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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

VANKOMISIN DIRENCLI ENTEROKOKLARA (VRE) KARSI BAZI

UCUCU YAGLARIN ANTIiBAKTERIYAL AKTIVITELERI
Revza CELIK

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS

Bu calismamizda iilkemizde yetisen, kolay elde edilen ve piyasada ¢ok¢a bulunan kekik,
biberiye, adacayi, ithlamur, ¢orekotu, defne yapragi, nane, maydanoz, tar¢in ve igde gibi
bitki ugucu yaglarini laboratuvar ortaminda elde ederek, son yillarda 6nemli bir sorun
olarak karsimiza c¢ikan VRE’lere kars1 anti-bakteriyal aktivitelerini tespit etmek
amaglanmistir. Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan alinan 5 VRE izolat1 {izerinde iilkemizde dogal olarak
yetisen 10 bitkiye ait ekstratlardan 2,5 ve 5 mg/ml konsantrasyonlar hazirlanarak Disk
Diflizyon ve Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi ile inhibisyon zonlari tespit edilmis ve bu
bitki ekstratlarinin antibakteriyel etkileri incelenmistir. Bulgulara gore biberiye ve adagay1
bitkilerine ait ekstratlarin patojenik bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi
tespit edilmistir. Biberiye ektresinin 5 VRE’nin hepsine orta dereceli antibakteriyel etki
gostererek en etkili 6ziit oldugu saptanmustir. Igde, thlamur, kekik ve nane dziitlerininde 5
VRE’nin 4’ izerine orta dereceli antibakteriyel etki gosterdigi gOrtilmistiir.
Calismamizda kullanilan bitkilerin toprak {istii kisitmlarindan ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ugucu yaglarin kompozisyonu gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi ile ortaya
koyulmustur. Ayrica farkli bitkilerden elde edilen ekstarktlarin DNA’nin yapisinda
herhangi bir degisime sebep olup olmadig: arastirilmistir. Hi¢ bir bitki ekstraktinin DNA

yapisinda herhangi bir bozulmaya sebep olmadig1 saptanmistir.
Nisan 2019, 121 Sayfa.
Anahtar Kelimeler: Anti-bakteriyal aktivite, Vankomisin direngli entrokoklar, Bitki

ucucu yaglari.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

ANTIBACTERIAL ACTIVITES OF SOME PLANT VOLATILE OILS

AGAINTS VANCOMYCIN-RESISTANT ENTEROCOCCUS (VRE)
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Department

Supervisor: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS

In this study, it was aimed to determine anti-bacterial activities against VREs which
emerged as an important problem in recent years by obtaining plant essential oils such as
thyme, rosemary, sage, lime, nigella, laurus nobilis, mint, parsley, cinnamon and spindle,
which are grown in our country, obtained and found in the market easily. The inhibition
zones were determined by Disc Diffusion and Agar Kuyucuk Diffusion Method and the
antibacterial effects of these plant extracts were investigated by having prepared 2,5 and 5
mg/ml concentrations of extracts of 10 plants grown naturally in our country on 5 VRE
isolation obtained from the Microbiology Laboratory of Kirgehir Ahi Evran University.
According to the findings, it was ascertained that extracts of rosemary and sage plants have
high antibacterial effect against pathogenic bacteria. Rosemary extract was found to be the
most effective extract by showing moderate antibacterial effect to all 5 VRE. It was
observed that lime, thyme and mint extracts have a moderate antibacterial effect on 4 of 5
VREs. The composition of volatile oils obtained by extraction method from the top soil of
the plants used in our study was determined by gas chromatography/mass spectrometry.
Furthermore, it was explored whether the extracts obtained from different plants cause any
changes in the structure of DNA. It was concluded that no plant extract has caused any

disturbance in the DNA structure.
April 2019, 121 Pages.
Keywords: Antibacterial activity. Vancomycin-resistant enterococci (VRE), Plant volatile

oils.
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1. GIRIS VE AMAC

Enterokoklar, insan bagirsak ylizeyinde agiz, vajina, safra yollar1 ve iiretrada normal ortam
bakterileri olarak goriliirler (Caylan, 2004). Cok diisiik hastalik yapma yetenegine sahip
olmalarina karsin ciddi hastaliklara sebep olabilirler (Shepard, 2002). Yogunlukla karin
boslugunda bulunan bu bakteriler c¢ogunlukla enfeksiyon ve ¢esitli hastaliklara
(bakteriyemi ve endokardite) yol acarken, ender olarak menenjit, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarina sebebiyet verirler. Enterobakterlerin bazi iiyeleri, konak organizmasi
disinda, degisen sicaklikta, pH diizeylerinde ve hatta bazi bakterilerin 6liimiine sebep olan
deterjanlarin varliginda bile canliligim1 koruyabilmektedir (Lautenbach ve dig., 1999;

Patterson, 2000; Shepard ve dig., 2002).

1970’11 yillardan itibaren bilhassa nozokomiyal enfeksiyon nedenleri arasindaki durumu ve
onemi gittikce artmaktadir. Enterekoklar hastane ortaminda kolaylikla yasayabilen
mikroorganizmalardir. Uzun siireli hastanede yatma, altta yatan ciddi hastaliklar, uzun
stireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, vankomisine diren¢li enterokok (VRE)
kolonizasyonu ve enfeksiyonu icin tehlike etkeni olarak sdylenebilir. Fakat saglikli
bireylerdeki VRE kolonizasyonu, ciddi bir enfeksiyon riski olusturmamaktadir (Cigekler,
2006).

Son yillarda VRE bazi Avrupa tlkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde problem
olmaya baslamistir. Tiirkiye’de ise VRE salgmi ilk kez 1998 yilinda Antalya’dan
bildirilmistir. 2003 yilindan itibaren VRE’ye rastlayan saglik merkezi sayist on’u (10)
gecmigstir. Tiim gelismeler, entrokoklar cinsi bakterilerde glikopeptid direncinin ¢ok yakin
zamanda {iilkemizde de olduk¢a ciddi bir problem olarak Oniimiize geleceginin

gostergesidir (Cicekler, 2006).

Coklu ila¢ direncinin artmasi, yeni antimikrobiyal bilesiklerin belirlenmesi i¢in yeni
kaynaklarin arastirilmasini zorunlu kilmistir (Akgiil, 2014). Dogal bitki iceriklerinden elde

1



edilen maddeleri kullanarak patojen mikroorganizmalara kars1 etkili olan bitki tiirleri ve bu
tirlerin igerdikleri etken maddelerin tespit edilmesi, diinya lizerinde yogun bir sekilde
calisilan bir alan haline gelmistir. Ucgucu yaglar, farkli bilesenleri igeren kompleks
karigimlar olduklarindan biyolojik etkileri yoniinden de farkliliklar géstermektedirler. Etki
dereceleri igerdikleri etken maddenin Ozelligine bagl olarak pek c¢ok ugucu yag farkli

antimikrobiyal etkiler gosterebilmektedir (Ertiirk ve ark, 2010)

Hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalar, hastane dis1 enfeksiyona
sebep mikroorganizmalara kiyasla ¢ok daha direngli oldugundan pahali antibiyotikler
kullanilmak durumunda kalindig1 ve dolayisiyla antibiyotik maliyetlerinin artisina neden
oldugu belirtilmektedir. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelisitirdikleri diren¢ nedeniyle
hali hazirda kullanilanabilecek antibiyotiklerin kisitli olmasi ve maddi agidan masrafli

olmasi insanlari alternatif olarak dogal antibiyotiklere yoneltmektedir (Akgiil, 2014).

Biitiin diinyada oldugu gibi, Tiirkiye’de de tibbi yonden 6nemli olan bitkiler, yiizyillardir
toplum i¢inde hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Geleneksel tipta kullanilan
bitki Oziitlerinin yeni antimikrobiyal bilesenlerin potansiyel bir kaynagi olarak, bilimsel
acidan incelenmeleri olduk¢a 6nem arz etmektedir. Diger taraftan, tabii iirlinler olmalari
yaninda etkili ve giivenilirlikleri sebebiyle dogal terapilerde ve artan tiiketici talebi de bitki
ucucu yaglar ile ilgili daha ayrintili ¢alisma zorunlulugunu beraberinde getirmektedir

(Celik ve Celik, 2007).

Bu calismamizda hem iilkemizde (Kirsehir il sinirlart iginde) yetisen, kekik, biberiye,
adacay1, ithlamur, ¢orekotu, defneyapragi, nane, maydanoz, tar¢in ve igde bitki 6ziitlerinin
hemde piyasada satisa sunulan bitki ugucu yaglarinin VRE’lere karsi anti-bakteriyel

etkinliginin cesitli yontemlerle belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enterokoklar

2.1.1. Tarihce

Glinlimiizde “enterokoklar” olarak adlandirilan mikroorganizmalar uzun seneler
Streptococcus cinsinin gruplart igerisinde simiflandirilmis, fakat kimyasal ve fiziksel
ajanlara direncli olmalar1 ve genellikle grup-D streptokoklar: biinyesinde bulundurmalari
ile streptokok grubundan ayrilmistir. Enterokok ismi, ilk defa Thiercelin (1899) tarafindan
bakterinin bagirsak odakli oldugunu agiklamak tizere kullanilmustir. Streptococcus faecalis
tiir ismi ise ilk defa F.W.Andrews ve T.J.Horder (1906) tarafindan kullanilmistir (Andrews
ve Horder 1906, Facklam ve Teixeria, 1998). Orla-Jensen (1919) Streptococcus faecium
olarak adlandirilan ikinci organizmay1 tanimlamislardir (Kandler ve dig., 1968). Helen U.
Wing ve M. Sherman tarafindan (1935 ve 1937) yillarinda S. faecium’a benzer 6zellik
gosteren ve daha az fermentasyon yapan 3. bir tlir olan Streptococcus durans‘
tanimlamuslardir. Graham (1937-1938), 9.6 pH’da, 10-45 'C arasindaki sicakliklarda ve
%6,5 NaCl iceren sivi besiyerinde iireyebilen ve 60 C’de 30 dakika canli kalabilen
streptokoklar icin “enterococcal grup” ifadesi kullanmistir (Graham ve Bartley 1939).
Nowlan ve Deibel (1967) bu gruba Streptococcus avium’u ilave etmistir. A.P. Kalina
(1970) S. faecalis ve S. faecium™un Streptococcus cinsinden degisik bir genetik yapiya
sahip olmalar1 nedeniyle farkli bir cinse alinmalarini 6nermistir (Facklam ve Teixeria,
1998). 1984 senesinde K.H. Schleifer ve R. Klipper-Baltz tarafindan genetik 6zellikleri de
g0z oniinde bulundurularak S. faecalis ve S. faecium’un streptokoklardan ayr1 olduklarim
Oone cikararak bunlarin Streptococcus cinsinden Enterococcus cinsine aktarilmasini
onermislerdir (Murray 1990, Yildirim 2007, Ludwig ve ark. 2009). Enterokok cinsi iginde
Enterococcus faecalis, Enterococcus mundtii, Enterococcus raffinosus, Enterococcus
pseudoavium, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus avium,
Enterococcus gallinarum, Enterococcus flavescens, Enterococcus dispar, Enterococcus

casseliflavus, Enterococcus malodoratus, Enterococcus hirae, Enterococcus sulfureus,



Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus columbae ve Enterococcus cecorum yer

almaktadir (Koneman, 2005).

2.1.2. Morfoloji ve Ureme Ozellikleri

Enterokok cinsi bakterilerin karbonhidratlar1 pargalayp laktik aside doniistiirme
ozelliklerinden otiirlii fermentatif laktik asit bakterileri i¢inde bulunan, gram pozitif, E.
flavescens, E. gallinarum ve E. casseliflavus gibi bazi tiirleri hari¢ hareketsiz, aerobik,
fakiiltatif anaerop, bazi suslarin yalanct katalaz reaksiyonu gostermesine karsin
enterokoklar genellikle katalaz negatif (oksijen varliginda gelisen ve pseudokatalaz {ireten
bazi tiirleri harig), oksidaz negatif, spor olusturmayan, Sekil 2.1.de gosterildigi gibi oval
kok formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir goriiniimiindedirler. Gram negatif
bakterilere kiyasla, beslenme gereksinimleri daha segicidirler. Gelistirdikleri besiyerinde
daha fazla iireme faktoriine gereksinim duymalari agisindan da diger pek ¢cok gram pozitif

bakterilerden ayrilirlar (Halkman, 2013).

