasyonlarda bakteri
gelisimi ve iiremesinin gozlemlenmedigi goriilmiistiir. Buradan da anlasilacagi lizere

Sandal ve Sedir ugucu yaglari DMSO olmadan test bakterileri iizerinde etkin
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antimikrobiyal etkiye sahip degilken DMSO ile birlikte bakteriler lizerinde antimikrobiyal
etkiye sahip olabilmistir.

3.1.4. Biyofilm inhibisyonunun saptanmasi - ilk asamadaki bakteri yapismasi

Kullanilan ugucu yaglar1 test mikroorganizmalar1 Escherichia coli ATCC (35200),
Escherichia coli ATCC (25922)ve Staphylococcus aureus ATCC (29213) iizerindeki
antibiyofilm aktivitelerini gdzlemlemek amaciyla spektrofotometre Olciimii yapilmis
veELISA plaka okuyucuda okutulmustur. Spektrofotometre  &lgiimii &ncesi mikro
seyreltme yontemi ile bitkisel ugucu yaglardan diliisyon hazirlanmis ve 96 kuyulu plate
iizerine100 pL pipetlenmistir. Uzerine ¢ift kuvvetli MHB igerisinde bulanikligi 0.5
McFarland’a ayarlanmis bakteri strainleri eklenmis ve 20-24 saat 37 °C ayarl etiivde
inkiive edilmistir. Sonrasinda yikama, gram boyamma, etanolle kurutma ve 200 pL asetik
asit eklenmesinden sonra plaka okunmaya hazir hale gelmistir.

Kor olarak 12.kuyularda bulunan saf su ve bakteri karigimlar1 karsilastirma ve

kiyaslamada kullanilmstir.

Tablo 3. 4.Ylang-ylang (Cananga odorata) bitkisel u¢ucu yaginin test mikroorganizmalart iizerinde
bakteri yapisma etkisi sonuglari

Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

aureus (29213)
_ 0.647 0.903 0.887
g_o 0.543 0.894 0.764
= 0.323 0.422 0.294
§ 0.117 0.349 0.286
;Q 0.070 0.212 0.267
g 0.072 0.158 0.210
2 0.098 0.075 0.179
c_%D 0.097 0.081 0.137
é:’ 0.057 0.034 0.124
§ 0.054 0.023 0.097
0.022 0.021 0.038
0.002 0.002 0.041
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Spektrofometre  Ol¢iim  sonuglarma  bakildiginda  goriilmektedir ki test
mikroorganizmalarinda  Escherichia coli ATCC (35200) minimum inhibisyon
konsantrasyonunu diliisyonun 50 (ug/ml) konsantrasyonunda verirken biyofilm olusturma
konsantrasyonu da 50 (ug/ml) konsantrasyonda vermistir. Tabloda da goériilmektedir ki 50
(ug/ml)  konsantrasyondan  12.kuyuya kadar kuyularda biyofilm olusumu
gozlemlenmektedir. (100-200-400)(ug/ml) konsantrasyonlarda ise biyofilm olusumu
gbozlemlenmemistir (Tablo 3.4).

Escherichia coli ATCC (25922) bakteri kiiltiiri ise minimum inhibisyon
konsantrasyonunu 50 pg/ml olarak vermis ve anti yapisma testinde de 50 pg/ml de
biyofilm olusumu gbzlemlenmeye baslamistir. 50-25-12,58-6,25-3,125-1,156-0,781
(ug/ml) konsantrasyonlardabiyofilm olusumu goézlenirken 100-200-400 (ug/ml)
konsantrasyonda biyofilm olusumu gézlenmemistir (Tablo 3.4).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisinin  minimum inhibisyon
konsantrasyonu 100 pg/ml’dir Sonuglarina bakildiginda bu bakteri straini diliisyon
konsantrasyonunun 25 pg/ml oldugu 0.210 degerinden itibaren biyofilm olusumunun
oldugu gézlemlenmistir. Ancak 0.294-0.286-0.267-0.210 degerleri birbirlerine ¢ok yakin
degerler oldugundan 0.041°lik kdre gore kiyasladigimizda bazi bakteri yapigmalariin
varligindan da bahsedilebilmektedir (Tablo 3.4).

Yasemin (Jasminum nudiflorum) bitkisel ugucu yag test mikroorganizmalar1 olan
Escherichia coli ATCC (35200), Escherichia coli ATCC (25922) ve Staphylococcus
aureus ATCC (29213)bakteri kiiltiirlerine uygulanmistir. Olgiim sonucu ¢ikan degerler

tablo haline getirilmis ve degerlendirilmistir.
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Tablo 3. 5.Yasemin (Jasminum nudiflorum) bitkisel ugucu yagimn test mikroorganizmalart iizerinde
bakteri yapisma etkisi sonuglari

Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

aureus (29213)
_ 0.865 0.650 0.774
% 1.079 1.420 0.929
B 0219 0.770 0321
% 0.118 0.670 0.082
3 0.076 0.065 0.072
s 0.032 0.039 0.064
§ 0.029 0.036 0.062
= 0.015 0.004 0.042
§ 0.005 0.018 0.029
= 0.011 0.007 0.032
0.002 0.012 0.028
0.001 0.009 0.022

Sekil 3. 22. Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaginin (a) ve Chloromphenicol antibiyotiginin (b) test
mikroorganizmalart iizerine konsantrasyonu

Yasemin (Jasminum nudiflorum) bitkisel ugucu yagmin Escherichia coli ATCC
(35200) bakterisi iizerinde minimum inhbisyon konsantrasyon degeri 25 (ug/ml)’dir. Bu
konsantrasyon araligit 96 kuyulu plate icerisinde 625 (ug/ml) konsantrasyona denk
gelmektedir. Spektrofotometre Ol¢iim sonuglart gostermektedir ki 0.076 degerine denk
gelen 50 (ug/ml) konsantrasyondanitibaren bakteri yapismasi gozlemlenmistir. 50-25-
12,58-6,25-3,125-1,156-0,781 (ug/ml)konsantrasyonlarda biyofilm olusumu
gozlemlenirlen (0.865, 1.079, 0.219 ve 0.118) degerlerinin okundugu 400-200-100(ug/ml)
konsantrasyonlarda biyofilm olusumu gézlemlenmemistir (Tablo 3.5).

Escherichia coli ATCC (25922) bakteri straini ise minimum inhibisyon

konsantrasyonu (12.5ug/ml)’dir. Bu konsantrasyon araligit 96 kuyulu plate’de 12.58
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(ug/ml) konsantrasyona denk gelmektedir. Sonuglara bakildiginda ise 96 kuyulu plate
icerisinde bu bakteri tiirii 50 (ug/ul) konsantrasyondan 12. Kuyuya kadar biyofilm olusumu
gozlemlenmistir (Tablo 3.5).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakteri straini minimum inhibisyon
konsantrasyonu 25 (ug/ml)’dir. Bu konsantrasyon oran1i 96 kuyulu plate igerisinde 25
(ug/ml)’ye denk gelmektedir. Sonuglara bakildiginda ise goriilmektedir ki (100 pg/ml)
konsantrasyondan itibaren bakteri yapismalar1 gozlemlenmistir (Tablo 3.5).

Pozitif kontrol grubu Chloromphenicol antibiyotigi ile kiyaslandiginda Escherichia
coli ATCC (25922) bakteri straini Chloromphenicol kullanildiginda 25 (ug/ml)
konsantrasyonda biyofilm olusumu engellenirken bu deger Yasemin yaginda (12.5ug/ml)
konsatrasyon degeri ile daha iyi sonug¢ gostermistir. Escherichia coli ATCC (35200)
bakteri straini iizerinde Chloromphenicol ile ayni konsatrasyonda 25 (ug/ml) antibiyofilm
etkisi gostermistir. Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakteri straininde ise 25 (ug/ml)
konsatrasyonda bakteri yapigsmasi gézlenmeye baslamigken bu deger Chloromphenicol’de
50 (ug/ml)’dir. Bu sonuglar gostermektedir ki Escherichia coli ATCC (25922) ve
Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakteri strainleri iizerinde Yasemin yagi
Chloromphenicol’den daha giizel sonuclar vermistir.

