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OZET

Giliniimiizde, antibiyotiklere kars1 gelisen direng kiiresel dlgekte ciddi bir tehdit haline
gelmistir. Ozellikle biyofilm olusturan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi son derece
zorlagmistir. Bu durum farkli kaynaklardan yeni antimikrobiyal etkili maddelerin
arastirtlmasini giindeme getirmistir. Bu ¢alismanin amaci Cotinus coggygria Scop.
(duman agac1) ve Rhus coriaria L. (sumak) bitki ekstraktlarinin; S.aureus (MRSA), S.
aureus (MSSA), E. faecalis, S. epidermidis, E.coli, K. pneumonia, P.aeruginosa, A.
baumannii, E. cloacae ve S.marcescens bakterilerinin standart suslari tizerindeki
antibakteriyel ve antibiofilm etkilerini arastirmaktir. Antibakteriyel etkinlik, CLSI
Onerileri dogrultusunda sivi mikrodiliisyon testi ile, antibiyofilm etkinlik ise
mikrotitrasyon plaka yontemi ile degerlendirildi. C. Coggygria Scop. ile yapilan
calismalarda; en diisiik Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri (2,5 mg/mL)
S. epidermidis, E. coli, A. baumannii ve S. marcescens suslarinda gézlemlendi.
Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) diizeyinde ise yalnizca A. baumannii
susu 2,5 mg/mL ile en diisiik degeri gosterdi. E. faecalis ve A. baumannii suslarinda
MIK ve MBK degerleri esit bulundu. En fazla biyofilm inhibisyonu %47,39 ile E.
faecalis susunda, biyofilm eradikasyon ise %83,21 ile P. aeruginosa susunda
gergeklesti. R. coriaria L. Ekstrakt: igin en diisiik MIK degeri (0,62 mg/mL) MRSA
ve S. epidermidis suslarinda gozlemlendi. MBK degerlendirmesinde, S. epidermidis
ve A. baumannii suslar1 1,25 mg/mL ile en diigiik degeri gosterdi. Biyofilm
inhibisyonu en yiiksek oranda (%46,96) MSSA susunda, biyofilm eradikasyonu ise en
yiiksek oranda (%38,93) E. faecalis susunda gozlendi. Sonug olarak, C. coggygria
Scop. ve R. coriaria L. ekstraktlari, toplum kokenli ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarla siklikla iligkilendirilen, klinik agidan 6nemli referans suslara karsi
degisen diizeylerde antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteler gostermistir. Bu bitkiler
antibiyotiklere direncli patojenlerin kontroliinde umut vadeden dogal alternatifler
arasinda yer almakta ve gelecekteki tedavi stratejilerine 6nemli katkilar sunabilecek
potansiyele sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Cotinus coggygria Scop., Rhus coriaria L., minimal inhibitor

konsantrasyon, minimal bakterisidal konsantrasyon, biyofilm



ABSTRACT

Nowadays, antibiotic resistance has emerged as a serious global threat. In particular,
the treatment of bacterial infections associated with biofilm formation remains highly
challenging. This challenge has highlighted the urgent need to explore novel
antimicrobial agents from alternative sources. Among these, the extraction and
therapeutic application of antimicrobial agents derived from medicinal plants have
gained significant momentum. The aim of this study was to investigate the
antibacterial and antibiofilm activities of Cotinus coggygria Scop. (Smoke tree) and
Rhus coriaria L. (sumac ) plant extracts were evaluated against standard strains of S.
aureus (MRSA), S. aureus (MSSA), E. faecalis, S. epidermidis, E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii, E. cloacae, and S. marcescens.
Antibacterial activity was assessed using the broth microdilution method in
accordance with CLSI guidelines, while antibiofilm activity was evaluated via the
microtiter plate assay. For C. Coggygria Scop., the lowest MIC value (2.5 mg/mL)
was observed against S. epidermidis, E. coli, A. baumannii, and S. marcescens. At the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) level, only A. baumannii exhibited the
lowest value of 2.5 mg/mL. In E. faecalis and A. baumannii strains, the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
values were found to be equal. The highest biofilm inhibition was recorded in E.
faecalis (47.39%), while the highest eradication rate was observed in P. aeruginosa
(83.21%). For R. coriaria L., the lowest MIC value (0.62 mg/mL) was detected in
MRSA and S. epidermidis strains. In MBC evaluations, S. epidermidis and A.
baumannii showed the lowest values (1.25 mg/mL). The highest biofilm inhibition
was observed in the MSSA strain (46.96%), while the highest eradication rate was
recorded in E. faecalis (38.93%). In conclusion, C. coggygria Scop. and R. coriaria L.
extracts exhibited varying levels of antibacterial and antibiofilm activities against
clinically significant reference strains commonly associated with community-acquired
and nosocomial infections.These plant extracts represent promising natural
alternatives for the control of antibiotic-resistant pathogens and may contribute
significantly to future therapeutic strategies.

Keywords: Cotinus coggygria Scop., Rhus coriaria L, minimum inhibitory

concentration, minimum bactericidal concentration, biofilm
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1.GIRIS VE AMAC

Gilinlimiizde antibiyotik direnci, bakterilerden kaynaklanan en ciddi halk saglig
tehditlerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bakterilerin ii¢ veya daha fazla antibiyotik
grubunda, en az bir ilaca kars1 direng gelistirmesiyle tanimlanan ¢oklu ilag¢ direnci
(CID), antibiyotiklerin etkinligini ciddi sekilde azaltmaktadir. Antibiyotiklere kars1
gelisen direng; farkli antibiyotik siniflarin1 kapsayarak, antibiyotik direncinin kiiresel
Olcekte ciddi bir tehdit haline gelmesine yol agmistir. Giiniimiizde, diinyanin bazi
bolgelerinde mevcut tiim antibiyotiklere karsi direngli enfeksiyon etkenlerinin ortaya
cikmaya basladigi bildirilmektedir. Bu durum, antimikrobiyal direncin yalnizca
enfeksiyon tedavisini degil; ayni zamanda kemoterapi, organ nakli ve cerrahi gibi
bircok tibbi miidahaleyi de riskli hale getirdigini gostermektedir (1). Antibiyotiklerin
insanlar tarafindan uygunsuz olarak kullanilmasmin yaninda; gida endiistrisinde,
hayvancilikta, tarimsal faaliyetlerde kontrolsiiz olarak kullanilmasi da direng
sorununun ve CID’li mikroorganizmalarmn hizla ¢ogalmasinin nedenleri arasinda

gosterilmektedir (2).

CID’li suslarla gelisen hastane enfeksiyonlari; hastanede yatis siiresini ve liim
oranlarin1 artirmakta, ayni zamanda da oOnemli oranda maliyet artisina neden
olmaktadir (3). Amerika Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan 2019
yilinda yayimlanan Antibiyotik Diren¢ Tehditleri Raporu’na gore, Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) her y1l 2,8 milyondan fazla antibiyotik direncli bakteriye bagh
enfeksiyon meydana gelmekte ve 35.000’den fazla kisi yasamini yitirmektedir (4).
Antimikrobiyallere direngli enfeksiyonlar nedeniyle diinya ¢apinda her yil yaklagik
700.000 kisinin 61diigii tahmin edilmektedir. Bu duruma bir ¢6ziim bulumaz ise, bu

saymin 2050 yilina kadar yilda 10 milyon kisiye ulasacagi tahmin edilmektedir (5).



Bakteriler; hiicre membran gecirgenliginin azalmasi, antibiyotiklerin
hedefledigi bolgelerde degisiklik, antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin sentezi
(penisilinaz gibi) ve ozellikle biyofilm formasyonu gibi ¢ok gesitli direng
mekanizmalar1 araciligiyla mevcut antibiyotiklere karsi kolaylikla direngli hale

gelebilirler ve bu 6zelliklerini diger bakterilere aktarabilirler (6).

Antimikrobiyal direncin en o6nemli nedenlerinden biri olan biyofilm
formasyonu, mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak kendi
tirettikleri organik polimerik bir madde igerisinde, korunakli bir sekilde kalabilmesini
saglayan yapilardir. Biyofilm ayni zamanda bir mikroorganizma toplulugudur (7).
Biyofilm olusturan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi son derece zordur. Biyofilm
sentezleyen bakterilerin antimikrobiyal ajanlara duyarhiliklarinin  azalmast;
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm igerisine diflizyonunun fiziksel olarak bozulmasi,
bakteriyel biiylime oranlarinin azalmasi ve antimikrobiyal ajanin islevini bozabilecek
mikrocevredeki yerel degisiklikler gibi bir¢ok faktore baglidir (8). Ayrica, biyofilm
olusumundan sorumlu genlerin, horizontal gen transferi mekanizmalar1 araciligiyla
bakteriler arasinda aktarilabilmesi, biyofilm iliskili antibiyotik direncindeki artisin

temelinde yatan onemli bir faktordiir (9).

Antibiyotiklere karsi gelisen direng problemini ¢6zmek igin yeni ajanlara
ihtiya¢ duyulmasina ragmen, son yillarda kullanima giren yeni antibiyotik ajan sayisi
oldukg¢a azdir ve giderek de hizla azalmaktadir. Bunun baslica nedeni, yeni nesil
antibiyotiklerin gelistirilmesine odaklanan arastirmalardan, finansal verimlilik adina,
mevcut antibiyotiklerin yapisinda degisiklik yapilmasina dogru bir kayma olmasidir
(10).

Tim bu nedenlerden dolayi, direngli bakterilerden kaynaklanan
enfeksiyonlarin tedavisinde; etkili, giivenli, ucuz ve Dbakteri direncine neden

olmayacak yeni antimikrobiyal ajanlara ihtiyag vardir. Bu durum, bilim insanlarini



farkli kaynaklardan yeni antimikrobiyal etkili maddeleri aragtirmaya yoneltmistir.
Ozellikle tibbi bitkilerden, antimikrobiyal etkili maddeler elde edip tedavide kullanma
calismalar1 hiz kazanmustir. Yan etkilerinin, sentetik tirtinlerle karsilastirildiginda, ¢ok
daha az olmasi; bitkileri, 6zelliklede uzun siire tedavi gerektiren hastaliklarda

kullanilabilecek alternatif bir tedavi kaynagi haline getirmektedir.

Insanlar, eski ¢aglardan beri birgok hastaligin tedavisinde bitkileri kullanmay1
denemis ve olumlu sonuglar gézlemlemistir. Antik Misir, Cin, Hindistan, iran ve baz1
Avrupa iilkelerinde, bitkilerin hastaliklara karsi tedavi edici etkileri olduguna
inanilmistir. Eski ¢aglardan glinlimiize, tedavi amacli kullanilan bitkilerin sayisinda
onemli bir artis olmustur (11). Fransiz hekim Henri Leclerc tarafindan literatiire
kazandirilan, tibbi bitkilerle tedavi anlamina gelen Fitoterapi kavrami, 1900'l
yillardan beri kullanilmaktadir. Tibbi bitkiler, mikroorganizma inhibisyonu ve insan
saglig1 tlzerindeki etkileri arastirilmak tizere, 1926'dan beri laboratuvarlarda
kullanilmaktadir (12).

Bitkilerden elde edilen dogal, birincil ve ikincil metabolitler, dogrudan veya
dolayli olarak endiistriyel sektoriin temel hammaddesini olusturmaktadir. Gida ve
besin maddelerine eklenen yenilebilir tibbi bitkiler ve baharat bitkilerinin,
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve gidalardaki mikroorganizmalari yok ettigi veya

¢ogalmasini 6nledigi diistintilmektedir (13).

Yapilan aragtirmalar, gidalara eklenen baharat ve diger gidalarda bulunan
antimikrobiyal aktiviteye sahip maddelerin, bakterilerin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bitkilerin antimikrobiyal etkileri
izerine, daha once yapilan arastirmalarin ¢ogu, bitkinin kok, gévde, yaprak ve rizom
oziitleri ile gergeklestirilmistir. Fakat, bitkilerin tohum, ¢icek ve meyvesinden de
antimikrobiyal bilesenler elde edilebilir. Bu bitkilerin antimikrobiyal etkinligi, bitkinin

tiirline ve bilesimine, konsantrasyonuna ve hedef mikroorganizmanin tiiriine ve



yogunluguna baghdir. Sicaklik, pH, proteinler, lipitler ve tuzlar bitkilerin
antimikrobiyal etkilerini degistiren faktorlerdir (14).

Tiirkiye’nin zengin bitki ortiisii, geleneksel tipta uzun siiredir kullanilan pek
cok bitki tiirline ev sahipligi yapmaktadir. Cotinus coggygria Scop. (duman agaci) ve
Rhus coriaria L. (sumak) bitkileri iilkemizde dogal olarak yetismekte olup,
ekstraktlarinin  potansiyel bir antimikrobiyal ajan kaynagi olabilecegi
diistiniilmektedir. Cotinus coggygria Scop. yapraklar farkli tilkelerde antiseptik, ates
diistiriicii, iltihap giderici, kanamay1 Onleyici, antimikrobiyal ve yara tedavisinde
kullanilmaktadir ~ (15). R. Coriaria L. bitkisinin, hidrolize edilebilir tanenler,
antosiyaninler, gallik asit tiirevleri, flavonoidler, terpenler, malik ve sitrik asitler gibi
cesitli organik asitler, yag asitleri, ve vitaminler acisindan zengin bir kaynak oldugu
diistiniilmektedir (16). Bu ¢alismanin amaci Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria
L. bitki ekstraktlarmin; S.aureus (MRSA), S. aureus (MSSA), E. faecalis, S.
epidermidis, E.coli, K. pneumonia, P.aeruginosa, A. baumannii, E. cloacae ve
S.marcescens bakterilerinin standart suslari tizerindeki antibakteriyel ve antibiofilm

etkilerini aragtirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Antimikrobiyal Aktivite Caliymalarinda kullanilan Mikroorganizma

Tiirlerinin Temel Ozellikleri

2.1.1 Gram negatif bakteriler

Klinik laboratuvarlarda en temel inceleme yontemlerinden biri olan Gram
boyama, ilk kez 1884 yilinda Hans Christian Gram tarafindan tanimlanmistir. Bu
yontemde kristal viyole, iyot, etanol ve sulu fuksin veya safranin gibi karsit boyalar
kullanilarak bakteriler boyanir. Gram boyama yontemiyle yapilan mikroskobik
incelemede, hiicre duvari yapilarindaki farkliliklara bagli olarak Gram pozitif

bakteriler mor; Gram negatif bakteriler ise pembe renkte goriiniir.

Gram negatif bakterilerin hiicre duvari, {i¢ katmandan olusan kompleks bir
yaptya sahiptir: lipopolisakkarit igceren dis membran, hiicre seklini belirleyen
peptidoglikan tabakasi ve ¢ok islevli sitoplazmik membran (Sekil 1). Bu yapisal
ozellikler, Gram negatif bakterilere Gram pozitif tiirlere kiyasla daha yiiksek diizeyde

direng kazandirir ve tiim diinyada ciddi morbidite ve mortaliteye neden olurlar.

Gram negatif basiller, ventilator iligkili pndmoni, kateter enfeksiyonlari, idrar
yolu enfeksiyonlar: ve sepsis gibi nazokomiyal enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumludur

(17).
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Sekil 1: Gram negatif bakteri hiicre duvar yapisi(18)

Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), sporsuz, hareketli, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
laktozu fermente eden ve Eosin Metilen Blue (EMB) besiyerinde yesil refle veren,
fakiiltatif anaerob, gram negatif basildir. Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olan
Escherichia cinsinin en énemli ve en yaygin iiyesidir. E. coli suslarmin ¢ogu dogal
olarak saglikli insan mikrobiyal florasinda bulunur. Ancak bazi suglar hem bagigiklik

sistemi zayiflamig hem de saglikli kisilerde enfeksiyona yol agabilir (19).

Patojenik suslar, hastaliga neden olmalarin1 saglayan belirli toksinler ve
adhezyon icin kullandig1 yapilar1 kodlayan ¢esitli patojenite adaciklarina sahiptir.
Patojenik E. coli bes ana patotipe ayrilir: Shiga benzeri toksin iireten enterohemorajik
E. coli (STEC), ciddi gida kaynakl: hastaliklara, hemorajik diyare ve hemolitik tiremik
sendroma neden olur. Enterotoksijenik E. coli (ETEC), turist diyaresine ve gelismekte
olan iilkelerde infant diyaresine neden olur. Enteroagregatif E. coli (EAEC),
gelismekte olan iilkelerde eriskinlerde diyare, gelismis llkelerde besin kaynakli
hastaliklara yol agar. Barsakta mukus sekresyonunu stimiile eder. Enteroinvaziv E. coli
(EIEC), bagirsak epitelini mekanik olarak tahrip ederek dizanteriye neden olur.
Enteropatojenik E. coli (EPEC), gelismekte olan iilkelerde iki yasin altindaki

cocuklarda infant diyaresine neden olur (20).



E. coli, toplum kaynakli tiim idrar yolu enfeksiyonlarinin %80'inden
fazlasindan ve ayrica bir¢ok hastane kaynakli enfeksiyondan sorumludur. Ek olarak,
E. coli sepsis hastalarindan izole edilen en yaygin gram negatif basildir. Dahasi,

peritonit, menenjit ve apselerin énemli bir nedenidir.

E. coli, birgok antibiyotigin etkisine karsi koymak amaciyla gesitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmistir. Ozellikle heterojen bir enzim grubu olan ve siklikla
plazmitler tarafindan kodlanan genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iiretimi
olduk¢a yaygindir. Bu plazmitler ayrica, aminoglikozitler ve florokinolonlar dahil
olmak tizere diger ilag siniflarina direnci kodlayan genleride tasiyabilirler. Cogu
durumda, bir sus birden fazla antibiyotik sinifina kars1 direng genleri tasimakta olup,
bu genleri genetik transfer yoluyla diger bakterilere aktarabilmektedir. Bu durum,

tedavi siirecini 6nemli 6lglide gii¢lestirmektedir (21).

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) , aerobik, oksidaz negatif, katalaz
pozitif, hareketsiz, non fermentatif gram negatif (bazen gram pozitifte boyanabilir)
kokobasildir. A. baumannii saprofittir, dogada (toprak, su ve gida maddeleri) ve
hastane ortaminda yaygin olarak bulunur. Nemlendiriciler, mekanik ventilatorler ve
kateterler gibi nemli yiizeylerde ve insan derisi gibi kuru ylizeylerde gelisebilirler. Bu
bakteriler ayrica saglikli bireylerin kiigiik bir kisminin normal orofaringeal florasinda
bulunur ve hastaneye yatig sirasinda hizla ¢ogalabilirler. Bu organizmalar toplum
kaynakli enfeksiyonlara neden olabilir, ancak enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugu
nazokomiyal enfeksiyonlardir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarda, Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda izole edilen tiim non fermenter bakteriler arasinda P.

aeruginosa'dan sonra ikinci sirada yer almaktadir (19).



A. baumannii, esas olarak immiin sistemi zayiflamigs ve komorbiditesi olan
hastalar1 etkileyen firsat¢1 bir patojendir. Hastane ve toplum kaynakli pnomoni,
endokardit, bakteremi, yumusak doku ve cilt enfeksiyonlari, menenjit ve idrar yolu

enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olur.

