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YUKSEK LiSANS TEZIi

OLUSAN MIKROBIYAL BiYOFILMIN DEGRADASYONUNDA SYZYGIUM
AROMATICUM VE SALVIA OFFICINALIS BITKILERINDEN ELDE EDILEN
ESANSIYEL YAGLARIN ETKIiSiNIN ARASTIRILMASI

Dilara CIFTCI

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

DANISMAN: Prof. Dr. isa KARAMAN

Biyofilm, hiicrelerin birbiri tlizerine veya bulunduklar1 yiizeye yapisarak yapisal bir
biitiinliik olusturdugu karmasik bir mikroorganizma kiimesidir. Yiiriitiilen bu ¢alismada
Clavenger cihazi ile karanfil ve adacayindan esansiyel yaglar elde edilmistir. Elde edilen
yaglar, olusturulan mikrobiyal biyofilme etkisinin arastiriimas1 amaglanmistir. Oncelikle
14 farkli mikroorganizmanin biyofilm olusturma yeteneklerine bakilmistir. Elde edilen
sonuglara gore en iyi biyofilm yapan mikroorganizmalar belirlenmistir. En iyi biyofilm
yapan bakteriler; Pseudomonas aeruginosa ve Enterococcus faecalis olarak
saptanmigtir. Belirlenen bakterilere, 3 farkli materyal (Krom-metal, Cam, PVC)
tizerinde biyofilm olusturmalart i¢in uygun sartlar saglanmistir. Olusturulan mikrobiyal
biyofilmler, belirlenen 4 farkli konsantrasyonda Dimetil Siilfoksit (DMSO), su ve
esansiyel yagdan olusan karisim igine almmistir. Esansiyel yaglarin, olusturulan
biyofilm tizerine etkisine bakilmistir. Spektrofotometrede elde edilen sonuglara gore
kullanilan esansiyel yaglarin olusturulan mikrobiyal biyofilm degradasyonunda etkisi
oldugu saptanmistir. Yiriitiilen calisma da kullanilan baktreriler iizerindeki biyolojik
aktiviteler Disk Diflizyon Metodu, MIC degerlerinin belirlenmesi metotlarina gore
ortaya koyulmustur.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF ESSENTAL OIL’ S FROM SYZYGIUM AROMATICUM
AND SALVIA OFFICINALIS IN THE DEGRADATION OF MICROBIAL
BIOFILM

Dilara CIFTCI

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. Dr. isa KARAMAN

Biofilm is a complex cluster of microorganisms in which cells adhere to each other or to
the surface on which they form a structural integrity. In this study, essential oils were
obtained from cloves and sage with the Clavenger device. The obtained oils are aimed
to investigate the microbial biofilm effect created. Priority was examined of the ability
of 14 different microorganisms to form biofilms. According to the results obtained, the
best biofilm producing microorganisms were determined. The best biofilm-forming
bacteria; Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis. Appropriate conditions
were provided for the identified bacteria to form biofilms on 3 different materials
(Chrome-metal, Glass, PVC). The microbial biofilms formed were taken in a mixture of
4 different concentrations of Dimethyl Sulfoxide (DMSO), water and essential oil.
According to the results obtained in the spectrophotometer, essential oils were found to
have an effect on the microbial biofilm degradation. The biological activities on the
bacteria used in the current study were determined according to the Disc Diffusion
Method, the methods of determining the MIC values.
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ONSOZ

Yiriittiigim ¢alisma boyunca emegini hi¢ bir zaman esirgemeyen her tiirlii
destegi saglayan, tiim laboratuvar denemelerimde destegini her zaman hissettigim sayin
danigman hocam Prof.Dr. isa KARAMAN'a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica her
konuda fikir ve goriislerini aldigim Gaziosmanpasa Universitesi Biyomiihendislik
Bo6limiinde bulunan tim hocalarima sonsuz tesekkiir ederim. Her zaman her konuda
yanimda olan varligin1 ve destegini her zaman hissettigim Ecem NAZIOGLU ve ONUR

KACAN'a en igten dileklerimle tesekkiirlerimi sunuyorum.
Hayatim boyunca her kararimda beni destekleyen her zaman yanimda olan

babam Hiiseyin CIFTCI ve annem Nesrin CIFTCl'ye kalpten tesekkiirlerimi

sunuyorum.
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1. GIRIS
Mikroorganizmalar bir miiddet 6ncesine kadar, ¢ok hizli iireyebilen ve yalniz baslarina
hareket ederek serbest bir bicimde hareket eden canlilar olarak bilinmekteydi.
Aragtirmacilar bu bakimdan su ana kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve oteki
bakterilerden bagimsiz olarak, yalniz baslarina dolasan hiicrelerin davranislarini
incelemis ve caligmalarimi bu yonde gelistirmislerdir. Bunun yani sira, bakterilerin
planktonik seklinden ¢ok, bir yiizeye veya birbirlerine tutunarak biyofilm olarak
adlandirilan bir yap1 olusturarak yasamlarin stirdiirdiigiine dair kanitlarin 6ne siiriildiigii
bircok c¢alismaya rastlanmistir. Biyofilm, mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks

araciligi ile olusturduklar1 yapisal birlikten meydana gelmektedir. (Elder ve ark. 1995).

Mikrobiyolojinin tarihine bakildigi zaman biiyiik bir boliimiinde, mikroorganizmalar
planktonik hiicre olarak diisiniilmiis ve zengin besiyeri ortamlarinda sergiledikleri
biiyime ve gelisme faktorlerine gore tamimlanmislardir. Ik Van Leeuwenhoek
tarafindan  bildirilen  "mikroorganizmalarin ~ bir  ylizey {izerinde tutunarak
yasayabildikleri" seklindeki mikrobiyolojik fenomenin tekrardan kesfedilmesi ile
yapilan ¢aligmalar, yiizeyle tutunabilen mikroorganizmalarin (biyofilmler) gen
transkripsiyonu ve biliylime-gelisme hizlari bakimindan farkli bir fenotip sergiledigini
ortaya koymaktadir. Daglardaki akarsularin i¢inde hayatini siirdiiren bakterileriler
incelediginde %99.99°unun belirli bir yiizeye tutunarak, balgiga benzer bir yapi1 i¢inde
yasadiklarina rastlanmistir. Daha Onceki siirdiiriilen caligmalarin da sayesinde, bu
topluluklart isimlendirmek amaci ile biyofilm terimi kullanilmistir. Biyofilmler, matriks
icinde hayatin1 siirdliren hiicrelere, besinlerin ve oksijenin taginmasina olanak
saglayan‘‘su kanallarina’ sahip, ¢ok tabakali olan heterojen bir olusuma sahiptirler.
Hiicre dis1 ekstraselliiler polimerik matriksi olusturan polisakkarit, protein, DNA ve su
kanallarindan olusan biyofilm, mikroorganizmalarin tutunmasini ve korunmasini saglar
(Stapper ve ark., 2004). Biyofilm, bakterinin yiizeyinde oldukg¢a diizensiz sekilde
dagilmis polisakkarit bir matrikstir. Bu matriksin yogunlugu sadece igerdigi hiicresel ve
hiicresel olmayan yapilar arasinda degistigi gibi mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da

farklilik gostermektedir.