Sandal agac1 (Arbutus andrachne) bitkisel ugucu yagu test mikroorganizmalar1 olan
Escherichia coli ATCC (35200), Escherichia coli ATCC (25922) ve Staphylococcus
aureus ATCC (29213)bakteri kiiltiirlerine uygulanmistir. Olgiim sonucu ¢ikan degerler

tablo haline getirilmis ve degerlendirilmistir.

Tablo 3. 6.Sandal agact (Arbutus andrachne) bitkisel ucucu yaginin test mikroorganizmalari iizerinde
bakteri yapisma etkisi sonuglar

_ Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

E aureus (29213)

f{f 0.582 1.086 0.520

§ 1.354 1.034 1.407

= 0.698 0.016 0.766

é 0.041 0.014 0.006

=

§ 0.044 0.010 0.001

§ 0.050 0.007 0.001

E 0.052 0.006 0.004

5

5 0.051 0.009 0.009
0.051 0.009 0.010
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Escherichia coli ATCC (35200) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 100 (ug/ul)’dir. Bu konsantrasyon degeri 96 kuyulu plate iizerinde 100 (ug/ml)’ye
denk gelmektedir. Olciim degerlerine bakildiginda ise 0.0041 degeri ile biyofilm olusumu
100 (ug/ml)’den basladig1 sdylenebilmektedir (Tablo 3.6).

Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinin ise minimum inhibisyon
konsantrasyonu200 (ug/ml) konsatrasyona denk gelmektedir. Sonucglarabakildiginda ise
bakterinin 100 (ug/ml)’den itibaren biyofilm olusumu gozlemlendigi sOylenebilmektedir
(Tablo 3.6).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisinin  minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri 100 (ug/ml)’dir. Bu konsantrasyon degeri 96 kuyulu plate {izerinde
100 (ug/ml)’ye denk gelmektedir. Sonuglara bakildiginda ise bu bakteri kiiltiirii 100
(ug/ml)’den itibaren biyofilm olusturmaya baslamigtir (Tablo 3.6).

Sedir agac1 (Cedrus atlantica) bitkisel ugucu yagu test mikroorganizmalar1 olan
Escherichia coli ATCC (35200),Escherichia coli ATCC (25922) ve Staphylococcus aureus
ATCC (29213) bakteri kiiltiirlerine uygulanmis ve ELISA 6lgiimii yapilmustir. Olgiim

sonucu ¢ikan degerler tablo haline getirilmis ve degerlendirilmistir.

Tablo 3. 7.Sedir agaci (Cedrus atlantica) bitkisel ucucu yaginin test mikroorganizmalart iizerinde bakteri
yapisma etkisi sonuc¢lari

Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

aureus (29213)
1.474 1.086 0.772
% 0.774 1.034 0.740
= 0.081 0.004 0.021
= 0.039 0.005 0.014
E 0.023 0.009 0.013
§ 0.036 0.007 0.011
‘; 0.041 0.008 0.001
) 0.042 0.009 0.003
§ 0.040 0.005 0.006
. 0.050 0.005 0.003
0.032 0.003 0.032
0.056 0.001 0.001
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Escherichia coli ATCC (35200) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 200 (ug/ul)’dir. Sonuclara bakildiginda goriilmektedir ki 0.081 degeri ile bu bakteri
kiiltiirii 200 (ug/ml) konsatrasyondanitibaren biyofilm olusturmaya baslamistir (Tablo 3.7).

Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 200 (ug/ul)’dir. Okuma sonucu olan 0.021 degeri ile ortiismektedir. Escherichia coli
ATCC (25922) bakterisi 200 (ug/ml)’den itibaren biyofilm olusturmaya baslamistir (Tablo
3.7).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisinin minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri 200 (ug/ul)’dir. Olciim sonucun da gostermektedir ki bu bakteri
0.021 degeri ile 200 (ug/ml)’den itibaren biyofilm olusturmaya baglamistir (Tablo 3.7).

Bergamot (Citrus bergamia)bitkisel ucucu yagu test mikroorganizmalart olan
Escherichia coli ATCC (35200), Escherichia coli ATCC (25922 )ve Staphylococcus aureus
ATCC (29213) bakteri kiiltiirlerine uygulanmistir. Olgiim sonucu ¢ikan degerler tablo
haline getirilmis ve degerlendirilmistir.

Tablo 3. 8.Bergamot (Citrus bergamia) bitkisel ucucu yaginin test mikroorganizmalari iizerinde bakteri
yapisma etkisi sonuc¢lari

Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

aureus (29213)
1.575 1.667 0.933
E 1.420 1.499 0.872
E:f 0.555 0.699 0.118
§ 0.192 0.096 0.116
§ 0.044 0.016 0.085
g 0.004 0.019 0.117
S 0.010 0.011 0.075
£ 0.017 0.008 0.099

S

3 0.019 0.006 0.071
0.018 0.005 0.096
0.010 0.002 0.098
0.009 0.001 0.091

Escherichia coli ATCC (35200) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 100 (ug/ul)’dir. Olgiim sonuglarma gorede 0.192°1lik deger ile 100 (ug/ml)’ye denk
gelmistir (Tablo 3.8).
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Escherichia coli ATCC (25922) bakteri straininin minimum inhibisyon degeri 200
(ug/ml)’dir. Sonu¢ degerlerine gore ise bu bakteri kiiltiirii 0.118’lik deger ile 200
(ug/ml)’den itibaren biyofilm olusturmaya baslamistir (Tablo 3.8).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisinin minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri 100 (ug/ml)’dir. Olgiim sonu¢ degerlerinde ise Staphylococcus
aureus ATCC (29213) bakterisi0.118 degeri ile 200 (ug/ml)’den itibaren biyofilm yapisi
olusturmaya baslamistir (Tablo 3.8).

Giinliik agac1 (Liquidambar orientalis) bitkisel ugucu yagu test mikroorganizmalari
olan Escherichia coli ATCC (35200), Escherichia coli ATCC (25922)ve Staphylococcus
aureus ATCC (29213) bakteri kiiltiirlerine uygulanmustir. Olgiim sonucu ¢ikan degerler

tablo haline getirilmis ve degerlendirilmistir.

Tablo 3. 9.Giinliik agact (Liquidambar orientalis) bitkisel ucucu yaginin test mikroorganizmalart iizerinde
bakteri yapisma etkisi sonuglar

Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus

aureus (29213)
% 1.887 1.970 1.806
= 1.528 1.921 1.216
§ 0.032 0.026 0.141

5

S 0.035 0.021 0.077
3 0.022 0.015 0.086
§ 0.037 0.016 0.032
% 0.046 0.018 0.025
5 0.050 0.005 0.028
ED 0.047 0.006 0.012
é 0.056 0.008 0.007
© 0.054 0.006 0.006
0.054 0.002 0.005

Escherichia coli ATCC (35200) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 100 (ug/ul)’dir. Ol¢iim sonuglarma bakildiginda bu bakteri kiiltiirii 0.0032’lik deger
ile 200 (ug/ml)’den itibaren biyofilm olusturabildigi sdylenebilmektedir (Tablo 3.9).
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Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyon
degeri 100 (ug/ul)’dir. Sonucglara gore bu bakteri kiiltiirti 200 (ug/ml)’den itibaren bakteri
yapismasi gozlemlenmis yani biyofilm olusturmustur (Tablo 3.9).

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) baktesinin minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri 100 (ug/ul)’dir. Sonuclara gore Staphyloccocus aureus ATCC
(29213)bakteri strainil00 (ug/ml) konsantrasyondan itibaren biyofilm olusturmustur
(Tablo 3.9).

Chloromphenicol antibiyotigi test mikroorganizmalari olan Escherichia coli ATCC
(35200), Escherichia coli ATCC (25922) ve Staphylococcus aureus ATCC (29213) bakteri
kiiltiirlerine uygulanmis ve 6lciim yapilmistir. Olgiim sonucu ¢ikan degerler tablo haline

getirilmis ve degerlendirilmistir.