Genomik ve fenotipik analizler yoluyla A. baumannii’nin kapsiil
polisakkaritleri, fosfolipazlar, lipopolisakkaritler, dis zar porinleri, proteazlar,
biyofilm olusumu, demir selatlama sistemleri ve protein salgilama sistemleri gibi

birgok viriilans faktorii tanimlanmistir (19).

A. baumannii izolatlar1; penisilinler, florokinolonlar ve birinci ile ikinci nesil
sefalosporinler dahil olmak tizere cok ¢esitli antibiyotiklere kars1 siklikla direnglidir.
Bununla birlikte, bazi izolatlar aminoglikozitler, karbapenemler ve [-laktamaz
inhibitér kombinasyonlarina (6rnegin ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam)
duyarlilik gosterebilmektedir. Ancak son yillarda karbapenem direnci endise verici
sekilde artig gostermektedir. Bu direngli izolatlar, karbapenem direngli A. baumannii
(CRAB) olarak adlandirilmakta ve genellikle yalnizca tigesiklin veya kolistin gibi

siurli antibiyotiklere duyarlidir.

A. baumannii’nin antibiyotik direncinde rol oynayan baslica mekanizmalar
arasinda coklu ilag efliiks pompalari, hedef bolgelerdeki modifikasyonlar, dis zar
gecirgenliginde azalma ve antimikrobiyal ajanlarin enzimatik inaktivasyonu

bulunmaktadir(20).



Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), kapsiillii, sporsuz, hareketsiz,
fakiiltatif anaerob, laktozu fermente eden gram negatif basildir. Enterobacteriaceae
ailesinin bir iiyesi olan bakteri, insan gastrointestinal sistem florasinda bulunur. Ayrica
cevrede, toprakta, yiizey sularinda ve tibbi cihazlarda bulunabilir. Ozellikle tibbi cihaz
yiizeylerinde ve mukozal dokularda biyofilm olusturma kapasitesine sahip olup, bu
Ozellik bakterinin antibiyotiklere karsi direng kazanmasinda ve persistan

enfeksiyonlarin gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir (21).

K. pneumoniae, nozokomiyal pndmoninin yaygin nedenlerinden biri olarak
kabul edilen O©nemli bir firsatg1 patojendir. Tiim nazokomiyal bakteriyel
enfeksiyonlarm %3 ila %8'inden sorumludur (22). K. pneumoniae'nin polisakkarit
kapsiil tiretiminin artti@1 hiperviriilan serotipleri saglikli insanlar1 enfekte edebilir ve
nekrotizan fasiit, menenjit, endoftalmit, piyojenik karaciger apsesi, kaviter pndmoni
gibi potansiyel olarak oliimciil toplum kokenli enfeksiyonlara neden olabilir. Bu
bakteri ayrica idrar yolu, yara ve yumusak doku enfeksiyonlarma ve

bakteriyemi/sepsis'e neden olur (23).

K. pneumoniae antibiyotik yapisini par¢alayan ve onu ¢oklu ilaca direngli bir
bakteri yapan beta-laktamaz, genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve
karbapenemaz gibi enzimler firetebilir (24). Karbapenem direncinin, efliiks
pompalarindaki upregiilasyon, ESBL enzim {iretimindeki artis ve dis membran
degisikligi ile iliskili oldugu bildirilmistir (25). Coklu direng genleri i¢eren plazmidleri
kazanmasi nedeniyle diger antimikrobiyal ajanlarada direng gosterebilirler. Bu

nedenle, K. pneumoniae enfeksiyonlu hastalarin tedavisi son derece zor olabilir (21).
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Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae (E. cloacae), Enterobacteriaceae ailesine ait, Gram-
negatif basildir. Hareketli, spor olusturmayan, oksidaz negatif, iircaz pozitif ve
fakiiltatif anaerobik ozellik gosterir. Ozellikle su, toprak, kanalizasyon ve gida
maddelerinde yaygin olarak bulunur. Ayrica, insan ve hayvanlarin gastrointestinal

sistemlerinde kommensal mikrobiyota {iyesi olarak da yer alir .

Son yillarda E. cloacae, firsatci bir patojen olarak klinik agidan Onem
kazanmustir. Ozellikle yogun bakim iinitesinde tedavi goren ve mekanik ventilasyon
destegi alan hastalarda, hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan en yaygin
Enterobacter tiirlerinden biri olarak kabul edilmektedir (26). Bu bakteri; endokardit,
osteomiyelit, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, septik artrit, alt solunum yolu
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ve bakteriyemi gibi cesitli klinik

tablolarla iligskilendirilmektedir.

E. cloacae’nin patojenik potansiyeli, biyofilm olusturma yetenegi ile
enterotoksinler ve porin yapisini bozan sitotoksinler gibi ¢esitli virtilans faktorlerinin
tiretimiyle iligkilidir. Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar; aminoglikozitler,
florokinolonlar, karbapenemler ve polimiksinler gibi antibiyotiklerle tedavi
edilebilmektedir (27).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) sporsuz, genellikle kapsiilsiiz ancak
bazilar1 alginat kapsiillii, hareketli, katalaz ve oksidaz pozitif, non fermenter, gram

negatif basildir ve optimal iireme 1silar1 37°C-42°C dir. Zorunlu aeroblar olarak
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tanimlanmalaria ragmen, alternatif elektron alicis1 olarak nitrat veya arginin

kullanarak anaerobik olarak biiyiime yetenegine sahiptirler(28).

P. aeruginosa tatli veya iiziim benzeri bir koku {iretir, baz1 suslar1 beta hemoliz
yaparlar. Insan ve memeli hayvanlarin bagirsaginda flora eleman1 olarak bulunur.
Cevrede toprakta, bitki ortiisiinde, suda ve ¢iiriiyen organik maddelerde bulunabilirler.
Ne yazik ki hastanenin her yerinde bulunabilirler. Basit biiyiime gereksinimleri ve
besin ¢esitliligi nedeniyle genis bir ¢evresel dagilima sahiptir. Azot ve karbon kaynagi
olarak bircok organik maddeyi kullanabilme yetenegine sahip olduklari i¢in, bazi

suslar eser besinleri kullanarak damitilmis suda bile biiyiiyebilir (19).

P. aeruginosa, yaniklar veya HIV/AIDS ve kanser gibi bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar gibi daha once hasar gormiis dokularda ciddi enfeksiyonlara
neden olabilen firsatci bir mikroorganizmadir. Ektima gangrenozum, jakuzi folikiiliti,
malign ottitis eksterna, osteomiyelit gibi cesitli hastaliklara neden olabilir ve ayrica
kistik fibrozuslu hastalarda tedavisi zor pndomoniye neden olur. P. aeruginosa,
biyofilmler, mukoid ekzopolisakkarit kapsiiller, adhezinler ve ¢esitli enzimler ve
toksinler dahil olmak iizere ¢esitli viriilans faktorlerine sahiptir. Ayrica, 6zellikle
konak hiicrelerine toksin enjeksiyonunda etkili olan bir tip III salgilama sistemine
sahiptir. Bu viriilans faktorleri onlart canli tutar ve yaygin olarak kullanilan

antibiyotiklerin ¢oguna karsi direngli hale getirir (20).

P. aeruginosa, tibbi laboratuvarlarda gozlemlenen en  direngli
mikroorganizmalardan biridir. D1s zarinin diisiik gegirgenligi, cesitli coklu ilag efliiks
pompalari, gesitli B-laktamazlar ve aminoglikozid degistirici enzimler gibi gesitli
mekanizmalar bu direncten sorumludur. Ayrica, mutasyonlar ve/veya direng
genlerinin transferi yoluyla yeni antibiyotiklere karsi direng gelistirebilir. Metallo-
beta-laktamaz iiretenler gibi bazi suslarin kolistin hari¢ tiim antibiyotiklere direngli

oldugu bildirilmistir (21).
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Serratia marcescens

Serratia marcescens (S. marcescens), Yersiniaceae ailesi icerisinde yer alan
Serratia cinsine ait bir tiirdiir. Ilk kez 1819 yilinda tanimlanmis olup, baslangigta
patojenik olmayan bir mikroorganizma olarak degerlendirilmis; ancak daha sonra
firsatgr bir patojen olarak tanimlanmigtir. Giiniimiizde hem insanlarda hem
hayvanlarda hem de boceklerde ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir

patojen olarak kabul edilmektedir.

Klinik 6rneklerin tamamindan izole edilebilmekle birlikte, en sik solunum yolu
orneklerinden elde edilmektedir. Dogal olarak su, toprak, bitkiler, hayvanlar ve

bocekler gibi ¢esitli gevresel kaynaklarda da bulunabilir (19).

Biyokimyasal 6zellikleri agisindan S. marcescens; oksidaz, indol ve metil red
testlerinde negatif; Voges-Proskauer, sitrat, lizin dekarboksilaz, DNaz ve lipaz
testlerinde ise pozitif sonug verir. Ayrica bazi biyotipleri karakteristik olarak kirmizi
pigment (prodigiosin) iretir. Gram-negatif ve hareketli basildir. Klinik agidan
degerlendirildiginde; menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari, pndmoni ve diger alt
solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, yara enfeksiyonlar1 ve merkezi

sinir sistemi hastaliklar1 gibi ¢cok ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir (19).

Serratia tiirleri arasinda antibiyotik direnci en sik S. marcescens’te
gozlemlenmektedir. Bu tiir, genellikle ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulanat,
ampisilin-sulbaktam, dar spektrumlu sefalosporinler, sefamisinler ve nitrofurantoine

kars1 dogal direng gostermektedir (29).
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2.1.2 Gram pozitif bakteriler

Gram pozitif bakterilerin, gram negatif bakterilerden farkli olarak dis
membranlar yoktur, fakat onlar1 dig ortamdan koruyan ¢ok daha kalin peptidoglikan
tabakalar1 vardir (Sekil 2). Ayrica gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
teikoik asit, gram negatif bakterilerdeki lipopolisakkarit yapisina benzer sekilde
kolonizasyonu etkilemektedir.

Toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen CiD’li gram pozitif

bakterilere kars1 etkili yeni antibakteriyel ajan arayiglar1 devam etmektedir (30)

Gram-posttive Cell Wall

Peptidoglycan

),

nenn

Jnnaneniangs
erassais Y UPUUOUUUUUUUBUUU QU vortre

Cytoplasm

n n ﬂ Cytoplasmic

GRAM NEGATIVE GRAM POSITIVE

Sekil 2: Gram pozitif bakteri hiicre duvar yapisi(18)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) hareketsiz, sporsuz, katalaz ve koagiilaz
pozitif olan gram pozitif koktur. % 5 Koyun kanli agar (KKA) da yuvarlak, diizgiin
kenarli, 1-4 mm ¢apinda altin saris1 veya kirli beyaz koloniler olustururlar. Koloniler

etrafinda beta hemoliz zonu yaparlar. Gram boyamada tekli, kisa zincir yapmis veya
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kiime (liziim salkimi gibi) yapmis gram pozitif koklar goriiliir. Sicaklik ve c¢evre
kosullarina dayaniklidirlar, 50 C°’de 30 dakika dayanabilir, kuruluga direnglidirler,
yiksek NaCl derisimlerinde (% 9) iireyebilirler, kiiltiirlerde +4 C° de ve oda
sicakliginda aylarca canli kalirlar. Dogada yaygin olan bu bakteri insan ve hayvanlarin
deri, mukoza ve diger viicut bolgelerinde kommensal olarak bulunabilir (19).
Metisiline direngli S. aureus (MRSA), biyofilm olusturma kapasitesi ile bilinen ve bu
0zelligi nedeniyle kronik ve persistan enfeksiyonlarin gelisimine katkida bulunan
onemli bir patojendir. Ancak bir ¢ok vakada kommensal olarak bulunan S. aureus

susunun endojen enfeksiyona neden oldugu goriilmiistiir (31).

S. aureus, yumusak doku enfeksiyonlari (fronkiil, karbonkiil, seliilit vs),
pnomoni, endokardit, artrit, sepsis gibi ¢ok c¢esitli klinik enfeksiyonlara neden olur.
Ayni zamanda gida kaynakli hastaliklarin en sik etkenlerinden biri olan bakteridir (19).
Klinik olarak S. aureus ile iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde g¢oklu antibiyotik
smiflarina direng goriilmektedir. Antibiyotiklere kars1 hizli direng gelistirme 6zelligine
sahip olan S. aureus’larda 1920°1i yillarda siilfonamid grubu antibiyotiklere, 1950’1i
yillarda penisilin dahil ¢oklu ilaca ve 1960’11 yillarda metisiline kars1 direng varlig
bildirilmistir (32). S. aureus’ta metisilin direnci, SCCmec (SCC, Staphylococcal
Casette Chromosome; mec, metisilin direncine neden olan genetik eleman) tarafindan
kodlanan penisilin baglayan proteinlerin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
direng, bakteriler arasinda transdiiksiyon yoluyla aktarilmaktadir (31). MRSA suslari
sadece P-laktam grubu antibiyotiklere degil ayni zamanda aminoglikozidler,
tetrasiklinler, kinolonlar, makrolidler ve linkozamidlere de direncglidirler. MRSA

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan vankomisine karsida direng gelistigi
bildirilmektedir (33)
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Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (E. faecalis); hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerob
gram pozitif koktur . KKA da non hemolitik, bazen alfa hemolitik diizgiin kenarli(S
tipi) koloni yaparlar. E. faecalis % 40 safrada ve % 6.5 NaCl ¢ozeltisinde iireyebilir.
Eskiilini hidroliz eder ve PYR testi (+) pozitiftir. Normal barsak florasinda, kadin
genital sisteminde, agizda bulunurlar. Enterokoklar, hastane kaynakli enfeksiyonlarin
en yaygin etkenlerinden biridir ve enterokokkal enfeksiyonlarin yaklasik %85—
90’indan E.faecalis sorumludur. Bu enfeksiyonlarin ¢ogu endojen kaynakli olup yara
enfeksiyonlari, intraabdominal apseler, endokardit, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve

septisemi gibi ¢ok ¢esitli klinik tablolara yol agabilmektedir (21).

Enterokoklar;  penisilinaz  direngli  (antistafilokoksik)  penisilinlere,
sefalosporinlere, monobaktamlara ve trimetoprim-siilfametoksazole (TMP-SXT) kars1
dogal direng gostermektedir. Ayrica aminoglikozidlere ve klindamisine karsi diisiik
diizeyde dogal direnglidirler. Bununla birlikte, yliksek diizey aminoglikozid direnci,
beta-laktam direnci ve glikopeptid direncini (6zellikle vankomisine direngli

enterokoklar — VRE) kazanabilmektedirler (34).

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) sporsuz, katalaz pozitif,
hareketsiz, koagiilaz negatif ve fakiiltatif anaerobik gram pozitif koktur. S.
epidermidis, deri, solunum sistemi ve gastrointestinal sistem florasinin dogal bir
tiyesidir (21). Ancak, aym1 zamanda hastane enfeksiyonlarimin da onde gelen
etkenlerindendir ve uygunsuz sekilde alinmis kan kiiltiiri 6rneklerinde siklikla
kontaminant olarak bulunur. Tibbi implantasyon ve Kkateterizasyon gibi

enstriimantasyon prosediirleri ve ayrica immiinosiipresif ilaglar, hastane kaynakli S.
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epidermidis enfeksiyonu i¢in en onemli risk faktorleridir. S. epidermidis'in neden
oldugu hastane enfeksiyonlarindan bazilari; protez kalp kapakgiklarini igeren
endokardit, yerlesik vaskiiler kateterlerle baglantili bakteriyemi, serebrospinal sivi
santlartyla iligkili enfeksiyonlar, ameliyat sonras1 gdz enfeksiyonlari, protez eklem
enfeksiyonlari, vaskiiler greft enfeksiyonlar1 ve yogun bakimda yenidogan sepsisidir.
S. epidermidis'in biyofilm gelistirme yetenegi kritik bir viriilans faktoriidiir. Bu,
bakterinin abiyotik ve biyotik yiizeylere tutunmasini ve antibiyotiklere ve konak

bagisiklik sistemine direnmesini saglar (35).

2.2 Biyofilm

Biyofilm kavrami ilk kez 1971 yilinda Marshall ve arkadaslar1 tarafindan
ortaya konmus, ardindan Fletcher, Characklis ve Costerton tarafindan daha ayrintili
bicimde tanimlanmistir. Bu tanimda biyofilm, kolonizasyon siirecinde planktonik
bakteri hiicrelerine belirli avantajlar, karakteristik 6zellikler ve daha yiiksek diizeyde
organizasyon saglayan; mikroorganizmalarin yasam dongiisiindeki 6zgiin bir biiyiime
modeli olarak ifade edilmistir. Daha sonra Flemming ve Wuertz tarafindan tanim ¢ok
daha netlestirilmis ve biyofilmler; hiicre boliinmesiyle kiigiik kiimeler, mikrokoloniler
ve daha biiyiik agregatlar olusturan, belirgin sekilde yerlesik hiicre gruplarini iceren
mikrobiyal topluluklar olarak agiklanmistir (36). Biyofilmler, mikroorganizmalarin
cevresel kosullara adaptasyonlarmi ve metabolik islevlerini siirdiirebilmelerini
saglayan yapilar olarak, pek ¢ok biyoteknolojik uygulamada oOnemli roller
listlenmektedir. Ozellikle biyoyakit iiretimi, atik su aritimi ve igme suyunun
filtrelenmesi gibi siireglerde yaygin olarak kulanilmaktadir. Bu sistemler, hem ¢evresel
strduriilebilirligi tesvik etmekte hem de enerji ve su kaynaklarinin daha verimli
yonetilmesine katki saglamaktadir. Biyofilmin olumsuz etkileri arasinda biyolojik
kirlenme, korozyon ve igme suyu kalitesinin bozulmasi yer alir (37). Insanlar da dahil
olmak tizere tiim yiiksek 6karyotlar, biyofilm olusturan mikroorganizmalar tarafindan

kusatilmistir. Insan dis plagi, derisi ve bagirsagi, okaryotik habitatlardaki baskin
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biyofilmlerden birini temsil eder. Tibbi cihazlarin yaygin olarak kullanimi, bakteriyel

biyofilm olusumlar i¢in birgok yeni odak meydana getirmektedir (38).

Biyofilm olusumu, dort asamali dinamik bir siiregtir (Sekil 3).

-Ilk asama, planktonik yapida mikroorganizmalar, canli veya cansiz yiizeye
zay1f etkilesimlerle (hidrofobik, Van der Waals ve elektrostatik etkilesimler vb.) geri

doniistimli olarak tutunur.

-Ikinci asama, mikroorganizmalar kamgi ve pili, ekstraseliiler polimerik madde
(EPS), lipopolisakkaritler, kolajen baglayici proteinler gibi daha giiglii etkilesimler

yoluyla geri doniisiimsiiz olarak yilizeye baglanir.