Biyofilm olusumunun igindeki bakteriler, antibiyotik ve ¢esitli dezenfektanlara karsi
herhangi siispansiyon igerisindeki planktonik formlara gore daha direngli olduklar
bilinmektedir. Ekzopolimerik karmasikliktan meydana gelen fiziksel bariyer,
mikroorganizmalar1 korur ve ayni zamanda ig¢inde barndirdigit DNA pargalariyla
genetik ¢esitlilik ve antibiyotiklere karsi duyarsiz yeni bakteriyel suslarin olusumuna
neden oldugu yapilan arastirmalar ortaya koymustur. Biyofilm matriksi igerisinde
gomili olan farkli bakteri tiirleri arasinda antibiyotiklere karsi direngli suslarin
olusumu, konjugasyon ve transformasyon mekanizmalar1 kullanilarak gerceklestigi

bilinmektedir (Kavanaug ve ark., 2008).

Icinde barmdirdigi organizmaya baglh olusan biyofilm matrikside farkli dzelliklere
sahip olabilmektedir. Gram negatif (-) bakterilerin notral veya polianyonik biyofilm
yaptig1 ve Gram pozitif (+) bakterilerin katyonik matriks olusturdugu bilinmektedir.
Degradasyon kelimesi anlam olarak par¢alanma olarak bilinmektedir. Burdan yola
ciktigimizda biyofilm degradasyonu ise bir araya gelerek olusan biyofilmin daha basit
ve daha kiiciik yapilara ayrigsarak miktar olarak azalma veya tamamen ortamdan yok
olmasina neden olmak demektir. Biyofilmler tipta ¢esitli hastaliklara, endiistride bazi
problemlere, gevresel ve tarimsal alanda birgok zarara neden olmaktadir. Mikrobiyal
biyofilm, steril olma gereksinimi en yiiksek olan klinik ve endiistri ortamlarinda biiyiik

bir sorun teskil etmektedir (Kavanaug ve ark., 2012).

Biyofilmlerin en 6nemli zararh etkileri; korozyon, hidrasyon ve penetrasyon ile renk
degisimidir. Sulu sistemlerinde biyofilm olusumu suda bulunan mikroorganizma
miktarim1 6nemli derecede arttiran rezervuar gibi ¢alismasina neden olmaktadir. Bu
mikrobiyal olusum bazen kotii bir koku olusturabilir ve sistemden gegen su igerisinde
biyofilm materyalinin kalintilar1 gozle goriilebilir. Biyofilmden olusan kopmalar, bazi
enfeksiyonlarin meydana gelmesine ve sulu sistemlerin uzak bdolgelerindeki olusacak

kontaminasyonunda klinik ve halkin sagligi agisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir.



Biyofilm, mikrobiyal enfeksiyonla yani sira birgok endiistriyel tiretimin oldugu
tesislerde iiriinlerin kontaminasyonuna, ekipmanlarda hasara sebebiyet, {iretimde olusan
diisiisler ve artacak enerji tiiketim giderlerinden dolay1 oldukga yiiksek miktarda maliyet
artigina neden olmaktadir. Biyofilm kontaminasyonu ve olusacak kirliligi hemen hemen
biitin su aritim ve dagitimindaki su ile alakali endistriyel prosesler de oldukca sik
rastlanmaktadir. Biyofilmler aym1 zamanda akcigere benzer dokularda, medikal de
kullanilan cihazlarda, endiistriyel anlamda veya evsel olarak su tasima borularinda veya
herhangi dogal su siireglerini gergeklestiren sistemler gibi genis cesitlilik iceren
yiizeylerde ve sistemlerde meydana gelebilmektedir. Su sistemleri diizeneginde olusan
biyofilm tip, endiistri ve gilinlik hayatta ¢ok ciddi problemlere sebep olmaktadir.
Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotik ve dezenfektanlara karsi direnci

oldukea yiiksektir (Donlan ve Costerton 2002).

Biyofilm tabakasinin biitiin bu dezavantajlarinin yan1 sira ¢esitli pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar, karasal ve bentik alanlardaki
besin dongiilerinde ve ¢evresel atiklardan olusan kirliliklerin biyolojik olarak yikiminda
kritik bir rol almaktadir. Dogal su sistemlerinde yiizeyde olusan mikroorganizmalar,
organik bilesenleri pargalayarak ve ksenobiyotikleri detoksifiye ederek, suyun kalitesini
korurlar. Ayrica biyofilmler, toprakta bulunan ve gevresel agidan oldukga tehlikeli
kabul edilen bilesikleri parcalayabilirler, biyoreaktorlerde kullanilabilirler veya mineral
cevherlerinden komiir partikiillerinin birbirinden ayrilmasinda kullanilabilmektedirler.
Ek olarak mikrobiyal biyofilmlerin metabolik aktivitesi, atik su aritiminda, lagim suyu
aritim uygulamalarinda, fermentasyon siireglerinin bir ¢esidi igin biyoteknolojide de
kullanilmaktadir (Bos ve dig., 1999, Gilbert ve dig., 2003).



Esansiyel yaglar bitkilerin kokulu bilesenleridir ve 6nemli konsantrasyon da izopropen
bilesimlerini igeren ikincil metabolitlerdir (Filoche ve ark., 2005). Esansiyel yaglar
giinliik hayatta kullanim alan1 bakimindan oldukga biiylik bir yere sahiptir. Kullanim
alan1 o kadar yogundur ki kullandigimizin farkina bile varmadan hayatimizin bir pargasi
haline gelmistir. Ornegin; gida sanayinde tatlandiric1 ve gida katki maddesi olarak, tiitiin
triinlerini tatlandirma da, kozmetik iirlinlerde ve parfiim igeriginde, oda ve araba
kokularinda, deodorant bilesenlerinde, tibbi ilag sanayisin de, masaj yaglarinda, buhar
terapilerinde, biyosit ve boceksavar tiriinler de kullanildigi gibi ayni1 zamanda Kimyasal
sentezlerde baslangic materyali olarak ticari bir potansiyele sahiptir. Esansiyel yaglar ile

tedavi yontemleri uzun yillardir bilinmektedir.

Bitkiden elde edilen esansiyel yaglar; bakteri, fungus ve viriis gibi mikroorganizmalar
ve ¢esitli birgok patojenle miicadele de dogal ilag olaraktan uzun yillar boyunca
kullanilmigtir. Esansiyel yaglar, hiicre duvari ve hiicre membranina zarar vererek
hiicrenin pargalanmasina neden olur ve bulunan hiicre igerigini dis ortama aktararak
proton motive gii¢ inhibisyonuyla antimikrobiyal bir aktivite gostermesini saglar.
Bunun yani sira, diren¢ saglamasina neden olmadan etkili bir bicimde bakterileri
oldiirdiikleri ortaya koyulmustur. Sonu¢ olarak bitkilerden esansiyel yaglarin eldesi
oldukc¢a kolaydir, su ve toprakta olduk¢a kolay indirgenirler bu durum onlari kismen
cevre dostu yapmaktadir (Kavanaug ve ark., 2008). Son zamanlarda antimikrobiyal
ozellikleri, diisiik toksitite riski ve ¢evreye daha duyarli olmasi nedeniyle esansiyel
yaglar ve bunlarin temel bilesenleri gibi dogal bitki koruyuculari, kimyasal
uygulamalara alternatif olarak kullanilabilmektedirler (Isman, 2000; Kalemba ve
Kunicka, 2003; Burt, 2004).