Tablo 3. 10.Chloromphenicol antibiyotigi yaginin test mikroorganizmalari iizerinde bakteri yapisma etkisi

sonuglart
Escherichia coli (35200) Escherichia coli (25922) Staphyloccocus
aureus (29213)
0.477 0.576 0.430
E 0.458 0.522 0.450
;g 0.422 0.478 0.448
S 0.399 0.452 0.420
:iz 0.352 0.398 0.378
g 0.035 0.037 0.067
8 0.034 0.028 0.065
3 0.029 0.022 0.056
o
2 0.012 0.018 0.024
° 0.009 0.017 0.020
0.007 0.011 0.012
0.002 0.009 0.010

Escherichia coli ATCC (35200) bakterisinin minimum inhibisyon konsantrasyonu 25
(ug/ul)’dir. Spektrofotometre sonuclarina bakildigindan Escherichia coli ATCC (35200)
bakterisinin 0.035°1ik deger ile 25 (ug/ml) konsantrasyondan itibaren biyofilm olusturmaya
basladig1 gézlemlenmistir (Tablo 3.10).
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Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinin minimum inhibisyoon konsantrasyonu
25 (ugfuly’dir. Olciim sonucuna gore 0.037°lik deger ile Echerichia coli ATCC (25922)
bakterisi MIK degerinden itibaren biyofilm olusturmaya baslamistir. (Tablo 3.10)

Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisinin minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri 50 (ug/ul)’dir. Olciim sonuglarina bakildiginda goriilmektedir ki
Staphyloccocus aureus ATCC (29213) bakterisi 0.067’lik deger ile 25 (ug/ml)’den itibaren
biyofilm olusturmaya baslamistir (Tablo 3.10).
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4.TARTISMA VE SONUC

Bitki yaglar1 ve ekstratlar1 binlerce yildir ¢ok cesitli amaglar i¢in kullanilmiglardir.
Bunlara giilagaci ve sedir agact yagmin i¢ malzemelerin kullaniminda, rezene, ardig
meyvesi gibi yaglarin tatlandirict iceceklerde ve depolanmis gida mahsullerinin korunmast
icin limonotu yagmin uygulanmasi seklinde ornekler verilebilir. Bitkilerden elde edilen
ucucu yaglar ¢cok yonlii antimikrobiyal bilesenlere sahip oldugundan gida muhafazasinda
koruyucu dogal ajan olma potansiyeline sahiptirler (Conner, 1993). Ucucu yaglar
olusturan saf halde bulunan fenolik bilesikler antibakteriyal ve antifungal aktivite
gostermektedir (Karapmar ve Aktug, 1987). Ozellikle antimikrobiyal aktivite sayesinde
ham ve islenmis gida muhafazasi, farmasotik ilaclar, alternatif tip ve dogal tedaviler dahil
olmak lizere bir¢ok uygulamanin temelini olusturmuslardir (Smid vd.,1996). Bu ve
benzeri bilesenlerin antimikrobiyal 6zellikleri lipofilik karakterleriyle iligkilidir ve hiicre
membranlarinda birikerek enerji iiretimini engellerler (Oosterhaven vd., 1996). Ucucu
yaglar ve bilesenleri gram negatif bakteriler oOncelikli olmak {izere cok c¢esitli
mikroorganizmalara kars1 yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler (Deans ve
Ritchie1987).

Gram negatif bakterilerin tiimii dis zara sahiptirler ve lipopolisakkarit (LPS)
varligina baglh olarak bakteriye hidrofilik bir yiizey saglarlar. Kii¢iik hidrofilik ¢6ziinen
maddeler hiicre zarin1 porinler araciligiyla gecebilmektedir. Hiicre zar1 burada penetrasyon
bariyeri gorevini goriir ve hidrofiliktransmembran kanallar1 saglayan proteinler
makromolekiilleri ve hidrofobik bilesenleri gegirmezler. Bu nedenle gram negatif
bakteriler hidrofobik antibiyotiklere karsi nispeten daha direnglidir. (Hammer vd,.1999)
Ulkemizde iiriner sistem enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etken ise
Escherichiacoli’ dir.

Antibiyotige karsi direngli gram pozitif bakterilerin ise neden oldugu nozokomiyal
kan dolasimi enfeksiyonlarinin yiizdesi her gecen giin artmaktadir. Ozellikle metisilin
direncli Staphylococcus aureus endise vericidir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde
yogun bakimda yatan hastalardaki  enfeksiyonlarin = %60°1  Staphylococcus
aureuskaynaklidir. Hastane kaynakli Staphylococcusaureus salginlar tipik olarak hastadan
hastaya transfer edilen ve siklikla saglik personeli kullanarak araci olarak klonal
yayillmanin bir sonucudur. Vankomisin bu bakteri tiiriinden kaynakli enfeksiyonlar icin
standart tedavidir. Ancak son zamanlarda direncli Staphyloccoccus aureus vaka sayilari

artmaya devam etmektedir (Butaye vd., 2003).
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Bakterilerdeki bu antibiyotik direncliliginin birinci etkeni biyofilm olusumudur.
Biyofilmler yapilarn itibariyle farkli mikroorganizmalarin bir arada daha dayanikli bir
sekilde yasamlarin1 devam ettirmelerine olanak saglamaktadir. Bir¢ok tiirde biyofilmler
anyonik yapidadir ve essansiyel mineral ve besin maddelerinin yogun oldugu ortamlarda,
etraflarindan yakalanarak yogunlastirilmasini saglayan bir sistem gelistirerek yasamlarin
stirdiirmektedir. Bakteriler biyofilm olustuklar1 sirada ii¢ boyutlu bir g¢ekim giicii
olustururlar. Bir araya geldikten sonra ¢evreleri sarilarak daha dayanikli ve korunakli hale
gelmeleri saglanir. Bakteriler primer adhezyon ile yiizeye tutunurlar. Bu yapi birgok
fizikokimyasal degiskenin yer aldig1 geri doniisiimlii ve gevsek bir baglanmadir. Bakteri
uygun intert ylizeyi yakaladiginda oncelikle primer adhezyon ile geri doniistimlii bir
tutunma gerceklestirir. Bu tutunmanin gergeklesebilmesi igin bakterinin yiizeye yeteri
kadar yaklagmis olmas1 gerekmektedir (1 nm). Sonraki asamada adhezyon her iki yiizeyin
itme ¢cekme giicline bagh olarak gelisir. Baglanma sirasinda elektrostatik, hidrofobik iligki,
van der Waals giicti, 1s1 ve hidrodinamik gii¢ 6nemlidir. Ancak primer adhezyon sirasinda
en Onemli faktor bakteriler ve ylizey arasinda olusan hidrofobik iligkidir. Sekonder
adhezyon ise bakteri yiizeyindeki pili, fibriller ve fimbria gibi ligadlarinkaryot
hiicrelerdeki olusan geri doniisiimsiiz baglanmadir. Bakterilerin populasyonlarini
arttirmalar1 bu asamadan sonra gerceklesir. Biyofilm ile alakali bir¢ok c¢alisma
gerceklesmesine karsin halen daha biyofilmlerin insan viicudunda hangi mekanizmalar ile
hastaliga yol agtig1 tam olarak anlasilabilmis degildir. Ancak 6zellikle tip alaninda hastane
enfeksiyonlar1 medikal cihazlar, implatlar, {izerinden kopan hiicre yada hiicre gruplarinin
kanda veya iriner sistemde enfeksiyonlar olusturma, bagisiklik sistemi hiicrelerine karsi
direng gosterme, biyofilm yapisi olusturarak antimikrobiyal maddelere karsi direng
gosterme olarak sayilabilir (Costerton vd., 1994).

Mevcut antibiyotiklere karsi direngli olan patojenik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin nasil tedavi edilecegi iilkemizin ve diinyanin karsi karsiya kaldigi en
onemli konulardan biridir. Coklu ilag direncine sahip mikroorganizma sayisinin her gegen
giin artmasi1 endise vericidir. Patojenik mikroorganizmalara kars1 savasta yeni ve alternatif
tedavi yontemlerinin bulunmasi ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir. Alternatif tedavi ve
Oonlemeye yonelik yeni bir yaklasim ise bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal ugucu
yaglardir. Ugucu yaglar mikroorganizmalar {izerlerinde gosterdikleri antimikrobiyal ve

antifungal aktiviteleriyle sadece tedavi yontemi olarak degil zirai iiriinlerin korunmasi,
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icme sulari, gida tiriinlerinin bozulmalarin1 engellemek gibi bircok alanda da aktif olarak
kullanilabilmesi 6ngoriilmektedir.