-Ugiincii asama, yiizeye tutunan bakteri hiicreleri boliinerek cogalir ve
mikrokoloniler olusturur. Farkli tipte mikroorganizma topluluklar1 iceren biyofilm
yapilarinda, her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Su ve besin maddelerinin
difiizyonu bu mikrokoloniler arasindaki kanallar araciligiyla saglanir. Kolonizasyon,
cevredeki planktonik bakterilerin mikrokolonilere yapismasiyla desteklenir. Bakteri
poplilasyonu yeni olusan mikrokolonilerle gittik¢e biiyiir. Bakterilerin etraflarindaki
popiilasyon yogunlugunu algilamasini saglayan Quorum Sensing (QS) sinyal sistemi
devreye girer. Sinyal molekiillerinden olusan bu sistem, hiicreler arasi iletisimi saglar
ve bakteri hiicresindeki spesifik genlerin ifadesini etkileyerek olgun, lic boyutlu bir
biyofilm yapisinin olusumunu destekler. Bu asama ayn1 zamanda biyofilm fenotipinin
ortaya c¢ikmaya bagladigi asamadir ve mikroorganizmanin direngli bir yapi

kazanmasiyla sonuclanabilir.
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-Dordiincii ve son asamada ise mikroorganizmalar, i¢ veya dig etkenlere bagl
olarak kiimeler halinde veya tek tek biyofilmden ayrilirak diger hedef yiizeylerde

kolonize olabilirler (39).
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Tutunma Kolonizasyon ve Biyofilm yapisimin Kopma
mikrokoloni olugumu olgunlagmasi

Sekil 3. Biyofilm olusum basamaklar1 (39)

Canli veya cansiz yiizeyler iizerinde olusabilen mikrobiyal biyofilmler,
viicudun hemen hemen her organinda, tedavisi son derece zor olan enfeksiyonlara
neden olabilirler. Biyofilm iligkili enfeksiyonlar arasinda sepsis, yabanci cisim (protez,
implant, kateter vb.), yumusak doku (diyabetik ayak {ilseri, bast yarasi vb.) ve
iirogenital sistem enfeksiyonlar1 bulunur. Kronik enfeksiyonlarm c¢ogu, CIiD’li
mikroorganizmalarin neden oldugu biyofilmlerden kaynaklaniyorsada, duyarh
bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin de antimikrobiyallerle tedavisi olduk¢a zordur
(40).

Biyofilmler, EPS, proteinler, lipitler, polisakkaritler ve hiicre dis1
DNA(eDNA)’ dan olusur ve c¢ok sayida mikrobiyal enfeksiyonun patogenezinde
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onemli bir islev goriir (41). Hicreleri baglayan EPS ile c¢evrili oldugundan,
biyofilmdeki hiicreler zorlu biiylime kosullarinda hayatta kalirlar; UV, metal
toksisitesi, asit maruziyeti, kuruma, pH gradyanlar1 vb. etkenlere karsi direng
gosterirler. Cesitli fiziksel ve kimyasal toleranslara ek olarak, EPS, nétrofil aracili
fagositozu inhibe ederek, biyofilmler i¢indeki bir¢ok yerlesik patojenik
mikroorganizmaya, bagisikliga karsi direng kazandirir (42). EPS igerisindeki eDNA
ve hiicreler aras1 adezinler, gesitli antimikrobiyallerin penetrasyonuna kars1 bariyer
gorevi gormektedir. Ayrica EPS ig¢inde bulunan eDNA, insan antimikrobiyal

peptitlerini (AMP'ler) selatlar ve bu peptitlerin antimikrobiyal aktivitesini azaltir (43).

Simdiye kadar, biyofilm olusumuna bagh ila¢ direnci basta olmak iizere,
zorluklarin listesinden gelmek i¢in biyofilm olusturma yontemini ve miiteakip onleyici
stratejileri belirlemek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Glikokaliks, dis zar yapisi ve
akis pompalarmin varligi ve biyofilm i¢indeki hiicrelerin biiyiime hizi, genetik
adaptasyonu,  metabolik  durumu ve  metabolizmasindaki  heterojenlik,
antimikrobiyallere karsi diren¢ kazanan biyofilmin 6nde gelen nedenleridir (44).
Cesitli insan patojenlerinde, biyofilm olusum sekli ve ila¢ diren¢ mekanizmasi, farkl

aragtirmacilar tarafindan arastirilmis ve sematize edilmistir (Sekil 4).

Biyofilm toleransinin ortak mekanizmasini {i¢ boliim altinda aciklamaktadir;
(1) Fiziksel tolerans: EPS'nin asir1 tiretimi, antimikrobiyallerin penetrasyonunu ve
diflizyonunu kisitlar; bunun sonucunda biyofilmdeki hiicreler toleransli hale gelmek
icin daha fazla zamana sahip olur. Bu nedenle, EPS'yi destabilize eden ve inhibe eden
terapotik stratejiler, biyofilmleri inhibe etmek ve Onemli antimikrobiyal direng
problemlerini azaltmak icin en 1iyi anti-biyofilm yaklasimlaridir. Yapilan bazi
calismalarda EPS inhibisyonunun, biyofilmlerde hiicre adezyonunu ve ilag toleransini

azalttig1 gézlenmistir.



20

(2) Pasif tolerans: biyofilm matriksinde bulunan enzimler antimikrobiyal

molekiilleri etkisiz hale getirir.

(3) Fizyolojik tolerans: biyofilmin daha derin katmanlarindaki metabolik olarak
aktif olmayan hiicreler, biyofilmlerin ¢esitli antimikrobiyallere toleransini diizenleyen
adaptif stres tepkileri gosterirler. Aglik, ekolojik faktorler ve SOS yanit gibi ¢esitli
adaptif tepkiler tarafindan tetiklenen fenotipik ve geri doniisiimli degisikliklerden

sonra, kalici hiicreler cesitli antibiyotiklere karsi daha toleransli hale gelir.

Nutrient &0, availability
High

Low

Sekil 4: Cesitli antimikrobiyallere kars1 biyofilm toleransinin genel mekanizmasi. (A) Fiziksel
tolerans: biyofilm matrisi antimikrobiyallerin difiizyonunu simirlar (B)Pasif tolerans: matriks enzimleri
niifuz eden antibiyotik molekiillerini etkisizlestirir (C) Fizyolojik tolerans: biyofilmin daha derin

katmanindaki kalic1 hiicreler adaptif SOS tepkisini tetikler ve boylece daha toleranslt hale gelir (44).

Kalici1 hiicreler yavas boliinen bakterilerdir, antibiyotiklere daha az
duyarhdirlar ve biyofilmin yeniden kurulmasi i¢in 6nemli bir role sahiptirler. Kalici

hiicreler, translasyonu engelleyen ¢esitli toksin-antitoksin genlerinin ekspresyonunu
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artirr, bu da hiicresel metabolizmay1 azaltir ve sonunda antibiyotiklerin varliginda
hayatta kalmalarin1 saglar. Bu hiicreler, antibiyotik etkisinin sona ermesinden sonra
enfeksiyonu tekrarlamak i¢in vejetatif, boliinen hiicrelere yeniden canlanir. Kalici
hiicreler, antibiyotiklerden uzak tutulmustur. Ciinkii bu hiicreler toksin-antitoksin

sistemini eksprese eder ve hedef antibiyotik, toksin modiilii tarafindan kilitlenir (44).

Biyofilmlerdeki oksijen eksikligi ve digik metabolik aktivite,
mikroorganizmalari1 bir¢ok antibiyotige kars1 daha toleransli hale getirir. Katmanlar
arasinda ani pH degisiklikleri, organik asitlerin birikmesine ve dolayisiyla niifuz eden
bilesiklerin etkisiz hale gelmesine neden olur. Biyofilmin her yerinde oksijen, pH,
besin ve elektron alicilarinin gradyanlarinin gelisimi, hiicrelerin gen ifadelerini
degistirerek yanit verdigi mikro ortamlar olusturur (45). Birgok tiirden olusan
kompleks (polimikrobiyal) biyofilm, genellikle tek bir tiirden olusan biyofilme gore
antibiyotiklere kars1 daha direnglidir (46).

Biyofilmlerin antibiyotik toleransinda en 6nemli rolii, hiicre cesitliligi ve
metabolik kosullar oynamaktadir. Ancak dizileme teknolojisindeki ilerlemelerle
birlikte elde edilen ¢ok sayida genomik veri, biyofilm olusumu ile ilag direnci
arasindaki iliskide bilinmeyen molekiiler mekanizmanin daha iyi anlasiimasim
saglamaktadir. Ornegin RNAseq transkriptom analizi ile E. faecalis biyofilm olusumu
ve ilag direnci ile iligkili arsenik direnci operon genlerini (arsR ve arsD), sporiilasyon
diizenleyici geni (paiA), ABC ilag tasiyici siniflarint ve penisilin baglayici proteinleri

tanimlanmustir (47).
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2.3. Tibbi Bitkilerin Tarihsel Kullanimi

Insanlarin varoluslarindan bu yana, bitkileri cesitli amaglarla kullandiklart
bilinmektedir. Ornegin, ilk ¢aglardan kalma arkeolojik bulgular, insanlarin bitkileri
beslenme ve tedavi amagh kullandigini gostermektedir. Bunun kaniti olarak,
literatlirde sik¢a rastlanan Kuzey Irak'taki Sanidar Magarasi'nda 1957-1961 yillar
arasinda yapilan kazilarda ortaya ¢ikarilan Neandertal insanlarina ait mezar kalintilari
gosterilmektedir (48). Bir samana ait oldugu diisiiniilen ve yaklasik 60 bin yillik
olduguna inanilan bu kalintilarda, giiniimiizde hala tedavi amacl tiiketilen peygamber
¢icegi, hatmi, ambrosia, efedra, mor siimbiil, civanpergemi gibi bitkilerin bulundugu
tespit edilmistir (49). Ebers Papirtiisii, ilaglarin elde edildigi bitkiler hakkinda en eski
yazili belgelerden biridir. MO 1550'de yazilan bu papiriiste yaklasik 700 bitkisel ve
hayvansal ilagtan bahsedilmektedir (50). Botanik biliminin temellerini atan kisi olarak
kabul edilen Theophrastus (MO 370-287), egrelti otunun etkilerini bildiren ilk
hekimdir (13). Hipokrat (MO 460-370) tarafindan yazilan kitaplarda 300 ila 400 bitki
tiirtinden bahsedilmektedir. Dioscorides tarafindan milattan sonraki ilk yillarda yazilan
"De Materia Medica" adli kitap, 600'den fazla tibbi bitkiyi icermektedir ve modern
farmakopeler i¢in bir 6n hazirlik olarak kabul edilebilir (51). Tip bilgini Ebu Reyhan
Biruni (973-1051), Kitabii’s-Saydana Fi’t-T1b adli kitabinda yaklasik 200 bitkisel ilaci
tanimlamistir (13). Arap asilli bir hekim olan Ziyaeddin ibn Baytar, Anadolu'yu
gezmis ve Baytarname adli eserinde yaklasik 1800 bitkisel ve 130 hayvansal ilaci

tanmimlamustir (52).

Bitkilerin tibbi amaglarla kullaniminin antik ¢aglardan beri artarak devam ettigi
gorilmektedir. Mezopotamya uygarligt bu amagla yaklasik 250 bitki tiirlini
kullanirken, Yunan uygarligi i¢in bu sayinin 600 oldugu bilinmektedir. Arastirmacilar
tarafindan bitkisel tedavide yaklagitk 4.000 bitkinin kullanildigi, Arap-Fars
uygarliklarinda ¢ok daha yiiksek oranlara ulastig1 ve bu sayinin 19. yiizyildan itibaren
13.000'e ulastigi bildirilmektedir (49).
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Ulkemiz zengin bitki cesitliligi, yaklasik 10.000 tiir nedeniyle biiyiik
fitocografik 6neme sahiptir. Orta ve Dogu Anadolu, Bat1 ve Giiney Anadolu ve Kuzey
Anadolu Bolgesi olmak iizere li¢ flora bolgesine ayrilan iilkemiz, birgok tiiriin gen
merkezi oldugundan dolayi, ulusal ve uluslararasi ¢alismalar i¢in biiyiik bir bitki
rezervine sahiptir (53). Anadolu cografyasinda, bitkilerin tedavi amaglh kullanim1 Hitit
Medeniyeti’ne kadar uzanmaktadir. Bu donemde bazi bitkilerin (safran, mazi, kitre ve
hashas vb.) bitkilerin tibbi amaclh yetistirildigi, hatta bu amagla ticaretinin bile
yapildigina dair veriler bulunmaktadir (54).

Tiirk bilgin Ibn Sina (Avicenna) 785 bitkisel, hayvansal ve mineral ilacin
hazirlanmas1 ve kullanimi hakkinda yazmistir. Tarihte, Fatih Sultan Mehmet'in hocasi
olan Ak Semseddin'in bir hekim oldugu ve tibbi bitkilere kars1 detayli bir ilgi duydugu
kayithidir (50). Bitkiler eski ¢aglardan beri hastalik tedavisinde aktif olarak kullanil
maktadir ve ilerleyen ¢aligmalar bitkilerin kimyasal icerigi ve biyolojik aktivitelerine
odaklanmistir. Antibiyotiklerin kesfedilmesi ile birlikte, patojen mikroorganizmalari
tamamen yok edecegi iddiasi, bitkilerin antimikrobiyal olarak kullanimin
smirlandirmistir. Ancak zamanla patojen mikroorganizmalarda antibiyotik direnci
gelistikce arastirmacilar tekrar bitkilere yonelmistir. Son yillarda bitkilerle yapilan

geleneksel tedavi yontemleri tekrar giindeme gelmis ve oldukga popiiler olmustur (48).

2.4. Bitkilerin Antimikrobiyal Onemi

Bitkiler farkli iilkelerde etkili ve giiclii ilag kaynaklar1 olarak kullanilmaktadir.
Bitkilerin kok, gévde, yaprak ve tohumlari gesitli tibbi 6zelliklerinden dolay1 genis bir
yelpazede ilaglarin ham maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak ¢ok sayida bitkinin

potansiyeli hala biiyiik 6l¢lide kesfedilmemistir (50).
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Bitkilerin kendilerini ¢esitli patojenlere karsi korumak igin antimikrobiyal
ajanlar da dahil olmak tizere farkli bilesikler sentezledigi bilinmektedir . T1bbi bitkiler,
yapilarindaki; flavonoidler, fenolikler, kinonlar, alkaloidler, terpenoidler ve
poliasetilenler gibi sekonder metabolitler ile yliksek fitokimyasal potansiyaline
sahiptirler. Polifenoller, terpenik bilesikler, organik asitler ve vitaminler en yaygin
olarak ortaya ¢ikan fitokimyasal gruplardir (55). Farkli iklim kosullarinda yetisen ayni
bitki tiirlerinin farkli antimikrobiyal aktivitelere sahip olmasi, bitkilerin yasadiklar
ortama uyum saglamak i¢in sentezledikleri farkli sekonder metabolitlerden
kaynaklanmaktadir (56). Fenolik bilesikler, fenolik asitler, karotenoidler, terpenoidler,
alkaloidler, glikozitler ve sekonder metabolitler olan yaglar gibi dogal bilesiklerin

antimikrobiyal aktivite gosterdigi bilinmektedir (57).

Tibbi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin kimyasal bilesimi, bir¢cok faktérden
etkilenmektedir. Bitkinin cografi konumu, hasat zaman1 ve kullanilan kismi (yaprak,
kok, meyve vb.), ekstraktin bilesimini O6nemli oOl¢iide degistirebilir. Ayrica,
ekstraksiyon isleminde kullanilan solvent tiiri ve orani da belirleyici faktorler
arasindadir. Solventin polaritesi, ekstrakte edilen bilesenlerin tiiriinii ve miktarini
dogrudan etkiler. Etanol, metanol ve etil asetat gibi polar ¢6ziiciiler, genellikle fenolik
bilesenler ve flavonoidler agisindan zengin ekstraktlar iiretirken, hekzan gibi apolar
solventler daha ¢ok lipofilik bilesikleri (ugucu yaglar ve terpenler) ¢dzer. Bununla
birlikte, ekstraksiyon sicaklig, siiresi, solvent-bitki materyali orani ve ortam pH’1 gibi
degiskenler de ekstraktin kimyasal yapisini sekillendiren 6nemli etkenlerdir. Bu
parametrelerdeki degisiklikler, ekstraktin antimikrobiyal, antioksidan ve diger

farmakolojik 6zellikleri tizerinde dogrudan etkili olabilir (58-60).

1926'dan beri bitkilerin mikroorganizmalara karsi inhibe edici 6zellikleri,
ozellikle insan sagligi i¢in Onemli olduklart i¢in, diinya ¢apinda laboratuvar
kosullarinda arastirilmaktadir. Giinliik yasamda geleneksel tedavi yontemlerinde
kullanilan tibbi bitki denemeleri artik gozlem ve deneysel yontemlerle yiiriitiilmektedir

(61). Antibiyotiklerin zararlarin1 azaltmak ve ilaca direngli mikroorganizmalarin
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neden oldugu enfeksiyonlari ortadan kaldirmak i¢in yeni kemoterapdtik alternatifler

aranmaya baslanmustir.

On dokuzuncu yiizyilldan bu yana, bazi baharatlarin, otlarin ve bilesenlerin
antimikrobiyal 6zellikleri, diinya ¢apindaki arastirmacilar tarafindan yapilan bilimsel
deneylerle belgelenmistir. Potansiyel ila¢ kaynaklar1 olarak kabul edilen bilesikler
yiiksek terapotik degere sahiptir ve geleneksel ve hatta modern tibbin kaynagi
olmustur (62).

Son yillarda, Tiirkiye'de gesitli bitki 6zlerinin bir¢ok mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. insan patojenlerinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 ila¢ direncinin gelismesi nedeniyle, bitkiler de dahil olmak tizere

dogal kaynaklardan yeni antimikrobiyal ajanlar arama ihtiyact dogmustur.

2.5 Cahismada Kullanilan Tibbi Bitkiler

2.5.1 Cotinus coggygria Scop. (duman agaci)

Cotinus coggygria scop. bitkisi Anacardiaceae ailesinin bir {iyesidir.
Tiirkiye'de boyact sumagi, duman agaci, ruj ¢alisi ve peruk agaci olarak da bilinir. (63)
Kisin yapraklarin1 doken, 4-5 metreye kadar uzayabilen, sik dalli, yuvarlak tepeli bir
agac veya calidir. Farkli pH degerlerine uyum sagladigi i¢in her tiirlii toprak ve arazide
genis bir sekilde yayilabilir. Yapraklar1 ilkbaharda yesildir ve yaz sonuna dogru
turuncu-kirmiziya doner. Mart-Nisan aylarinda ¢igek agar. Cigekleri kiiclik, pamuksu
ve gosterissizdir (Sekil 5). C. coggygria Scop. metanol ekstratinin kimyasal analizi,
ana bilesiklerinin tanenler, flavonoidler, glikozitler ve fenolik bilesikler oldugunu
gostermistir. Yapraklart farkli iilkelerde antiseptik, ates diisiiriicti, iltihap giderici,

kanamay1 Onleyici, antimikrobiyal ve yara tedavisinde kullanilmaktadir (15).
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Agacindan ve koklerinden elde edilen sari-turuncu boya kumas boyamada kullanilir.
Ayrica sonbaharda yapraklar1 giizel bir kirmizi renge doniistiigii i¢in peyzaj amacl da
onerilir. Giiney Avrupa'dan Cin'e kadar genis bir cografi dagilim alanma sahiptir.
Tiirkiye'de Akdeniz, Karadeniz ve I¢ Anadolu Bélgelerindeki makilik alanlarda ve

kizilgam ormanlarinda yaygin olarak bulunur (64).
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Sekil 5: Cotinus coggygria Scop. bitkisi (65)

2.5.2. Rhus coriaria L.(sumak)

Rhus coriaria L. bitkisi Anacardiaceae familyasina ait "sumak" olarak bilinen
bir ¢alidir (Sekil 6). Bu aileye ait bitkiler, diinya genelinde tarimsal kapasiteye sahip,
iliman ve tropikal bolgelerde yetisir ve yerli halk tarafindan tibbi ve diger amaglar i¢in
uzun bir kullanim gegmisine sahiptir. Tiirkiye, Afganistan ve iran gibi Orta Dogu
iilkelerinde, Ispanya ve Giiney Italya'da yaygmn olarak kullamlir. Tiirkiye'de,
Glineydogu Anadolu bolgesinde daha yaygin olarak yetisir ve kullanilir. Yaygin
olarak, Ortadogu ve tirk mutfaginda baharat olarak kullanilmaktadir (66). Yapilan
caligmalar, R. coriaria L. bitkisinin, hidrolize edilebilir tanenler (esas olarak
gallotanin), antosiyaninler, gallik asit tiirevleri, flavonoidler, terpenler, malik ve sitrik
asitler gibi c¢esitli organik asitler, yag asitleri, ve vitaminler agisindan zengin bir

kaynak oldugunu gostermistir (16). igerdigi fitokimyasallara bagl olarak, R. coriaria
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bitkisi; antispazmodik, antiseptik, antihepatoksik, antidiyareik, antiviral ve
antibakteriyel 6zelliklere sahiptir (16).