Yirtitillecek olan bu g¢aligmada olusturulan mikrobiyal biyofilmi degrede etmede,
karanfil ve adagaymndan elde edilen esansiyel yaglarin etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Su ana kadar yapilan g¢alismalarda anti biyofilm olusumu ile ilgili
calismalar olmasina karsin olusturalan biyofilmi degrede etmeye yonelik c¢aligmalara
yapilan literariir aragtirmasinda rastlanmamistir. Bu arastirma sayesinde biyofilmi
degrede etmeye yonelik elde edilen sonuglar bilime kazandirilarak daha sonraki bu

alanda yapilacak olan ¢aligmalara 6n bilgi saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Cahsmada Kullanilan Bitkilerin Genel Ozellikleri
Yiiriitillen bu ¢alismada olusturulan mikrobiyal biyofilmin degradasyonunda etkisinin
arastirtlmasi tizerine Syzygium Aromaticum (S. aromaticum) ve Salvia Officinalis
bitkisinden elde edilen esansiyel yaglar kullanilmistir.

2.1.1 Syzygium Aromaticum (Karanfil)

Karanfil agaci, bitkiler aleminin Mersingiller familyasina aittir. Pek ¢ok kaynakta

karanfilin Syzygium cinsinden aromaticum tiiriinden olduguna yer verilmistir
(Attokaran 2011).

Sekil 2.2 Kurutulmus karanfil (Syzygium Aromaticum) bitkisinin genel goriiniigii



Antioksidan ve antimikrobiyal etkisi sayesinde olduk¢a sik kullanilan Syzygium
aromaticum (S. aromaticum), bitkisinin diger ad1 eugenia cariophylata’dur.

S. aromaticum bitkisi, Mirtaceae familyasinda bulunan degerli bir tiirdiir. Endonezya’da
bulunan Maluku adalarina 6zgii olan bu bitki S. aromaticum, 8-12 m boylarinda,
yapraklarint dokmeyen, demetler seklinde bulunan pembe ¢igekler halinde ve yaz-kis
daima yesil olan bir aga¢ tiriidir. Agacin pembe ve demetler seklinde bulunan
ciceklerinin kurutulmasi sonucu elde edilen tomurcuklara karanfil adi verimektedir.
Deniz seviyesinin en fazla 200 m yiiksekliginde bulunabilen ve kiy1 bolgelerinde
yetisen karanfil agaglari, eski donemlerden bu zamana kadar kullanilan ¢ok degerli bir
bitkidir. Kozmetik sektoriinde, gida sanayisinde, tipta ve ilag sanayisinde oldukga genis
bir kullanim alaninin yaninda, hos kokusu ve verdigi aroma igin ayni zamanda diinya
ticaretinde de 6nemli bir yere sahiptir (Kamatou, Vermaak, Viljoen 2012; Cortés-Rojas,
Souza, Oliveira 2014).

Karanfil, ¢ogunlukla bitkinin tomurcuklarindan elde edilmektedir fakat cicek ve
yapraklardan da elde edilebilmektedir. Karanfil bitkisi, yapisinda yogun olarak fenolik
asit (%85) icermektedir. Iceriginde en fazla miktarda bulunan fenolik asit gallik asit ve
tanenlerdir. Bunun yani sira yapisinda kafeik asit, ferulik asit, elagik asit ve salisilik asit

bulundurmaktadir.

Karanfil i¢inde barindirdig1 fenolik asitlere nazaran daha diisiik yogunluk da cesitli
flavonoidleri de iginde barindirmaktadir. Igiriginde bulunan flavonoidlere; kaempferol,
kersetin ve tiirevleri 6rnek verilebilir.

Cigek ve tomurcuklardan elde edilen karanfil esansiyel yaginin etken maddesi §janoldiir
(eugenol). Yagin %75-85ini olusturan Gjanoliin yaninda etken ozellik gosteren
maddeler %5-%15’ini olusturan 6jenol asetat ve B-kariyofileno'dur. Karanfil esansiyel
yaginda yaklasik %2 oraninda bulunan a-humulen 6nemli etkiler gosterebilmektedir.
Bunlarla birlikte p-pinen, limonen, farnesol, benzaldehit, 2- heptanon ve etil heksanoat
karanfil esansiyel yaginin yapisinda eser miktarlarda bulunan ugucu bilesiklerdir

(Cortés-Rojas et al 2014, Hepokur 2018, Coban ve Patir 2010).



OH O0C—CH,
-0~ CH,
O QL ocn,
CHy—CH—CH, CH,—CH, = CH,
Ojanol Ojenol Asetat
Sekil 2.3 Ojenol ve tjenol asetat molekiiler yapisi (Coban ve Patir 2010)

Karanfilin bilesenleri yetistirme ortami, uygulanan proses, depolama alani gibi agro-
klimatik sebeplere bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Kurutulmus karanfil

tomurcugu karbonhidrat, sabit yag, ugucu yag, rezin, tanen, protein, seliilloz, pentozan

ve mineral maddeler igerir (Parthasarathy vd. 2008).

ABD Tarim Bakanlhf

Amerikan Baharat

Bilesim (USDA) Ticaret Birlifi
(GEitilmis) (ASTA)
Su 6.86 5
Enerji (kcal) 323 430
Protein (g) 598 6.0
Yag (g) 20.06 14.5
Karbonhidrat (g) 61.22 688
Kl (g) 5.88 5.0
Kalsiyum (g) 0.646 0.7
Fosfor (mg) 105 110
Sodyum (mg) 243 250
Potasyum (mg) 1102 1200
Demir (mg) 8.68 9.5
Tiamin (mg) 0.115 0.11
Riboflavin (mg) 0.267 _
Niasin (mg}) 1.458 1.5
Askorbik asit (mg) 8081 81
Vitamin A aktivitesi 53 53

(izelge 2.1 Karanfilin (100 g) besin maddeleri bilesimi (Peter 2001)




2.1.2 Salvia Officinalis (Adacay1)

Salvia cins ismi eski zamanlara dayanan iyilestirici Ozelliklerinden dolay1 Latince
“salvare” yani “kurtarmak, iyilestirmek” anlamindaki sozciikten koken almaktadir.
Salvia officinalis Giiney Avrupa ve Asya’da dogal olarak yayilim gosteren tek yillik ¢ali
formunda 30-70 cm. boyunda bir bitkidir. Halka dizilisli menekse renkli gigekleri ve
karsihkli dizilisli beyaz yapraklar1 vardir. Bitkinin Tiirkiye, Italya, Yunanistan,

Yugoslavya, Ispanya ve Fransa’ da kiiltiirleri yapilmustir.

Sekil 2.4 Salvia Officinalis (Adagayi) bitkisisin genel goriiniisii



Tiirkiye de bulunan Salvia bitkisinin tiirleri, halk arasinda degisik ve farkli isimlerle
anilmaktadir; adacayi, meryemiye, elma calpasi, gibi isimlerle bilinmektrdir. Salvia
tiirlerinin genel 6zellikleri; gaz soktiiriicli, mide rahatsizliklarinda rahatlatici, ter kesici
ve idrar soktiiriicii olarak bilinmektedir. Bu ozelliklerin yani sira olusan yaralar

iyilestirmede ve antiseptik olarak da kullanilmaktadirlar.