Enterokoklar 10-45 ‘C’de iireyebilen, %6,5 NaCl bulunan ortamda ve %40 safra
varliginda iiremeyi siirdiirebilen, 60 'C’de yarim saat canlilik dzelligi gosteren ve eskiilini
hidrolize edebilen bakterilerdir. Ayn1 zamanda pH 9.6’da ve %40 safra tuzu iceren
besiyerinde ¢ogalabilirler. Kanli agarda 0,5 — 2 mm capinda (streptokoklardan daha biiyiik)
kabarik, gri — beyaz renkte parlak, bugulu koloniler olustururlar. Alfa, beta hemolitik ya da
non-hemolitiktirler. Glikozdan gaz olusturmazlar. E. cecorum, E. columbae ve E.
saccharolyticus disinda kalan tiim kokenler PYR (Pyrrolidonyl arylamidase) maddesini
hidrolize ederler. E. faecalis, E. faecium’un tersine %0.04 telliirit igeren ortamda iirer ve
agarda siyah koloniler yaparlar. Bu 6zellikleri enterokoklari tanimlamada yeterli ise de,
daha az rastlanan Lactococcus, Aerococcus, Pediococcus ve Leuconostoc tiirleri gibi bazi
gram pozitif, katalaz negatif koklarda da benzer oOzellikler bulunur. Lactococcus ve
Aerococcus tiirleri grup D antiserumu ile reaksiyon vermemeleri; Pediococcus ve
Leuconostoc tiirleri de PYR negatif olmalari ile enterokoklardan ayrilirlar (Teixeria ve

Facklam, 2003).



Enterokoklarin gram pozitif, katalaz negatif koklardan ayiriminda kullanilan algoritma

Sekil 2.1: Enterococus feacalis.

Sekil 2.2.°de gosterilmektedir (Klein,2003).
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Sekil 2.2: Enterokoklarin Diger Gram Pozitif ve Katalaz Negatif Koklardan Ayirimi (Klein, 2003).



2.1.3. Siiflandirma ve Tanimlama

Enterokoklar 1984 yilina kadar Lancefield siniflamasinda D grubu streptokoklara dahil
edilmis, bu yildan sonra yapilan genetik caligmalar sonucunda S. faecalis ve S. faecium
tiirlerinin bu streptokok cinsinden ayri bir cins olarak ele alinmasi gerektigine karar
verilmistir. 1984 yilinda Schleifer ve Kilpper-Balnz tarafindan Enterococcus cinsinin
tanimlanmasindan sonra, gliniimiizde Enterococcus cinsinde otuzdort ayri tiir bulunmustur

(Akgimen, 2010). Bu tiirler Tablo 2.1. de gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Enterococcus Cinsi Igerisinde Yer Alan Tiirler.

E. aquimarinus E. faecalis E. pallens

E. asini E. faecium E. phoeniculicola
E. avium E. gallinorum E. pseudoavium
E. caccae E.gilvus E. ratti

E. canintestini E. haemoperoxidus E. raffinosus

E. canis E. hermanniensis E. saccharolyticus
E. casseliflavus E. hirae E. silesiacus

E. cecorum E. italicus E. sulfureus

E. columbae E. malodoratus E. termitis

E. devriesei E. moraviensis E. thailandicus
E. dispar E. mundtii E. villorum

E. durans

1984 yilinda Enterococcus cinsinin adinin konulmasindan sonra, streptokoklardan ayri bir
cins olarak kabul edilen enterokoklar Tablo 2.2. de gdsterildigi gibi simiflandirilmaktadir

(Akgimen, 2010).

Tablo 2.2: Enterokoklarin Siniflandirilmasi

ALEM Bakteriler

Sube Firmicutes

Simif Bacilli

Takim Lactobacillales
Aile Enterococcaceae
Cins Enterococcus

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de gram pozitif koklar, katalaz (+) pozitif

Micrococcaceae ailesi ve katalaz (-) negatif Streptococcaceae ailesi olarak 2 grupta



incelenmektedir (Mollering, 2000). Dis yapr Ozelliklerindeki farkliliklarin yaninda
16SrRNA gen dizi analizi metodu kullanilarak gerceklestirilen katalaz negatif gram pozitif
koklarin filogenetik analizi sonuglarina gore, enterokoklarin; streptokoklar ve
laktokoklar’dan ¢ok Vagococcus, Tetragenococcus ve Carnobacterium cinslerine ¢ok daha
benzer olduklar1 tespit edilmistir. Onceleri, katalaz negatif, gram pozitif koklardan; BE
(bile-eskiilin), PYR (Pyrrolidonyl Arylamidase) ve LAP ( Losin aminopeptidaz) testi
pozitif olan, % 6,5 Sodyum kloriir varhginda 45 "C’de iireyen suslar enterokok olarak
tanimlanmistir. Enterokoklar bu smiflandirma ile kendilerine ¢ok benzerlik goOsteren
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Vagococcus’dan sadece BE reaksiyonu ve %
6,5 NaCl igeren besiyerinde iireyebilme kabiliyetleri ile farklilik gostermis, lakin
yogunlukla kusurlu neticeler alinarak siiflandirmada hatalar yapilmistir (Teixeira ve dig.,
2009; Fisher ve Phillips, 2009). Ote yandan enterokoklarin %80’lik bir kisminda saptanan
Grup-D antijeninin taksonomik siiflandirmada yeteri kadar etkili olmadigi goriilmiistir.
llaveten Leuconostoc, Pediococcus ve bir kisim Vagococcus’larda grup-D antijeni
tagiyabilir. Enterokoklarin tanimlanmasinda izlenmesi Onerilen akis semast Sekil 2.3.’te

gosterilmistir.

Primer kiiltiirde ve Gram boyal1 incelemede siipheli kolonilere KATALAZ testi uygula

!

Sonu¢ NEGATIF veya zayif pozitifse

|

PYR ve safra-eskiilin hidroliz testi uygula. Bu agsamada LAP testi, %6.5 NaCl’de tireme ve 45°C’de lireme

testlerinin yapilmasi da uygun olur.

¢

PYR, LAP (Losin aminopeptidaz), safra-eskiilin POZITIF ise ve %6.5 NaCl’de ve 45°C’de iireme varsa

'

Enterococcus spp.

Rapor et!

|

E. faecium, E. faecalis tiir ayirimu i¢in baz1 biyokimyasal ve fenotipik bazli testlerden yararlan

Sekil 2.3: Enterokoklarm Tanimlanmasinda izlenmesi Onerilen Akis Semast.




2.1.4. Enterokok Gruplan

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmalarina ve

arjinini hidrolize etmelerine gore bes gruba ayrilirlar (Sansar Yildirim, 2015).

2.1.4.1. Grup 1

E. avium, E. gilvus, E. malodoratus, E. pallens, E. pseudoavium, E. raffinosus, E.
saccharolyticus, tiirlerinden meydana gelir. Isimleri sayilan bakteriler mannitol, sorbitol ve
sorboz igeren sivi besiyerinde asit olusturmakta, fakat arjinini su ile par¢alayamamaktadir

(Gtiltekin, 2014).

2.1.4.2. Grup 2

E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. haemoperoxidus, E. mundtii ve
tiirlerinden meydana gelir. Bu bakteriler mannitol i¢eren s1vi besiyerinde asit olustururken,
sorboz igeren besiyerinde asit olusturmazlar ve sorbitollii besiyerinde dalgali tepkime

verirler. Ayrica grup 1’den farkl olarak arjinini hidrolize ederler (Gtiltekin, 2014).

2.1.4.3. Grup 3

E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. ratti ve E. villorum,’un mannitol
negatif olan tiirevleri bu grubun olusmasinda etkilidir. Bu gruptaki tiirler arjinini su ile
pargalyarak hidrolize eder ve D antijeni icermez. Fakat mannitollii, sorbitolli
besiyerlerinde ve sorboz iceren besiyerlerinin hi¢ birinde asit olusturmamaktadir (Giiltekin,

2014).

2.1.44. Grup 4

E. asini, E. caccae, E. cecorum, E. phoeniculicola ve E. sulfurens, bu grubu
olusturmaktadir. Bu tiirler mannitollii besiyeri ve sorboz ihtiva eden sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve arjinini hidrolize edemezler. Enterococcus cecorum sorbitol ihtiva eden sivi

besiyerinde asit olustururken, E. sulfurens asit olusturmaz (Giiltekin, 2014).

2.1.4.5. Grup 5

Bu grupta E. canis, E. casseliflavus, E. columbae, E. faecalis, E. hermanniensis, E. italicus
ve E. moraviensis bulunur. Grupta bulunan enterokok tiirleri arjinini hidrolize (su ile

parcalamak) etmezler, sorbozdan asit olusturmazlar, mannitol ihtiva eden siv1 besiyerinde



asit olustururlar ve sorbozdan asit olusturmazlar (Sansar Yildirirm, 2015). Enterokok

tiirlerinin gruplara gore dagilimi Tablo 2.3. deki gibidir.

Tablo 2.3: Enterokok Tiirlerinin Gruplara Gore Dagilimi (Teixeira ve ark., 2009).

GrupI Grup II Grup III Grup IV GrupV

E. avium E. faecalis E. durans E. asini E. canis

E. malodoratus E. faecium E. hiare E. cecorum E. columbae

E. raffinosus E. casseliflavus E. ratti E. sulfurens E. moraviensis
E. pseudoavium E. mundtii E. dispar E. phoeniculicola  E. hermanniensis
E. pallens E. haemoperoxidus E. villorum E. caccae E. italicus

E. gilvus E. gallinorum

E. hawaiiensis E. sanguinicola

E. saccharolyticus

2.1.5. Baz1 Enterokok Tiirlerinin Ozellikleri

Insanlardan ve hayvanlardan siklikla izole edilen entrokok tiirlerinin genel o6zellikleri

asagida yer almaktadir.

Enterococcus faecalis, insanlarda gastrointestinal sistemin dogal {yesidir. Agiz,
hepatobiliyer sistem ve vajinadan da izole edilmistir. insan odakl1 infeksiyonlardan en ¢ok
sorumlu tutulan tiirdiir. Genellikle iriner infeksiyon, yara, karin boslugu sivisi, derin
pelvik (karin alt kismi) apse, endokardit ve kan kiiltiirlerinden elde edilmistir. Bununla
birlikte bir kistm hayvanlarda da mevcuttur. Bazen beta hemolitiktir. % 6,5’luk NaCl
(Sodyum Kloriir) ve pH 9,6’da iireyebilir. E. faecium, insan ve boynuzlu biiylikbas
hayvanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan ve Enterokok enfeksiyonlarinda en sik
soyutlanan ikinci tiirdiir. Yem, yiyecek ve sebzelerden izole edilmistir. Iki biyotipi vardir.
E. faecalis’e oranla antimikrobiyal maddelere oldukc¢a direncglidir. Kanli agarda alfa
hemoliz yapar, % 6,5’luk NaCl ve pH 9,6‘da iireyebilir. E. durans, siit ve kuru gidadan
yalitilarak ele edilmistir. Seyrek olarak Insan ve hayvanlarda, bagirsak ve iiriner sistemden
izole edilmistir. Alfa hemolitiktir. % 6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iirer. Ancak 50 C’de
cogalmamaktadir. E. avium, basta kiimes hayvanlar1 kopek gibi hayvanlardan da izole
edilmistir. Insan gastrointestinal sistem floras1 dogal iiyesidir. Apendisit, otit ve beyin apse

kiltiirlerinden izole edilmistir. Alfa hemoliz yapar ve % 6,5’luk NaCl’de {iremesi zordur.



H,S (hidrojen siilfiir) iretir ve pigment liretmez. E. casseliflavus, bitki ve toprakta
icerisinde bulunur. Vankomisine dogal direnglidir. Firsatgt enfeksiyon etkenleri
arasindadir. % 6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iireyebilir. Hareket kabiliyetine sahiptir ve sar1
renkli pigment lretir. E. gallinarum, evcillestirilmis kanatli hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde bulunur. Hemodiyalizli bir hastadan elde edilmistir. Vankomisine dogal
direnglidir. Koyun kanli agarda gama hemolitikdir (nonhemolitik). At kanli agarda beta
hemoliz yapabilir. % 6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da iireyebilir. Hareket 6zelligine sahiptir ve
pigment iiretemez. E. hirae, domuz ve tavuklarda bulunur. Onceleri atipik E. faecium
olarak bilinirdi. Hemoliz yapmaz. 10-45 'C arasinda cogalabilir. % 6,5’luk NaCl ve pH
9,6’da iirer (Facklam ve Teixeria, 1998; Fisher ve Phillips, 2009; Giiltekin, 2014).