Son yirmi yilda, ¢oklu ilaca direngli patojenlerin ve ayirt edici olmayan antibiyotik
kullanimina bagli olarak duyarliligi azalmis strainlerin ortaya ¢ikmasi, mevcut birgok
antibiyotigin klinik etkinligi tehlikeye girdiginden, kiiresel bir endise haline gelmistir
(Ahmad ve Beg, 2001).Sonug olarak, ilaca direncli patojenin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisikarmasikve onemli 6l¢iide artmis,morbidite ve mortalite i¢in daha bliyiik risklere
yol agmistir (Dahiya ve Purkayastha, 2012).Bu konu, bilim insanlarinin, antimikrobiyal
aktivitelere sahip fitokimyasallara sahip oldugu bildirilen ugucu yaglar veya aromatik
bitkilerden elde edilen Oziitler dahil olmak iizere ¢esitli tibbi bitki kaynaklarindan gelen
yeni antimikrobiyal maddeleri taramasini1 gereklikilmaktadir.

Calismamizda, Ylang-ylang (Canangaodorata), Yasemin (Jasminumnudiflorum),
Sandal agaci (Arbutusandrachne), Sedir agacit (Cedrusatlantica), Bergamot
(Citrusbergamia), Glnliik agaci (Liquidambarorientalis) ugucu yaglar ticari formda elde
edilmis ve gram negatif Esherichia coli ATCC (35200), Esherichia coli ATCC (25922) ve
gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC (29213) bakteri strainleri iizerinde etkileri
etkileri aragtirllmistir. Caligmada tamamen bitkisel kaynakli olan ugucu yaglarin bakteriler
tizerinde biyofilm olusumunu hangi konsantrasyon araliginda engelledigi, iiremeleri ve
solunumlari lizerindeki olumlu veya olumsuz etkilerinin gézlemlenmesi amaglanmustir.

Rahman vd.,(2005) yilinda ylang-ylang bitkisi ile yaptigi calismada bu bitki
ekstraktinin antimikromiyal aktivitesini belirlemislerdir. Bunun i¢in disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Test organizmasi olarak Sgram pozitif, 9 gram negatif bakteri ile 4fungus
secilmigtir. Antimikrobiyal test i¢in her bos diske 200 pg ucucu yag eklenmistir ve uygun
kosullar ve siirede inkiibe edilerek zon c¢aplar1 Ol¢llmiistiir. Escherichia coli icin
inhibisyon zon ¢apini 12 mm olarak dl¢miislerdir.

Chao vd.,(2008) yilinda metisiline direngli Staphylococcus aureussiizerinde kendi
ekstraksiyonlar1 olan 64 ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesini ¢aligmislardir. Bizim
calismamizda kullandigimiz 6 yagdan 4 tanesi bu ¢alismada kullanilmistir. Bu 4 yagin zon
caplar1 12 mm ile 40 mm arasinda degismektedir. Bu degerlerin bizim ¢alismamizdan ¢ok
yiikksek ¢ikmasinin sebebleri; yaglart kendilerinin elde etmis olmasi, bitkilerin farkll
yerlerden toplanmis olmasi veya konsantrasyon farklilig1 olabilir.

Ali vd., 2017 yilinda yaptig1 calismada yasemin bitkisi ugucu yaginin antimikrobiyal

etkisini 12 gram negatif ve 22 gram pozitif bakteri iizerinde denemislerdir. Bu ¢alismada
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agarkuyucuk diflizyon yontemi kullanilarak 10 ul konsantrasyonlatest etmislerdir.
Calismalarinsa  Staphylococcusaureus tizerinde bir etki saptamamiglardir. Bizim
caligmamizda ise yasemin bitkisi yagr 10 pl konsantrasyonda Staphylococcusaureus
tizerinde 10.2 mm cap ile inhibisyon zonu olusturmustur.

Faleiro vd.,(2003) yilinda Portekiz’e endemik olan Thymus tiirlerinin temel ucucu
yaglarimin Candida albicans, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis,
Salmonella spp. veStaphylococcus aureus strainlerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini
disk agar diflizyon metodu ile test etmislerdir. Calisma sonucunda en yliksek
antimikrobiyal aktiviteyi mastichina yag1 Escherichia coli’ye kars1 gostermistir (5.3 mm).
L. monocytogenes ve Candida albicans lzerinde de yiiksek aktiviteyi (5.00 mm).
Staphylococcus areus iizerinde ise diisiik (1.00 mm) antimikrobiyal aktivite gézlenmistir.

Iscan ve arkadaslar1 tanmnmis ve yaygin olarak kullanmilan nane (Mentha piperita,
Lamiaceae) ugucu yaglarinin Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (NRRL B-123),
Enterobacter aerogenes (NRRL 3567), Salmonella typhimurium (NRRL B4420), Candida
albicans, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus (NRRL B3711),
Staphylococcus  epidermidis (ATCC 12228), Pseudomona ssyringae, Aspergillus
paraciticus  (NRRL ~ 2999)  strainlerini  iizerindeki  antimikrobiyal aktiviteyi
gozlemlemislerdir. Bunun icin Mikro diliisyon broth, agar difiizyon ve biyoutograf
yontemlerini kullanmislardir (Iscan vd., 2002). Bizim ¢alismamizda yapilan minimum
inhibisyon konsantrasyonun belirlenmesi ve agar difiizyon yontemi Iscan vd. ile aym
dogrultuda gerceklestirilmistir. Ugucu yaglar DMSO ile ¢ozlilmiis ve mikro seyreltme
dilisyon yontemi ile seyreltilmistir. Bakteri kiiltlirleri tek kuvvetli MHB igerisinde
cogaltilmis ve 96 kuyulu plaka tlizerine aktarim yapilirken ¢ift kuvvetli MHB besiyerine
0.5 Mcfarland bulanikligina ayarlanarak aktarimi yapilmistir. Sonrasinda 100 ul 96 kuyulu
plakada diliisyonun {iizerine eklenmistir. Sonrasinda 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Iscan vd. Nane yagmin Esherichia coli iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri (12.5ug/ml) olarak tespit edilmis ve sonug¢ basarili olarak kabul
edilmistir. Bizim calismamizda ise Escherichia coli ATCC (35200) straini iizerinde en
diisiik MIK degerini Yasemin (Jasminum nudiflorum) yag gdstermistir (25 pg/ml).
Escherichia coli ATCC (25922) straininde Yasemin yagi (25 pg/ml) konsantrasyonunu
gosterirken Staphylococcus aureus ATCC (29213) straininde ise Yasemin yagi (12.5

png/ml) minimum inhibisyon konsantrasyon degerini vermistir. Agar diflizyon yonteminde
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ise nane yaginin Escherichia coli lizerinde inhibisyon c¢apt 50 pL aktarimda 5 mm
gozlemlenmistir. Bizim ¢aligmamizda ise 5 pL ve 10 pL aktarimlar yapilmistir. En yiliksek
inhibisyon zon ¢apini her ii¢ test mikroorganizma iizerinde Yasemin yagi gOstermistir.
Sirasiyla Escherichia coli strainleri iizerinde (10.2-10.4 mm) ve Staphylococcus aureus
straini lizerinde ise (10.4-10.8 mm) inhibisyon zon degerlerini vermistir. Bu sonuclara
bakildiginda yasemin yagmin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
sOylenebilmektedir.