Tiirkiye de Salvia familyasinin 97 tiir, 4 alt tiirii bulunmaktadir. 8 Salvia tiirliniin 51
tanesi iilkemizde endemiktir. Bu tiirlerin Tiirkiye’deki fitocografik olarak bulunduklar
yerler; 58 tanesi (% 59,7) Iran-Turan, 27 tanesi (%27,8) Akdeniz, 5 tanesi (%5)
Avrupa—Sibirya, kalan 7 tanesi ise (%7) birden fazla fitocografik bolgede
bulunmaktadir (Akici, 2018; Dogan, 2008).

Antioksidan 6zelliklerinden dolay: salvia tiirleri gida koruyucu olarak kullanilmaktadir
(Tel vd., 2010 ; Akici, 2018; Dogan vd., 2008). Salvia tiirleri halk arasinda ¢ogunlukla
ila¢ olarak kullanimi yaygindir. Literatiir arastirmalar1 Salvia tiirlerinin antibakteriyel,
antiviral, antitiiberkiiloz, sitotoksik, kardiyovaskiiler ve karacigeri koruma etkisinin de

olduguna rastlanmistir.

Salvia cinsinin Tiirkiye i¢in endemiklik yiizdesi yaklasik olarak % 50° dir. Adagay1
bitkisinin ¢esitleri Akdeniz Havzasinda ve Anadolu’ da eski zamanlardan beri baharat
olarak siklikla kullanilmaktadir. Kurak alan ve tasli bolgelerde, kiregtasi alanlarinda ve
cok az topraga sahip kayaliklarda yetisebildigi goriilmistiir. Bitki, giinesi iyi alan ve iyi
drene olan kumlu topraklara ihtiya¢ duyar. Adagayi, genelde sicagi seven bir yapi

gostermektedir (Bliyiikkaya, 2002).
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Esansiyel yag kompozisyonlariyla yapilan arastirmalardan elde edilen veriler Salvia
tirlerinin karakterize edilmesinde en 6nemli parametrenin a-fujon, f3-tujon ve kamfor

igerikleri oldugu sonucunu vermistir (Langer, Mechtler, & Jurenitsch, 1996).

Salvia officinalis yapraginda 79'dan fazla aktif madde varligina rastlanmistir ve bunlar
ucucu yaglar, triterpenler, hidroksisinamik asit tiirevleri, fenolik diterpen, flavonoidler,
fenolik glikozitler, polisakkaritler ile diger bilesenler olmak tiizere sekiz grupta
siniflandirilmaktadir (Bernotiene et al., 2007; Grieve and Leyel, 1992). Ayrica,
ohumulen, p-kariyofil ve viridiflorol gibi seskuiterpen maddeler de i¢inde
bulunmaktadir (Cizelge 2.2).

Uguecu yag bilesenlen e Ugucu yag hilegenlen T
limonene 354 myrtenol 0.26
1,8-cineole 17.83 carveol 010
linalool 0.20 ledol 0.95
a-thujone 13.32 v=selinene 3.73
- thujone 5.96 caryophyllene oxide 1.06
[-pinene 027 santolina triene 0.19
caryophyllene 386 spathulenol 047
y-elemene 0.20 humulene epoxide 1.02
(£)}-pinocamphone 0.31 myTisticin 0.13
camphor 26.38 isparomadendrene epoxide 0.31
humulene 4.59 a-santalol 0.11
camphene 0.25 trans-Z-g-bisabolene epoxide 0.25
a-terpinecl 1.50 caryophyleine (13) 1.10
bomeol 3.06 manoyl oxide 5.46
a-terpinyl acetate 702 [-selinene 0.45
i Bl 921 Toplam bulunan bilesenler 02.45

Cizelge 22 Salvia afficinalis Linnaeus ‘de bulunan aktif maddeler (Said-Al Ahl et al., 2015)
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2.2 Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar

Yiritilen bu calismada biyofilm yapan mikroorganizmalar arasindan 10 farkli
bakterinin biyofilm yapma yeteneklerine bakilmistir. Aralarindan en iyi biyofilm yaptigi
gozlenen Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) ve Enterococcus faecalis (ATCC
29122) bakterileri kullanilmastir.

Test Edilen Bakteriler

Sus Kodu Tiir adi ATCC

HPB 36 Pseudomonas aeruginosa | 9027

HPB 37 Pseudomonas aeruginosa | 27859
HPB 42 Enterococcus faecalis 29122
HPB 51 Pseudomonas aeruginosa | 27853
HPB 53 Enterococcus faecalis 51299
HPB 54 Staphylococcus aureus 29213
HPB 57 Enterococcus faecalis 29121
HPB 58 Staphylococcus aureus 25923
HPB 52 E.coli 35218
HPB 55 Enterococcus faecalis 29212

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsine ait bakteriler, Psedomonadaceae familyas: igerisinde
bulunmaktadir. Bu bakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugu dogada toprak ve sularda yogun
olarak bulunur. Bazi tiirleri insan, bitki ve hayvan patojeni olarak bilinmektedir.
Oldukg¢a 6nemli bir yere sahip olan bu cinsin tiirlerinin bir kism1 oksidaz pozitif, bir
kismi1 oksidaz negatiftir. Glikozu oksidasyon ile pargalayan fakat aymi zamanda
fermantasyon yapmayan bakterilerdir.
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P. aeruginosa genellikle toprakta, suda ve bitkilerde yasayan bir mikroorganizmadir.
Cogunlukla tek tek goriilen, 0,5 - 0,8 mu eninde 1,5 - mu  boyunda, sporsuz, ug
kisminda tek, nadiren 2-3 kirpik bulunan, ¢ok hareketli, Gram negatif bir basildir
(Bilgehan, 2002).

Optimum gelisme sicakligr 25°C - 37°C arasinda degismektedir, daha yiiksek ve diisiik
sicakliklarda zor hayatta kalir. 4’°C de iireyemez, 42°C’de iireme yetenegindedir ve bu

ozelligi ile diger Pseudomonas tiirlerinden ayrilmaktadir (Iglewski, 1996).

Pseudomonas aeruginosa mikroorganizmasinin kokenleri antibiyotiklere kars1 yiiksek
diren¢ gostermektedir ve ¢ogu zaman coklu ilag direncine de sahiptir. Direngli ve ¢ok
viriilan P. aeruginosa bakterisinin sebep oldugu nozokomiyal enfeksiyonlar diinya
capinda ¢ok biiyiik probleme neden olmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda bu enfeksiyonlarin morbidite ve mortalite oranlari oldukg¢a yiiksektir.
Nozokomiyal bakteriyel enfeksiyonlarin % 65’inden biyofilm kabiliyetine sahip olan
bakteriler sorumludur. Nozokomiyal enfeksiyonlarin kontroliinde, hastane ortamindaki

biyofilmle savasacak etkili yontemleri gelistirmek kritik bir dneme sahiptir.

2.2.2 Enterococcus faecalis

Giliniimiizde enterokok olarak bilinen grup daha 6nceleri fekal kokenli streptokok olarak
bilinmekteydi. Ilk olarak Fransa’da Thiercelin tarafindan yaymlanan bir makalede
intestinal orijinli Gram pozitif koklar olarak enterokoklar tanimlanmistir. Streptococcus
faecalis ismi ilk kez 1906 yilinda Andrewes ve Holder tarafindan endokarditli bir

hastadan izole edilen mikroorganizmalar igin kullanilmistir (Murray 1990).