Tablo 2.4: Onemli Enterokok Tiirleri, Bulundugu Canlilar ve Ortamlar (Giiltekin, 2014).

Enterokok tiirleri Yasam ortamlari

E. faecalis Insanlar, hayvanlar, su, besinler
E. faecium Insanlar, hayvanlar, su, besinler
E. gallinarum Insanlar, evcil kuslar, besinler
E. casseliflavus Toprak, bitki, besinler, insan

E. avium Hayvanlar

E. hirae Hayvanlar

E. durans Insanlar, hayvanlar, besinler

2.1.6. Enterokok Infeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Enterokoklar, hayvan ve insan gastrointestinal sisteminin miithim bir elemanidir.
Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkeni olarak kabul edilmektedir.
Insanlarda gastrointestinal sistemin normal florasinda bulunurlar. Enterokoklar, iiriner
sistem enfeksiyonu basta olmak {iizere endokardit, yara enfeksiyonu ile iliski olup, ayni
zamanda nozokomiyal bakteriyemi etkeni olarak izole edilmektedir (Edwards, 2000). E.
faecalis diger enterokok tiirlerine gore en sik izole edilen tiirdiir (Giiltekin, 2004).
Hayvanlarda E. faecium 6biir enterokok tiirlerine kiyasla daha ¢ok goriiliirken, bitkilerde
ise E. casseliflavus ve E. mundtii bulunur. Gergeklestirilen pekcok arastirmaya gore
enterokoklar arasinda en ¢ok tanimlanan tiirler E. faecalis ve E. faecium’dur (Cetinkaya ve

dig., 2000). Enterokoklar dis etkenlere karsi olduk¢a dayanikli olduklarindan her cesit
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kosulda canliliklarini siirdiirebilirler. Buna dayanarak enterokoklar kimi zaman kullanilan
hastane arag-gerecleri araciligiyla kimi zaman da saglik ¢alisani ile taginarak hastane

enfeksiyonu olusturarak salginlara sebep olabilmektedir (Lawrence ve dig., 1992).

1984 yilinda Hastalik Kontrol Merkezi [Centers For Disease Control (CDC)] verilerince,
enterokoklar hastane kokenli infeksiyonlarda %10,4 ile 3. siradadir. 1980°1i yillarda
Enterokoklarda beta-laktam antibiyotiklere ve aminoglikozidlere direncin ortaya ¢ikmasi
tizerine Vankomisin uzun siire tek uygun antibiyotik olarak kullanilmistir (Cigekler, 2006).
Vankomisine direncli enterokok suslar1 ilk defa 1988 senesinde Ingiltere’den Uttley ve
arkadaslar1 tarafindan, Fransa’dan Leclercq ve arkadaglari tarafindan, rapor edilmistir
(Uttley ve dig., 1988; Leclercq ve dig., 1989). ABD’de ise 1989°da New York’da
sonrasinda ise bazi avrupa llkelerinde ve Avusturalya, Kanada gibi iilkelerden
bildirilmigtir. VRE hemen hemen tiim diinya iilkelerinde goriilmeye baslamistir (Vural ve
dig., 1999, Murray, 2000; Sood ve dig., 2008). VRE enfeksiyonlarinin Avrupa iilkelerinde
daha fazla goriilmesinin nedeni, Avrupa’da hayvan yiyeceginde, bilhassa kanatli kiimes
hayvanlarinin gelisme hizlarin1 artiran bir glikopeptid antibiyotik olan avoparsin
kullanilmasmnin tetikledigi diistiniilmektedir (Alp ve Cetinkaya, 2008; Sood ve dig., 2008).
Diger taraftan 1994 senesinden sonra pekgok devletin Avoparsini yasaklamasi ve hasta
bireylerde glikopeptit grubu antibiyotiklerin kisith tiiketimi neticesinde bu devletlerde
VRE miktarlarinda diisme tespit edilmistir (Wegener, 1998).

Ulkemizde 1998 yilinda, Akdeniz Universitesi’nden ilk dnce vankomisin direngli E.
faecium susu, Vural ve arkadaglar tarafindan, izole edilmistir (Alp ve Cetinkaya, 2008).
Tirkiye’de hastane kokenli enfeksiyon nedenleri arasinda 1. olarak metisiline direngli
koagiilaz negatif stafilakok (MRKNS), 2. sirada metisiline direngli Staphylococcus aureus,
ardindan 3. sirada VRE enfeksiyonlar1 gelmektedir.

Enterokoklar ABD'de Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon Siirveyansinca [National
Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS)] yaymlanan veriler geregince
enterokoklarda vankomisin direncinin 1989-1993 yillar1 araliginda 20 kat fazlalastigi
goriinmektedir. Yogun bakim birimlerindeyse bu oranin 34 kat arttig1 aciklanmaktadir

(Durmaz ve dig., 2002; Sood ve dig. 2008).
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2.1.7. Patojenite ve Viriilans Faktorleri

Enterokoklar, diisiik virulansli bakteriler olmalarina karsin énemli hastane infeksiyonu
etkenleri arasinda yer almaktadir. Mikroorganizmanin ¢ok sayida antibiyotige intrensek
(kromozomal) direng gostermesi ve ¢evreye adaptasyonunun olduk¢a iyi olmasi diger
patojenlerden daha yararli olmasim1 saglar. Enterokoklarda tiirler arasindaki farklilik,
mikroorganizmanin antibiyotik direnci karakterini ve enfeksiyonun ilerlemesini

etkilemektedir (Ulusoy, 2003; Cigekler, 2006; Fisher ve Phillips, 2009).

Enterokoklar gastro-intestinal sistemde hem parazit ile hem de bagirsak ortaminin diger
ogeleri ile uyum icinde yasayan kommensal bakteri olmalarina karsin kisinin hastalia
yakalanma oranini artiran hallerde bagirsak disindaki boélgelere sicrayarak hastaliklara
neden olurlar. Antibiyotik tedavisi, konak¢1 yaralanmasi ve azalan konakg1 bagisiklig: gibi
konak¢i-kommensal birlikteliginin etkenlerindeki degisiklikler, bu mikroorganizmanin
tilseratif kolitin sistematik konakg¢1 bolgelerine ulagsmasina ve enfeksiyon meydana
gelmesine sebep olabilir. Enterokoklarin ortak yasam davranigina aykiri hareket etmesine
sebep olan diger diizenek ise konak¢inin savunmasindan kurtulmak i¢in yeni 6zellikler
kazanmasi1 ve yeni kosullarda kolonize olabilmesidir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;

Devriese ve dig., 2006; Upadhyaya ve dig., 2009).

Uzun yillardir birden fazla ¢alisma ile enterokokal virulans faktorlerinin tanimlanmasina

deginilmistir (Hancock ve dig., 2000).
Enterokoklar i¢in 6nemli olan virulans faktorler asagida verilmistir:
1. Hemolizin veya Sitolizin
2. Agregasyon faktortii
3. Ekstraseliiler stiperoksitler
4. Enterokokal yiizey proteini
5. Jelatinaz

6. Lipoteikoik asit
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7. Kollajen Baglayici Adezin MSCRAMM Ace (Microbial surface component

recognizing adhesive matrix molecule adhesin of collagen from Enterococci)
8. Kapsiil, hiicre duvar1 polisakkaritleri
9. Seks feromonlar1
10. Hyaluronidaz
11. Efa (Enterococcus faecalis Antijen A Proteini)
12. AS-48

13. Antibiyotik direnci

2.1.8. Hemolizin veya Sitolizin

E. faecalis izolatlarinda bulunabilen, dnceleri hemolizin olarak tanimlanan ve plazmid ile
kodlanan sitolizin insan, at ve tavsan eritrositlerine karsi litik aktivite gosteren bir
sitotoksik proteindir. Sitolizin eritrositler disinda, makrofajlar, gram pozitif organizmalar
ve polimorfoniikleer l6kosit (PMNL)’ler, icin de litik aktivite gosterir. Buna ragmen
toksinin gram negatif bakterilere ve koyun eritrositlerine kars1 etkisiz oldugu gosterilmistir
(Kayaoglu ve Orstavik, 2004). Sitolizin’in diger yandan bir bakteriosin oldugu ve yikici
aktivitenin yaninda tiim gram pozitif mikroorganizmalar i¢in 6ldiirlicii oldugu saptanmistir

(Upadhyaya ve dig., 2009).

Gergeklestirilen bir aragtirmada infeksiyon ile ilgili malzemeden yalitilan E. faecalis
suslarmin %60 dolaylarmin digk: izolatlarinin ise %17’sinin sitolizin meydana getirdigi
bulunmus, lakin amaci benzer olan bir¢ok arastirmada endokardit, septisemi veya saglikl
kisilerin gaitalarindan yalitilan E. faecalis izolatlar igerisinde sitolizin iiretimi bakimindan

bir farklilik tespit edilememistir (Elsner ve dig., 2000).

2.1.9. Agregasyon Faktorii (Af)

Af, mikroorganizma iizerinde bulunan sa¢ benzeri, protein yapili bir adhesindir. Hiicreler
arast iligkiyi organize etme, hiicre dis1 matriks proteinlerine adhezyonla konak

organizmaya yapisma ve hiicre yiizey hidrofobisitesini fazlalastirma gibi nitelikleriyle
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virulansa katki saglayan Af, feromon-responsif plazmidde kodlanir. Alic1 ve verici
mikroorganizmalar arasinda temasa yardimci olan Af, plazmid aktarimini rahatlatir.
Plazmid aktarimin1 kolaylamasi sonucunda, antibiyotik direncine neden olan genetik
parcalar E. faecalis ve oblr tiirler arasinda aktarim yapabilmektedir. Diger taraftan
mikroorganizmalarin agregasyonunu da saglayarak virulansa katki saglamaktadir

(Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.1.10. Ekstraseliiler Siiperoksid

Entrokoklar 6nemli miktarda siliperoksit iiretme yetenegine sahiptir. E.faecalis’lerin ¢gogu
ve bazi E.faecium tiirleri tarafindan ekstraseliiler siiperoksitlerin sentezlenip mikro-cevreye
salindigi, bunun da bakterinin hayat siiresini uzattigi belirlenmistir. Enterotoksik
bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen klinik suslarin gaita kokenli
izolatlardan daha fazla siiperoksid radikali tirettigi belirlenerek, siiperoksid iiretiminin
virulansla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Devriese,

2006; Upadhyaya ve dig., 2009).

2.1.10.1. Enterokokal Yiizey Proteini

Molekiiler agirliga oldukca yiliksek olan, Esp (enterokokal surface proteini) patojenite
bolgesinde bulunan esp geninde kodlanir ve konjugasyonla enterokok izolatlar1 arasinda
nakledilebilir 6zellige sahiptir. Salgina neden olan Esp, E. faecalis ve E. faecium
izolatlarinda mevcut oldugundan, epidemik suslari belirleyen isartleyici oldugu tahmin
edilmektedir. Bu genin daha az patojen olan suslarda bulunmadigi da gosterilmistir

(Oancea ve Klare, 2004; Coque ve Willems, 2005).

Enterokokal ylizey proteini Esp, ilk olarak virulant gentamisin direngli bir E. faecalis
izolatindan identifiye edilmistir. Esp, bakteriyemi ve endokardit ile alakali suslarda yiiksek
miktarda mevcutken, diski kaynakli izolatlarinda ¢ok az goriiliir. Bu proteinin bakterinin
immiin yanittan kagisina yardimer oldugu diisiintilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;

Sood ve dig., 2008; Fisher ve Phillips, 2009).
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2.1.10.2. Jelatinaz

Enterokoklarda jelatinaz enziminin varligi ilk kez Bleiweis ve Zimmerman tarafindan
1964°te E.faecalis suslarinda gosterilmistir. Gergeklestirilen bir arastirmada; E. faecalis
olan hastane izolatlarinin %45’lik kisminin jelatinaz meydana getirdigi halbuki herhangi
bir E. faecium ve E. avium izolatinin jelatinaz (+) olmadig1 gézlenmistir (Portenier ve dig.,

2003).

Besinlerdeki E. faecalis suslarinda da jelatinaz olusturma oran1 fazladir. Baz
aragtirmalarda genetik yapida jelatinaz geninin mevcut olmasina ragmen dig goriiniis
ozelliklerinde gdstermeyen bir kisim suslarin oldugu tespit edilmistir (Ozmen ve dig.