Sumac plants (Rhus coriaria L.)
W= ; & = v

Sumac fruits

Processing

Sumac spice (dried fruit blend)

Sekil 6: Sumak bitkisi ve baharat iriinii (67)

2.6 Antibakteriyel Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, uygun kosullar altinda (pH, bakteri sayisi,
sicaklik vb.), belirli bir mikroorganizma tiiriine karsi, belirli bir antimikrobiyal ajanin
in vitro etkinligini belirlemek i¢in yapilan testlerdir. Bu testlerin sonuglari, patojen
mikroorganizmalara karsi, etkili ilaglarin se¢ilmesinde ve olast ila¢ direncinin

saptanmasinda degerlidir (68).
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Testlerde genellikle katyon ayarli Mueller-Hinton broth (KAMHB) veya
Mueller-Hinton agar (MHA) kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Diinya genelinde,
antimikrobiyal testleri standartize eden, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) standartlar
yaygin olarak kullanilmaktadir (69). Dogru sonuglar elde edebilmek igin, CLSI ve
EUCAST tarafindan standardize edilen, antibakteriyel duyarlilik test yontemlerinin

yayinlandigi kilavuzlara uyulmalidir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan yontemler,
baslica iki grupta incelenmektedir: difiizyon esasli yontemler ve dillisyon esash

yontemler.

A-Difiizyon Yontemleri

Difiizyon yontemleri, antimikrobiyal ajanin kati1 besiyerinde difiize olarak
mikroorganizma  {izerindeki  inhibitér  etkisinin zon g¢ap1  Olclimleriyle

degerlendirilmesine dayanmaktadir. Bu grupta en sik kullanilan yontemler sunlardir:

-Disk Difiizyon Testi (Kirby-Bauer Yontemi): Standart inokulumun Mueller-Hinton
agar ylizeyine yayilmasi ve antimikrobiyal disklerin yerlestirilmesiyle uygulanir.
Inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zonu ¢aplar1 CLSI veya EUCAST kriterlerine

gore yorumlanir.

-Agar Difiizyon Yontemi: Antimikrobiyal ajanlarin dogrudan agar ortamina diflize

olmasi saglanarak biiyiime inhibisyonu degerlendirilir.
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-Gradiyent Strip Test (Epsilometre Yontemi): Farkli konsantrasyonlari igeren
antibiyotik seritlerinin agar lizerine uygulanmasiyla minimum inhibit6r konsantrasyon

(MIK) degeri dogrudan gézlemlenir (70).

B- Diliisyon Yontemleri

Diliisyon yontemleri, antimikrobiyal maddenin sivi besiyeri igerisinde seri
sekilde seyreltilmesi ve mikroorganizmanin bu ortamda c¢ogalma yetisinin

degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir. Iki temel diliisyon yontemi bulunur:

-Mikrodiliisyon Yontemi: Mikroplak formatinda uygulanir ve genellikle otomasyon
sistemleriyle desteklenir. MIK degeri, goriiniir ¢cogalmanin engellendigi en diisiik

konsantrasyon olarak belirlenir.

-Makrodiliisyon Yéontemi: Tip formatinda manuel olarak gergeklestirilir. Hem MIK
hem de gerekiyorsa minimum bakterisid konsantrasyon (MBK) tayininde referans

yontem olarak kullanilir (70).

2.6.1 Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Sivi mikrodiliisyon ydntemi, MIK degerlerinin belirlenmesinde kullanilan
uluslararasi referans yontemidir. Bu testte Miieller-Hinton broth (MHB), en ¢ok tercih
edilen besiyeridir. Antimikrobiyallerin seri dilisyonu 96 kuyulu mikroplakalarda
gerceklestirilir, belirli miktarda bakteri siispansiyonu eklenir ve inkiibasyona birakilir

(Sekil 7). Inkiibasyonun sonunda, kuyulardaki mikroorganizmalarin in vitro
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cogalmasini engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonu MIK olarak
kabul edilir (71).

MIC and MBC assays
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Sekil 7: Mikrodiliisyon yoéntemi ile MIK ve MBK ’nun belirlenmesi (72).

Higbir tiremenin gozlenmedigi, bakterilerin %99,9'unu oSldiiren en diisiik
antibakteriyel madde konsantrasyonu ise MBK degeri olarak kabul edilir. Test igin,
higbir iiremenin gézlenmedigi mikroplaka kuyularindan kati besiyerine ekim yapilir.
Inkiibasyondan sonra bakteri {iremesi izlenmeyen en diisiik deger MBK olarak kabul
edilir (73).

2.7 Biyofilm Olusumunu Saptama Yontemleri

Biyofilm olusumunun saptanmasi, biyofilm kaynakli enfeksiyonlarla miicadele
etmek ve bu enfeksiyonlarin 6nlenmesine yonelik stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli
bir yere sahiptir. Bu ama¢ dogrultusunda biyofilm g¢aligsmalarinda ¢esitli in vitro

yontemlerin yani sira deney hayvanlarinda uygulanan in vivo tekniklerden de

yararlanilmaktadir.
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A-Fenotipik Yontemler

a) Kongo Kurmizili Agar Yontemi: Biyofilm olusturma potansiyeli arastirilan
bakteriler, sukroz, beyin kalp inflizyon buyyonu, Kongo kirmizisi ve agar iceren 6zel
bir besiyerine inokule edilir. Ardindan 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda olusan koloniler renklerine gore degerlendirilir. Bu gorsel

farklilik, biyofilm iiretim kapasitesini fenotipik olarak ayirt etmeyi miimkiin kilar (39).

b) Standart Cam Tiip Yontemi: Bu yontem kapsaminda, bakteri suslar1 Tryptic
Soy Broth (TSB) igeren cam tiiplere inokule edilir. Tiipler, 37 °C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyonun ardindan tiip igerigi bosaltilir ve tiiplere metilen
mavisi ilave edilir. Belirli bir siire bekletildikten sonra boya da bosaltilarak
degerlendirme yapilir. Tiiplin i¢ ylizeyinde gdzlemlenen boyali tabaka, biyofilm

olusumunun pozitif gostergesi olarak kabul edilir (39)

C) Modifiye Tiip Aderans Yontemi (Christensen Yontemi): Bu yontemde, glikoz
iceren TSB besiyeri ile doldurulmus cam tiiplere bakteriyel inokulasyon yapilir.
Tiipler, 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilir. Ardindan tiip igerigi bosaltilir ve
tiipler fosfatla tamponlanmais salin (PBS) ile yikanir. Sonrasinda tiiplere Trypan Blue,
Safranin veya Kristal Viyole gibi boyalardan biri eklenir. Bekletme siiresi sonunda tiip
igcerigi bosaltilarak, tiipler kurutma kagidi lizerinde ters ¢evrilip kurumaya birakilir.
Tipiin i¢ yiizeyinde gozlemlenen renkli tabaka, biyofilm olusumunun pozitif bir
gostergesi olarak degerlendirilir. Ayrica bu tabakanin renk yogunlugu ve kalinligina

gore bakteriyel suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri “gok gii¢lii”, “gli¢li” ve

“zay1f” seklinde derecelendirilebilir (39).

d) Mikroplak Temelli Biyofilm Degerlendirme Ydontemi: Biyofilm olusumunun

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan ve uygulamasi kolay olan bu fenotipik
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yontem, genellikle 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklar araciligiyla gergeklestirilir.
Her bir kuyucuga belirli hacimde glikoz igeren sivi besiyeri (6rnegin beyin-kalp
infiizyon buyyon veya TSB) ve bakteri siispansiyonu inokule edilir. Mikroplaklar
uygun kosullarda, genellikle 37 °C’de inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda mikroplaklar ters ¢evrilerek icerikleri bosaltilir ve PBS gibi uygun bir yikama
soliisyonuyla yikanir. Bu islemle biyofilm olugturmayan planktonik hiicreler ortamdan
uzaklagtirilir. Ardindan kuyucuklara boya maddesi (Kristal Viyole, Safranin veya
Trypan Blue) ilave edilir ve belli siire bekletilir. Bu asamada, mikroplak yiizeyine
tutunmug biyofilm tabakasi boyanir. Boya fazlasi bosaltilip yeni bir yikama islemi
yapilir; bu yikama, biyofilme zarar vermemek adma dikkatle gerceklestirilmelidir.
Sonrasinda mikroplaklar oda sicakliginda kurutulur. Kuruyan kuyucuklara etanol,
asetik asit veya aseton gibi c¢oziicli ajanlar eklenerek biyofilm miktarinin
spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi saglanir. Elde edilen optik dansite (OD)
degerlerine gore biyofilm varligi ve seviyesi “yliksek”, “orta” ve “diisiik” seklinde

smiflandirilabilir (39).

Biyofilm Boyama Yontemleri

-Kristal Viyole ile Boyama: Biyofilm biyokiitlesinin varligini ve miktarini
belirlemek amaciyla kullanilan en eski yontemlerden biridir. Bu yontemde, biyofilm
yapisindaki bakteriler ve ekstraseliiler matriksin negatif yiikli molekiilleri, bazik
ozellikteki kristal viyole boyasi ile boyanir. Boyama isleminin ardindan bir ¢oziicii
(6rnegin etanol veya asetik asit) eklenir; ¢ozlinmiis boya miktar1 spektrofotometrik

olarak degerlendirilir (74).

-Safranin ile Boyama: Kristal viyoleye kiyasla daha az toksik olan safranin

boyasi tercih edilebilir. Non-toksik yapisi nedeniyle daha giivenlidir .
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-1,9-Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) Yéntemi: Ozellikle Staphylococcus
aureus tarafindan olusturulan biyofilmin o6l¢iimiinde kullanilan kolorimetrik bir
yontemdir. Katyonik Ozellikteki DMMB boyasi, biyolojik  orneklerdeki
glikozaminoglikanlar1 (GAG) saptamak amaciyla yaygin olarak kullanilir. S. aureus
biyofilminin ekstraseliiler matriksindeki interseliiler polisakkarit adezinler, GAG’lara
yapisal olarak benzedigi icin DMMB ile boyanabilir. Boyama sonrast ¢oziicii

eklenerek biyofilm miktar1 spektrofotometrik analizle degerlendirilir (74).

-Floresein Diasetat (FDA) Yontemi: FDA; hiicre membranina niifuz eden,
baslangigta renksiz olan bir boyadir. Bakteri hiicreleri tarafindan alindiginda, hiicresel
esterazlar yardimiyla sar1 renkli floresans veren floreseine doniistiiriiliir. Olusan
floresans sinyali spektrofotometrik olarak olgiiliir. Olii hiicreler FDA’y1 metabolize
edemedigi i¢in floresans iiretmezler. Bu yontem 6zellikle Candida albicans biyofilm

Olgtimlerinde kullanilmaktadir (74).

-Olii/Canli Bakteri Boyama Yontemi (LIVE/DEAD BacLight Boyama Kiti): Bu
yontem, bakterilerin canlilik durumlarimi ayirt etmek amaciyla iki farkli niikleik asit

boyasinin kullanildig: floresan temelli bir tekniktir.

Syto9: Yesil floresans verir. Hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin saglam

hiicre membranlarindan gegerek DNA’ya baglanir.

Propidyum-iodid: Kirmizi floresans verir. Yalnizca membrani hasar gérmiis hiicrelere

gecis yapabilir ve DNA ile etkilesime girer.

Boyama islemi sonrasinda ornekler floresan mikroskopla degerlendirilir. Canli

hiicreler yesil, 6l hiicreler ise kirmizi renkte goriiniir (74).
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B- Metabolik Yontemler

a) Resazurin Yontemi: Alamar Mavisi olarak da bilinen Resazurin, canli
hiicrelere zarar vermeyen bir biyolojik boyadir. Floresan 6zelligi bulunmayan mavi
renkli resazurin, hiicresel metabolik aktivite sonucunda pembe floresans veren
rezorufine doniisiir. Elde edilen floresans miktar1 spektrofotometrik olarak olciilerek
degerlendirme yapilir. Resazurin, 6zellikle antimikrobiyal etkinlik ¢alismalarinda
canli mikroorganizmanin varligini1 saptamak ve biyofilm i¢indeki canli hiicre sayisini

6lgmek amaciyla kullanilir (74).

b) XTT Yéontemi: Bu kolorimetrik yontemde bir redoks indikator olan XTT
kullanilir. Canli hiicreler, solunumla ilgili metabolik aktiviteleri sonucunda 2,3-bis (2-
metoksi-4-nitro-5-siilfonil)-5[(fenilamino)karbonil] 2H-tetrazolyum hidroksit tuzunu
suda ¢oziinebilen turuncu renkli formazana indirger. Indirgenmis XTT'nin
siipernatanda olusturdugu renk yogunlugu, spektrofotometrik olarak oOlgiilerek

biyofilmdeki canli hiicre miktar1 tayin edilir (74).

C) Bio Timer Yontemi: Biyofilm olusturan canli bakterilerin sayisinin
belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik bir tekniktir. Bu yontemde fenol kirmizisi
igeren Ozgiil bir belirte¢ kullanilir. Bakterilerin fermentatif metabolizmasi sonucunda
olusan asidik triinler sayesinde belirtecin rengi kirmizidan saritya dontisiir. Renk
degisiminin gergeklestigi siire, baslangigtaki bakteri konsantrasyonu ile dogrudan

iliskilidir (74).

C- Molekiiler Yontemler
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a) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Ger¢ek Zamanli Kantitatif-Revers
Transkripsiyon PCR (QRT-PCR): PCR yontemiyle, her bir bakteriyel tiire 6zgii genetik

diziler saptanabilir. Ancak yontemin dezavantajlari arasinda su hususlar yer alir:

. Kantitatif analiz yapilamamasi,

. Hem canli hem de 6li hiicre DNA’larmin amplifiye edilmesi

nedeniyle canli hiicre ayriminin yapilamamasi,

. Yiiksek duyarlilik nedeniyle kontaminasyon kaynakli yanlig

pozitif sonuglar elde edilmesi.

Bu smirlamalar1 asmak amaciyla kullanilan Gergek Zamanli Kantitatif Revers
Transkripsiyon PCR (qRT-PCR), canli hiicrelere 6zgii mRNA diizeylerini tespit eder.
Bu teknik, amplifikasyon sirasinda olusan floresan sinyali her dongiide gercek zamanl
olarak &lger. Olgiilen sinyalin yogunlugu, iiretilen amplikon miktariyla dogru
orantilidir. Boylece hem kantitatif hem de canli hiicreye 6zgii analiz yapilabilir. qRT-
PCR, gen ekspresyon diizeylerinin izlenmesinde en gii¢lii ve en hassas yontemlerden
biridir (74).

b) Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi: FISH, floresan boyalarla
isaretlenmis 6zgil oligoniikleotid problarin kullanildigr bir molekiiler tekniktir. Bu
problar, canli hiicrelerde bulunan ribozomal RNA (rRNA) ya da hedeflenen belirli
molekiillere baglanacak sekilde 6zel olarak tasarlanir. Biyofilm yapilarinin ¢ogu
zaman birden fazla bakteriyel tiir icerdigi diisiiniildiiglinde, FISH yontemi sayesinde
bu tiirlerin varligi ve dagilimi yiiksek coziiniirliikte gorsellestirilebilir. Yontem;

mikroskobik incelemeye olanak saglar, hiicresel diizeyde 6zgiilliik sunar ve canli
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hiicreleri dogrudan hedef alir. Bu 6zellikleriyle, karmagik biyofilm topluluklarinin

analizinde oldukga degerlidir (74).

D- Fiziksel Yontemler

a) Kiitle Spektrometrisi (Mass Spectrometry). Kiitle spektrometrisi,
molekiillerin kimyasal yapilarinin tanimlanmasinda ve kantitatif analizinde kullanilan
ileri diizey bir teknik olup, iyonlagtirilmis molekiillerin kiitle/ylik (m/z) oranina gore
ayristirtlmasi prensibine dayanir. Bu yontemle elde edilen spektral veriler, analizi
yapilan materyalin kimyasal yapisiyla dogrudan iliskilidir. Hem kalitatif (nitel) hem
de kantitatif (nicel) bilgi sunar. Ancak cihaz maliyeti yiiksek olup analiz siireci zaman
alicidir. Uygulama, deneyimli personel ile donanimli laboratuvar kosullar1 gerektirir
(74).

b) Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (Confocal Laser Scanning Microscopy
— CLSM) Yontemi: Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM), aydinlatma kaynagi
olarak lazer 1sinlarinin kullanildig ileri diizey bir optik mikroskoptur. Incelenecek
biyolojik numune, genellikle 6zgiil floresan boyalarla isaretlenir. Mikroskop, X, Y ve
Z eksenlerinde ardigik kesit goriintiileri alarak bu goriintiileri dijital ortamda birlestirir.
Bu teknik, 6zellikle kalin biyolojik yapilar—oOrnegin mikrobiyal biyofilmler—igin
yiiksek ¢oOzlniirliiklii ic boyutlu gorsellestirme imkani sunar. CLSM, biyofilm
morfolojisinin detayli sekilde incelenmesine olanak taniyarak mikrobiyolojik

caligmalar i¢in kiymetli bir gorsel analiz aracidir (74).

c) Konfokal Raman Mikroskop (Confocal Raman Microscopy — CRM) Yontemi:
Konfokal Raman mikroskopi (CRM), Raman spektroskopisi ile konfokal goriintiileme
teknolojisinin birlestirilmesiyle olusan gelismis bir analiz yontemidir. Raman

spektroskopisi, belirli bir dalga boyunda elektromanyetik lazer 15101 kullanilarak analiz
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edilecek numuneye yoneltilir. Numuneden sagilan 1s1nim ve buna bagli enerji degisimi
olgiilerek, numunenin kimyasal bilesimi hakkinda detayli bilgi elde edilir. Yontem,
biyolojik 6rneklerin molekiiler diizeyde analizinde giiclii bir aragtir. Ancak kalin
biyofilm tabakalar1 i¢inde derinlemesine arastirma yapmak bu teknikle sinirli olabilir.
Bu kisitlamayr asmak amaciyla Raman spektroskopisi ile konfokal lazer taramali
mikroskop (CLSM) teknolojisinin entegre kullanimi onerilmektedir. Boylece hem
kimyasal yap1 hem de ii¢ boyutlu morfolojik 6zellikler es zamanli olarak analiz
edilebilir. CRM, o6zellikle karmasik mikrobiyal biyofilm yapilarmin detayli olarak

incelenmesinde avantaj saglamaktadir (74)

d) Elektron Mikroskobu (Electron Microscopy) Yontemi: Elektron mikroskobu
yonteminde 151k kaynagi olarak fotonlar yerine elektronlar kullanilir. Analiz edilen
numuneden sagilan elektronlarin algilanmasi esasina dayanan bu teknik, elektronlarin
1518a gore daha kisa dalga boyu ve yiiksek enerjiye sahip olmalar1 nedeniyle, oldukga
yiikksek biiyiitme kapasitesi ve ¢oziniirlik imkani sunar. Bu ozellikleri sayesinde
elektron mikroskoplari, standart optik mikroskoplara kiyasla ¢ok daha ayrintili

goriintiiler elde edilmesini saglar.