Kalagatur vd.,2018 yilinda yaptig1 ¢alismada, ylang-ylang bitkisinden elde ettikleri
ekstratlart kromotrografik yontemler ile ayirmis ve elde ettikleri 35 tane bilesenin tek tek
ve farkli kombinasyonlarinin antifungal etkisine bakmuslardir. Ozellikle bitki patojeni
olarak bilinen ve mikotoksin olusturmasi ile insan sagligini tehdit eden Fusarium
graminearum tiiri fungusa kars1 antifungal aktivitesi calisilmistir. Ayni zamanda bu
caligma biyoaktivitesi yliksek olan ylang-ylang bitkisi ugucu yaglarin mikotoksin inhibe
edici etkisi oldugunu gostermistir. Bizim c¢alismamizda ylang-ylang ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesi oldugu bulunmustur.

Misra ve Dey (2012) sandal agaci yag1 (Arbutus andrachne) ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesine dokuz gram negatif ve bes gram pozitif bakteri strainine kars1
disk difiizyon, agar nokta ve TLC biyootografi yontemleriyle bakmislardir. Sandal agaci
yagl icin minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK), taranan test mikro-
organizmalarinin ¢ogu icin 0.078-5 pg araliginda oldugu belirlenmistir. Biyootografi
sonuglari, somatik embriyo oziitlerinde ve sandal agaci yaginda potansiyel antimikrobiyal
bilesenlerin varligini gostermistir (Misra ve Dey, 2012). Bizim ¢alismamizda ise sandal
agaci yagmin 2 gram negatif ve 1 gram pozitif bakteri straini iizerine antimikrobiyalve
antibiyofilm etkisi farklilik gostermistir. Agar diflizyon yonteminde en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi  Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) bakteri straininde
gostermistir (10.6 mm). Disk buharlagsma yonteminde Sandal agac1 (Arbutus andrachne)
ucucu yagr 5 pL’lik ve 10 pL’lik aktarimda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi
Escherichia coli ATCC (25922) bakteri straininde gostermistir.5 puL’lik aktarimda en
disiik aktiviteyi 10.1 mm’lik inhibisyon zonunun olusumuyla Esherichia coli ATCC
(35200) straininde gosterirken, 10.2 mm’lik inhibisyon zonuylaStaphyloccoccus aureus
ATCC (29213) gostermistir. Esherichia coli ATCC (35200), Staphyloccoccus aureus
ATCC (29213) bakterileri iizerinde aynt minimum inhibisyon konsantrasyonunu(100

png/ml)  gostermistir. Escherichia coli ATCC (25922) bakterisinde ise daha fazla
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antimikrobiyal bir etki gostermis ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (200 ug/ml)
degerini vermistir. Spektrofotometre dl¢ciim degerlerine bakildiginda ise 0.0041 degeri ile
biyofilm olusumu {i¢c test mikroorganizmasinda da 100 (pg/ml)’den basladig
sOylenebilmektedir.

Niu, C ve arkadaslar1 2004 yilinda Kristal viyole boyamasina dayali bir teknik olan
spesifik biyofilm olusumu (SBF) deneyini uygulayarak bitkisel ugucu yaglarin biyofilm
olusumunu etkileyen bilesenleri bulmayr amaglamistir. Tar¢in, sinameki ve sitronella
yaglar1t Escherichia coli ATCC (33456), Pseudomonas aeruginosa (PAO1) ve
Pseudomonas putida (KT24409) bakteri strainlerine uygulanmustir. Escherichia coli
uygulanan ugucu yaglara karsin biyofilm gelisimi farkli sekilde etkilenmistir. Ugucu
yaglardan cinnamaldehyde, Luria-Bertani maddelerini iceren ugucu yaglarin Escherichia
coli tiizerinde biyofilm olusumunu negatif etkilemistir. Escherichia coli biyofilmleri
konfokal lazer tarama mikroskopu ile (CLSM) incelenmistir ve sinamaldehit etken
maddesini tasiyan tar¢in yaginin Escherichia coli biyofilmine morfolojik hasar verdigi
gozlemlenmistir (Niu ve Gilbert 2004).

Bizim calismamizda ise, agar difiizyon tekniginde {i¢ test mikroorganizmasi {izerinde
en az etkiyi Glinliik agaci (Liquidambar orientalis) ugucu yagi gostermistir. Disk difiizyon
tekniginde ise Bergamot (Citrus bergamia) ugucu yagi en az etkiyi gostermistir.

Lv vd., (2014) yilinda Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yagmin ve alt1 ana
bileseninin antimikrobiyal aktivitesine Escherichia coli MTCC (443) strainin iizerinde
arastirmiglardir. Caligmalarinda tiip diliisyon teknigi ve minimum inhibitor konsatrasyon
tekniklerini kullanmislardir. Escherichia coli MTCC (443) straini yasemin yagina karst 25
ul konsantrasyonda duyarlilik gdstermistir. Bizim c¢alismada kullandigimiz Escherichia
coli bakteri strainleri farkli olsa dahi Yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaginin her
iki Escherichia coli strainine kars1 minimum inhibisyon konsantrasyon degeri 25 pul olarak
belirlenmistir. Bulunan konsantrasyon degeri bizim ¢aligmamiz1 destekler niteliktedir ( Lv
vd,.2014).

Bizim g¢alismamizda,en yiiksek antibiyofilm aktiviteyi Ylang-ylan (Cananga
odorata) ve yasemin (Jasminum nudiflorum) ugucu yaglar1 gostermistir. Ylang-ylang
(Cananga odorata)Escherichia coliATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922)
strainleri ~ iizerinde  50(ug/ml)  konsatrasyonda  biyoflm  olusumunu inhibe
ederkenStaphylococcus aureus ATCC (29213) straininde 25 (ug/ml) konsantrasyonda

biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Yasemin (Jasminum nudiflorum) yagi ise Escherichia
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coliATCC (35200) strainini 25 (ug/ml) konsatrasyonda, Escherichia coli ATCC (25922)
strainini 12.5 (ug/ml) konsatrasyonda, Staphylococcus aureus ATCC (29213) strainini ise

25 (ug/ml) konsantrasyonda biyofilm olusumunu inhibe etmistir.

Sonug olarak;

Tablo 4. 1.Agar Difiizyon Yontemi ile test edilen u¢ucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2.
Yasemin (Jasminum nudiflorum), 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne), 4. Sedir agaci (Cedrus atlantica),
5.Bergamot (Citrus bergamia), 6. Giinliik agaci (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test
bakterileri (S. aureus, E. coli ATCC 35200 ve E. coli ATCC 25922) iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlart
(uL/mm)

Staphylococcus
Escherichia coli Escherichia coli
Test Bakterileri aureus ATCC
ATCC (35200) ATCC (25922)
(29213)

. SuL 10.1 mm 10.02 mm 10.02 mm

10uL 10.2 mm 10.1 mm 10.2 mm

5 SuL 10.4 mm 10.2 mm 10.2 mm

10uL 10.8 mm 10.4 mm 10.4 mm
3 SuL 10.2 mm 10.2 mm 10.02 mm
| 10uL 10.6 mm 10.4 mm 10.04 mm
= ] SuL 0.05mm 0.05mm 0.01mm
§ 10uL 0.1mm 0.1mm 0.02mm
= s SuL 10.1 mm 10.02 mm 10.02 mm
10uL 10.2 mm 10.04 mm 10.04 mm
6 SuL 10.02 mm 10.02 mm 10.02 mm
10uL 10.04 mm 10.04 mm 10.04 mm

SuL 10.1 mm 10.6 mm 10.4 mm

Chloromphenicol
10uL 10.2 mm 11 mm 11 mm

Test edilen ucucu yaglardan en yiiksek antimikrobiyal etkiyi Yasemin ve sandal
agaci yaglar1 géstermistir. Yasemin ugucu yagi1 yag asidi, parafin, metil ester tiirevleri tasir.
Sandal agaci1 yagi ise Tanen, arbutin, glikozitler, fenol tlirevleri ve katesin tiirevleri tasir.
Yapi itibariyle bu maddeleri tasiyan ugucu yaglar gram negatif Escherichia coli ATCC
(35200)straini tizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi gostermistir (10.2 mm-10.4 mm)
(Tablo 4.1).