2011).

2.1.10.3. Lipoteikoikasit (LTA)

Enterokoklarin D grupu antijenini olusturur. Lipoteikoik asit verici hiicreden {iretilen
agregasyon maddesi nedeniyle alic1 hiicre {izerinde reseptor vazifesi yapan E. faecalis’in
baglayici elementinin bir parcasit olarak kabul gormiistir. Bu kuram E. faecalis’ten
yalitilan bagimsiz Lipoteikoik asitin, hiicresel baglanma maddesinin rekabet¢i bir
inhibitorii olarak tepki vererek feromon kaynakli hiicre toplanmasini geciktirmesi
caligmalarindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Yani Lipoteikoik asitin, toplanma diizenini
ve plazmid transferini pratik hale getirerek E. faecalis’in virulensine katki saglayan bir

molekiil oldugu varsayilmaktadir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.1.10.4. Kollajen Baglayict Adezin (MSCRAMM Ace)

Yapisal ve islevsel olarak Staphylococcus aureus’un kollajen baglayabilen proteini Cna
(collagen adhesin gene)’ya benzer niteliklere haiz olan MSCRAMM Ace, hiicre dist
matriks proteinlerine baglanmay1 gerceklestiren protein yapida bir adhezindir. Ace, E.
faecalis’in kommensal ve patojenik izolatlar1 arasinda yaygin olup, bireylerde infeksiyon
stiresi zarfinda salinir ve insandan ¢ogaltilan antikorlar ekstraselliiler matriks proteinlerinin
in vitro ahengini durdurabilir (Tendolkar ve dig., 2003; Kayaoglu ve Orstavik., 2004;
Upadhyaya ve dig., 2009).
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2.1.10.5. Kapsiil, Hiicre Duvar: Polisakkaritleri

E. faecalis ve E. faecium’un lizerinde kimyasal olarak gerceklestirlen saflastirma islemi
sonucunda polisakkarit yapida ikinci bir kapsiil bulunmakta ve saf hiicre duvari igeriginin
gliserol fosfat, glikoz ve galaktoz kalintilarindan meydana geldigi soylenmektedir. E.
faecalis A, B, C ve ya D polisakkaritlerinden herhangi birini {iretebilmektedir. Saf hale
getirilmis kapsiiler karbohidrat bilesenlerine karsi meydana gelen antikorlarin sistemik

enfeksiyonlarda koruyucu oldugu belirtmektedir (Rice, 2005).

2.1.10.6. Seks Feromonlari

Seks feromonlar1 kromozomda kodlanan, yedi-sekiz amino asit uzunlugunda cpd, cob, ccf,
cad genlerinde kodlanan kiiciik, sudan kacan peptidlerdir. E. faecalis’te isaret peptidleri
olarak islev yiiritiirler. Enterococcus faecalis’te bilinen konjugatif plazmidlerin aktarimi
seks feromon diizeni ile bir kag¢ kat fazlalastirilabilir. Kiiltiir ortaminda E. faecalis suslari,
farkli seks feromonlar salgilamaktadirlar (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Devriese ve Baele,

2000).

Ote yandan antibiyotik direnci ve hiicrenin lizize olmasina sebep olan antikorlar gibi
virulans etkenler seks feromon sistemi ile E. faecalis suslari i¢erisinde yayilim gosterebilir.
Bir kisim seks feromonlart noétrofiller i¢in kimyasal olarak ¢ekici olduklarindan, siiper
oksit Uretimini ve lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve doku hasar1 olusturur

(Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.1.10.7. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz enzimi hyl geninde kodlanir ve streptokoklarin yani sira stafilokoklar gibi
baz1 gram pozitif bakterilerde bulunabilir. Bakteriler disinda zehirli yilanlar, kancali
kurtlar, siilik ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri tarafindan da {iretilmektedir.
Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarina yol agan bir enzimdir.
Bakterilerce hyaluronidaz iiretiminin saptanmasi, hyaluronik asit ihtiva eden yari-kat1
ortama inokiilasyonuyla saglanmistir. Bag dokudaki mukopolisakkaritlerin kismen
depolimerize ederek hem bakteriye hyaluronik asidin par¢alanmasiyla besin kaynagi saglar
hem de bakterinin yayilmasini kolaylastirir. Hyaluronidaz kendi zarar verici etkilerinin

yaninda diger bakteriyel toksinlerin zararh etkilerinin ortaya ¢ikmasini kolaylagtirabilir ve
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bu da dokuda olusacak hasarmin siddetini arttirir. Dis ¢iiriiklerindeki doku hasarinda rol
oynayan hyaluronidaz enzimi, enterokoklarin dis kok kanallarindan periapikal lezyonlara

gecigsmesine firsat tanimaktadir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Fisher ve Phillips, 2009).

2.1.10.8. Enterococcus faecalis Antijen A Proteini (efaA Proteini)

[k defa insanlarda endokardite sepep olan E. faecalis suslarinda tanimlanan efaA proteini,
efaA geninde kodlanir. efaA’nin aminoasit dizisi, streptokokkal adezinler olarak
adlandirilan proteinlerle %50-60 benzerlik gostermektedir. EfaA tretimi E. faecalis
suslarinda yaygindir. Bakterinin hayatta kalmasi ve liremesi i¢in mangan elementi
gereklidir ve efaA mangandan yoksun ortamda fazla oranda eksprese edilir. EfaA,
endokarditler de adhezin olarak islem gordiigii ayrica siit, peynir ve et gibi klinik izolatlar
disinda izole edilen E. faecalis suslarinda da efaA’nin bulundugu tespit edilmistir

(Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.1.10.9. AS-48

Ik kez E. faecalis susundan izole edilen, plazmid de kodlanan peptit yapili bir bakteriyosin
olan AS-48, gram(+) ve gram (-) bakterileri inhibe ve lize eder. Bu basit peptit, ulasmak
istedigi hiicrelerin sitoplazmik yapilarinda gozenek meydan getirerek litik aktivite

gostermesini saglar (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.1.10.10. Antibiyotik Direnci

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlar, hasta bireyin antibiyotik tiikketimi neticesinde
intestinal sistemde bulunan duyarli suslarin yok olmalari ile birlikte antibiyotik direncli,
sitolitik toksin meydana getirme gibi viriilans niteliklere sahip suslarin intestinal floraya
egemen olmasi ile baglamaktadir. Antibiyotik direnci enterokoklarda intrensek ve ya
kazanilmig olabilir. Plazmidler, kromozomlar ve transpozonlardaki diren¢ genlerine
endeksli olan kazanilmis diren¢ ve hazir diren¢ genlerinin ayr1 tiir ve cinsteki
mikroorganizmalara  transfer  edilmebilmesinden s6z edilebilir. S6z  konusu
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi klinikte rastlanan ¢ok hayati

problemlerden bir tanesidir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004)

Enterokoklar basta beta laktamlar ve aminoglikozitler olmak iizere bir¢ok antibiyotige

intrensek direnglidir. Kimi antibiyotiklere de olduk¢ca hizli direng gelistirirler.
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Enterokoklarda antimikrobiklere ¢oklu direncin artmasinda, mikroorganizmalarin pekgok
antibiyotige intrensek diren¢ gostermelerinin yaninda plazmid, transpozon ve
kromozomlardaki diren¢ genlerine bagli kazanilmis direng ve direncin bir bakteriden

digerine aktarilabilmesi etkili olmaktadir (Aktas ve Derbentli, 2009).

Interensek Direng: Interensek direng tiire ve cinse Ozgiidiir ve enterokok tiirlerinin
hepsinde boy gosteren kromozomal direnci gosterir. Enterokok tiirleri penisilinlere,
trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX)’e, sefalosporinlere, linkozamidlere,
aminoglikozidlere distk seviyede, polimiksinlere, monobaktamlara ve

kinopristin/dalfopristin’e kars1 genetik anlamda direnclidir (Cetinkaya ve dig., 2000).

Eksterensek (Kazanilmis) Direng: Enterokoklari pekcok antibiyotige karsi kazanilmis
diren¢ mekanizmalarina sahiptir. Kazanilmis direng, 6zellikle bir DNA mutasyonu veya
yeni bir DNA segmentinin transferi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Enterokoklar veya bagka
mikroorganizmalar arasinda mutasyon sonucu olusan direngli genler nakil edilebilir.
Enterokoklarda yeni DNA segmenti nakilinden maksimum sorumlu olan diizen,
konjugasyondur. Farkli bakteriler i¢in nitelendirilmis olan transdiiksiyon ve
transformasyon gibi mekanizmalar enterokoklarda dogal sartlarda DNA transferine sebep
olmaz. Tetrasiklin direnci enterokoklarda konjugasyon araciliyla kazanilan direncin en

0zgiin 6rneklerindendir (Cetinkaya ve dig .,2000; Sood ve dig., 2008).

2.1.11. Enterokok Infeksiyonlar

Enterokoklarin sebep oldugu infeksiyonlar son yillarda belirgin bir artis gostermekte ve
0zellikle hastane enfeksiyonlarina sebep olan etkenler arasinda ilk baslarda yer almaktadir.
Biitiin enterokok enfeksiyonlarinin %85-95’indan E. faecalis, %5-10’inden ise E. faecium
sorumludur. E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus gibi diger enterokok

tiirleri klinik numunelerin %35’inden izole edilmistir (Basustaoglu ve Aydogan, 2002).

Enfekte hasta bireylerin diskilar: ile genis bir alan1 kontamine eden enterokoklar, hassas
hastalarda kan, idrar yollari, BOS ( Beyin Omirilik Stvis1) gibi arinik boliimlere yerleserek,

sepsis, endokardit, bakteriyemi, iiriner sistem enfeksiyonlari, pelvik enfeksiyonlar, karin i¢i
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enfeksiyonlar, cerrahi yara enfeksiyonlari ve menenjit etkeni olmaktadir (Murray, 2000;

Zirakzadeh ve Patel, 20006).

Son yillarda c¢oklu antibiyotik direnci gosteren E. faecium kokenlerinin klinik
enfeksiyonlardaki fazlalasma dikkat ¢ekmektedir. Nadir olarak E. durans, E. casseliflavus,
E. gallinorum E. raffinosus, E. mundtii, , E. hirae, E. avium ve E. flavescens gibi enterokok
tiirleri klinik enfeksiyonlarda etken mikroorganizma olarak ayirt edilebilmektedir (Dutka-
Malen ve ark., 1995; Meri¢ ve ark., 2004; Aktas ve ark., 2007; Fisher ve Phillips, 2009). E.
malodoratus, E. pseudoavium ve E. sulfureus, tiirleri ile PYR testi negatif olan ve atipik
enterokoklar olarak adlandirilan E. saccharolyticus, E. columbae ve E. cecorum tiirleri hala

insanlardan soyutlanmamaistir (Sood ve dig., 2008).

2.2. Ucucu Yaglar

2.2.1. Ucucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yeryiiziinde tedavi amaci ve baharat olarak
kullanilabilen yaklasik 20.000 bitki oldugu rapor edilmis, bu tiirlerinin de yaklasik %30
kadar1 ugucu yag icerdigi tespit edilmistir (Faydaoglu ve Siirliciioglu, 2013). Glinlimiizde
de pekcok ileri iilkede cesitli hastaliklarin tedavisinde tliketilen maddelerin %80'inin
bitkisel kaynakli oldugu dikkat cekmektedir. Esansiyel yaglar adi da verilen ugucu yaglar,
bitkilerin kabuk, yaprak, rizom, ¢igek, meyve, recine ve odunsu boliimlerinden destilasyon,
presyon ya da ekstraksiyon yontemleriyle saglanan, genel olarak oda sicakliginda likit
formda bulunan, kolayca kristalesellebilen, ¢cogunlukla renksiz, ugucu, keskin kokulu, su
buhari ile taginabilen kompleks yapilardir (Karapinar ve Aktug, 1986; Korukluoglu ve dig.,
2005). Giizel kokulu olmalarindan dolay1 esans ya da eterik yag da denilmektedir. Su ile

karismadiklari i¢in yag olarak tanimlanirlar.