Elektron mikroskobisi iki temel alt yonteme ayrilir:

. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM): Numunenin ultra
ince dilimler halinde hazirlanmasii gerektirir. Biyofilmin i¢ yapisi, hiicre i¢i

organizasyon ve hiicre alt1 detaylarin incelenmesinde son derece etkilidir.

. Taramalr Elektron Mikroskobu (SEM): Numunenin ylizeyine
yonlendirilen elektronlarin sacgilmasiyla olusturulan goriintiiler iizerinden
mikrokolonilerin morfolojisi degerlendirilir. Numune yiizeyindeki biyofilm

tabakasinin yapis1 ve yerlesimi hakkinda bilgi verir.
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Her iki yontem de biyofilm arastirmalarinda detayli yapisal inceleme olanagi
saglamaktadir. Bununla birlikte, uygulama siire¢lerinde vakum ortami, iletken
kaplama ve numune hazirlama hassasiyetleri gibi teknik siirlamalar goz onilinde

bulundurulmalidir ( 74).

e) X-Ray Mikroskobu (X-ray Microscopy): Bu yontemde oOrnek, X-1sini
bandindaki elektromanyetik radyasyonla aydinlatiimakta olup, yiiksek ¢oziintirliiklii
biyolojik goriintiileme imkan1 sunar. X-ray mikroskobu, hiicresel yapilarin ve
biyolojik numunelerin detayli bigimde incelenmesinde kullanilir. Ancak cihazin
oldukga yiiksek maliyeti ve karmasik kullanim prosediirleri bu yontemin baglica

dezavantajlar1 arasindadir (74).

f) Tarayict Ug¢ Mikroskobu (Scanning Probe Microscopy, SPM): Bu
mikroskobik goriintiileme tekniginde, incelenen numunenin yiizeyi nanometrik
boyutta bir prob araciligiyla taranir ve topografik oOzellikleri ii¢ boyutlu olarak
tamimlanir. Tarayict u¢ mikroskobisi ¢atis1 altinda yer alan Atomik Kuvvet
Mikroskobu (Atomic Force Microscopy, AFM), 6zellikle bakteri hiicreleri ve biyofilm

yapilarinin incelenmesinde etkili bir teknolojidir (74).
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3.1 Mikroorganizmalar
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Calismada, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Arastrma ve Uygulama

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarin’da stok siit besiyerinde (Conda, Ispanya) -80

C° de saklanan American Type Culture Collection (ATCC) suslari kullanildi.

Kullanilan mikroorganizmalar tablo 1’ de goriilmektedir.

Tablo 1: Calismada kullanilan mikroorganizmalar

1.

S.aureus (MRSA) ATCC 43300

Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC 29213

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumonia ATCC 700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

8.

Acinetobacter baumannii ATCC 179978

9.

Enterobacter cloacae ATCC 23355

10. Serratia marcescens ATCC 8100
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3.2 Bitkisel Ekstraktlar

Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. tiirlerine ait bitki 6rnekleri, Artvin
ili Yusufeli ilgesi smirlarindan toplanmis olup, botanik teshisleri Artvin Coruh
Universitesi Orman Fakiiltesi'nden Prof. Dr. Ozgiir Eminagaoglu tarafindan
gerceklestirilmigtir. Cotinus coggygria Scop. tiiriine ait 6rnek Herbaryum’a No:12622,

Rhus coriaria L.tiiriine ait 6rnek ise No:11342 numarasiyla depo edilmistir.

Toplanan bitkilerin aerial kisimlar1 kullanilarak, etil asetat ekstraktlar1 Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii biinyesindeki

Dogal Uriinler Laboratuvari’nda elde edilmistir.

Calismada, ekstraktlar 400 mg/mL konsantrasyonunda dimetilsiilfoksit
(DMSO) iginde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon;
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK), minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ve antibiyofilm ¢aligmalarinda kullanilmak tizere, 10 kat distile su ile

seyreltilerek, 40 mg/mL konsantrasyonunda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3 Besiyerleri

KKA besiyerleri (RTA, Tiirkiye) hazir formda temin edildi. EMB (Condalab,
Ispanya), KAMHB (BBL, Fransa) ve TSB (Condalab, Ispanya) besiyerleri ise

liyofilize formda temin edilerek iiretici firma protokollerine uygun sekilde hazirlandi.

Bitkisel ekstraktlarin ¢Ozilintlirliiglinii artirmak ve bakteriyel biiyiimeyi

desteklemek amaciyla KAMHB besiyerine %0,5 oraninda Tween 80 eklendi.
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Bakterilerin biyofilm formasyonunu tesvik etmek amaciyla ise TSB besiyeri, son

konsantrasyonu %1 olacak sekilde glukoz ile zenginlestirildi.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan tiim besiyerleri, sivi ve kat1 formlar dahil, 1
atm basing altinda, 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavlanarak (Niive, Tiirkiye) steril
hale getirildi.

Kat1 besiyerleri, otoklavlamadan sonra 55 °C’ye kadar sogutuldu; ardindan
petri plaklarina ortalama 4 mm kalinliginda dokiilerek katilastirildi. Sivi besiyerleri,

hazirlanma isleminden sonra kullanilana dek steril kapakl: tiiplerde muhafaza edildi.

Tim besiyerleri deney siiresine kadar +4 °C’de, buzdolab1 kosullarinda

saklandi.

3.4 Antimikrobiyal Calismalar

3.4.1 Mikroorganizmalarin canlandirilmasi

Calisma giiniine kadar -80 °C’de saklanan stok ATCC kiiltiirleri 37 °C’ lik
etiivde (Niive, Tiirkiye) 2 saat bekletildikten sonra bakteriler KKA ve EMB besiyerine
pasajlandi. Pasajlanan besiyerleri 37 °C’lik etiivde 18-24 saat inkiibe edildi. Saf

olmayan kiiltiirlerden tekrar pasaj yapild1 ve islem tekrarlandi.
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3.4.2 Mikroorganizma Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden, pamuk uglu
ekiivyon (Microcult, Cin) yardimiyla birka¢ koloni alinarak, serum fizyolojik
icerisinde, densitometre cihazi (bioMérieux, Fransa) kullanilarak 0.5 McFarland
(1x10® koloni olusturan birim; KOB/mL) bulanikliginda siispansiyonlar1 hazirlandu.
Hazirlanan siispansiyonlar, MIK ve MBK testleri igin serum fizyolojik igerisinde 1/10;

antibiyofilm ¢alismalar1 i¢in ise TSB besiyerleri i¢erisinde 1/100 oraninda seyreltildi.

3.4.3Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Swi Mikrodiliisyon Testi

Bitki ekstraktlarinin MIK ve MBK degerleri CLSI 6nerileri dogrultusunda sivi
mikrodiliisyon yontemi ile 96 kuyucuklu U tabanli steril mikroplakalar (NEST, Cin)
kullanilarak belirlendi (71). Calismada, %0,5 Tween 80 ilave edilmis KAMHB
besiyeri kullanildi. Hazirlanmis olan McFarland 0,5 yogunlukta bakteri siispansiyonu

serum fizyolojik icerisinde 1/10 oraninda (1x10” KOB/ml) diliie edildi.

Her 1ki bitkisel ekstrakt i¢cin ayr1 mikroplakalar kullanilarak ¢alisma yiiriitiildii.
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 100 pL besiyeri eklendi. Ardindan, ilgili bitkisel
ekstrakttan ilk kuyucuga 100 pL ilave edilerek pipetaj ile homojen karigim saglandi.
Elde edilen karisimdan 100 pL alinarak seri transfer yontemiyle bir sonraki kuyucuga
aktarildi ve bu igslem 9. kuyucuga kadar tekrarlanarak iki katl seri diliisyon (1/2 —
1/512) hazirland1. Son kuyucuktan alinan 100 pL atildi. Diliie edilmis mikroorganizma
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siispansiyonlarindan her kuyucuga 5 uL eklendi. Boylece, her kuyucuktaki nihai
bakteri konsantrasyonu 5 x 10° KOB /mL diizeyine ayarlandi. Kuyucuklardaki, son
ekstrakt konsantrasyonlari sirasiyla 20mg/ml, 10mg /ml, 5mg /ml, 2.5mg /ml, 1.25mg
/ml, 0.62mg/ml, 0.31mg /ml, 0.15mg /ml ve 0.07mg /mL oldu. Mikroplaka iizerinde;
sterilite kontrolii (besiyeri+ekstrakt), ¢oziicli kontrolii (besiyeritbakteri+%5’lik

DMSO) ve iireme kontrolii (besiyeri+bakteri) i¢in birer kuyucuk kullanildi (Sekil 8).

Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak bakteriler 37°C’de, 18-24 saat inkiibe
edildi. Bakteri iiremesinin gozle goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri

olarak belirlendi. Tiim ¢aligmalar 3 kez tekrarlandi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

of

“ e “ o
E MOS +BY
DMSO%5.

Bv
H MosssY MO8+ BY
HAA DMSO%S

Sekil 8 MIK’in  degerlendirildigi ~ mikroplagin  sematik  gdsterimi
(MO1:1.mikroorganizma, BY :besiyeri, BE1:1.bitkisel ekstrakt)
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MBK tespiti igin, MIK degerleri belirlendikten sonra mikroplaka {izerinde
bakteri iiremesi goriilmeyen kuyucuklarin her birinden 10 pl alinarak birbirine
karismayacak sekilde KKA’a damlatma yolu ile ekim yapildi ve 37°C de 18-24 saat
inkiibe edildi. KKA {izerinde bakterilerin %99,9’unu 6ldiiren en kii¢iikk konsantrasyon

MBK olarak tanimlandi.

3.4.4 Antibiyofilm Etkinlik ¢alismalar:

Antibiyofilm etkinlik analizlerinden 6nce, calismada kullanilan tiim bakteriyel
suslarin biyofilm olusturma yetenekleri, mikrotitrasyon plaka yontemi kullanilarak ve
kristal viyole (CV) boyasi ile kantitatif olarak degerlendirildi. Biyofilm gelisimini
tesvik etmek amaciyla, %1 glukoz ilavesi yapilmig TSB besiyeri tercih edildi.

Yapilan 6n degerlendirme calismalar1 sonucunda, alti bakteriyel referans
susunun ;S. aureus (MRSA) ATCC 43300, S. aureus (MSSA) ATCC 29213, E.
faecalis ATCC 29212, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve
S. marcescens ATCC 8100 , belirgin diizeyde biyofilm olusturma kapasitesine sahip
oldugu tespit edildi. Bu dogrultuda, bitkisel ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinin
antibiyofilm etkinligi, belirgin biyofilm iiretme yetenegi gdsteren bu alt1 bakteriyel sus

tizerinde sistematik olarak degerlendirildi.

Biyofilm Inhibisyon Testi

Cotinus coggygria scop. ve Rhus coriaria L. bitki ekstraklarmin biyofilm
inhibisyon testi 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklar (NEST, Cin) kullanilarak

gerceklestirildi. Taze kiiltiirlerden serum fizyolojik igerisinde hazirlanan McFarland
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0,5 yogunlukta (1x10® KOB/mI) bakteri siispansiyonu, %1 glukoz ilaveli TSB besiyeri
kullanilarak 1/100 oraninda (1x10° KOB/mI), seyreltildi.

Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 100ul besiyeri ile hazirlanmis bakteri
stispansiyondan pipetlendi. Bitkisel ekstrakttan ilk kuyucuga 100 ul ilave edilip,
kuyucuk icerisinde pipetajla karisitirildiktan sonra 100ulL alinip ikinei kuyucuga,
ikinci kuyucuktan iiglincii kuyucuga aktarilarak 9. kuyucuga kadar 2 kat diliisyon (1/2-
1/512) yapildi. Son kuyucuktan alinan 100 pL atildi.

Daha 6nce yapilan sivi mikro diliisyon testi ile belirlenen MIK degerlerine
gore; MIK, 1/2MIK, 1/4MIK ve 1/8MIK kuyucuklarinin icerigi yeni mikroplakaya
aktarildi. Mikroplaka iizerinde pozitif kontrol (besiyeri+bakteri+%5DMSO) ve negatif
kontrol (besiyeri+%5DMSO) i¢in kuyucukar hazirlandi.

Mikroplakalar, 37 °C*de, 24 saat inkiibe edildi. Is1 ve nem dengesini bozmamak
i¢in mikrodiliisyon plaklari {ist iiste dort adetten fazla konulmadi. Inkiibasyon siiresi
sonunda mikroplakalardaki besiyerleri, olusan biyofilm tabakasina zarar vermeden
nazikge bosaltildi ve otomatik elisa yikama cihazi (BioTek, ABD) ile distile su
kullanilarak 3 kez yikandi. Boylece planktonik mikroorganizmalar uzaklastirildi.

Mikroplakalar ters gevrilip emici kagit iizerinde kurumasi beklendi.

Kuruyan mikroplakalara, 100 pL %99 konsantrasyonda metanol eklendi ve oda
1s1sinda kapaklar1 kapali olarak 10 dakika bekletilerek biyofilm tabakasi fikse edildi.
Bekleme siiresi sonunda mikroplaklardaki metanol bosaltilarak, plaklarin tamamen
kurumasi beklendi. Kuruyan kuyucuklara 100 pL %0,1 konsantrasyonda kristal viyole
(MERCK, Almanya) eklendi ve 15 dakika boyanmasi beklendi. Boyama siiresi
sonunda tekrar otomatik elisa yikama cihazinda distile su ile 3 kez yikama yapildi ve

plaklar oda 1sisinda kurutuldu. Spektrofotometrik okuma 6ncesi boyanan biyofilm
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tabakasi lizerine 100uL %96°lik etanol eklenerek plaklar en az 15 dk boyunca
bekletildi. Boyanin homojenize olmasi i¢in her kuyucuga nazikce pipetaj uygulandi.
Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi igin mikroplaklar, spektrofotometrik olarak
elisa mikroplak okuma cihaz1 (BioTek, ABD) ile 570 nm dalga boyunda okutuldu.
Test 3 kez tekrarlandi.

Her bir ekstrakt konsantrasyon kuyucugu i¢in; 3 testin OD sonuglarinin
ortalamas1 (ODrest), negatif ve pozitif kontrol kuyucuklarinin OD sonuglarmin
ortalamasi (ODnk Ve ODpk ) alinarak degerlendirmede kullanildi. Biyofilm inhibisyon

yiizdesi asagidaki formiille hesaplandi:

Inhibisyon(%) = [1 — (ODvest-ODnk) / ODpr-ODnk ] X100

Biyofilm Eradikasyon Testi Uygulamast

Bu ¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. bitki ekstraktlarinin
biyofilm eradikasyon potansiyelleri, diiz tabanl1 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalari
kullanilarak incelendi. Her bir bakteri susu i¢in ii¢ii test ve biri pozitif kontrol olacak
sekilde toplam dort kuyucuk ayrildi. Her kuyucuga, %1 glukoz igeren TSB besiyeri ile
1/100 oraninda seyreltilmis bakteri siispansiyonundan 100 pL pipetlendi. Negatif

kontrol amaciyla ise yalnizca besiyeri ve %5 DMSO igeren bir kuyucuk hazirlandi.

Mikroplakalar, 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda, biyofilm olusumuna zarar vermemek amaciyla kuyucuklardaki besiyeri
dikkatlice uzaklastirildi, ardindan distile su ile ii¢ kez otomatik ELISA yikama cihazi
kullanilarak yikama iglemi gergeklestirildi. Sonrasinda mikroplakalar ters c¢evrilerek

emici kagit iizerine birakilarak kurutuldu.
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Kurutma islemi tamamlandiktan sonra, sivi mikro diliisyon testinden elde
edilen Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) degerine gére; MIK, 2MiK ve 4MiK
konsantrasyonlarinda hazirlanan bitki ekstrakti ¢6zeltilerinden 100 puL, biyofilm
olusturulan ¢ ayr1 test kuyucuguna uygulandi. Pozitif ve negatif kontrol

kuyucuklarma ise 100 pL %5 DMSO igeren besiyeri eklendi.

Ikinci inkiibasyon asamasinda mikroplakalar yeniden 37 °C'de 24 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, biyofilm inhibisyon testinde uygulanan
prosediir tekrar edildi ve mikroplakalar, 570 nm dalga boyunda ELISA mikroplak

okuma cihazi1 kullanilarak spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

Elde edilen veriler dogrultusunda biyofilm eradikasyon potansiyeli asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi:

Eradikasyon (%) = [1 — (ODtest — ODnk) / (ODpk — ODnk)] % 100
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4.BULGULAR

4.1 Antibakteriyel Aktivitenin Degerlendirilmesi

Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. bitkisel ekstraktlarinin
antibakteriyel etkinligi, sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak degerlendirildi.
Calismada, toplum kaynakli ve nazokomial enfeksiyonlarda sik karsilasilan; S.aureus
(MRSA) ATCC 43300, S. aureus (MSSA) ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S.
epidermidis ATCC 12228, E.coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 700603,
P.aeruginosa ATCC 27853, A. baumannii ATCC 179978, E. cloacae ATCC 23355 ve
S.marcescens ATCC 8100 standart bakteri suslari kullanildi. Bakteri tiremesinin gozle

goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.

Bakteri tiremesi goriilmeyen kuyucuklarin her birinden 10ul alinarak birbirine
karismayacak sekilde KKA’a pipetlendi ve 37°C de 18-24 saat inkiibe edildi. KKA
lizerinde bakteri tiremesi goriilmeyen en kiiciik konsantrasyon MBK olarak

tanimlandi.