Escherichia coli ATCC (25922) bakterisi tizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi

Yasemin yag1 gostermistir.(10.2 mm-10.4 mm) Bu durum gostermektedir ki gram negatif
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bakteri olan her ikiEscherichia coli straini iizerinde de yasemin yagi1 yliksek antimikrobiyal
etki gOstermis ve iiremeleri ilizerinde en yliksek oranda olumsuz etkiyi bu ugucu yag
gostermistir. (Tablo 4.1)Ayn1 sekilde Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) gram pozitif
bakterisi iizerinde yine en yiiksek antimikrobiyal etkiyi Yasemin yagi gostermistir.(10.4
mm-10.8 mm) (Tablo 4.1)Agar difiizyon yonteminde hem gram negatif hem de gram
pozitif bakteri strainleri iizerinde en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi yasemin yagi
gostermistir. Bu sonuclar gostermektedir ki Yasemin yagi bu patojen bakterilerin
tiremelerini engelleyebilmekte ve populasyon yogunluklarini arttirmalarini olumsuz yonde

etkilemektedir.

Tablo 4. 2.Disk Buhar Yontemi ile test edilen u¢ucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2. Yasemin
(Jasminum nudiflorum), 3.Sandal agaci (Arbutus andrachne), 4. Sedir agact (Cedrus atlantica), 5.Bergamot
(Citrus bergamia), 6. Giinliik agaci (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test bakterileri (S. aureus,
E. coli ATCC 35200 ve E. coli ATCC 25922) iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlart (uL/mm)

Staphylococcus
Escherichia coli Escherichia coli
Test Bakterileri aureus ATCC
ATCC (35200) ATCC (25922)
(29213)

. SuL 10.2 mm 10.2 mm 10.02 mm
10uLL 11 mm 10.4 mm 10.04 mm
5 SuL 10.02 mm 10.4 mm 10.02 mm
10uLL 10.1 mm 10.8 mm 10.04 mm
3 SuL 10.2 mm 10.1 mm 10.4 mm

| 10uL 10.6 mm 10.2 mm 11 mm
= ) SuL 10.1 mm 10.1 mm 10.04 mm
E 10uL 10.2 mm 10.02 mm 10.02 mm
S s SuL 10.1 mm 10.04 mm 10.04 mm
10uL 10.4 mm 10.04 mm 10.04 mm
6 SuL 10.4 mm 10.2 mm 10.2 mm
10uLL 11 mm 10.6 mm 10.6 mm
SuL 10.2 mm 10.2 mm 10.02 mm

Chloromphenicol

10uLL 10.6 mm 10.6 mm 10.4 mm

Escherichia coli ATCC (35200)straini iizerinde disk buharlasma ydnteminde en
yiiksek antimikrobiyal etkiyi yine Yasemin yagi gostermistir.(10.4 mm- 10.8 mm) Bir
diger yiiksek etkiyi ise Ylang-ylang yag1 gostermistir.(10.2 mm-10.4 mm) Escherichia coli
ATCC (25922) straini iizerinde ise en yiiksek antimikrobiyal etkiyi ise Sandal agac1 yagi

(104 mm- 11 mm) ve Giinlik agac1t yagi( 10.2 mm- 10.6 mm) gostermistir.
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Staphyloccoccus aureus ATCC (29213) straini lizerine en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
Gilinlik agact yagi (104 mm-11 mm) ve Ylang-ylang yag (10.2 mm- 11 mm)
gostermistir.Disk buharlagma yonteminde agar diflizyondan farkli olarak her bakteri
tizerinde farkli ugucu yaglar etki gostermistir. Ortak olarak en fazla antimikrobiyal etkiyi
Ylang-ylang ve Giinliik agac1 yaglar1 gostermistir. Bu yaglarin en belirgin ortak 6zellikleri
kullanilan yaglar igerisinde en keskin kokuya sahip olmalaridir. Bu ¢alisma gostermektedir
ki petri kapagina aktarimi yapilan yaglarin bakteriler {izerindeki etkisi kokularmin

keskinligine bagl olarak gelisim gostermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4. 3.Test edilen ugucu yaglarin (Ylang-ylang (Cananga odorata), 2. Yasemin (Jasminum
nudiflorum), 3.Sandal agact (Arbutus andrachne), 4. Sedir agaci (Cedrus atlantica), 5. Bergamot (Citrus
bergamia), 6. Giinliik agact (Liquidambar orientalis), ve Chloromphenicol test bakterileri (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ATCC 35200 ve Escherichia coli ATCC 25922) iizerinde ug/ml cinsinden minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIC)( pg/ml)
Test Mikroorganizmalar:
Test Materyali
Ecoli 35200 S.aureus E.coli 25922

Ylangylang(Canangaodoata) 50 50 100
Yasemin(Jasminumnudiflorum) 25 12.5 25
Sandalagaci(Arbutusandrachne) 100 100 200
Sediragaci(Cedrusatlantica) 200 200 200
Bergamot (Citrus bergamia) 100 100 200
Giinliikkagaci(Liquidambarorientalis) 100 100 100
Chloromphenicol 25 50 25

Minimum inhibisyon konsatrasyonuna gore de en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
Yasemin yagi ve Ylang ylang yaglarinin gosterdigi gozlemlenmistir. Yasemin yagt gram
negatif akteriler olan Escherichia coli ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC
(25922)bakterileri tizerinde Chloromphenicol antibiyotigi ile ayni antimikrobiyal etkiyi
gbstermis ve 25 pg/ml konsantrasyon aralign MiK olarak belirlenmistir. Staphylococcus
aureus ATCC (29213) tlizerinde ise Yasemin yagi Chloromphenicol’den daha fazla
antimikrobiyal aktiviteye gostermistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4. 4. Ucucu yaglarin test mikroorganizmalart iizerinde biyofilm inhibisyonunun saptanmast

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIC)( pg/ml)
Test Mikroorganizmalari
Test Materyali
Ecoli 35200 S.aureus E.coli 25922
Ylangylang(Canangaodoata) 0.070 0.210 0.212
Yasemin(Jasminumnudiflorum) 0.076 0.082 0.065
Sandalagaci(Arbutusandrachne) 0.041 0.006 0.016
Sediragaci(Cedrusatlantica) 0.081 0.021 0.004
Bergamot (Citrus bergamia) 0.192 0.118 0.096
Giinliikagaci(Liquidambarorientalis) 0.032 0.077 0.026
Chloromphenicol 0.035 0.067 0.037

Biyofilm inhibisyonunun saptanmasinda en fazla etki Yasemin yag: ile olmustur.
Yasemin yag1 Escherichia coli ATCC (35200) ve Escherichia coli ATCC (25922) gram
negatif bakteri strainlerine karsi Chloromphenicol ile ayni oranda antibiyofilm etki
gostermistir. (25 pg/ml) Staphylococcus aureus ATCC (29213) gram pozitif bakteri
strainine kars1 ise Chloromphenicol antibiyotiginden bile daha fazla antimikrobiyal bir etki
gostermistir. (Tablo 3.14)

Bu calismanin devaminda Staphylococcus aureus ve Escherichia coli disinda
enfeksiyon etmenleri Ozellikle fungal etmenler o6rne8in Candida albicans strainleri
tizerinde etki testleri yapilmalidir. Ayrica bu caligmada etkisi yiiksek saptanan yaglar
ozellikle Staphylococcus aureus ve Escherichia coli kontaminasyonlarini 6nlemeye
yonelik kozmetik {iriinlerinde 0Ozellikle el dezenfeksiyonu ve bakimi iiriinlerinde
degerlendirilme potansiyeline sahiptir.

Bu tiir calismalar siiphesiz tip, ¢evre, hastane ortamlarinda olusabilecek bakteriyel
kontaminasyonlarinin ve insanlarda biyofilm olusumuna bagli enfeksiyon olusumlarinin

engellenmesinde ve bu tiir olusumlarla miicadelede 6nemli katkilar saglayacak niteliktedir.

63



KAYNAKCA

Adams, R. P. (1991). Cedar wood oil—Analyses and properties. In Essential oils and
waxes (pp. 159-173). Springer, Berlin, Heidelberg.