Bitki ugucu yaglar1 olduk¢a genis kullanim alanina sahiptirler. Antiseptik, antioksidan,
sindirim uyarici, antimikrobiyal ve enzimatik etkilerinin yaninda gidalarin muhafazasinda
da kullanilmaktadir (Kabara, 1991). Bilimsel ve ticari pekcok alanda, basta ilag, gida,
sanayi, kozmetik, fitoterapi ve aromaterapi olmak iizere pek ¢ok sahada kullanilmaktadir

(Hammer ve dig., 1999).
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2.2.2. Ucucu Yaglarin Kimyasal Ozellikleri

Ugucu yaglar destilasyon (damitma), ekstraksiyon, soguk sikma, maserasyon vb. degisik
metotlarla elde edilirler (Solorzano-Santos ve Miranda-Novales, 2012). Ucgucu yag
birlesenlerinin ayrintili tahlilleri ise genellikle gaz kromotografisi/kiitle spektrometresi

(GC/MS) sistemi ile yapilir (Delaquis ve dig., 2002).

Bitki ugucu yaglar1 ¢ok sayida bilesigin farkli oranlarda birlesmesiyle olusan dogal
karisimlardir Oldukca kompleks yapiya sahiptirler. Kimyasal bilesimleri bakimindan elde
edildikleri bitkilere gore dort smifta anilirlar. Bunlar terpenik maddeler, aromatik
maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tagiyan bilesiklerdir. Ucucu yaglarin
yapisini olusturan ana bilesenlerin biiyiikk ¢ogunlugu (%90) terpenik maddelerden
olugsmustur. Terpenlerin oksitlenmesiyle ortaya c¢ikan oksijenli tiirevler, bitki ugucu
yaglarinin kendine has tadini, kokusunu ve terapik niteligini olusturur. Bu sebeple ugucu
yag igeren bitkiler arastirilirken icerdikleri oksijenli bilesikler esas alinir (Kutlular, 2007).
Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinligi kimyevi yapilariyla iligkilidir. Cogunlukla baslica
birlesenler, ugucu yagin biyolojik niteliklerini belirlerken yapilan birtakim arastirmalar (bir
kisim kekik tiirleri ve mercankdskle yapilan) eser derecede bulunan birlesenlerin de biir
bilesenlerle karsilikli etki olusturarak antibakteriyel aktivitede kilit rol aldigini gostermistir
(Paster ve dig., 1995; Marino ve dig., 1999).

2.2.2.1. Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

Gaz kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC/MS), komplike organik ve biyokimyasal
bilesiklerin analizi i¢in kullanilan bir sistemdir. Kromatografi, karisimda bulunan
maddeleri ayirmaya yarayan bir yontem olmakla birlikte kiitle spektrometresi, inorganik
organik ve biyolojik molekiillerin tim yapis1 hakkinda bilgi veren ve ¢ogu kez molekiil
kiitlesinin ve molekiil formiiliiniin de bulunmasini1 saglayan bir yontemdir (Flanagan ve

dig.,2007; Siegel ve dig., 2006).

2.2.3. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini 6lgmek ve degerlendirmek genellikle kolay
degildir. Ugucu olmalar1 yaninda suda ¢dziinme oranlarinin az olmasi ve kompleks yapida

bulunmalar1 deneyleri zorlastirmaktadir. Gergeklestirilen arastirmalar ugucu yaglarin
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antimikrobiyal etkilerinin ugucu yag c¢esidine, konsantrasyonuna ve bakteri tiirline bagh
olarak degistigini gdstermektedir. Ote yandan bazi ugucu yaglarm besinlerin organoleptik
niteliginde zayiata sebep olmaksizin bakteriyel bozunumu erteledikleri ve bu nedenle
koruyucu olarak kullanilamasi gerektigi tespit edilmistir (Giese, 1994; Hulin ve dig., 1998;
Uner ve dig., 2000).

Ugucu yaglarda mevcut olan kimyasal bilesenlerin, farkli gruplarinin ¢oklugu dikkate
alinirsa antibakteriyel aktivitenin yanliz bir mekanizmaya endeksli olmadigi, hiicrede
pekcok hedefin oldugu ¢ikarimi yapilabilir. Bu yaglarin antimikrobiyal etkisi, sitoplazma
zarinda tespit edilmistir. Cok yillik bitkilerden saglanan antimikrobiyal maddeler,
mikrobiyel metabolizmanin enzimatik reaksiyonlarini Onleyebilir, ortamdaki besin
maddelerinin alimina mani olabilir, zarin yapisinda degisiklik gerceklestirebilir, ribozomal
ve c¢ekirdek diizeyinde enzim sentezine engel olabilir (Toroglu ve Tekgiiler, 2006; Ugan,

2008; Evren ve dig,. 2011).

Hiicrede bulunan zarin gegirgenliginin, hiicre zarinin kompozisyonuna ve hiicre zarini
geemeye calisan maddenin hidrofobikligine bagli oldugu ifade edilmistir (Holley ve Patel,
2005). Bununla birlikte ugucu yaglarin birlesimindeki aldehitler olduk¢a kuvvetli
elektronegatiflik gostermektedirler. Elektronegatiflik gdsteren birlesikler, niikleik asit ve
protein gibi azotlu bilesiklerle tepkimeye girerek mikroorganizmanin gelisimine engel olur

ve yiiksek oranda antimikrobiyal etkinlik gosterir (Dorman ve Deans, 2000).

2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkili Faktorler
2.2.4.1. Ucucu Yaglarin Ozellikleri
Ugucu yagin igerigi, toplanma zamani ve ekstraksiyon teknigi ugucu yagin antimikrobiyal

niteliklerine etki etmektedir.

Bitki ucucu yaglarinin bilesimi, bu bitkilerin (¢igek, sap, yaprak, tohum, meyve ve kok)
herhangi boliimiinden saglandigina gore degisiklik gostermektedir (Novak ve dig., 2005;
Olawore ve dig., 2005). Achillea ptarmica bitkisinin ayr1 béliimlerinden elde edilen ugucu
yaglar iizerine yaptiklar1 arastirmalarda bitkinin yesil olan bdliimlerinden ve kokiinden

cikarilan ugucu yagdaki antimikrobiyal aktiviyeti gergeklestirdigi tahmin edilen mono-
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terpen miktarinin, bitkinin ¢igekli kisimlarindan temin edilen ugucu yaga kiyasla ¢ok az
tespit edildigi goriilmiistiir ( Kuropka ve dig., 1991). Kisnis ¢ekirdeklerinden ¢ikarilan
ucucu yag ile bitkinin yaprak kisimlarindan saglanan ugucu yag bileskelerinin birbirinden
ayr1 oldugu tespit edilmistir (Delaquis ve dig., 2002; Gutierrez ve dig., 2008; Rodriguez ve
dig., 2009).

Hatta ayn1 sene icerisinde degisik zamanlarda toplanan limon otu bitkisinden ¢ikarilan
ucucu yaglarin antimikrobiyal etkinliginin farkli oldugu bildirilmistir (Lopez-Malo Vigil
ve dig., 2005). Yilin 5. ve 12. aylar1 aralifinda toplanan limon otundan saglanan ugucu yag
test edilen bakterilerin %100°niin iiremesine engel olurken, yilin 2 ve 4. aylar1 arasinda
hasat edilen limon otu ucucu yaginin yalnizca %73-80 oraninda etkili oldugu tespit

edilmistir.

Kekikteki antimikrobiyal etkinligi gerceklestirdigi tahmin edilen timol miktarinin, dikilme
siklig1 ve toplanma zamanindan etkilenme diizeyi incelediginde, antimikrobiyal etkinligin
dikilme sikligindan etkilenmedigini lakin toplanma zamanindan etkilendigini tespit

etmislerdir (Badi ve dig., 2004).

Ugucu yaglarin elde edilme yontemi ugucu yaglarin bileskelerini degistirdigi, bu nedenle
ucucu yaglarin antimikrobiyal niteliklerini de etkiledigi tahmin edilmektedir. 2002 yilinda
Packiyasothy ve Kyle gerceklestirdikleri bir arastirmada ugucu yaglarin elde edilmesinde,
buhar distilasyon ve sicak solvent ekstraksiyon yontemlerini kullanarak sonuglari
karsilastirmislardir. Hekzanin ¢6ziicii olarak kullandigi solvent ekstraksiyon yontemiyle
ele gegcen ugucu yagin, buhar distilasyon teknigi ile cikarilan yaga kiyasla daha fazla

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirmislerdir.

2.2.4.2. Mikroorganizmalarin Ozellikleri
Bakterinin tiirli, gram Ozellikleri ve sayist ugucu yagmn mikroorganizmalar iistiinde

etkinligini degistirmektedir.

Gram (-) negatif bakterilerin hidrofilik hiicre ¢eperi olmasi nedeniyle, gram (+) pozitif
bakterilere kiyasla ugucu yaglara olduk¢a dayanikli oldugu tahmin edilmektedir (Kim ve

dig., 2011; Ravichandran ve dig., 2011). Ne var ki 50 kadar ugucu yagin 25 bakteri tiirline
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kars1 etkinligini arastiran bilim adamlar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda gram negatif ve gram-
pozitif bakterilerin, ugucu yaglardan ayni oranda etkilendiklerini bildirmiglerdir (Deans ve
Ritchie, 1987). Ugucu yaglarin, ayr1 mikroorganizmalara farkli antimikrobiyal etkinlik
gosterdigi bilinmektedir.

Ucucu yaglar ile bakteri miktar1 arasinda baglanti bulunmadigi bilinmektedir. Yalniz bazi
arastirmalar inokulim oran1 c¢ogaldik¢a bakteriyi engellemek i¢in lazim olan

antimikrobiyal element miktarinin artmasi gerektigini bildirmislerdir (Seow ve dig., 2013).

2.2.4.3. Diger Faktorler

Ugucu yaglar, yagin konsantrasyonundan, sicaklik ve bulundugu ortamin oksijen

seviyesinden etkilenmektedir.

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisinin, yagin derisimine bagli oldugu bildirilmistir
(Sivropoulou ve dig., 1996). Diisiik derisimlerde enerji lretiminde rol alan enzimler
tizerine etkili iken, yiliksek derisimlerde protein denatiirasyonuna sebep oldugu
bildirilmistir. Ugucu yaglarda ki etken birlesenler genellikle protein, karbonhidrat, yag, tuz
vb. bilesenlere baglanmakta iken toplam ugucu yagin sadece ufak bir boliimii bagimsiz

antimikrobiyal aktivite gostermektedirler (Davidson, 1997).

Saklama 1sisinin azaltilmasinin ugucu yaglarin etkinligini yiikseltigi tahmin edilmektedir
(Burt, 2004; Friedly ve dig., 2009). Diisiik 1simin ugucu yaglarin ¢odziinme oranini
azalttigin1 ve ¢eperin yag fazinin girisine engel oldugunu belirtmislerdir (Wanda ve dig.
1976). Friedman ve ark. 2004 yilinda bir kisim ugucu yaglarin, elma suyunda bulunan
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella hadar tizerinde ki antimikrobiyal aktiviteyi
aragtirmiglardir. Etkinligin inkiibasyon sicakligindan ve saklama zamanindan etkilendigi

lakin asitlikten pek etkilenmedigini belirtmislerdir.

Ortamdaki oksijen mevcudiyeti ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinligini etkilemektedir.
Gergeklestirilen aragtirmada mercankdsk ugucu yagimi diisiik oksijenli ortamda ve
oksijensiz ortamlarda inkiibe edilen Staphylococcus aureus ve Salmonella enteritidis
izerinde aktivitesi incelenmistir. Bulunan sonuglar oksijensiz kosullardaki antimikrobiyal

etkinligin digerine nazaran daha az oldugunu ve az oksijenin bulunan ortamdaki ugucu
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yagda daha ciizi miktarlarda da olsa oksidatif farkliliklar oldugu gozlenmistir (Paster ve

dig., 1990-1995).

2.2.5. Bitki Ucucu Yaglarinin Antimikrobiyal Etkinliklerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Metodlar

Antimikrobiyal etkinligin belirlenmesinde kullanilan yontemler diliisyon yontemi (agar
diliisyon ve broth diliisyon yontemi ) ve difiizyon (disk difiizyon ve agar kuyucuk difiizyon
yontemi) yontemidir. Antibakteriyel duyarlilik testleri antibiyotikler i¢in kullanilirken daha
sonra bitki ugucu yaglarina da uyarlanmis lakin ugucu yagin ekstraksiyonunda kullanilan
teknik, besiyeri, inkiibasyon siiresi, kullanilan inokulum miktari, sicakligi vs. pek ¢ok
faktor analiz sonuglarini etkilemistir. Bu durum verilerin birbirleriyle kiyaslanmasini da

zorlastirmaktadir (Turhan, 2015).