4.1.1 Cotinus coggygria Scop. Etil Asetat Ekstrakti: Mikrodiliisyon
Bulgular

Calismada, Cotinus coggygria Scop. ekstrakti en giiglii antibakteriyel etkinligi
2,5mg/mL MIK degeriyle S. epidermidis, E. coli, A. baumannii ve S. marcescens
standart suslar1 {izerinde gosterdi. Buna karsilik, S. aureus (MRSA), S. aureus
(MSSA), E. faecalis, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. cloacae suslari tizerinde
daha diisiik bir etki izlendi; bu suslar icin MIK degeri 5 mg/mL olarak tespit edildi
(Tablo 2).
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Ekstraktin MBK degerlendirmesinde ise en giiclii bakterisidal etki, 2,5 mg/mL
MBK degeriyle A. baumannii susu iizerinde belirlendi. E. faecalis, S. epidermidis ve
E. coli suslar1 lizerinde daha diisiik bakterisidal etki gozlemlenmis olup, bu suslar igin
MBK degeri 5 mg/mL olarak belirlendi. Diger standart suslar iizerinde gézlemlenen

bakterisidal etki, 10 mg/mL diizeyindeki MBK degeri ile belirlenmistir (Tablo 3).

MIK ve MBK degerleri, iki standart susta birbirine esit bulundu: E. faecalis
icin MiK ve MBK 5 mg/mL, A. baumannii i¢in ise 2,5 mg/mL olarak belirlendi.

Tablo 2: Cotinus coggyria scop. ekstraktinin s1vi mikrodiliisyon sonuglari-MIK

Konsantrasyonlar

Bakteriler 20mg/ml | 10mg/ml | 5mg/ml | 2,5mg/ml | 1,25mg/ml | 0,62mg/ml | 0,31mg/ml 0,15mg/ml

0,07mg/ml

S.aureus (MRSA) MIK
ATCC 43300

S.aureus (MSSA) MIK
ATCC 29213

E.faecalis MIK
ATCC 29212

S.epidermidis MIK
ATCC 12228

E.coli MIK
ATCC 25922

K.pneumonia MIK
ATCC700603

P.aeruginosa MiK
ATCC 27853

A.baumannii MIK
ATCC179978

E. cloacae MIK
ATCC 23355

S.marcescens MIK
ATCC 8100
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Tablo 3: Cotinus coggyria scop. ekstraktinin sivi mikrodiliisyon sonug¢lari-MBK

Konsantrasyonlar

Bakteriler

20mg/ml

10mg/ml

5mg/ml

2,5mg/ml

1,25mg/ml

0,62mg/ml

0,31mg/ml

0,15mg/ml

0,07mg/ml

S.aureus (MRSA)
ATCC 43300

MBK

S.aureus (MSSA)
ATCC 29213

MBK

E.faecalis
ATCC 29212

MBK

S.epidermidis
ATCC 12228

MBK

E.coli
ATCC 25922

MBK

K.pneumonia
ATCC700603

MBK

P.aeruginosa
ATCC 27853

MBK

A.baumannii
ATCC179978

MBK

E. cloacae
ATCC 23355

MBK

S.marcescens
ATCC 8100

MBK

4.1.2 Rhus coriaria L. Etil Asetat Ekstrakti: Mikrodiliisyon Bulgular:

Calismada, Rhus coriaria L. ekstrakti en giiglii antibakteriyel etkinligi

0,62 mg/mL MIK degeriyle S. aureus (MRSA) ve S. epidermidis standart suslari

lizerinde gosterdi. En zayif antibakteriyel etki ise 5 mg/mL MIK degeriyle E. faecalis

susu lizerinde gozlemlendi. S. aureus (MSSA), E. coli, P. aeruginosa ve A. baumannii

suslarma kars1 1,25 mg/mL MIK degeriyle etkili olurken; K. pneumoniae, E. cloacae
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ve S. marcescens suslari iizerinde 2,5 mg/mL MIK degeriyle antibakteriyel etki
gosterdi (Tablo 4).

Ekstraktin MBK degerlendirmesinde en giiclii bakterisidal etki, 1,25 mg/mL
MBK degeriyle S. epidermidis ve A. baumannii suslar1 tizerinde izlendi. En diisiik
bakterisidal etki ise E. faecalis, E. cloacae ve S. marcescens suslari iizerinde 5 mg/mL
MBK degeriyle tespit edildi. Diger suslar iizerinde ise MBK degeri 2,5 mg/mL olarak
belirlendi (Tablo 5).

Ug farkli standart susta MIK ve MBK degerlerinin birbirine esit oldugu
gozlendi. Bu degerler E. faecalis i¢in 5 mg/mL, K. pneumoniae i¢in 2,5 mg/mL ve A.

baumannii igin 1,25 mg/mL olarak saptandi.

Tablo 4: Rhus coriaria L. ekstraktinin s1vi mikrodiliisyon sonuclari-MiK

Konsantrasyonlar

Bakteriler 20mg/ml | 10mg/ml | 5mg/ml 2,5mg/ml | 1,25mg/ml | 0,62mg/ml | 0,31lmg/ml | 0,15mg/ml

0,07mg/ml

S.aureus (MRSA) MIK
ATCC 43300

S.aureus (MSSA) MIK
ATCC 29213

E.faecalis MIK
ATCC 29212

S.epidermidis MIK
ATCC 12228

E.coli MiK
ATCC 25922

K.pneumonia MIK
ATCC700603

P.aeruginosa MIK
ATCC 27853

A.baumannii MIK
ATCC179978

E. cloacae MIK
ATCC 23355

S.marcescens MIK
ATCC 8100
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Tablo 5: Rhus coriaria L. ekstraktinin s1vi mikrodiliisyon sonuglari-MBK

Konsantrasyonlar

Bakteriler 20mg/ml 10mg/ml 5mg/ml 2,5mg/ml | 1,25mg/ml | 0,62mg/ml 0,31mg/ml 0,15mg/ml 0,07mg/ml

S.aureus (MRSA) MBK
ATCC 43300

S.aureus (MSSA) MBK
ATCC 29213

E.faecalis MBK
ATCC 29212

S.epidermidis MBK
ATCC 12228

E.coli MBK
ATCC 25922

K.pneumonia MBK
ATCC700603

P.aeruginosa MBK
ATCC 27853

A.baumannii MBK
ATCC179978

E. cloacae MBK
ATCC 23355

S.marcescens MBK
ATCC 8100

4.2 Antibiyofilm Etkinlik Degerlendirilmesi

Ekstraktlarin biyofilm inhibisyon potansiyeli, belirlenen MIK, 1/2MIK,
1/4MIK ve 1/8MIK konsantrasyonlar1 kullanilarak degerlendirildi (Sekil 9). Ayrica,
biyofilm eradikasyon etkinligi, hazirlanan MIK, 2MIK ve 4MIK konsantrasyonlari ile
incelendi (Sekil 10).

Antibiyofilm potansiyelinin degerlendirilmesinde, 6n test sonuglarmna gore
belirgin biyofilm formasyonu sergileyen alti bakteriyel referans sus kullanildi: S.
aureus (MRSA) ATCC 43300, S. aureus (MSSA) ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. marcescens
ATCC 8100 .
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Sekil 9: Rhus coriaria L. ve Cotinus coggygria Scop. bitkisel ekstraktlarinin

antibiyofilm etkinlik ¢alismasi (Inhibisyon)

Sekil: 10 Rhus coriaria L. ve Cotinus coggygria Scop. bitkisel ekstraktlarinin

antibiyofilm etkinlik ¢aligmasi (eradikasyon)
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4.2.1 Cotinus coggygria Scop. Ekstraktimn Biyofilm Inhibisyonu ve

Eradikasyonuna Yonelik Deneysel Bulgular

Calismada Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin biyofilm inhibisyon etkisi, alt1
farkli bakteri susunda MIK, 1/2MiK, 1/4MIK ve 1/8MIK konsantrasyonlarinda

degerlendirildi. Her sus i¢in pozitif kontrol ile karsilagtirmali olarak optik dansite (OD)

degerleri 6l¢iildii ve inhibisyon oranlari hesaplandi (Tablo 6).

Tablo 6: Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin biyofilm Inhibisyon calismasina

ait optik dansiteler(OD) ve inhibisyon yiizdeleri

oD oD oD oD oD
MiK 1/2xMiK 1/4xMIK 1/8xMiK Poz.Kont.
inh.% inh.% inh.% Inh.%

MRSA 0,347 0,381 0,417 0,538 0,568
(%38,97) (%32,92) (%26,59) (%5,28)

MSSA 0,237 0,252 0,361 0,372 0,411
(%42,34) (%38,44) (%12,16) (%9,48)

E. faecalis 0,285 0,312 0,328 0,471 0,541
(%47,39) (%42,51) (%39,56) (%12,94)

S. epidermidis 0,632 0,647 0,654 0,658 0,712
(%11,21) (%9,13) (%8,14) (%7,58)

P.aeruginosa 0,973 1,204 0,991 0,996 1,002
(%2,89) (%0.00) (%1,10) (%0,60)

S.marcescens 0,490 0,494 0,549 0,561 0,574
(%14,64) (%13,93) (%4,36) (%2,27)
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S. aureus (MRSA) susunda sirasiyla %38,97, %32,92, %26,59 ve %5,28
oranlarinda inhibisyon gdzlemlendi. Ozellikle 1/8 MIK konsantrasyonunda inhibisyon

oraninda belirgin bir azalma kaydedildi.

S. aureus (MSSA) susunda inhibisyon oranlar1 %42,34, %38.,44, %12,16 ve
%09,48 olarak belirlendi. 1/4 MIK konsantrasyonundan itibaren inhibisyon etkisinde

diisiis gézlendi.

E. faecalis susunda %47,39, %42,51, %39,56 ve %12,94 oranlarinda
inhibisyon tespit edildi. Bu susta, ¢calismada elde edilen en yiiksek inhibisyon oranlari

kaydedildi. 1/8 MIK diizeyinde inhibisyon etkisi belirgin olarak azaldi.

S. epidermidis susunda inhibisyon oranlar1 %11,21, %9,13, %8,14 ve %7,58
olarak hesaplandi. Bu degerler, diger Gram pozitif suslara kiyasla daha diistik bulundu.

P. aeruginosa susunda biyofilm inhibisyon oranlar1 sirasiyla %2,89, %0,00,
%1,10 ve %0,60 olarak belirlendi. Bu degerler, ¢alismada gézlemlenen en diisiik
inhibisyon oranlaridir. Ozellikle 1/2MIK konsantrasyonunda inhibisyon etkisi tespit

edilmedi.

S. marcescens susunda sirastyla %14,64, %13,93, %4,36 ve %2,27 oranlarinda
inhibisyon gézlemlendi (Sekil 11).

Bu bulgular, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin 6zellikle E. faecalis, MSSA
ve MRSA suslarinda daha yiiksek antibiyofilm etkiler gosterdigini; S. epidermidis, P.
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aeruginosa ve S. marcescens suslarinda ise etkinligin smirli kaldigini ortaya

koymaktadir.

EMiK ®1/2MiK = 1/4MiK 1/8MiK ® POZ.KONT
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Sekil 11: Cotinus coggygria Scop. bitkisel ekstraktinin biyofilm inhibisyon sonuglari

Calismada Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin biyofilm eradikasyon etkisi,
alt: farkli bakteri susunda MIK, 2MIK ve 4MIiK konsantrasyonlarinda degerlendirildi.
Her sus icin pozitif kontrol ile karsilastirmali olarak optik dansite (OD) degerleri

olciildii ve eradikasyon oranlart hesaplandi (Tablo 7).
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Tablo 7: Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin biyofilm eradikasyon

calismasina ait optik dansiteler(OD) ve eradikasyon yiizdeleri

oD oD oD OD Poz.Kont.
MiK 2xMiK 4xMIiK
Erd.% Erd..% Erd.%

MRSA 0,309 0,288 0,195 0,570
(%45,79) (%49,47) (%65,79)

MSSA 0,641 0,594 0,402 0,683
(%6,15) (%13,03) (%41,15)

E. faecalis 0,604 0,582 0,412 1,213
(%50,20) (%52,03) (%66,04)

S. epidermidis 0,297 0,302 0,274 0,584
(%49,15) (%48,29) (%53,08)

P.aeruginosa 0,523 0,518 (%2,26) | 0,089 0,530
(%1,32) (%83,21)

S.marcescens 0,354 0,331 0,279 0,569
(%37,78) (%41,80) (%50,97)

Cotinus coggygria Scop. ekstrakti farkli konsantrasyonlarda uygulandiginda
alt1 farkli bakteri susunda biyofilm eradikasyonuna yonelik degisken diizeylerde etki

gostermistir.

S. aureus (MRSA) susunda eradikasyon oranlar1 MIK, 2MIK ve 4MIiK
konsantrasyonlarinda sirasiyla %45,79, %49,47 ve %65,79 olarak belirlendi. En
yiiksek eradikasyon 4MIK konsantrasyonunda gozlendi.

S. aureus (MSSA) susunda eradikasyon oranlar1 %6,15, %13,03 ve %41,15
olup, etkinlik 6zellikle 4MIK diizeyinde artis gdstermistir.

E. faecalis susunda biyofilm eradikasyon oranlar1 sirasiyla %50,20, %52,03 ve

%66,04 olarak saptandi. Bu degerler, calismada test edilen bakteriyel suslar arasinda
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ekstraktin eradikasyon etkisine en yiiksek duyarlilik gosteren tiirlerden biri oldugunu
ortaya koymaktadir. En belirgin eradikasyon etkisi, 4MIK konsantrasyonunda

gbzlenmis olup, bu diizeyde eradikasyon oran1 %66,04’e ulasmustir.

S. epidermidis susunda eradikasyon oranlari sirasiyla %49,15, %48,29 ve

%353,08 olup, MSSA harig, diger Gram pozitif suslara benzer diizeydedir.

P. aeruginosa susunda eradikasyon oranlar1 %1,32, %2,26 ve %83,21 olarak
belirlendi. Bu susta yalnizca 4MIK konsantrasyonunda belirgin eradikasyon etkisi

izlendi.

S. marcescens susunda eradikasyon oranlari %37,78, %41,80 ve %50,97 olup,
Etkinlik konsantrasyonla birlikte artis tespit edildi (Sekil 12).

Genel olarak, Cotinus coggygria Scop. ekstrakti S. aureus (MRSA), E. faecalis,
S. epidermidis ve S. marcescens suslarinda daha yiiksek eradikasyon etkisi gosterdi. S.
aureus (MSSA) ve P. aeruginosa suslarinda ise yalnizca yiiksek konsantrasyonda
anlaml etki gozlendi. Bu bulgular, ekstraktin biyofilm eradikasyon potansiyelinin sus

ve doz bagimli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 12: Cotinus coggygria Scop. bitkisel ekstraktinin biyofilm eradikasyon sonuglari
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422 Rhus coriaria L. Ekstraktinn Biyofilm Inhibisyonu ve

Eradikasyonuna Yonelik Deneysel Bulgular

Calismada Rhus coriaria L. ekstraktinin biyofilm inhibisyon etkisi, alt1 farklt
bakteri susunda MIK, 1/2MIK, 1/4MIK ve 1/8MIK  konsantrasyonlarinda
degerlendirildi. Her sus i¢in pozitif kontrol ile karsilastirmali olarak optik dansite (OD)
degerleri 6l¢iildii ve inhibisyon oranlari hesapland: (Tablo 8).
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Tablo 8: Rhus coriaria L. ekstraktinin biyofilm Inhibisyon calismasina ait optik

dansiteler(OD) ve inhibisyon yiizdeleri

oD oD oD oD oD
MiK 12xMiK 1/4xMiK 1/8xMIiK Poz.Kont.
inh.% inh.% inh.% inh.%

MRSA 0,387 0,482 0,528 0,540 0,568
(%31,10) (%15,14) (%7,04) (%4,93)

MSSA 0,218 0,221 0,232 0,236 0,411
(%46,96) (%46,23) (%43,55) (%42,59)

E. faecalis 0,461 0,489 0,504 0,498 0,541
(%14,78) (%9,60) (%6,83) (%7,95)

S. epidermidis 0,488 0,589 0,615 0,714 0,712
(%31,46) (%17,28) (%13,61) (%0,00)

P.aeruginosa 0,724 0,957 0,985 1,004 1,002
(%27,74) (%4,49) (%1,70) (%0,00)

S.marcescens 0,371 0,506 0,521 0,564 0,574
(%35,34) (%11,85) (%9,24) (%1,74)

S. aureus (MRSA) susunda inhibisyon oranlar1 MIK, 1/2MIK, 1/4MIK ve
1/8MIK konsantrasyonlarinda sirasiyla %31,10, %15,14, %7,04 ve %4,93 olarak

belirlendi. MiK konsantrasyonunda belirgin olan inhibisyon orani, konsantrasyon

azalmasina paralel olarak azaldi.

S. aureus (MSSA) susunda inhibisyon oranlar1 %46,96, %46,23, %43,55 ve

%42,59 olup, tiim konsantrasyonlarda orta diizeyde etki gézlendi.

E. faecalis susunda inhibisyon oranlar1 %14,78, %9,60, %6,83 ve %7,95 olarak
hesaplandi. MIK, 1/2MIK ve 1/8MIK konsantrasyonlarinda etkinlik diger Gram

pozitif bakterilere gore daha zayif olarak izlendi.
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S. epidermidis susunda inhibisyon oranlar1 %31,46, %17,28, %13,61 ve %0,00
olup, etkinlik en diigiik konsantrasyonda tesbit edilmedi.

P. aeruginosa susunda inhibisyon oranlar1 %27,74, %4,49, %1,70 ve %0,00
olarak belirlendi. MIK konsantrasyonu disinda etkinligin oldukc¢a azaldigi ve S.
Epidermidis’de oldugu gibi 1/8 MIK konsantrasyonunda biyofilm inhibisyon

aktivitesi gostermedigi belirlendi.

S. marcescens susunda inhibisyon oranlar1 %35,34, %11,85, %9,24 ve %1,74
olup, etkinlik konsantrasyonla birlikte azalmigtir. P. aeruginosa’ ya benzer sekilde

belirgin etki MIK konsantrasyonunda izlendi.

Genel olarak, Rhus coriaria L. ekstraktinin inhibisyon etkisi, S. aureus (MSSA)
susunda orta diizeyde iken; S. aureus (MRSA), S. epidermidis ve S. marcescens
suslarinda daha diistik, E. faecalis ve P. aeruginosa suslarinda ise olduk¢a sinirli
diizeyde gozlemlendi(Sekil 13).
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Sekil 13: Rhus coriaria L.bitkisel ekstraktinin biyofilm inhibisyon sonuglari
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Calismada Rhus coriaria L. ekstraktinin biyofilm eradikasyon etkisi, alt1 farkli
bakteri susunda MIK, 2MiK ve 4MIK konsantrasyonlarinda degerlendirildi. Her sus
i¢cin pozitif kontrol ile karsilagtirmali olarak optik dansite (OD) degerleri 6lgiildii ve

eradikasyon oranlar1 hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9: Rhus coriaria L. ekstraktinin biyofilm eradikasyon ¢aligsmasina ait

optik dansiteler(OD) ve eradikasyon ylizdeleri

oD oD oD OD Poz.Kont.
MiK 2xMIiK 4xMIiK
Erd.% Erd..% Erd.%o

MRSA 0,557 0,541 0,538 0,570
(%2,28) (%5,09) (%5,61)

MSSA 0,637 0,621 0,517 0,683
(%6,73) (%9,07) (%24,31)

E. faecalis 0,919 0,851 0,741 1,213
(%24,24) (%29,84) (%38,93)

S. epidermidis 0,574 0,581 0,568 0,584
(%1,71) (%0,51) (%2,74)

P.aeruginosa 0,535 0,528 0,533 0,530
(%0,00) (%0,38) (%0,00)

S.marcescens 0,555 0,538 0,385 0,569
(%2,46) (%5,45) (%32,34)

Rhus coriaria L. ekstrakti, farkli konsantrasyonlarda uygulandiginda alt1 farkli
bakteri susunda biyofilm eradikasyonuna yonelik sinirli diizeyde etki gosterdi. Genel
olarak, eradikasyon oranlar diisiik kald1 ve ekstraktin biyofilm yapilarinin ortadan

kaldirilmasinda giiglii bir etkinlik sergilemedigi gézlemlendi.