Ahmad, 1., & Beg, A. Z. (2001). Antimicrobial and phytochemical studies on 45 Indian
medicinal plants against multi-drug resistant human pathogens. Journal of
ethnopharmacology, 74(2), 113-123.

AYDINGOZ, M., & Bulut, S. (2014). Egenin Gizli Kalmis Sifa iksiri: Sigla. Afyon
Kocatepe University Journal of Science & Engineering, 14(1).

Bazargani, M. M., & Rohloff, J. (2016). Antibiofilm activity of essential oils and plant
extracts against Staphylococcus aureus and Escherichia coli biofilms. Food
control, 61, 156-164.

Beloin, C., Roux, A., & Ghigo, J. M. (2008). Escherichia coli biofilms. In Bacterial
Biofilms (pp. 249-289). Springer, Berlin, Heidelberg.

Butaye, P., Devriese, L. A., & Haesebrouck, F. (2003). Antimicrobial growth promoters
used in animal feed: effects of less well known antibiotics on gram-positive
bacteria. Clinical microbiology reviews, 16(2), 175-188.

Cengiz, A. T. (1999). Staphylococcus. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Ankara: Giines
Kitabevi, 339-47.

Conner, D. E. (1993). Naturally occurring compounds. In ‘Antimicrobials in foods’.(Eds
PM Davidson, AL Branen) pp. 441-468.

Costerton, J. W. (2004). A short history of the development of the biofilm concept.
In Microbial biofilms (pp. 4-19). American Society of Microbiology

Costerton, J. W., Lewandowski, Z., DeBeer, D., Caldwell, D., Korber, D., & James, G.
(1994). Biofilms, the customized microniche. Journal of bacteriology, 176(8),
2137.

Calikoglu, E., Kiralan, M., & Bayrak, A. (2006). Ucucu Yag Nedir, Nasil Uretilir ve
Tiirkiye’deki Durumuna Genel Bir Bakis. Tiirkiye, 9, 24-26.

Ciftci, Z. (2005). Kronik tonsillitte biofilmin roli. 7C Taksim Egitim ve Arastirma
Hastanesi KBB Klinigi, Uzmanlik Tezi, 69.

Dahiya, P., & Purkayastha, S. (2012). Phytochemical screening and antimicrobial activity
of some medicinal plants against multi-drug resistant bacteria from clinical

isolates. Indian journal of pharmaceutical sciences, 74(5), 443.

64



de Groot, A. C., & Schmidt, E. (2017). Essential oils, part VI: sandalwood oil, ylang-ylang
oil, and jasmine absolute. Dermatitis, 28(1), 14-21.

Deans, S. G., & Ritchie, G. (1987). Antibacterial properties of plant essential
oils. International journal of food microbiology, 5(2), 165-180.

DIANI, M., ARIAFAR, M. N., & Akgelik, N. (2015). Insan ve hayvan saglig1 agisindan
risk olusturan enterokokal biyofilm yapisinin dogasi. Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi.

Dorman, H. J. D., & Deans, S. G. (2000). Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. Journal of applied microbiology, 88(2), 308-316.

Faleiro, M. L., Miguel, M. G., Ladeiro, F., Venancio, F., Tavares, R., Brito, J. C., ... &
Pedro, L. G. (2003). Antimicrobial activity of essential oils isolated from
Portuguese endemic species of Thymus. Letters in applied microbiology, 36(1), 35-
40.

Flemming, H. C., Wingender, J., Szewzyk, U., Steinberg, P., Rice, S. A., & Kjelleberg, S.
(2016). Biofilms: an emergent form of bacterial life. Nature Reviews
Microbiology, 14(9), 563.

Foster, T. J., & Hook, M. (1998). Surface protein adhesins of Staphylococcus
aureus. Trends in microbiology, 6(12), 484-488.

Hammer, K. A., Carson, C. F., & Riley, T. V. (1999). Antimicrobial activity of essential
oils and other plant extracts. Journal of applied microbiology, 86(6), 985-990.

Hoiby, N., Flensborg, E. W., Beck, B., Friis, B., Jacobsen, S. V., & Jacobsen, L. (1977).
Pseudomonas aeruginosa infection in cystic fibrosis. Diagnostic and prognostic
significance of Pseudomonas aeruginosa precipitins determined by means of
crossed immunoelectrophoresis. Scandinavian ~ journal — of  respiratory
diseases, 58(2), 65-79.

Hgiby, N. (2017). A short history of microbial biofilms and biofilm
infections. Apmis, 125(4), 272-275.

Iscan, G., Kirimer, N., Kiirkciioglu, M., Baser, H. C., & DEMIrci, F. (2002). Antimicrobial
screening of Mentha piperita essential oils. Journal of agricultural and food
chemistry, 50(14), 3943-3946.

Jamal, M., Ahmad, W., Andleeb, S., Jalil, F., Imran, M., Nawaz, M. A., ... & Kamil, M. A.
(2018). Bacterial biofilm and associated infections. Journal of the Chinese Medical

Association, 81(1), 7-11.

65



Jefferson, K. K. (2004). What drives bacteria to produce a biofilm?. FEMS microbiology
letters, 236(2), 163-173.

Kalagatur, N. K., Mudili, V., Kamasani, J. R., & Siddaiah, C. (2018). Discrete and
combined effects of Ylang-Ylang (Cananga odorata) essential oil and gamma
irradiation on growth and mycotoxins production by Fusarium graminearum in
maize. Food control, 94, 276-283.

Kaper, J. B., Nataro, J. P., & Mobley, H. L. (2004). Pathogenic escherichia coli. Nature
reviews microbiology, 2(2), 123.

Karapinar, M., & Aktug, S. E. (1987). Inhibition of foodborne pathogens by thymol,
eugenol, menthol and anethole. International Journal of Food Microbiology, 4(2),
161-166.

Kuroda, M., Ohta, T., Uchiyama, I., Baba, T., Yuzawa, H., Kobayashi, I., ... & Lian, J.
(2001). Whole genome sequencing of meticillin-resistant Staphylococcus
aureus. The Lancet, 357(9264), 1225-1240.

Klaus, T., Joerger, R., Olsson, E., & Granqgvist, C. G. (1999). Silver-based crystalline
nanoparticles, microbially fabricated. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 96(24), 13611-13614.

Lasa, 1., & Penadés, J. R. (2006). Bap: a family of surface proteins involved in biofilm
formation. Research in microbiology, 157(2), 99-107.

Lewis, K. (2001). Riddle of biofilm resistance. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 45(4), 999-1007.

Li, C. J. (2008). Cross-dehydrogenative coupling (CDC): exploring C— C bond formations
beyond functional group transformations. Accounts of chemical research, 42(2),
335-344.

Lv, Y., Yang, F., Li, X., Zhang, X., & Abbas, S. (2014). Formation of heat-resistant
nanocapsules of jasmine essential oil via gelatin/gum arabic based complex
coacervation. Food Hydrocolloids, 35, 305-314.

Lowy, F. D. (1998). Staphylococcus aureus infections. New England journal of
medicine, 339(8), 520-532.

Mah, T. F. C., & O'Toole, G. A. (2001). Mechanisms of biofilm resistance to antimicrobial
agents. Trends in microbiology, 9(1), 34-39.

Mandalari, G., Bennett, R. N., Bisignano, G., Trombetta, D., Saija, A., Faulds, C. B., ... &

Narbad, A. (2007). Antimicrobial activity of flavonoids extracted from bergamot

66



(Citrus bergamia Risso) peel, a byproduct of the essential oil industry. Journal of
applied microbiology, 103(6), 2056-2064.

Misra, B. B., & Dey, S. (2012). Comparative phytochemical analysis and antibacterial
efficacy of in vitro and in vivo extracts from E ast I ndian sandalwood tree (S
antalum album L.). Letters in applied microbiology, 55(6), 476-486.

Niu, C.,& Gilbert, E. S. (2004). Colorimetric method for identifying plant essential oil
components that affect biofilm formation and structure. Appl. Environ.
Microbiol., 70(12), 6951-6956.

Oosterhaven, K., Leitao, A. C., Gorris, L. G. M., & Smid, E. J. (1996). Comparative study
on the action of S-(+)-carvone, in situ, on the potato storage fungi Fusarium solani
var. coeruleumand F. sulphureum. Journal of applied bacteriology, 80(5), 535-539.