Enterokoklar aerop ve anaerop ortamlarda optimal olarak 35 °C ve 10-45 °C arasinda
bulunan genis aralikta bulunan sicaklikta iirer. Enterokoklar besin ihtiyaclar

bakimindan zenginlestirilmis koyun kanli agar besiyerinde iiremelerini destekler.
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Enterokoklarin sitokrom enzimi bulunmadigindan katalaz negatif olarak bilinmektedir.
Fakat E. faecalis kan iceren bir besiyerinde iretildigi zaman bazen zayif bir
psodokatalaz reaksiyonu gosterebilir. Kanli agarda 24 saat inkiibasyona birakildigi
zaman genis beyaz koloni meydana getirmektedir. Isminden de anlasildig1 gibi
enterokoklar ¢ogunlukla insan ve hayvanlarin digkilarindan soyutlanan enterik patojen
olarak tanmimlanmaktadir. E. faecalis genitoiiriner sistemde ve kalin bagirsakta yiiksek
konsantrasyonda bulunabildigi gibi (Murray Patrick R, Rosenthal Ken S, 2008), agiz i¢i,
gingival sulkus ve kok kanal enfeksiyonlarinin ilk fazlarindan da soyutlanmistir (Stuart

ve ark., 2006).

Sekil 2.5 Kan kiiltiiriinde E. foecalis (Murray Patrick R, Rosenthal Ken 8, 2008)
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2.3 Calismada Kullanmilan Antibiyotik Diskleri ve Antibiyotikler
2.3.1 Gentamisin

Gentamisin olduk¢a ©6nemli bir aminoglikozid antibiyotik olup, hayvanlarda ve
insanlarda en basta gram negatif bakteriler olmak iizere bir¢ok farkli mikroorganizmaya
kars1 siklikla kullanilan bir antibiyotiktir. Fakat kullanimina iliskin en 6nemli kisitlayici
ozelligi yiiksek toksisite etkisidir. En ¢ok nefrotoksisite, ototoksisite, noromiiskiiler
blokaj meydana getirir. Nefrotoksisite, tiim aminoglikozidlerde gelisebilen ve
aminoglikozid kullaniminda % 5-10 oraninda saptanabilen bir yan etkidir (Willke ve
ark., 2003).

2.3.2 Eritromisin

Eritromisin antibiyotigi 1952 yilinda kesfedilmis olup, daha 6nceleri S. erythreus olarak
bilinen fakat giinimiizde S. erythraea olarak adlandirilan bakteriler tarafindan
tiretilmektedir (Liu vd., 2013).

Eritromisin bogaz ve siniis, akciger, kulak, agiz ve dis, deri ve doku, mide ve bargirsak,
g0z ve yaniklar, ameliyatlar, romatizmal ates, bakteriyel kalp i¢i zar1 iltihab1 veya dental
islemler gibi enfeksiyonlarin onlenmesinde kullanilmaktadir (Brittain, 1987; Moreno

vd., 1995).
2.3.3 Tetrasiklin

Tetrasiklinler Gram (+) ve Gram (-) aerob ve anaerob bakteriler iizerinde etki
gosterirler. Genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Bakteri hiicresinde protein sentezini
engelleyerek bakteriyostatik etki olustururlar.  Tetrasiklin, oksitetrasiklin  ve
klortetrasiklin benzer Ozelliklere sahiptir. Bakteriyel enfeksiyonlarda oksitetrasiklin
daha ¢ok kullanilmaktadir (Reybroeck, 2010; Yarsan, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitkiler
Yiiriitiilen ¢alismada olusturulan mikrobiyal biyofilmin {izerinde etkisini arastirilmasina

yonelik Salvia Officinalis ve Syzygium Aromaticum bitkisi kullanilmustir.

3.1.2 Cahiymada Kullamilan Mikroorganizmalar

Bu calismada; Pseudomonas aureginosa ATCC 9027, Enterococcus faecalis ATCC
29122 biyofilm olusturma kapasitesi yliksek oldugundan bakterileri suslari

kullanilmistir. Kullanilan bakteri sus kodlar ve tiir adlari tablo 3.1 de verilmistir.

Mikroorganmzmalarin Mikroorganizmalarin
Sus Kodlan Tiir Adlan
HPB -36 P. aureginosa ATCC 9027
HPB-42 Enterococcus faecalis ATCC 29122

Tablo 3.1. Calsmada Kullamlan Mikroorganizmalarin Sus Kodlar ve Tiir

Adlan

3.1.3 Caliysmada Kullanilan Mikrobiyal Biyofilm Olusturulan Yiizey Aparatlar

Calismada 3 farkli malzeme (Krom, Cam, PVC) iizerinde biyofilm olusumu

saglanmstir.
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3.1.4 Cahsmada Kullanilan Mikrobiyal Biyofilm Olusturma icin Tasarlanan
Diizenek

Beher igerisine %1 'lik Glukoz ¢o6zeltisi ile hazirlanan Nutrient Broth (NB) besiyerinin
icine kullanilacak olan cam, Krom, PVC malzemesi tasarlanan aparat ile yiizeye yakin
sekilde askida kalarak durmasi amaglanmistir. Bu sayede yiizeyde olusan biyofilm,

malzeme tlizerine yapisarak daha sonraki asamalara aktarilmasi gergeklestirilmistir.

3.1.5 Caliymada Kullanilan Solvent ve Genel Besiyerleri

Calismada mikrobiyal biyofilm olusturmada %1 Glukoz ¢ozeltili Nutrient Broth (NB),
kullanilacak bakterileri yetistirme de genel besiyeri olarak Nutrient Agar (NA) ve
biyofilm degradasyonunda farkli konsantrasyonlarda esansiyel yaglarin bulundugu

Dimetil siilfoksit (DMSO) solventi kullanilmstir.
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3.2. Metod
3.2.1 Esansiyel Yaglarin Elde Edilmesi

Toplanan ada cayi, ilk olarak oda sicakliginda giines 1sinlarina maruz kalmayacak
sekilde kurutulmak iizere birakilmistir. Kuru hale gelen bitkiler Blender cihazi ile toz
haline getirilmistir. Toz halinde olan bitkilerden 100 g olarak tartimi gergeklestirilerek
Clevenger cihazinda 1.5 L su igerisinde, 100 °C de yaklasik 4 saat kaynatilarak

esansiyel yag elde edilmistir.

Tablo 3. 2 Biyofilm degradasyonunda kullanilan ¢6zelti igerikleri
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3.2.2 Nutrient Agar (NA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Nutrient Agar (NA) bakteriler igin siklikla kullanilan genel bir besiyeridir. 1 litrede 20
g/l olacak sekilde hassas terazide tartimi gergeklestirilip distile su igerisinde karistirilip
eritilerek 121 °C de 15 dakika otoklava koyulmustur. Steril edilmis NA besiyerinin
sicakligr 45-50 °C geldiginde petri kaplarina her biri 20 ml olacak sekilde dokiilerek
sogumaya birakilmistir. Hazirlanan NA besiyeleri bakterilerin yetistirilmesinde ve disk

difiizyonunda kullanilmistir. Hazirlanan besiyerlerinin pH’ 125 * °C de 7+0,2 dir.