S. aureus (MRSA) susunda eradikasyon oranlar1 MIK, 2MIiK ve 4MIiK
konsantrasyonlarinda sirasiyla %2,28, %5,09 ve %5,61 olarak belirlendi. S. aureus
(MSSA) susunda eradikasyon oranlar1 %6,73, %9,07 ve %24,31 olup, etkinlik
ozellikle 4MIK diizeyinde artis gosterdi.
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E. faecalis susunda biyofilm eradikasyon oranlar1 sirasiyla %24,24, %29,84 ve
%38,93 olarak 6l¢iildii. Bu degerler, calismada degerlendirilen suslar arasinda Rhus
coriaria L. ekstraktina karsi en belirgin eradikasyon yaniti gosteren tiirlerden biri

oldugunu ortaya koymaktadir.

S. epidermidis susunda eradikasyon oranlar1 %1,71, %0,51 ve %2,74 olup, tim
konsantrasyonlarda diisiik diizeyde etki saptandi.

P. aeruginosa susunda eradikasyon oranlar1 %0,00, %0,38 ve %0,00 olarak

Olciildii; ekstraktin bu sus iizerinde eradikasyon etkisi géstermedigi belirlendi.

S. marcescens susunda eradikasyon oranlar1 %2,46, %5,45 ve %32,34 olup,
etkinlik konsantrasyonla birlikte artis gosterdi. (Sekil 14).
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5.TARTISMA

Antibiyotiklere diren¢li patojenik mikroorganizmalarin hizla yayilmasi ve
mevcut antimikrobiyal ajanlarin ¢esitli yan etkileri, yeni ve alternatif tedavi
yontemlerinin  arastirilmasin1  zorunlu  kilmaktadir. Ozellikle bitki  6zlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin aragtirilmasi, bitkilerin dogal bilesenlerinin belirli
diizeyde antimikrobiyal etki gosterdiginin ortaya konmasiyla, alternatif tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yonelik kritik bir arastirma alani1 olarak kabul
edilmektedir (75). Yapilan ¢ok sayida bilimsel ¢alisma, tibbi bitkilerin antibiyotik

direncli patojenlere kars1 yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi agisindan énemli

bir kaynak teskil ettigini gostermektedir (76).

Bu ¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin Staphylococcus aureus
(MRSA) susunda MIK ve MBK degerleri sirastyla 5 mg/mL ve 10 mg/mL olarak
belirlendi, bu durum ekstraktin bakteriostatik etkinligini ortaya koymaktadir. Biyofilm
inhibisyon oranlar1 MiK ve alt konsantrasyonlarda %38,97 (Smg/mL) ile %5,28
(0,62mg/mL) arasinda degismis; eradikasyon oranlar1 ise MIK, 2MIK ve 4MIK
konsantrasyonlarinda sirasiyla %45,79 (5mg/mL), %49,47 (10 mg/mL) ve %65,79
(20 mg/mL) olarak bulunmustur. Bu bulgular, ekstraktin biyofilm olusumunu
baskilamada ve mevcut biyofilm yapilarini pargalamada doz bagimli belirgin bir etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. Staphylococcus aureus (MSSA) susunda ise MIK ve
MBK degerleri MRSA ile benzer sekilde 5 mg/mL ve 10 mg/mL olarak gézlemlendi.
Biyofilm inhibisyon oranlart %42,34 (Smg/mL) ile %9,48 (0,62 mg/mL) arasinda
degisirken, belirgin etki MIK ve 1/2MIK konsantrayonlarinda izlendi. Eradikasyon
oranlart %6,15 (5 mg/mL) ile %41,15 (20 mg/mL) arasinda seyretmis, belirgin etki
4MIK konsantrasyonunda izlenmistir. MRSA’ya kiyasla eradikasyon etkisinin daha
diisiik diizeyde kalmasi, MSSA biyofilmlerinin ekstrakta karsi daha direngli
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum, MSSA suslarinin biyofilm matriks
yapisinda ekstrakt penetrasyonunu sinirlayan farkliliklar olabilecegini ve bu suslarin

biyofilm formunda daha direngli bir fenotip sergileyebilecegini gostermektedir.



65

Rhus coriaria L. ekstrakt1 ise Staphylococcus aureus (MRSA) susunda MiK ve
MBK degerleri sirasiyla 0,62 mg/mL ve 2,5 mg/mL olarak belirlendi. Bu sus,
calismada en giiclii antibakteriyel etkinligin gozlendigi bakterilerden biri olmustur.
Biyofilm inhibisyon oram1 MIK diizeyinde %31,10 (0,62mg/mL) iken, 1/8 MIK
seviyesinde %4,93’e (0,07mg/mL) kadar diismiistiir. Eradikasyon oranlar1 ise oldukga
siirli kalmis; 4MIK konsantrasyonunda dahi %35,61 (2,5mg/mL) eradikasyon
saglanabilmistir. Bu durum, MRSA biyofilmlerinin ekstrakta karsi direngli oldugunu
gostermektedir. Staphylococcus aureus (MSSA) susunda ise MiK ve MBK degerleri
1,25 mg/mL ve 2,5 mg/mL olarak belirlendi. Biyofilm inhibisyon oranlar1 orta
diizeyde bulunmus, %46,96 (1,25mg/mL) ile %42,59 (0,15mg/mL) arasinda , bu da
ekstraktin MSSA biyofilm olusumunu baskilamada etkili oldugunu gostermektedir.
Eradikasyon oranlar1 MIK diizeyinde %6,73 (1,25mg/mL) iken, 4MIK
konsantrasyonunda %?24,31’e(Smg/mL) ulasmistir. MSSA biyofilmleri MRSA’ya

kiyasla daha duyarli goriinmektedir.

Rendekova ve ark.(2015) calismasinda Cotinus coggygria Scop. yaprak
metanol ekstrakti, hem referans MRSA ve MSSA hem de klinik S. aureus suslarina
kars1 antibakteriyel etki gostermistir. MIC degerleri 0.156-0.313 mg/mL, bakterisidal
konsantrasyonlar ise 0.313-0.625 mg/mL arasinda bulunmustur. Ayni1 ¢alismada,
biyofilm ortaminda ekstraktin 8 mg/mL’de biyofilm olusumunu inhibe ettigi, 32
mg/mL’de ise tamamen eradike ettigi bildirilmistir(77). Benzer sekilde, Yu ve
ark.(2008) tarafindan yapilan ¢alismada C. coggygria'nin aseton ve etil asetat
ekstraktlariin S. aureus’a karst MIC 25 pg/mL diizeyinde yiliksek antibakteriyel
aktivite gosterdigi belirtilmistir (78). Her iki ¢alisma, ekstraktin S. aureus suslarina
kars1 hem planktonik hem de biyofilm formunda etkili oldugunu ortaya koymakta ve

mevcut bulgularimizi desteklemektedir.

Gezici ve ark. (2019), Rhus coriaria L. meyvesinden elde ettikleri farkli
ekstraktlarla (su, metanol, n-heksan, diklorometan) gerceklestirdikleri ¢alismada, S.

aureus susuna karsi 500 pg/mL diizeyinde MIK bildirerek ekstraktlarin antibakteriyel
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potansiyelini ortaya koymuslardir (79). Baska bir ¢alismada, Ceylan ve ark. (2019),
Rhus coriaria L. bitkisinin yaprak ve meyvelerinden elde ettikleri metanol
ekstraktlarinin  antibakteriyel etkilerini S. aureus, referans sus {izerinde
incelemislerdir. Meyve ekstrakti i¢in 500 pg/mL, yaprak ekstrakti i¢in ise 1000 pg/mL
diizeylerinde MIK degerleri ile antibakteriyel etkinlik gdzlemlenmistir (80). Her iKi
calisma planktonik hiicreler iizerinde gergeklestirilmis olmakla birlikte, bildirilen

bulgular mevcut ¢calismada gozlenen antibakteriyel etkinligi destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ekstrakti Enterococcus faecalis
susunda hem MIK hem MBK degeri 5 mg/mL olarak saptandi, bu da bakterisidal
etkinin inhibitor dozda saglanabildigini gostermektedir. Biyofilm inhibisyon oranlari
%47,39 (5mg/mL) ile %12,94 (0,62mg/mL) arasinda; eradikasyon oranlar1 ise
%50,20 (5mg/mL) ile %66,04 (20mg/mL) arasinda belirlendi. Bu susta hem
inhibisyon hem eradikasyon agisindan en yiiksek etkinlik gozlemlenmistir. Rhus
coriaria L. ekstrakti, C. coggygria ile benzer sekilde, Enterococcus faecalis susunda
hem MIK hem de MBK agisindan 5 mg/mL degerinde etki gdstermistir. Bu sonug, C.
coggygria ekstraktinin da E. faecalis i¢in bakterisidal oldugunu disiindiirmektedir.
Biyofilm inhibisyon oranlart %14,78 (5mg/mL) ile %6,83 (0.62mg/mL) arasinda
diisiik diizeyde kalmis, ancak eradikasyon oranlar1t MIK ve iizeri konsantrasyonlarda
%24,24 (Smg/mL) ile %38,93 (20mg/mL) arasinda anlamli sekilde artmistir. Bu
bulgular, ekstraktin biyofilm olusumunu Onlemeden ziyade, mevcut biyofilmleri

parcalama kapasitesinin daha yliksek oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismada, Cotinus coggygria Scop. ekstrakti Staphylococcus epidermidis
susunda MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL olarak belirlendi.
Biyofilm inhibisyon oranlart %11,21(2,5mg/mL) ile %7,58 (0,31mg/mL) arasinda
diisiik diizeyde kalirken, eradikasyon oranlar1 %49,15 (2,5mg/mL) ile %53,08
(10mg/mL) arasinda daha gii¢lii seviyede bulundu. Bu sonuglar, ekstraktin biyofilm
olusumunu engellemede sinirli, ancak mevcut biyofilmi pargalamada daha etkili

oldugunu gostermektedir. Rhus coriaria L. ekstrakti ile yapilan g¢alismada ise
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Staphylococcus epidermidis susunda MIK ve MBK degetleri sirastyla 0,62 mg/mL ve
1,25 mg/mL olarak belirlendi. Biyofilm inhibisyonu MIK diizeyinde %31,46 (0,62
mg/mL) iken, 1/8 MIK konsantrasyonunda %0,00 (0,07 mg/mL) olarak saptandi.
Eradikasyon oranlari ise tiim konsantrasyonlarda %2,74’i ge¢medi. Bu sonuglar,
ekstraktin planktonik S. epidermidis hiicrelerine kars1 yiiksek antibakteriyel etkinlik
gosterdigini; buna karsin, biyofilm inhibisyonu ve eradikasyonu agisindan etkisinin

zayif kaldigini1 gostermektedir.

Marceti¢ ve ark. (2013), Cotinus coggygri Scop. yaprak ve dallarini igeren geng
siirglinlerinden elde edilen asetone, kloroform, etil asetat ve su ekstrakti ile
antimikrobiyal etkilerini degerlendirmistir. Caligmada, etil asetat ekstraktinin E.
faecalis ve S. epidermidis suslarina sirasiyla 200 pg/mL ve 50 pg/mL MiK degerleriy
etkili oldugunu bildirmistir. (81). Benzer bir ¢alismada, Tung ve ark. (2013), C.
coggygria yapraklarindan elde edilen petrol eteri, kloroform, aseton, metanol, etanol
ve distile su ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerini degerlendirmistir. E. faecalis ve S.
epidermidis suslari tizerinde yapilan testlerde, Ozellikle metanol ve distile su
ekstraktlarmin her iki bakteriye karsi yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi; distile
su ekstraktinin E. faecalis lizerinde en giiglii etkiyi olusturdugu rapor edilmistir (82).
Her iki caligmada da Cotinus coggygria Scop. ekstraktlarinin ¢alismamizla uyumlu
sekilde E. faecalis ve S. epidermidis suslar1 iizerinde antibakteriyel etkinlik gosterdigi
bildirilmis. Dastjerdi ve ark.(2014) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada ise Rhus coriaria
L. meyve kabuklarindan elde edilen su ekstraktinin antibakteriyel ve antibiyofilm
etkileri, yaygin oral patojenler olan Streptococcus mutans, S. sanguinis, S. sobrinus,
S. salivarius ve E. faecalis suslari iizerinde degerlendirilmistir. Ekstraktin
konsantrasyonuna bagli olarak tiim suslarda anlamli diizeyde antibakteriyel ve
antibiyofilm aktivite gézlemlenmis; en yiiksek duyarlilik S. sobrinus susunda tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada, E. faecalis susu i¢in MiK ve MBK degerleri sirasiyla 0,781
mg/mL ve 25 mg/mL olarak belirlenmistir. Biyofilm olusumu {izerindeki inhibisyon
etkisi ise farkli ekstrakt konsantrasyonlarinda E. faecalis susu i¢in sirasiyla %76,4
(MIK), %74,5 (1/2MIK), %54.,9 (1/4 MIK) ve %40,6 (1/8MIK) olarak bildirilmistir
(83). Mevcut ¢alismamizda ise E. faecalis susu i¢in MIK ve MBK degerleri esit (5
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mg/mL) olarak belirlenmis ve bu nedenle ekstraktin bakterisidal etki gosterdigi
degerlendirilmistir. Ayrica, biyofilm inhibisyon oranlar1 Dastjerdi ve ark.’nin
caligmasma kiyasla daha disik diizeyde saptanmistir. Bu farklilik, ekstraktin
hazirlanma yontemi (su ekstrakti, etil asetat ekstrakti vs.), hedef susun fenotipik
Ozellikleri, test edilen konsantrasyon araliklari ve uygulanan metodoloji gibi
faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. Dolayisiyla, ekstrakt tipi ve deneysel kosullarin
antibakteriyel ve antibiyofilm etkinlik iizerinde belirleyici oldugu gbz Oniinde

bulundurulmalidir.

Bu ¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin Escherichia coli susu
iizerindeki antimikrobiyal etkisi degerlendirilmis; MIK ve MBK degerleri sirasiyla
2,5 mg/mL ve 5 mg/mL olarak saptanmistir. Antibakteriyel etkinlik agisindan
duyarliligin yiiksek oldugu goriilmektedir. Gram negatif bakterilerde hiicre duvarinin
yapis1 nedeniyle bitkisel ajanlarin etkinligi sinirli olabilmektedir . Ancak diisiik MIK
degeri, ekstraktin E. coli {izerinde etkili bir inhibitoér potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Rhus coriaria L. ekstrakt1 icin ise E. coli susunda belirlenen MIK ve
MBK degerleri sirastyla 1,25 mg/mL ve 2,5 mg/mL’dir. MBK degerinin MIK’in iki
kat1 olmasi, ekstraktin bakteriyel cogalmay1 baskilayarak oncelikle bakteriostatik bir

etki mekanizmasiyla ¢alistigin1 gostermektedir.

Calismada, Cotinus coggygria Scop. ekstrakti ile Klebsiella pneumoniae
susuna yonelik gergeklestirilen antimikrobiyal etkinlik analizinde, MIK ve MBK
degerleri sirastyla 5 mg/mL ve 10 mg/mL olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar,
ekstraktin bu firsat¢1 patojen lizerinde orta diizeyde bir etkinlik sergiledigini ve
fitokimyasal bilesenlerin Gram-negatif bakterilere karsi potansiyel kullanimin
destekledigini gostermektedir. Rhus coriaria L. ekstrakti ise Klebsiella pneumoniae
susunda hem MIK hem de MBK degerlerinin 2,5 mg/mL olarak belirlenmis olmas,
ekstraktin yalnizca bakteriyel biiylimeyi inhibe etmekle kalmayip ayni zamanda

bakterisidal etki de gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu durum, ekstraktin igerdigi
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aktif bilesenlerin hiicre o6liimiine yol agacak diizeyde etkili oldugunu ve bakteriyel

direng mekanizmalarini asabildigini diisiindiirmektedir.

Goncagiil ve ark.(2020) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Cotinus coggygria
Scop. yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin S. aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922 ile yogun bakim iinitesinde yatan hastalardan izole edilen klinik K.
pneumoniae ve A. baumannii suslarina karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi
bildirilmistir (84) . Baska bir ¢alismada, Matic ve ark.( 2011) tarafindan Cotinus
coggygria Scop. bitkisinin metanolik kok ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi, S.
aureus, E. coli ve K. pneumoniae dahil olmak iizere toplam alt1 farkli mikroorganizma
tizerinde degerlendirilmistir. Ekstraktin en yliksek konsantrasyonu olan 500 pg/mL,
tiim test bakterilerinde degisen caplarda inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Ozellikle E.
coli, ekstreye karst en duyarli mikroorganizmalar arasinda yer almistir (85). Bu
literatiir verileri, ¢alismamizla uyumlu sekilde ekstraktin E. coli ve K. pneumoniae
suglarina kars1 antibakteriyel etkinlik gosterdigini; ayrica E. coli’nin ekstrakta karsi
daha yiiksek duyarlilik sergiledigini ortaya koymaktadir. Ceylan ve ark.(2019), Rhus
coriaria L. bitkisinin yaprak ve meyvelerinden elde ettikleri metanol ekstraktlarinin
antibakteriyel etkilerini S. epidermidis ve E. coli referans suslari iizerinde
incelemislerdir. Yapilan ¢alismada, meyve ekstrakti i¢cin 500 pg/mL, yaprak ekstrakti
icin ise 500-1000 pg/mL diizeylerinde MIK degerleri ile antibakteriyel etkinlik
gozlemlenmistir (80). Bu bulgular, mevcut ¢alismamizda E. coli susuna kars1 gézlenen
antibakteriyel etkinlikle genel egilim agisindan oOrtiismekte olup, ekstraktin Gram-
negatif bakterilere karsi inhibitor potansiyelini destekler niteliktedir. Yine Nasar-
Abbas ve ark.(2004) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Rhus coriaria L .
meyvesinden elde edilen su ekstraktinin antibakteriyel etkileri degerlendirilmistir.
Calismada Gram pozitif tiirler olarak Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, B.
thuringiensis, Listeria monocytogenes ve S. aureus; Gram negatif tiirler olarak ise
Citrobacter freundii, Hafnia alvei, E. coli Tip I, E. coli O157:H7, Proteus vulgaris ve
Salmonella enteritidis suslar1 kullanilmistir. Su ekstrakti tiim tiirlere kars1 farkli
oranlarda antibakteriyel etkinlik gostermistir. Genel olarak, Gram negatif

bakterilerin—P. vulgaris ve C. freundii haric—Gram pozitif tiirlere kiyasla daha
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direngli oldugu bildirilmistir (86). Bu ¢alisma, E. coli ve S. aureus suslarina karsi

gbzlenen antibakteriyel etkinlik agisindan mevcut ¢alismamizla ortiismektedir.