Antimikrobiyal aktivitenin saptanmasida yaygin olarak kullanilan iki yontem asagida

acgiklanmaktadir.

2.2.5.1. Diliisyon Yontemi

Bu teknik ugucu yaglarn Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) saptamak icin
kullanilmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda ki antimikrobiyal maddelerin, inkiibasyon
stiresi sonucunda gozle goriiniir iiremeyi, agik¢cast mevcut canli hiicre sayisinin artigin
engelleyen en diisiik derisimi, Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) olarak
tammlanir ve (mg/L) seklinde gdsterilir. Antimikrobiyal madde i¢in MIK sabit bir deger
degildir, zira kullanilan test organizmasinin 6zelligi, kiiltlir besiyerinin igerigi, inkiibasyon
zamani, inokulum miktari, sicaklik ve pH gibi analiz sartlarina bagli olarak degislik
gosterebilmektedir (Copuroglu, 2013; Sahin, 2006). MIK tespit etmek icin kati
besiyerlerinde veya sivi besiyerlerinde antimikrobiyal etkiye sahip maddelerin seyreltilmis
olarak belirli miktarlarda eklenmesiyle hazirlanan besi ortamlar1 kullanilmaktadir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK); iiremenin varlign veya yoklugundaki
bulaniklik tespiti ile gerceklestirilmekte ve g¢ogalmanin olmadigr en diisiik yogunluk
miktar1 olarak tanimlanmaktayken, bir mikroorganizmayr tamamen yok eden
konsantrasyon ve ya yeni hazirlanan besiyerine gecirildikten sonra c¢ogalmanin

goriilmedigi en diislik derisim minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri olarak

24



nitelendirilmektedir (Burt, 2004). MBK testi MIK testinden sonra yapilir. MIK testi
neticesinde gelisim gostermeyen tiiplerden alinan numuneler kat1 besiyerine ekilir. Kati
haldeki besiyerinde ¢ogalmanin olmadig: birinci besiyeri MBK degerini gosterir (Altuner,

2008).

Diliisyon yontemi, broth diliisyon ve agar diliisyon yontemi olarak 2 ayr1 bicimde

yapilabilmekte olup, asagida aciklanmustir.

Broth Diliisyon Yontemi: Broth diliisyon metodu makrodiliisyon (tlip diliisyon yontemi)
ve mikrodiliisyon yontemi olarak 2 farkli ¢esitte yapilabilir. Bu iki yontem aslinda prensip
olarak birbiri ile aynidir. Makrodiliisyon yontemi steril tiipte sulandirma yontemi olup daha
cok arastirma amaciyla kullanilir. Mikrodiliisyon yonteminde 96 kuyucuklu plaklar
kullanilmaktadir. Bu iki yontemde de farkli derisimlerde hazirlanan bitki ugucu yag1 veya
antimikrobiyal maddelerin belirli konsantrasyonlarda ki mikroorganizmalara kars1 etkisi
arastirilmaktadir. Mikrodiliisyon yontemi makrodiliisyon yontemine kiyasla daha pratik ve
kolay uygulanabilir oldugundan sik kullanilan bir yontemdir. Daha ¢ok mikroorganizmaya
kars1 bitki ucucu yaglarinin MiK ve MBK degerleri belirlenmeye calisilir (Iscan ve dig.,
2002; Celik ve Celik, 2007)

Agar Diliisyon Yontemi: Agar dillisyon yontemi de makrodiliisyon yontemine
benzemektedir. Farkli olarak, agar diliisyon yoOnteminde bitki ucgucu yaglarin belli
sicaklikta farkli ¢oziiciiler kullanilarak, heniliz katilasmamis agar i¢ine konmasi ve petri
plaklarina dokiilmesidir. Boylece her petride bitki ucucu yaginin farkli konsantrasyonlari
bulunur. Petri plaklarina dokiilen agarin katilasmasindan sonra nokta veya siirme ekim
yontemleriyle farkli miktarlarda inokulim (1-100 pL), agar yiizeyine ekilmektedir. Bu
yontemde baska ekim teknikleri uygulanmasina karsmn ulasilan MIK degeri asag1 yukari

benzerdir (Pintore ve dig., 2002; Turhan, 2015).

2.2.5.2. Difiizyon Yéntemi

Basit bir teknik olmasia karsin asagidaki parametrelere dikkat edilmesi gerekmektedir.

Analiz yapilirken analizin sonucunu etkileyecek potansiyel hata kaynaklari sunlardir.
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Besiyeri; besiyerlerinin uygun saklanmamasi, talimatlara uygun hazirlanmamasi, seriler
arasinda degiskenlik, katki maddeleri (seriler arasinda degiskenlik, yanlis miktar veya son
kullanim tarihinin ge¢mesi), pH uygunsuzlugu, agar derinliginin yetersizliligi, son
kullanma tarihi, 15-15-15 kuralina uyulmamasi (bakteri siispansiyonunun 15 dakika i¢inde
kullanilmasi, disklerin 15 dakika i¢inde agar yiizeyine yerlestirilmesi ve plaklarin 15

dakika i¢inde inkibasyona kaldirilmasi).

Test Kosullari; inkiibasyon kosullarinda (sicaklik, atmosfer, siire) uygunsuzluk, yanlis
inokiilasyon, yanls okuma (Or. Yansiyan 1sikta okuma yerine gegrigen 1sikta okuma), zon
siirlarinin degerlendirilmesi, yanlis disk kullanimi (etken maddenin veya disk igeriginin

yanlis olmast).

Diskler; diskin potensinde kayip (uygun kosullarda saklamama, maddede kararsizlik, son
kullanma tarihi), disklerin i¢inde bulundugu kaplarin diskler oda sicakligina gelmeden

acilmasi, plakta disk sayisinin fazla olmasi (maddeler arasi etkilesim).

Kontrol Suglari; yanhis kalite kontrol susu kullanilmasi, mutasyon, kontaminasyon,

kiiltiirtin eksikligi (Giir, 2016).

Disk Difiizyon Yéntemi (Kirby-Bauer Testi): Bitki ugucu yaglarin antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesinde en c¢ok kullanilan yontemdir. Kirby- Bauer tarafindan
gelistirilen, Kirby- Bauer yontemi olarak da bilinen, ucuz ve uygulamasi basit olan bu
yontem, belirli miktar antimikrobiyal madde emdirilmis kagit disklerin, duyarlilig
arastirilan mikroorganizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi1 temeline
dayanmaktadir. Agar iceren besiyeri istiine, arastirilacak uygun diliisyondaki bakteri
kiiltiiriinden ekim yaparak besiyerinin bakteri siispansiyonunu g¢ekmesi saglanip, sonra
antimikrobiyal madde emdirilmis steril diskler yerlestirilmektedir. Bdylelikle, diskte
bulunan antimikrobiyal madde besiyeri igerisine dagilir ve etki ettigi yerlerde bakterinin
cogalmasina engel olur. Sonucta, antimikrobiyal madde emdirilmis disk etrafinda
bakterilerin ¢cogalmadigi dairesel bir inhibisyon alan1 meydana gelir. Bu alanin dl¢iilen gap1
ile duyarl1 (S), indermediate (I) ve duyarsiz (R) olarak bir sonuca varilir. Uygun sicaklik ve
inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zonlar1 kompas veya cetvelle Olciilerek bitki ugucu

yagin calisilan mikroorganizma {izerine antimikrobiyal etkisi degerlendirmek miimkiindiir

26



(Jorgensen, 1997; Giilay, 1999; Adigiizel ve dig., 2005; Benli ve Yigit, 2005; Wayne,
2011).

Inhibisyon zonunun capi; petri kutularidaki agarm kalin olma durumuna, diske emdirilen
antimikrobiyal maddenin miktarina ve difiizyon yetenegine endeksli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bu metot, bitki ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesinin tespit
edilebilmesi i¢in yeterli ise de mevcut neticelerin yayinlanmis bilgilerle kiyaslanmasi i¢in

uygun degildir (Deans ve dig., 1993; Dorman ve Deans, 2000).

Agar Kuyucuk Difiizyon Yéntemi: Bitki ucucu yaglarimin antimikrobiyal aktivitesinin
gozlenmesinde sik kullanilan bir yontemdir (Deans ve dig., 1993; Dorman ve Deans,
2000). Agar kuyucuk diflizyon yonteminde, test edilen mikroorganizmanin bulundugu
miisait besiyeri Ustiine, belli ¢capta agilan kuyulara homojen olarak konulan esansiyel yag
karisiminin besiyerine diffiize olmasi ve bu alanda test mikroorganizmasinin iiremesine
engel olup olmadiginin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, kullanilan antimikrobiyal madde etkiliyse kuyucuklarin c¢evresinde belirgin
olarak iiremenin gerceklesmedigi inhibisyon zonlar1 olusmaktadir. Olusan inhibisyon
zonlarinin ¢ap uzunluklart 6l¢iilerek degerlendirmeye alinmaktadir (Burt, 2004; Schelz ve

dig., 2006).

2.2.6. DNA Goriintiilleme Tekniklerinden Agaroz Jel Elektrofarezi

Agaroz jel orta biiyiikliikteki DNA ile biiylik DNA molekiillerini elektroforezle ayristirmak
i¢in yaygin olarak kullanilan bir ortamdir. Maximum 50 kb’a olan niikleik asitler agaroz jel
elektroforez teknigi ile ayristirilabilirler. Agaroz jel farkli yogunluklarda ayarlanarak
molekiillerin hareket ettigi porlarin capinda degisiklikler olusturulabilir. Agaroz jel
yogunlugu artiginda, porlarin ¢apida kiiciilmeye baslar. Boylelikle kiiciik DNA parcalar
icin yiiksek agaroz jel konsantrasyonlari, biiyiilk DNA parcalar i¢in diigiik agaroz jel
konsantrasyonlar1 tercih edilerek niikleik asitlerin en miikemmel bi¢imde ayrigmalari
saglanir. Agaroz jeller ¢cogunlukla floresan etkisi gosteren ethidium bromide’le boyanir,
ardindan UV 15181 altinda DNA goriintiilenir.  DNA  pargalarinin  agaroz jelde

goriintiilenebilmesi, DNA’nin iki zinciri arasina giren ethidium bromide’in 300 veya 360
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nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi neticesinde floresan etki gostermesiyle olur (Bardake1

ve Yenidiinya, 2007; Giiles ve Eren 2008).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Test Suslari

Antimikrobiyal etkinligi tespit etmek icin kullanilacak olan Enterococcus feacalis ATCC
29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterobacter aerogenes ATCC 13048,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 23857, Bacillus cereus
ATCC 14579, Escherichia coli ATCC 25922, Aeromonas hydrophila ATCC 7966,
Shigella dysenteriae ATCC 11835, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Proteus
mirabilis ATCC 29906 suslari, Ahi Evran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan, VRE E. faecium, VRE1, VRE2, VRE3, E. feacalis, VRE
ATCC 51299 Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Bitki Ekstraktlari

Ugucu yaglart igeren bitki familyalar1 Apiaceae (Maydonozgiller), Asteraceae
(Papatyagiller), Brassicaeae (Turpgiller), Chenopodiaceae (Sirkengiller), Compositaceae
(Bilesikgiller), Cupressaceae  (Servigiller), Iridaceae  (Siisengiller), Lamiaceae
(Ballibabagiller), Lauraceae (Defnegiller), Myrtaceae (Mersingiller), Pineaceae
(Camgiller), Poaceae (Bugdaygiller), Rosaceae (Giilgiller), Rutaceae (Sedefotugiller),
Zingiberaceae (Zencefilgiller) olarak sayilabilir (Oztiirk ve dig., 2002; Iscan ve dig., 2002;

Grassmann ve Elstner, 2003).

Bu calismamizda biberiye (Rosmarinus officinalis), defne (Laurus nobilis), igde
(Elaeagnus angustifolia), kekik (Thymus vulgaris), thlamur (Tilia Cordata), adagayi
(Salvia officinalis), maydanoz (Petroselinum crispum), ¢orekotu (Nigella sativa) , nane
(Mentha Piperita), tar¢cin (Cinnamomum zeylanicum)’ kullanilmistir. Temin edilen
orneklerin yenilebilen kisimlar1 kok ve saplarindan ayiklandiktan sonra oda kosullarinda ve

gblgede kurutulmustur. Analizlerde kullanilmak {izere cam kavanozlarda muhafaza
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edilmistir. Daha sonra bu bitkiler soxhlet ekstraksiyon islemine tabi tutularak Sekil 3.1.
deki bitki oziitleri elde edilmistir.