3.2.3 Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Nutrient Broth (NB) bakteriler ve mayalar icin siklikla kullanilan sivi besiyeridir.
Nutrient Broth (NB) distile su icerisinde 8 g/L. olacak sekilde karigtirilip eritildikten
sonra 121’ °C de 15 dakika otoklava koyulmustur. Hazirlanan NB besiyerlerinin bir
kismi %1'lik glukoz igerecek sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerler bakteri
yetistirilmesinde ve biyofilm olusturma asamasinda kullanilmistir. Hazirlanan

besiyerlerinin pH’ 125 > °C de 7£0,2 dir.
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3.2.4. Biyofilm Degredasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

4 farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, esansiyel yag

icerigine gore farkli konsantrasyonlar belirlenmistir.
1. konsantrasyon: 75 ml DMSO
75 ml Distile su

750 ul EO

3.konsantrasyon: 75 ml DMSO

75 ml Distile su

187,5 ul EO

4.konsantrasyon : 75 ml DMSO

75 ml Distile su
93,75 ul EO
DMSO Distile su Esansiyel Yag
1. konsantrasyon 75 ml DMSO 75 ml Distile su 750 ul EO
2. konsantrasyon 75 ml DMSO 75 ml Distile su 350 ul EO
3. konsantrasyon 75 ml DMSO 75 ml Distile su 187,5 ul EO
4. konsantrasyon 75 ml DMSO 75 ml Distile su 93,75 ul EO
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3.2.5 Orneklerlerin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilacak bakteriler hazirlanan NA besiyerlerine ekimi gergeklestirilerek
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 4 farkli konsantrasyon igin 4 steril edilmis
behere daha 6nceden hazirlanmis ve steril hale getirilmis %1 glukoz ¢ozeltisi iceren NB
besiyeri her behere 150 ml olacak sekilde koyulmustur. Igerisine steril balik atilarak
mikrobiyal biyofilm olusturulacak malzeme yiizeyde tutma aparati ile tutturularak
besiyerinin ylizeyinde duracak sekilde ayarlanmistir. Diizenegin agz1 kapatilarak 72 saat

manyetik karistirici iizerinde 37 °C ve 100 rpm hizla inkiibasyona birakilmistir.

Bu islem her bakteri, her malzeme i¢in (krom,cam,PVC) ve her EO igin tekrarlamistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda malzeme iizerinde olusan biyofilm degradasyon tayini
yapmak i¢in hazirlanan DMSO+Distile su+EO olan karisimin igerisine alinarak
manyetik karigtiric1 tizerinde 100 rpm hizla 24 saat birakildi. Ardindan 600 nm'de
spektrofotometrede OD degerleri kaydedilmistir.

3.2.6 Disk Difiizyon Metodu

Disk diflizyonu yontemi antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilmistir. Disk
diflizyonu yonteminde NA besiyeri kullamlmustir. Ik olarak NA besiyerine, ¢alismada
kullanilan bakteriler yayma ekim teknigine gore ekimi saglanmistir. Daha sonra bu
yonteme gore 6mm c¢apindaki bos antibiyotik disklerine uygun kosullar altinda 20 pl
orneklerden emdirilmistir. Bakteriler iizerinde disk diflizyon metodu uygulanirken ilk
olarak OD(600nm)= 0.4 standardina gore spektrofotometre de ayarlanan bakteri
kiiltiirtinden( 2 mL NB + 18 pL bakteri eklenerek spektrofotometre de okutulmustur ve
OD(600nm) = 0.4 ayarlandi.) 100 pL alinarak NA besiyerine cam baget yardimi ile
yayma ekim teknigine uygun olarak ekimi gerceklestirilmistir. Ekim yapildiktan sonra
calismada kullanilan EO3, EO4, EO3+EO4, DMSO bos antibiyotik disklerinin iizerine
20 pl emdirilmistir.

DMSO calismada negatif kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise
Gentamisin, Eritromisin, Tetrasiklin kullanilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon

stiresinden sonra disklerin yaptig1 inhibisyon zonlar1 dl¢iimii gerceklestirilmistir.
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3.2.7 Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar (EO3, EO4, EO3+EO4 o.ii) %100'liik DMSO
(750 uL EO+ 2ml DMSO ) iginde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Daha sonra
10 tiipe daha 6nce hazirlanan NB besiyerinden 2' ser ml steril tliplere alindi. Hazirlanan
stok ¢ozeltiden 2 ml alinarak birinci tiipe koyulmustur. Ardindan seyreltme islemi
yapilarak her tiipten alinan 2 ml bir sonraki tiipe pipetlemesi yapilmistir. 11. tiipe
negatif kontrol olarak sadece 2 ml brot koyulmustur. Ardindan tiim tiiplerin igerisine
OD(600nm)= 0.4 standardina gore spektrofotometre de ayarlanan bakteri kiiltiiriinden(
2 mL NB + 18 pL bakteri eklenerek spektrofotometre de okutulmustur ve OD(600nm)
= 0.4 ayarland1.) 100 pL bakteri inokiile edilmistir. Bu islem ¢aligmada kullanilan her
iki bakteri i¢in yapilmistir.

22



4. BULGULAR

4.1 Biyofilm Degradasyon Spektrofotometre Olciim Sonuclar:

4.1.1HPB42 Bakterisinin Plastik Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonug¢lari

1.Konsantrasyon | 2.Konsantrasyon | 3.Konsantrasyon | 4.Konsantrasyon | Kontrol Grubu

(750 uLEO) | (375 uLEO) | (1875uLEO) | (93,75 uLpo) | (Esansivel yag
H H ~ O R kullanilmadan
0,190 0,162 0,103 0,010 0,010
0,192 0,158 0,90 0,020 0,010
0,190 0,164 0,105 0,020 0,000

4.1.2 HPB42 Bakterisinin Cam Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonug¢lari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4.Konsantrasyon

Kontrol Grubu

(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (187,5 uL EO) | (93,75 uL EO) tullaniimadan
0,332 0,193 0,102 0,040 0,000
0,332 0,202 0,104 0,020 0,000
0,330 0,196 0,107 0,010 0,000
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4.1.3 HPB42 Bakterisinin Krom Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonuclari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4.Konsantrasyon

Kontrol Grubu
(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (1875 WLEO) | (98,75 pLEO) ||yt dor
0,757 0,580 0,318 0,204 0,020
0,769 0,559 0,360 0,238 0,000
0,804 0,604 0,344 0,220 0,000

4.1.4 HPB42 Bakterisinin Plastik Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonuc¢lari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4.Konsantrasyon

Kontrol Grubu
(Esansiyel yag

(750 pL EO) (375 pL EO) (1875 WL EO) | (93,75 uLEO) | | /0 Y° T8
0,521 0,324 0,152 0,060 0,010
0,480 0,313 0,155 0,080 0,010
0,514 0,348 0,143 0,050 0,000
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4.1.5 HPB42 Bakterisinin Cam Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonugclari

1.Konsantrasyon | 2.Konsantrasyon | 3.Konsantrasyon | 4.Konsantrasyon | Kontrol Grubu

(750 uLEO) | 375 uLEO) | (1875 uLEO) | (93,75 uLEO) | (Esansivelyag
H H D H O 1 kullanilmadan
0,350 0,200 0,102 0,010 0,000
0,325 0,196 0,105 0,020 0,000
0,314 0,200 0,110 0,020 0,000