Oztiirk, S. B., Sakarya, S., Oncii, S., & Ertugrul, M. B. (2008). Biyofilmler ve yabanci
cisim infeksiyonlari. Klimik Derg, 21(3), 79-86.

Patti, J. M., Allen, B. L., McGavin, M. J., & Hook, M. (1994). MSCRAMM-mediated
adherence  of microorganisms to host tissues. Annual  Reviews in
Microbiology, 48(1), 585-617.

Rahman, M. M., Lopa, S. S., Sadik, G., Islam, R., Khondkar, P., Alam, A. K., & Rashid,
M. A. (2005). Antibacterial and cytotoxic compounds from the bark of Cananga
odorata. Fitoterapia, 76(7-8), 7158-761.

Rijnaarts, H. H., Norde, W., Bouwer, E. J., Lyklema, J., & Zehnder, A. J. (1993). Bacterial
adhesion under static and dynamic conditions. Appl. Environ. Microbiol., 59(10),
3255-3265.

Smid, E. J., Koeken, J. G. P., & Gorris, L. G. M. (1996). Fungicidal and fungistatic action
of the secondary plant metabolites cinnarnaldehyde and carvone. In 'Modern
Fungicides and Antifungal Compounds' (pp. 173-180).

Stickler, D. J., Evans, A., Morris, N., & Hughes, G. (2002). Strategies for the control of
catheter encrustation. International journal of antimicrobial agents, 19(6), 499-506.

Svensiter, G., Welin, J., Wilkins, J. C., Beighton, D., & Hamilton, I. R. (2001). Protein
expression by planktonic and biofilm cells of Streptococcus mutans. FEMS
microbiology letters, 205(1), 139-146.

Sahin, R. (2007). Staphylococcus aureus suslarinda biyofilm iiretimi, biyofilm pozitif ve

negatif suslarin genotipik ve fenotipik karakterlerinin karsilastirilmasi.

67



SIMSEK, N., & BULUT, E. T. (2012). Biyofilm ve Endodonti: B&lim. /nénii saghk
bilimleri dergisi, 2, 1-5.

Toroglu, S., Digrak, M., & Cenet, M. (2006). Baharat olarak tiiketilen Laurus nobilis Linn
ve Zingiber officinale Roscoe bitki ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri ve
antibiyotiklere in-vitro etkilerinin belirlenmesi. Fen ve Miihendislik Dergisi, 9, 20-
6.

Ucan, F. (2008). Di-Limonenin Mayalar Uzerine Antifungal Etkisi. CU Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoteknoloji ABD Yiiksek Lisans Tezi.

Valero, M., & Salmeron, M. C. (2003). Antibacterial activity of 11 essential oils against
Bacillus cereus in tyndallized carrot broth. International journal of food
microbiology, 85(1-2), 73-81.

Vert, M., Doi, Y., Hellwich, K. H., Hess, M., Hodge, P., Kubisa, P., ... & Schué, F. (2012).
Terminology for biorelated polymers and applications (JUPAC Recommendations
2012). Pure and Applied Chemistry, 84(2), 377-410.

Vuong, C., & Otto, M. (2002). Staphylococcus epidermidis infections. Microbes and
infection, 4(4), 481-489.

Zaidan, M. R., Noor Rain, A., Badrul, A. R., Adlin, A., Norazah, A., & Zakiah, 1. (2005).
In vitro screening of five local medicinal plants for antibacterial activity using disc

diffusion method. Trop biomed, 22(2), 165-170.

68



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ece GURBUZ

Yabanci Dil : Ingilizce

Dogum Yeri ve Y1l : Izmir / 1991

E-posta :eecegurbuz @outlook.com

Egitim ve Mesleki Ge¢misi:
e 2019-Simdiye kadar, Yiiksek Lisans (YL), Eskisehir Teknik Universitesi/Fen
Bilimleri Enstitiisii/Genel Biyoloji Anabilim Dali/Eskisehir/TURKIYE

e 2009-2014 Eskisehir Osmangazi Universitesi/Biyoloji Boliimii Lisans
e 2005-2009 Osmangazi Lisesi/Osmangazi/BURSA

Tecriibeler:
e 2010-2014 Zift Damsmanlik/Proje Danismanligi/ESKISEHIR
e 2015-2016 Afis Danismanlik/Proje Danismanligi/AFYONKARAHISAR
e 2016-Devam ESOGU Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi (TICAM) /Biyolog/ESKISEHIR

69



	ÇEŞİTLİ BİTKİSEL BİLEŞİKLERİN BİYOFİLM OLUŞUMUNU ÖNLEME ÖZELLİKLERİNİN ARAŞTIRILMASI
	JÜRİ VE ENSTİTÜ ONAYI
	ÖZET
	TEŞEKKÜR
	ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNNAMESİ
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	1.1.Gram Negatif ve Gram Pozitif Bakteriler
	1.1.1.Staphylococcus aureus
	1.1.2. Escherichia coli

	1.2. BİYOFİLM
	1.2.1. Biyofilmin tanımı ve önemi
	1.2.2. Biyofilmin tarihçesi
	1.2.3. Biyofilmin yapısı
	1.2.4. Mikroorganizmaların biyofilm oluşturma nedenleri
	1.2.4.1. Savunma
	1.2.4.2. Adhezyon ve kolonizasyon
	1.2.4.2. Yaşanabilir çevre geliştirmek
	1.2.4.4. Kommunite oluşturmak

	1.2.5. İnsan sağlığı açısından faydalı biyofilmler
	1.2.6. İnsan sağlığı açısından zararlı biyofilmler
	1.2.7. Biyofilm oluşma basamakları
	1.2.7.1. İnce tabakanın oluşumu
	1.2.7.2. Tutunma (mikroorganizmaların uygun yüzeye geri dönüşümlü veya geri dönüşümsüz olarak tutunması)
	1.2.7.3. Büyüme ve yüzey kolonizasyonu, mikrokoloni ve biyofilm oluşumu (fenotipik ve genotipik değişiklikler)
	1.2.7.4. Biyofilm hücrelerinin kopması

	1.2.8. Mikroorganizmalar üzerinde biyofilm yapısının etkisi
	1.2.9. Biyofilm ile çevrenin zararlı etkilerinden korunma
	1.2.10. Biyofilm ile besin elde etme
	1.2.11. Biyofilm ile yeni genetik özelliklerin kazanılması
	1.2.12.Quorum Sensing Sistem (QSS-Mikrobiyal populasyon etkileşimi)
	1.2.13.Biyofilm ve antibiyotik direnç ilişkisi

	1.3. Antimikrobiyal etki
	1.3.1.  Uçucu yağlar
	1.3.1.1.Yasemin yağı (Jasmine essential oil)
	1.3.1.2. Sandal yağı (Arbutus andrachne)
	1.3.1.3. Sedir yağı (Cedrus atlantica)
	1.3.1.4. Bergamot yağı (Citrus bergamia)
	1.3.1.5. Günlük yağı (Liquidambar orientalis)
	1.3.1.6. Ylang ylang yağı (Cananga odorata)



	2. MATERYAL VE YÖNTEM
	2.1. Bitkisel Yağ Örnekleri
	2.2. Test Mikroorganizmaları
	2.3. Yöntem
	2.3.1. Bakteri kültürlerinin hazırlanması ve canlandırma işlemi
	2.3.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
	2.3.2.1. Diskdifüzyon yöntemi
	2.3.2.2. Disk buharlaşma yöntemi
	2.3.2.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MİK) belirlenmesi
	2.3.2.4. Biyofilm inhibisyonunun saptanması – ilk aşamadaki bakteri yapışması



	3.BULGULAR
	3.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
	3.1.1. Diskdifüzyon yöntemi
	3.1.2.Disk buharlaşma yöntemi
	3.1.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MİK) belirlenmesi
	3.1.4. Biyofilm inhibisyonunun saptanması – ilk aşamadaki bakteri yapışması


	4.TARTIŞMA VE SONUÇ
	KAYNAKÇA