Ayrica endiistriyel olarak iiretilen biberiye, adagayi, maydanoz, kekik, nane, igde ve
corekotu yagida tiiketime sunulan marketlerden alinarak kullanilmak iizere laboratuvara

getirilmistir.

Sekil 3.1: Soxhlet Ekstrasyonu Sonucu Elde Edilen Bitki Oziitleri.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda metanol, etanol, n-hekzan, dimetil siilfoksit asit (DMSQO), olmak {izere 4

adet kimyasal kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan Aletler

Etliv, deep-freeze, buzdolabi, vorteks, hassas terazi, otoklav, pastor firini, soxhlet cihazi,
rotary evaporator, elektrikli 1sitici, gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS)

olmak iizere ¢esitli aletler kullanilmistir.

3.1.5. DNA Cleavage Aktivitesinin Tespiti icin Kullanilan Materyaller

Marker DNA’s1, yiiriitme boyasi, elektroforez tamponu (TBE tamponu) agorose, Ethidium
bromiir (EtBr), elektroforez iinitesi ve gii¢ kaynagi, steril mikrofiij tiip, mikropipet ve

mikropipet ucu, jel goriintiileme tinitesi (UV 151k ve kamera).
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3.1.6. Kullanilan Besiyerleri
3.1.6.1. Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Tryptic Soy Agar 60 gr
Distile su 1500,0 ml

Otoklavda 1,1 atmosfer basing ve 121 °C*“de 15 dakika sterilize edilip kullanilmistir.

3.1.6.2. Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)
Tryptic Soy Broth (TSB) 9 gr

Distile su 300,0 ml
Otoklavda 1,1 atmosfer basing ve 121 °C*de 15 dakika sterilize edilip kullanilmistir.

Ayrica VRE’lerin iiremesi i¢in Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi

Mikrobiyoloji Laboratuvarindan yeteri kadar hazir koyun kanli agar temin edilmistir.

3.1.6.3. Nutrient Broth (NB)( Merck 1.05443)

Nutrient Broth 8gr
Distile su 1000 ml

Otoklavda (Niive) 121°C'de 15 dk steril edildikten sonra kullanilincaya kadar 4°C'de

saklanmustir.

3.1.7. Kullanilan Cozeltiler
3.1.7.1. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

Sodyum klortir 0,89 gr
Distile su 1000 ml

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su icerisinde ¢oziilerek kullanilmistir.
Cozeltiden 2 ml alinarak cam tiiplere esit sekilde paylastirilmis ve otoklavda 1,1 atmosfer

basing ve 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip kullanilmistir.
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3.1.8. Kullanilan Antibiyotik Diskleri
Chloramphenicol (C) 30 pg

Gentamicin (CN) 10 ug

Vancomycin (VA) 30 pug

Tetracycline (TE) 30 ug

Imipenem (IPM) 10 pg
Sulbactam—Ampicillin (SAM) (10/10 pg)
Clindamycin (DA) 2 ug

Teicoplanin (TEC) 30 pg

3.1.9. Diskler

Bitkilerden hazirlanmis 6ziitleri emdirmek i¢in kurutma kagitlarindan her biri 6mm olacak
sekilde zimba yardimi kesilmis ve petri kaplarina yerlestirilip otoklavda 121 °C’de 15

dakika sterilize edililerek kullanilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Soxhlet Cihaz ile Bitki Oziitlerinin Elde Edilmesi

Arastirmamizda iilkemizdeki bitki cesitleri arasinda ¢ok sik rastlanan defneyapragi, igde,
maydanoz, kekik, biberiye, adagayi, tar¢in, ¢orekotu, nane ve thlamur bitkileri laboratuara
getirilerek uygun kosullarda (oda sicakliginda) kurumaya birakilmistir. Kurutulan
bitkilerin mikroptan armdirilmis kosullarda bir pargalayic alet (blender) araciligiyla ufak
parcalar haline getirilerek, Soxhlet cihazinda (isolab soxhlet NS 29/32 30 mL) o6ziit elde
etmek icin 10g’lik paketler halinde hazir hale getirilmistir (Sekil 3.2.). Hazir haldeki
bitkiler 200ml ¢oziicii ile 8 saat boyunca muamele edilmis ve bu islemde ¢oziicii olarak
ethanol ve n-hekzan kullanilmistir. Elde edilen 6ziitler rotary evaporatorde (Heidolph Hei-
Vap Advantage ML/G1) (Sekil 3.2.) bitki 6ziitii kalana dek buharlastirma islemine tabi

tutulmustur. Buharlagtirma asamasinda kullanilan ¢oziiciilerin kaynama noktasina gore
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cihaz ayarlanmistir. Sonugta hazirlanan oziitler kullamlacagi zamana kadar +4 °C de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2: Soxhlet Ekstrasyonu ve Rotary Evaporatorde Bitki Oziitlerinin Elde Edilmesi.

Yogunlastirilmis oziitlerden 5 mgr tartilarak 5 mL % 30’ luk DMSO (dimetil sulfoksit asit)
icerisinde ¢oziilerek Smg/ml’lik stok ¢ozelti elde edilmis, daha sonra elde edilen ¢ozelti
seyreltilerek 2.5 mg/ml lik ikinci bir derisim hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltiler

kullanilincaya kadar -20°C’ de buzdolabinda saklanmistir.

3.2.2. Bitki Ucucu Yaglarinin Farkh Derisimlerde Hazirlanmasi

Elde ettigimiz bitki ugucu yaglarindan 5mg tartildiktan sonra 5 ml’lik DMSO ilave
edilerek sicak su banyosunda ¢ozlinmesini saglanmis, tam ¢dziinme saglandiktan sonra
hazirladigimiz Smg/ml’lik derisimden seyrelterek 2,5 mg/ml’lik ikinci derisim elde

edilmistir.

Sekil 3.3: Bitki Oziitlerinin Farkli Derisimlerde Hazirlanmasi.
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3.2.3. Oziitlerin Antibiyotik Disklerinin Hazirlanmasi

Yogunlastirilmis oziitlerden 0.5 gr tartilarak 5 mL %30’luk DMSO igerisinde ¢oziilerek
stok cozelti elde edilmistir. Ardindan seyreltilen Oziitler mikro pipet yardimi ile 6 mm
capindaki bos steril Whatman kurutma kagitlarinin delge¢ yardimi ile kesilmesi sonucu

olusturulan disklere emdirilmistir (Wayne, 2011).

3.2.4. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Besiyerleri, iiretici firmanin belirledigi kurallara uyularak hazirlanmistir. Otoklavdan
¢ikarilan kati besiyerleri daha énce pastor firminda 240 “C de 1,5 saat kadar streril edilen
petri kutularina steril sartlarda dokiilmiistiir. Hazir hale getirilen besiyerlerinin sogumast
beklendikten sonra 37 ‘C’lik etiiv de bir giin kadar bekletilerek kontaminasyona ugrayip
ugramadiginin denetimi yapilmistir. Temiz olan besiyerleri deneyimizde kulanilmak i¢in

buzdolabinda saklanmuistir.

3.2.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.2.5.1. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite tespit etmede kullanilacak bakteri suslar1 Tryptic Soy Broth (TSB)
stvi besiyerine ekilerek besiyeri ortammda 37 'C’de 24 saat inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Sekil 3.4. de gosterildigi gibi s1v1 kiiltiirde iiretilen bakteriler Tryptic Soy
Agar kat1 besiyerine ekilerek caligmalarda kullanilmak iizere stok kiiltiirler hazirlanmis ve

+4 °C’de saklanmustir.

3.2.5.2. Agar Kuyu Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinligi agar kuyucuk difiizyon teknigi ile tespit edilmistir (Kalemba ve
Kunicka, 2003). Petri kaplarina 20°ser mL 121 ‘C’de 15 dk otoklavda dezenfekte duruma
getirilen TSA dokiilmiistiir. Agarin katilagmasi beklenip ardindan 0,5 McFarland
bulaniklik standarti ile belirlenmis 100 pL bakteri siispansiyonunun petri kaplarina ekimi
yayma plak teknigiyle gerceklestirilmistir. Besiyerleri oda sicakliginda kisa bir siire
kurumaya birakilmistir. Akabinde besiyerlerine 6 mm ¢apindaki steril mikro pipet ucu
yardimiyla 10’er tane kuyucuk acilmis ve bu kuyucuklarin hem digerlerine hem de petri

kutusunun kenarlarmma es mesafede olmasma dikkat edilmistir. Kuyulara incelenecek
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yaglar (Biberiye, nane, igde, kekik, thlamur, ¢érekotu, maydanoz, adacayi, defne, targin)

farkl1 yogunlukta eklenmis ve besiyerleri 35 'C ‘de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Calismamiz her mikroorganizma ve yag icin iki kez yapilmistir. Kaynak madde olarak 5
mg/mL yogunlugun da stok c¢ozeltiden ve 2,5 mg/ml seyreltilmis olan c¢ozeltiden
kullanilmustir. 37 ‘C’de 24 saat inkiibasyon neticesinde ugucu yaglarin inhibisyon zonu
Olciilmiistiir. 12.0 mm ve daha dar olan captaki ucucu yagin mevcut bakteri iizerinde
yeterince antibakteriyel etkiye sahip olamadig1 (-), 12 ve 21 mm simirlarindaki ¢aplar orta
seviyede aktif (+), 2lmm’den ve 30 mm’ye kadar olan caplar aktif (++), 30 mm ve {stii

caplar ise ¢ok aktif (+++) oldugu seklinde nitelendirilmistir (Djabou ve ark., 2013).

Sekil 3.4: Agar Kuyu Ydntemi fle Antimikrobiyel Aktivite Tayini.

3.2.5.3. Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin tespit edilmesinde ayrica disk difiizyon teknigi da

kullanilmistir. Bu yontemde; bakterilerin TSB sivi besiyerine ekilen ve bir gece etiivde
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tireyen bakteri kiiltiirlerinden 100 pl alinarak TSA kati besiyeri igeren petrilere yayma
ekim yapilmistir  (Sandri  ve dig. 2007). Onceden hazirlanmis 5 mg/ml
konsantrasyonlardaki bitki Oziitlerinden 10 ar pl steril bos disklere (6 mm) emdirilip
petrilere  yerlestirilmistir. Petriler 37 'C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra petrilerdeki disklerin etrafinda olusan zonlarmn ¢apt mm cinsinden

Olclilmiistiir.

3.2.6. Bitki Ekstratlarinda DNA Cleavage Aktivitesinin Tespiti

Bu calisma Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Labaratuvari tarafindan yapilmistir. Elde
edilen ekstraktlar pPBR322 DNA yarilma ¢alismas1 agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir.
Ekstraktlar 2mg/mL konsantrasyonda DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmigtir. pBR322
plazmid DNA (0.25 ug / mL), her bir ekstrakt ile muamele edilmis ve karisim 4 saat
boyunca 37 °C'de inkiibasyona birakilmigtir. Sadece su (H,O kontrol) ve 1 ul DMSO
(DMSO kontrol) ile muamele edilen pBR322 plazmid DNA kontrol olarak kullanilmistir.
Hazirlanan inkiibasyon 6rnekleri 1% agaroz jele yiiklendikten sonra, elektroforez’de 120
V’da 80 dk TAE buffer’da (40 mM Tris/acetate and 1 mM EDTA, pH 8.0) yiiriitiilmiis ve
elde edilen jeller EtBr’de (Ethidium Bromiir) (I mg/mL) boyama isleminden sonra UV

illuminator’de incelenmistir.

Sekil 3.5: Agoroz jel tanki (solda), agoroz jel {initesi (ortada), jel goriitiileme sistemi (sagda).