4.1.6 HPB42 Bakterisinin Krom Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonuc¢lari

1.Konsantrasyon | 2.Konsantrasyon | 3.Konsantrasyon | 4.Konsantrasyon | Kontrol Grubu
(750 uLEO) | (375 uLEO) | (1875 uLEO) | (93,75 u EO) | (Esansivel yag
’ ’ kullanilmadan)
0,616 0,460 0,324 0,181 0,020
0,616 0,461 0,314 0,174 0,000
0,607 0,455 0,296 0,180 0,000

4.1.7 HPB36 Bakterisinin Plastik Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonuglari

1.Konsantrasyon | 2.Konsantrasyon | 3.Konsantrasyon | 4.Konsantrasyon | Kontrol Grubu

(750 uLEO) | 375 uLEO) | (187,5 uLEO) | (93.75 uL EO) | (Esansiyel yag
H H > o0 kullanilmadan
0,307 0,216 0,168 0,030 0,010
0,308 0,210 0,171 0,040 0,010
0,302 0,210 0,176 0,030 0,000
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4.1.8 HPB36 Bakterisinin Cam Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonuclari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4. Konsantrasyon

Kontrol Grubu

(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (187,5 uL EO) | (93,75 uL EO) tullaniimadan
0,384 0,218 0,130 0,080 0,000
0,361 0,215 0,136 0,080 0,000
0,362 0,220 0,144 0,060 0,000

4.1.9 HPB36 Bakterisinin Krom Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal
Biyofilmin Degradasyonunda EO3'iin Etkisinin Sonuglari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4. Konsantrasyon

Kontrol Grubu

(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (187,5 uL EO) | (93,75 uL EO) kullanilmadan)
0,568 0,350 0,230 0,124 0,020
0,564 0,354 0,225 0,117 0,000
0,560 0,342 0,238 0,120 0,000

26




4.1.10 HPB36 Bakterisinin Plastik Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonuclari

1.Konsantrasyon | 2.Konsantrasyon | 3.Konsantrasyon | 4.Konsantrasyon | Kontrol Grubu
(750 uLEO) | 375 uLEO) | (1875 uLEO) | (93,75 uLEO) | (Esansivel ya
H H D H O R kullanilmadan
0,382 0,296 0,120 0,040 0,010
0,380 0,298 0,102 0,010 0,010
0,395 0,292 0,114 0,020 0,000

4.1.11 HPB36 Bakterisinin Cam Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonuclari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4.Konsantrasyon

Kontrol Grubu

(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (187,5 uL EO) (93,75 uL EO) Kullaniimadan
0,312 0,210 0,118 0,060 0,000
0,310 0,202 0,120 0,050 0,000
0,290 0,196 0,114 0,030 0,000
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4.1.12 HPB36 Bakterisinin Krom Malzeme Uzerinde Olusturdugu Mikrobiyal

Biyofilmin Degradasyonunda EO4'iin Etkisinin Sonuclari

1.Konsantrasyon

2.Konsantrasyon

3.Konsantrasyon

4. Konsantrasyon

Kontrol Grubu

(Esansiyel yag

(750 uL EO) (375 uL EO) (187,5 uL EO) (93,75 uL EO) kullaniimadan)
0,512 0,320 0,235 0,174 0,020
0,514 0,315 0,230 0,183 0,000
0,530 0,316 0,2442 0,166 0,000

4.1.13 Malzemeler Uzerinde Olusturulan Mikrobiyal Biyofilmin Degradasyonunda
Esansiyel Yag Kullanilmadan Alinan Sonuclar

Krom Plastik Cam
0,020 0,010 0,000
0,000 0,010 0,000
0,000 0,000 0,000
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4.2 Disk Diifiizyonu Zon Ol¢iimleri

Disk difiizyonu metodunda bakteri inokiile edilmis NA besiyerine yerlestirilen disklere,
elde edilen esansiyel yaglar, pozitif kontroller ve negatif kontoller emdirilmistir. Pozitif
kontol olarak antibiyotikler, negatif kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir. Bu
metodun amaci inkiibasyon sonrasi zon Olgiimlerinin karsilastirilmasidir. Esansiyel

yaglarin etki mekanizmasinin yorumlanmasi da elde edilen amaclar dahilindedir.

Sekil 4.1 HPB 42 bakterisi disk difiizyonu metodu zon olugumu

1 EO3

2 EO4

3 EO3+EO4
4 DMSO

5 Gentamisin
6 Eritromisin
7 Tetrasiklin

Tablo 3.3 Disk diflizyonunda kullanilan zon siralamalari
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Sekil 4.2 HPB42- HPB36 disk diflizyonu zon 6l¢timleri

Ornek *Zon Ol¢iimleri (mm)
EO3 9mm

EO4 16 mm
EO3+EO4 13 mm

DMSO (Negatif kontrol) -
Gentamisin (Pozitif Kontrol) 25 mm
Eritromisin (Pozitif Kontrol) 21 mm
Tetrasiklin (Pozitif Kontrol) 29 mm

Tablo 4.2 HPB -42'nin elde edilen disk difiizyon sonuglari

* Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarin1 vermektedir. EO3 ada ¢ayindan elde edilen
esansiyel yagi temsil etmektedir. EO4: karanfilden elde edilen esansiyel yag, DMSO
Dimetil Siilfoksit (Negatif Kontrol), Antibiyotikler ise pozitif kontrol

kullanilmistir. HPB 42 : Enterococcus faecalis ATCC 29122
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Ornek *Zon Olgiimleri (mm)

EQO3 9 mm
EO4 17 mm
EO3+EO4 14 mm
DMSO (Negatif kontrol) -

Gentamisin (Pozitif Kontrol) 26 mm
Eritromisin (Pozitif Kontrol) 21 mm
Tetrasiklin (Pozitif Kontrol) 26 mm

Tablo 4.3 HPB -36'in elde edilen disk difiizyon sonuglari

* Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarin1 vermektedir. EO3 ada ¢ayindan elde edilen
esansiyel yagi temsil etmektedir. EO4: karanfilden elde edilen esansiyel yag, DMSO
Dimetil Stilfoksit (Negatif Kontrol), Antibiyotikler ise pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. HPB 36: P. aureginosa ATCC 9027

4.3 Mic Degerleri Elde Edilen Sonug¢lar:

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar (EO3,EO4, EO3+EO4 o.ii) %100'liik DMSO
(750 uL EO+ 2ml DMSO ) icinde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra
10 tiipe daha once hazirlanan NB besiyerinden 2 ser ml steril tiiplere alinmuistir.
Hazirlanan stok ¢ozeltiden 2 ml alinarak birinci tiipe koyulmustur. Ardindan seyreltme
islemi yapilarak her tiipten alinan 2 ml bir sonraki tiipe pipetlemesi yapilmistir. 11. tiipe
negatif kontrol olarak sadece 2 ml brot koyulmustur. Ardindan tiim tiiplerin icerisine
OD(600nm)= 0.4 standardina gore spektrofotometre de ayarlanan bakteri kiiltlirlinden(
2 mL NB + 18 pL bakteri eklenerek spektrofotometre de okutuldu ve OD(600nm) = 0.4
ayarlandi.) 100 puL bakteri inokiile edilmistir. Bu islem calismada kullanilan her iki
bakteri i¢in yapilmigtir.
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Kullanmilan Bakteri - Esansiyel Yag *MIC Degeri
HPB- 36, EO3+EO4 Karisimi 8.tiip 5,85 uL/ml
HPB 36, EO4 8 .tlip 5,85 uL/ml
HPB 36, EO3 9.tiip 2,92 pL/ml
HPB 42, EO3+EO4 Karisimi 10. tiip 1,91 pL/ml
HPB 42, EO3 9.tiip 2,92 pL/ml
HPB 42, EO4 9.tiip 2,92 uL/ml