Bu ¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa
susunda MIK ve MBK degetleri sirasiyla 5 mg/mL ve 10 mg/mL olarak tebit edildi.
Ancak biyofilm inhibisyon oranlart oldukga diisiik diizeyde kalmis; %2,89 (5 mg/mL)
ile %0,60 (0,62 mg/mL) arasinda degismistir. Eradikasyon oranlar1 ise yalnizca 4MIK
konsantrasyonunda (%83,21; 20 mg/mL) anlamli diizeye ulasti. Bu bulgular, P.
aeruginosa susunun biyofilm formunda yiiksek direng gosterdigini ve yalnizca yiiksek
dozlarda etkili eradikasyon saglanabildigini ortaya koymaktadir. P. aeruginosa'nin
biyofilm yapisi, yogun ekstraseliiler polimerik madde (EPS) iiretimi, quorum sensing
mekanizmalar1 ve antibiyotik penetrasyonunu sinirlayan fiziksel bariyerler nedeniyle
olduk¢a direnglidir. Bu nedenle, diisiik ve orta diizey konsantrasyonlarda biyofilm
inhibisyonunun sinirli kalmasi beklenen bir durumdur. Calismamizda elde edilen
sonugclar, bu susun biyofilm formuna kars1 etkili bir eradikasyon icin yiliksek dozda
ekstrakt uygulanmasi gerektigini gostermektedir. Rhus coriaria L. ekstraktinin ise
Pseudomonas aeruginosa susunda MIK ve MBK degerleri sirasiyla 1,25 mg/mL ve
2,5 mg/mL olarak belirlendi. Biyofilm inhibisyonu yalnizca MiK diizeyinde anlaml
bulundu (%27,74- 1,25 mg/mL), daha diisiik konsantrasyonlarda etkisizlik
gozlemlendi. Eradikasyon oranlari tiim konsantrasyonlarda %0,38’in altinda kaldi. Bu

sus, biyofilm direnci agisindan en diisiik eradikasyon yanitin1 vermistir.

Polat ve ark. (2023) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Cotinus coggygria
Scop. meyve ekstraktlarinin P. aeruginosa iizerindeki antibiyofilm etkisinin kullanilan
ekstraksiyon solventine bagli olarak anlamli diizeyde degisiklik gosterdigi
bildirilmistir. Asetonla elde edilen ekstraktlarda antibiyofilm aktivitesi saptanmazken,
metanol ekstraktinda %16,68 oraninda biyofilm inhibisyonu gézlemlenmistir (87). Bu
bulgu, mevcut calismamizdaki sonuglarla uyumluluk gostermektedir.Marceti¢ ve ark.
(2013), C. coggygria’nin yaprak ve dallarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan

ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerini degerlendirmis; etil asetat ekstraktinin P.
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aeruginosa’ya karst 200 pg/mL MIK degeriyle anlamli antimikrobiyal aktivite
gosterdigini bildirmistir (81). Bu literatiir bulgulari, tarafimizca yiiriitiilen ¢alismayla
da uyumlu olup, C. coggygria ekstraktlarinin P. aeruginosa iizerinde ¢ok giiglii
olmayan bir antibakteriyel etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Akrayi ve ark. (2015),
R. coriaria’nin su ekstrakti ile yaptiklari antibakteriyel calismada E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae ve P. mirabilis suslarini kullanmislardir. R. coriaria su
ekstrakti, test edilen bakterilere karsi inhibitér ajan rolii oynayan yiiksek diizeyde
aktivite gostermistir. MIC degerleri E. coli i¢in %4, P. aeruginosa i¢in %2 ve hem K.
pneumoniae hem de P. mirabilis i¢in %0.025 olarak bildirilmistir. Bu bulgular, R.
coriaria’nin Gram-negatif bakterilere karsi etkili bir antimikrobiyal potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir (88). Mevcut calismamizda ise K. pneumoniae (2,5mg/mL)
susunun E. coli'ye (1,25mg/mL) kiyasla daha direngli bir profil sergiledigi
gozlemlenmistir. Bu farklilik, kullanilan ekstraktin hazirlanma yontemi, suslarin
klinik kokenleri, test kosullar1 veya bakteriyel diren¢ mekanizmalarindaki
varyasyonlarla iligkili olabilir. Dolayisiyla, R. coriaria’nin antimikrobiyal etkinliginin
sus spesifikligi ve ekstrakt bilesen profili agisindan daha ayrintili analizlerle

desteklenmesi gerekmektedir.

Calismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin A. baumannii susunda MiK
ve MBK degerlerinin esit (2,5 mg/mL) oldugu; benzer sekilde, Rhus coriaria L.
ekstraktinda da bu degerlerin esit (1,25 mg/mL) saptandig1 belirlenmistir. Her iki
ekstraktin kendi igindeki MIK ve MBK esitligi, dogrudan bakterisidal etki
gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Bu durum, ekstraktlarin icerdigi aktif bilesenlerin
hiicre membran biitiinliiglinii bozarak veya temel metabolik siirecleri hedef alarak

dogrudan bakterisidal etki olusturdugunu diisiindiirmektedir.

Goncagiil ve ark. (2020) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Cotinus coggygria
Scop. yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin antibakteriyel potansiyeli
degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, 5-20 pL ekstrakt emdirilmis disklerle yapilan

uygulamalarda A. baumannii susuna kars1 degisen oranlarda inhibisyon zon caplari
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bildirilmistir. S6z konusu zon ¢aplari, ekstraktin bu sus lizerinde ,calismamiza benzer
sekilde, antibakteriyel aktivite gosterdigini ortaya koymakla birlikte, bakterisidal
etkinlik hakkinda dogrudan bir yorum igermemektedir (84) . Al-Hayanni ve ark.
(2022), Rhus coriaria L. meyvelerinden elde edilen su ve alkol ekstraktlarin, ¢oklu
antibiyotik direncine sahip klinik izolatlar iizerindeki antibakteriyel ve antibiyofilm
etkilerini degerlendirmistir. Calismada incelenen bakteriyel suglar arasinda S. aureus,
E. faecalis, A. baumannii ve P. aeruginosa yer almakta olup, bu izolatlar gesitli klinik
orneklerden elde edilmistir. Bulgular, her iki ekstrakt tiiriinlin de tiim test suslarina
karsi anlamli diizeyde antibakteriyel ve antibiyofilm aktivite gosterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle alkol ekstraktin, sulu ekstrakta kiyasla daha yiiksek inhibisyon
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Bu veriler, Rhus coriaria L. meyve
ekstraktlarinin, antibiyotiklere direncli patojenlerin kontroliinde dogal ve etkili bir
alternatif olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (89). Mevcut ¢alismamizda,
antibakteriyel etkinlik gozlemlenmis olmakla birlikte, P. aeruginosa susuna yonelik
biyofilm inhibisyon yiizdesi olduk¢a diisilk bulunmus; eradikasyon etkisi ise
saptanmamistir. Bu durum, ekstraktin biyofilm matriksine penetrasyon kapasitesi,
susun fenotipik Ozellikleri veya ekstraktin bilesen profiline bagli farkliliklarla

agiklanabilir.

Bu ¢alismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin Enterobacter cloacae
susuna yonelik yapilan antimikrobiyal degerlendirmede, ekstraktin MiK ve MBK
degerleri sirasiyla 5 mg/mL ve 10 mg/mL olarak saptandi. Bu bulgu, ekstraktin s6z
konusu sus lizerinde bakteriyostatik etkiyle baslayan ve bakterisidal diizeye ulasan bir
aktivite profili sergiledigini diisiindiirmektedir. Elde edilen veriler, C. coggygria
kaynakli fitokimyasal bilesenlerin firsatgi patojenler {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre sunmaktadir. Rhus coriaria L. eksraktinda
ise Enterobacter cloacae susu icin belirlenen MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2,5
mg/mL ve 5 mg/mL olup, bu sonuglar s6z konusu susun test edilen diger bakteriler
arasinda Serratia marcescens ile birlikte en yiiksek direng diizeyine sahip oldugunu

gostermektedir.
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Stojkovi¢ ve ark. (2025) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Cotinus coggygria
Scop. kabuk, yaprak ve ¢igek kisimlarindan elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin
Enterobacter cloacae susuna karsi 0,25-8 mg/mL araliginda MiK ve 4— >8 mg/mL
araliginda MBK degerleriyle antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (90). Bu
literatiir bulgulari, ¢calismamizi desteklemektedir. Lauk ve arkadaslari (1998), Rhus
coriaria L. bitkisinin yapraklarindan elde edilen metanol ekstraktlarinin antibakteriyel
etkinligini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, E. cloacae icin MIK degerini 0,312
mg/mL, MBK degerini ise 0,625 mg/mL olarak bildirmislerdir. Bu bulgular, bitkinin
yaprak ekstraktlarinin bakteriyel biiyiimeyi baskilayici ve oldiiriicii potansiyelini
ortaya koymakta olup, Ozellikle fenolik bilesiklerin  yogunlugu ile
iliskilendirilmektedir (91). Mevcut ¢alismamizda, E. cloacae Rhus coriaria L.
ekstraktina en yiiksek diren¢ gosteren bakterilerden biri olarak belirlenmistir. Bu
durum, ekstraktin etkinliginin tiir bazinda degiskenlik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

Calismada, Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin Serratia marcescens susunda
MIK degeri 2,5 mg/mL, MBK degeri ise 10 mg/mL olarak belirlendi. Biyofilm
inhibisyon oranlar1 %14,64 (2,5mg/mL) ile %2,27 (0,31mg/mL) arasinda; eradikasyon
oranlar1 ise %37,78 (2,5mg/mL) ile %50,97 (10mg/mL) arasinda izlendi. Etkinligin
uygulanan konsantrasyonla birlikte artis gOstermesi, ekstraktin doz bagimli bir
antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle eradikasyon
oranlarinin inhibisyona kiyasla daha yiiksek olmasi, ekstraktin mevcut biyofilm
yapilari iizerinde daha belirgin bir etki gosterdigini diisiindiirmektedir. Rhus coriaria
L. ekstraktinin ise Serratia marcescens susunda MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2,5
mg/mL ve 5 mg/mL olarak belirlendi. Bu bulgular, ¢alismada Rhus coriaria L.
ekstraktina en diisiik duyarlilik gosteren suslardan biri oldugunu ortaya koymaktadir.
Biyofilm inhibisyon oranlar1 %35,34 (2,5mg/mL) ile %1,74 (0,31mg/mL) arasinda
degisirken, eradikasyon oranlart %2,46 (2,5mg/mL), %5,45 (5mg/mL) ve
%32,34(10mg/mL) oranlarinda goézlemlendi. Biyofilm inhibisyonu diisiik
konsantrasyonlarda siirli kalirken, eradikasyon yalnizca yiliksek dozlarda anlaml

diizeye ulasabilmis; bu durum ekstraktin hem biyofilm olusumunu baskilamada hem



74

de mevcut biyofilmi ortadan kaldirmada smirli etkinlik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

Zazharskyi ve ark. (2020) tarafindan C. coggygria’nin yaprak ve
siirgiinlerinden elde edilen etanol ekstrakti ile yiiriitiillen ¢alismada, S. marcescens
susunun 13,7 mm’lik inhibisyon zon ¢ap1 ile antibakteiyel etkinlik gosterdigini
bildirilmistir (92). Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, uygun konsantrasyonda
Cotinus coggygria Scop. kaynakli ekstraktin S. marcescens gibi nozokomiyal
enfeksiyon etkenlerine karst hem planktonik hem de biyofilm formundaki hiicreler
tizerinde etkili olabilecegi anlasgilmaktadir. Bu durum, bitkinin antibiyofilm
potansiyelinin 6zellikle direngli Gram-negatif patojenlerle miicadelede alternatif bir
biyolojik ajan olarak degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Bonjar ve ark. (2004),
Rhus coriaria L. meyvesinden elde edilen metanol ekstraktinin 15 mg/mL
konsantrasyonunda S. marcescens iizerinde antibakteriyel etki gostermedigini
bildirmistir. Bu durum, s6z konusu tiirlin fitokimyasal ajanlara karsi dogal direng
mekanizmalariyla agiklanmistir (93). Ancak mevcut ¢alismada , aymi bitkiden elde
edilen ekstraktla yapilan mikrodiliisyon testlerinde, en direncli bakterilerden biri
olmakla birlikte, S. marcescens i¢in MIK degeri 2,5 mg/mL, MBK degeri ise 5 mg/mL
olarak belirlenmistir. Bu sonug, kullanilan ekstraktin bilesen profili, ekstraksiyon
yontemi ve test kosullarindaki farkliliklarin antibakteriyel etkinligi anlamli diizeyde

etkileyebilecegini gostermektedir

Bu calisma, ¢agimizin en ciddi saglik sorunlarindan biri olan antibiyotik
direncine kars1 bitkisel kaynaklarin potansiyel bir alternatif olusturabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu baglamda, ekstraktlarin fenolik bilesikler, flavonoidler, tanenler ve
diger sekonder metabolitler agisindan kimyasal profillerinin ayrintili sekilde
karakterize edilmesi; bu bilesenlerin mikroorganizmalara kars1 etkilerinin molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi; ayrica solventler ve farkli bilesikler arasindaki
sinerjik, aditif veya antagonistik etkilesimlerin ortaya konmasi, hem bilimsel ilerleme

hem de terapétik uygulamalar acisindan kritik 6neme sahiptir. Elde edilen bulgular,
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Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. bitkilerinden elde edilen etil asetat
ekstraktlarinin antimikrobiyal tedavide degerlendirilebilecek potansiyel ajanlar
arasinda yer aldigimi gostermekte; boylece mevcut bilgi birikimine katki saglamanin

yani sira gelecekteki arastirmalara da yon verici nitelikte bir temel olusturmaktadir
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Cotinus coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. bitkilerinin etil
asetat ekstraktlarmin, c¢esitli klinik ©Oneme sahip mikroorganizmalara karsi
antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri degerlendirildi. S.aureus (MRSA ve MSSA), S.
epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, E.
cloacae ve S.marcescens gibi patojenlerin standart ATCC suslar1 {izerinde
gergeklestirilen analizlerde, sivi mikrodiliisyon ve mikrotitrasyon plak yontemleri

kullanildi.

Antibakteriyel etkinlik; minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK, mg/mL) ve
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK, mg/mL) degerleri esas alinarak
degerlendirildi. Antibiyofilm etkinlik ise MIK, 1/2MIK, 1/4MiK ve 1/8MIK
konsantrasyonlarinda biyofilm inhibisyon yiizdesi (%); MIK, 2MIK ve 4MIK

konsantrasyonlarinda eradikasyon yiizdesi (%) ile belirlendi

C. coggygria ile yapilan ¢alismalarda; en diisik MIK degeri (2,5 mg/mL) S.
epidermidis, E. coli, A. baumannii ve S. marcescens suslarinda gozlemlenmis; bu
tirlerin ekstrakta karsi daha yiiksek duyarlilik sergiledigi anlasilmistir. MBK
diizeyinde ise yalnizca A. baumannii susu 2,5 mg/mL ile en diisiikk degeri gostermis;
S. epidermidis, E. coli ve E. faecalis suslarinda MBK degeri 5 mg/mL, digerlerinde ise
10 mg/mL olarak belirlenmistir. Inhibisyon yiizdeleri MRSA, MSSA ve E. faecalis
suslarinda daha yiiksek; S. epidermidis, P. aeruginosa ve S. marcescens suslarinda ise
diisiik bulunmustur. Eradikasyon yiizdeleri MRSA, E. faecalis, S. epidermidis ve S.
marcescens suslarinda yiiksek iken; MSSA ve P. aeruginosa suslarinda daha diisiik
diizeyde ger¢eklesmistir. Bu veriler, ekstraktin hem Gram pozitif hem de Gram negatif
tiirlere kars1 secici ve degisken bir etki profili sergiledigini gostermektedir. E. faecalis
ve A. baumannii suslarinda hem MiK hem MBK degerlerinin esit olmasi, ekstraktin

bakterisidal etkinligini destekler niteliktedir. Ayrica, bazi suslarda eradikasyon
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yiizdelerinin inhibisyona kiyasla daha yiiksek olmasi, ekstraktin biyofilm yapilarina

kars1 eradikatif potansiyel tasidigini diistindiirmektedir.

Rhus coriaria L. ile yapilan ¢alismalarda; en diisiik MiK degeri (0,62 mg/mL),
MRSA ve S. epidermidis suslarinda gozlemlenmis; bu durum, s6z konusu tiirlerin
ekstrakta kars1 daha yiiksek duyarlilik sergiledigini gdstermektedir. En yiiksek MIK
degeri ise E. faecalis susunda 5 mg/mL olarak izlenmis; diger suslarda MIK degerleri
1,25-2,5 mg/mL araliginda belirlenmistir. MBK degerlendirmesinde, S. epidermidis
ve A. baumannii suslar1 1,25 mg/mL ile en diisiik degeri gostermistir. Buna karsilik E.
faecalis, S. marcescens ve E. cloacae suslarinda MBK degeri 5 mg/mL ile en yiiksek
diizeyde izlenmis; diger suslarda ise MBK degeri 2,5 mg/mL olarak belirlenmistir.
Biyofilm inhibisyon ylizdelert MSSA susunda orta diizeyde bulunurken, diger suslarda
diisiik seviyede gerceklesmistir. Eradikasyon yiizdeleri ise tiim ¢alisma suslarinda

diisiik diizeyde kalmustir.

C. coggygria Scop. ve Rhus coriaria L. etil asetat ekstraktlari ile yapilan
caligmalarda elde edilen MIK ve MBK degerleri ile inhibisyon ve eradikasyon
ylizdeleri, tiir bazli antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerini ortaya koymustur. Bitkisel
ajanlarin antibakteriyel etkinligi; ekstraksiyon yontemi, kullanilan solvent tipi, elde
edilen ekstraktin bilesen profili ve test edilen bakteriyel suslarin fenotipik ve genotipik
ozellikleri gibi ¢ok sayida faktorden etkilenmektedir. Ayrica, bitkisel ekstraktlarin
kimyasal igerikleri ¢evresel kosullara, hasat zamanina ve bitkinin yetistigi cografi
bolgeye bagh olarak degiskenlik gosterebilir. Bu durum, literatiirde bildirilen MIiK
degerlerindeki farkliliklar1 da aciklayabilmektedir. Dolayisiyla, bitkisel kaynakli
antimikrobiyal ajanlarin standardizasyonu, bilesen analizleri ile desteklenmeli ve
farkli fenotipik direng mekanizmalarma sahip klinik izolatlar {izerinde test edilerek
etkinlikleri kapsamli bicimde degerlendirilmelidir. Bu yoniiyle bitkisel ekstraktlar,
antibiyotiklere direncli patojenlerin kontroliinde umut vadeden dogal alternatifler
arasinda yer almakta ve gelecekteki tedavi stratejilerine 6nemli katkilar sunabilecek

potansiyele sahiptir.
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