Tablo 4.4 MIC degeri elde edilen sonuglar

* Verilen rakamlar dilisyon ile seyreltme yapilan konsantrasyon sonunda meydana
gelen ¢ogalma sonucu bulunan rakamlardir. EO3 ada cayindan elde edilen esansiyel
yag1 temsil etmektedir. EO4: karanfilden elde edilen esansiyel yag, HPB 36: P.
aureginosa ATCC 9027, HPB 42: Enterococcus faecalis ATCC 29122
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5. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirilen bu ¢alismada Syzygium Aromaticum (Karanfil) ve Salvia Officinalis
(Adagay1) bitkilerinden elde edilen esansiyel yaglarin, HPB 36 HPB bakterilerinin 3
farkli yiizeyde olusturduklari mikrobiyal biyofilmin iizerine etkisinin aragtirilmasi, Disk
difiizyonu ve MIC degeri metodlarina gore degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore kullanilan esansiyel yaglarin, olusturulan mikrobiyal biyofilmin
degradasyonunda etkili oldugu sonucuna varilmistir. Hazirlanan 4  farkh
konsatrasyonda, kullanilan esansiyel yag oranina bagli olarak yliksek konsantasyondan
diisiik konsantrasyona dogru biyofilm degradasyonunda da konsatnrasyona bagli bir
azalma gozlenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO solventi kullanilan
ornekte degradasyona yonelik bir sonu¢ elde edilmemistir buna iliskin biyofilm
degradasyonunda Onemli olan faktoriin kullanilan esansiyel yag oldugu kanisina

varilmigtir.

Elde edilen sonuglara gore kullanilan her iki mikroorganizmada en iyi biyofilm
olusturma yetenegi krom malzeme {lizerinde gézlenmistir.

EO4 esansiyel yagi kullanilarak elde edilen degradasyon sonuglara gore en yiiksek
deger 0,616 olarak, HPB 42 bakterisinin krom malzeme iizerinde olusturdugu biyofilm

tabaka tizerinde goriilmiistiir.
EO3 esansiyel yagi kullanilarak elde edilen degradasyon sonuglarina gore en yiiksek

deger 0,757 olarak HPB bakterisinin krom malzeme iizerinde olusturdugu biyofilm

tabaka tizerinde goriilmiistiir.
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Gergeklestirilen ¢alismada kullanilan esansiyel yaglar 4 farkli konsantrasyonda
hazirlanmis olup esansiyel yag orani azaldik¢a biyofilm degradasyonu da buna baglh
olarak azaldig1 elde edilen sonuglara gore ortaya koyulmustur. DMSO ile hazirlanan
solventte ise 0'a yakin degerler 6l¢giilmesi degradasyonda esansiyel yaglarin olumlu bir
etkisinin oldugunu gostermistir.

Paslanmaz ¢elik yiizeyler lizerinde termofilik basillerin biyofilm olusumu {izerine bazi
calismalar mevcut ve bu sonuglar gelik, cam veya plastik materyaller gibi abiyotik
yiizeylerde degiskenlik gostermektedir (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2009). 3 farkh
malzeme (cam, krom, PVC) iizerinde olusturulan biyofilmin degradasyonunda farkli
sonuglar elde etmenin, biyofilmin malzeme iizerine tutunma kabiliyetlerinin
farkliligindan ortaya cikmistir. Bu durumda en iyi biyofilm olusturan malzemeler

strastyla krom, PVC, cam malzeme seklindedir.

Biyofilmlerin antibiyotiklere karsi diren¢ durumlart ve biyofilm &zellikleri ulusal ve
uluslararas1 literatiirde disk difiizyon testi ve kristal viyole boyama yontemi ile
belirlenmektedir. Yiiriitiilen bu ¢calismada disk difiizyonu methodu kullanilmaistir.

Disk diflizyonu methodunda elde edilen sonuglara gore disklere emdirilmis esansiyel
yaglarin, kullanilan pozitif kontroller (Gentamisin, Eritromisin, Tetrasiklin)
antibiyotikleri kadar olmasa bile olduk¢a yiiksek degere sahip zon olusturdugu
gbozlemlenmistir. Negatif kontol olarak kullanilan ve bos diske emdirilen DMSO
solventinde ise herhangi bir zon olusumu gozlenmemistir.

Biyofilmlerin antibiyotiklere karsi direng durumlari ve biyofilm 6zellikleri ulusal ve
uluslararas: literatiirde disk difiizyon testi ve kristal viyole boyama yontemi kullanilarak
arastirilmastir.

Yapilan bir ¢alismada Alcea nobilis subsp. neilreichii bitkisinin Gram pozitif, Gram
negatif bakterilere ve Candida albicans’a olan etkileri arastirilmistir. Disk difiizyon
yontemi kullanilarak yapilan aragtirmada Burdur’dan elde edilen bitkinin kapitulum
kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar 8-13 mm inhibisyon zon araliginda sonuglar
verirken, Eskisehir’den toplanan bitkiler i¢in 10-16 mm aralifinda oldugu tespit
edilmistir. Yiriittiiglimiiz bu ¢calismada da yaklasik olarak bu degerlere yakin sonuglar

elde edilmistir.
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Karanfilden elde edilen esansiyel yagin, adacayindan elde edilen esansiyel yaga gore
daha biiyiik zon olusumu gozlenmistir. HPB-36 bakterisi kullanilarak yapilan disk
difiizyonu sonucuna gore en yiiksek ¢apa sahip zon Ol¢limii pozitif kontrol olarak
kullanilan gentamisin, tetrasiklin antibiyotiklerinde 26 mm olarak 6lgiilmiistiir. Bunun
yant sira kullanilan EO4 emdirilen disk etrafinda olusan zon 6l¢timii ise 17 mm'dir. EO3
emdirilen disk etrafinda olusan zon 6lmiimii ise 9 mm'dir. EO3+EO4 karisimi olarak

emdirilen disk etrafinnda ise 14 mm zon olusumu gergeklesmistir.

HPB-42 bakterisi kullanilarak yapilan disk diflizyonunda en yiiksek zon 6l¢iimii 29 mm
capinda tetrasiklin antibiyotiginde olusmustur. Kullanilan EO4 esansiyel yag1 emdirilen
disk etrafinda 16 mm c¢aipinda zon olusumu meydana gelmistir. EO3 esansiyel yagi
emdirilen disk etranda ise 9 mm ¢apinda zon olusmustur. EO3+EO4 karisiminda ise 13
mm ¢apinda zon olusumu meydana gelmistir. DMSO solventinde ise herhangi bir zon

olusumu gdzlenmemistir.

Elde edilen edilen sonuglara gére kullanilan esansiyel yaglarin HPB-36, HPB-42

mikroorganizmlari tizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu saptanmuistir.
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