3.2.7. Minimal inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Degeri Tespiti

Bu calisma Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Labaratuvari tarafindan yapilmustir.
Bakterilerin iiretilmesi ve antibiyotik MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu)
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri Nutrient Broth sivi besiyeridir. Besiyeri

uygun kosullarda hazirlandiktan sonra stok kiiltiirlerden 6ze ile alinan bakteri Grnegi
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nutrient broth besiyerine aktarilmistir. Stvi besiyerinde (Nutrient Broth- NB) sulandirma
yontemiyle yapilan ¢alismada, kiiltiirler 5Sml NB’da 37 ‘C’de 18 saat, 175 rpm sallamali
inkiibatérlerde biiyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen bakteri ve maya hiicreleri 1 ml’de yaklasik 10°
hiicre olacak sekilde 50 ml NB’a, 0.5 McFarland turbidity standartlarina uygun olacak
sekilde ilave edilmistir. Mikroorganizma bulunan NB’dan test tiiplerine 1’er ml ilave
edilerek, iizerine uygun konsantrasyonlarda bitki ekstraktlar1 eklenmis ve tiim tiiplerde seri
sulandirma yapilmustir. Seri sulandirma yapilan tiipler 37 'C’de 24 saat inkiibatorde
inkiibasyona birakilarak, bakteri biiyiimesinin olmadig1 son tiip MIK degeri olarak tespit
edilmistir. Yapilan calismada elde edilen MIC degerleri pg/ml olarak gosterilmistir.

3.2.8. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi

Bu calismada elde edilen ugucu yaglarin analizleri Aksaray Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Uygulama ve Aragtirma Merkezinde mevcut olan Gaz Kromotografisi Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) sistemi kullanilarak yapilmistir. Adacayi, biberiye, kekik, nane
ve tar¢in bitkilerinin 6ziitlerinden bir miktar alinarak metonolde seyreltimis, ayn1 bitkilerin
endiistriyel olarak tiretilen yaglarindan kekik yagi metanolde diger yaglar ise n-hekzanda

seyreltilip, numuneler kalitatif analizleri ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Bitki Ucucu Yaglarimn Test Suslar1 Uzerine Inhibisyon Etkisinin
Degerlendirilmesi.

Yapilan ¢alismada 10 farkli ugucu yagin (kekik, nane, defneyapragi, maydanoz, igde,
thlamur, biberiye, adacayi, ¢orekotu ve tar¢in), farkli konsantrasyonlarnin belirtilen
bakteriler iizerine etkileri agar kuyucuk diflizyon yontemi ve disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Bitki ugucu yaglarina karsi elde edilen inhibisyon zonlarina ait bulgular
asagidaki cizelgelerde gosterilmistir. Enterococcus faecalis ATCC 29212°in gelisimi

lizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.1. de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Enterococcus faecalis ATCC 29212’in Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Ad1 inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 15 14 EG
Maydanoz 12 10 EG
Biberiye 16 12 EG
Ihlamur 10 9 EG
Corekotu 11 11 EG
Adagay1 19 16 8
Kekik 14 13 EG
Nane 14 12 8
Defneyapragi 12 12 EG
Tar¢in 12 12 EG

“EG: Etki gorilmedi”

Caligmamizda 2,5-5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisimdeki ugucu yag miktarlarinda
maydanoz, thlamur ve ¢orekotu ucucu yaglari E. faecalis ATCC 29212 susunun gelisimi
tizerine yeterli etki gdstermezken, igde, biberiye, adacayi, kekik, nane, defneyapragi ve
targin esansiyel yaglar1 orta derecede antibakteriyel etki gostermistir. Farkli derisimde
hazirlanan ugucu yaglarda yiiksek derisime sahip olan daha genis inhibasyon zonu

olustururken, diisiik derisime sahip olan yag yiiksek derisime oranla daha dar bir zon ¢ap1
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olusturmustur. Ancak defneyapragi ve tar¢in ucucu yaglarinin her iki derisimide E. faecalis
ATCC 29212 susunun gelisimi iizerinde bir fark yaratmayarak ayni inhibisyon zon ¢ap1
olusturmustur. Adacayr ugucu yagi E. faecalis ATCC 29212 susuna karst diger yaglara
gore en yiikksek antimikrobiyal aktiviteyi goOstermis, en genis inhibisyon zonlarini

olusturmustur.

Ayrica steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan, igde, maydanoz, biberiye, thlamur,
corekotu, kekik, defneyapragi ve tar¢inda hig¢ etki gostermezken; adagayr ve nane ugucu

yaginda yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Staphylococcus aureus ATCC 29213’un gelisimi {izerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.2.
ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Staphylococcus aureus ATCC 29213 un Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarmn Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon
Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde EG 9 EG
Maydanoz 11 14 EG
Biberiye 20 18 10
Ihlamur EG EG EG
Corekotu EG 12 7
Adacay1 16 12 9
Kekik 15 14 EG
Nane 12 11 EG
Defneyaprag: 10 10 EG
Tar¢in 24 20 EG

“EG: Etki gorilmedi”
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Sekil 4.1: Staphylococcus aureus ATCC 29213'un Agar Kuyucuk ve Disk Diflizyon Yontemi ile
Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi.

Yaptigimiz ¢alismamizda 5 mg/ml olarak hazirlanan ugucu yag miktarlarinda igde, thlamur
ve ¢orekotu ugucu yaglari ve 2,5 mg/ml thlamur ugucu yag1 S. aureus ATCC 29213 susunun
gelisimi iizerine herhangi bir etki gostermezken, igde ve ¢orekotu ugucu yagmin 2,5
mg/ml’lik derigimi de yeterli miktarda bir etki gosterememistir. 2,5-5 mg/ml olarak
hazirlanan iki ayr1 yag derisiminde maydanoz, nane ve defneyaprag:i yeterli etki
gosteremezken; biberiye, adacayi, kekik, tar¢in ve maynanoz ugucu yaginin 2,5 mg/ml
derigimi antibakteriyel etki gostermistir. Biberiye, adacay1, kekik ugucu yaglar1 orta derece
aktiflik gosterirken, tarcin ugucu yagi diger yaglara gore en genis inhibisyon zonu

olusurmus ve yiiksek antibakteriyel etki gostermistir.

Diger taraftan steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan, biberiye, ¢orekotu ve adacayi
haricindeki ugucu yaglar hi¢ bir etki gostermezken; diger ugucu yaglar yeterli etkiye sahip

olmasa da inhibasyon zonu olusturmustur.

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ’in gelisimi lizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.3.

de gosterilmistir.
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Tablo 4.3: Enterobacter aerogenes ATCC 13048'nin Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 12 10 8
Maydanoz 17 12 8
Biberiye 15 12 8
Thlamur 19 11 EG
Corekotu 15 13 7
Adagay1 19 13 8
Kekik 12 12 EG
Nane 14 12 EG
Defneyaprag: 13 10 9
Tar¢in 15 14 8

“EG: Etki goriilmedi”

Bu calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayri1 derisim ugucu yag

miktarlarinda i1gde ve kekik ucucu yaglar1 Enterobacter aerogenes nin gelisimi iizerine

yeterli etki gostermezken, maydanoz, biberiye, thlamur, ¢orekotu, adagayi, nane ve

defneyapragi ugucu yaglarinda orta dereceli antibakteriyel etki gostermistir. Thlamur ve

adagay1 ucucu yaginin 5 mg/ml lik derisimi Enterobacter aerogenes’nin gelisimi tizerinde

diger yaglara gore daha yiiksek antibakteriyel etki gostererek en genis inhibisyon zonu

olusurmustur.

Ote yandan steril disklere emdirilmis ucucu yaglardan, thlamur, kekik ve nane ugucu

yaglar1 hi¢ bir etki gdstermezken; diger ucucu yaglar yeterli etkiye sahip olmasa da

inhibisyon zonu olusturmustur.

Bacillus subtilis ATCC 23857’in gelisimi iizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.4. de

gosterilmistir.
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Tablo 4.4: Bacillus subtilis ATCC 23857’in Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Ad1 Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Difiizyon
Y ontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
igde 13 13 EG
Maydanoz 19 18 EG
Biberiye 25 18 8
Thlamur 18 13 EG
Corekotu 14 12 EG
Adagay1 22 20 EG
Kekik 18 14 EG
Nane 20 15 EG
Defneyaprag: 16 16 EG
Tar¢in 22 20 7

“EG: Etki goriilmedi”

Calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayri derisim ugucu yag
miktarlarinda igde, maydanoz, ihlamur, ¢orekotu, kekik, nane ve defneyapragi ucucu
yaglart B. subtilis’in gelisimi lizerine orta derecede antibakteriyel etki gdosterirken;
biberiye, adagayi, ve tar¢in ugucu yaglarinda yiiksek antibakteriyel etki gostermistir. En
yiiksek antibakteriyel etkiye biberiye ucucu yagimin 5 mg/ml lik derisimi gostermis ve en

genis inhibisyon zonu olusturmustur.

Ayrica steril disklere emdirilmis ucucu yaglardan, biberiye ve tar¢in ugucu yaglar1 disinda
diger ucucu yaglar hi¢ bir etki gostermezken; biberiye ve tar¢in ugucu yaglar yeterli etkiye

sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Bacillus cereus ATCC 14579’un gelisimi iizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.5. de

gosterilmistir.
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Tablo 4.5: Bacillus cereus ATCC 14579’un Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
igde 10 16 EG
Maydanoz 14 12 EG
Biberiye 24 23 12
Thlamur 13 12 EG
Corekotu 11 10 7
Adacay1 18 18 EG
Kekik 12 12 EG
Nane 13 13 EG
Defneyapragi 14 12 EG
Tarcin 20 19 7

“EG: Etki goriilmedi”

Yaptigimiz ¢alismada 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim ugucu yag
miktarlarinda igde, ¢orekotu ucgucu yaglart B. cereus’un gelisimi lizerine yeterli etki
gostermezken, maydanoz, thlamur, adacayi, kekik, nane, defneyapragi ve tar¢in ugucu
yaglar1 orta derecede antibakteriyel etki gostermistir. Biberiye ugucu yaginin B. cereus’un
gelisimi lizerinde diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel etki gdstermis ve en

genis inhibisyon zonu olusurmustur.

Bununla birlikte streril disklere emdirilmis ugucu yaglardan, ¢orekotu ve tarcin B. cereus’a
karst yeterli etki gostermezken, biberiye ucucu yagi orta derecede antibakteriyel etki

gostermistir. Diger ugucu yaglar ise B. cereus’a kars1 herhangi bir etki gdstermemistir.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 nin gelisimi lizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo

4.6. da gosterilmistir.
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Tablo 4.6: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 nm Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 11 8 EG
Maydanoz 21 20 EG
Biberiye 19 18 10
Thlamur 12 12 EG
Corekotu 19 17 EG
Adagay1 16 14 10
Kekik 12 11 EG
Nane 14 13 EG
Defneyaprag: 14 14 EG
Tar¢in 16 15 8

“EG: Etki goriilmedi”

Bu calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim ugucu yag
miktarlarinda igde, ugucu yaginda P. aeruginosa gelisimi ilizerine herhangi bir etki
gostermezken, maydanoz, biberiye, thlamur, ¢orekotu, adagayi, kekik, nane, tarcin ve
defneyapragi ugucu yaglarinda orta seviyede antibakteriyel etki gostermistir. Maydanoz
ucucu yagi P. aeruginosa’ya karsi diger yaglara gore en yiliksek antibakteriyel etki

gdstermis ve en genis inhibisyon zonu olusurmustur.

Ayrica steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan biberiye, adacay1 ve tar¢in ugucu yaglari
disindaki diger yaglar herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; bu yaglar yeterli

etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Escherichia coli ATCC 25922’nin gelisimi iizerine ucgucu yaglarin etkisi Tablo 4.7. de

gosterilmistir.
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Tablo 4.7: Escherichia coli ATCC 25922nin Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarm Etkisi.

Yag Ad1 Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 11 EG EG
Maydanoz EG EG 7
Biberiye 16 14 7
Thlamur EG 12 EG
Corekotu 15 13 9
Adagay1 16 15 8
Kekik EG EG EG
Nane 13 13 10
Defneyaprag: EG EG EG
Tar¢in 15 13 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayri derisim ugucu yag
miktarlarinda maydanoz, kekik ve defneyapragi ucucu yaglari ve 2,5 mg/ml’lik igde ugucu
yagt E. coli’nin gelisimi lizerine herhangi bir etki gostermezken, biberiye, ¢orekotu,
adagayl, nane ve tar¢in ugucu yaglarinda antibakteriyel etki gostermistir. Biberiye ve
adagay1 ucucu yag1 E. coli ‘ye kars1 diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel

aktivite gostermis ve en genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.

Steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan igde, thlamur, kekik, defneyapragi ve tarcin
ucucu yaglar1 herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; diger ugucu yaglar yeterli

etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Aeromonas hydrophila ATCC 7966’nin gelisimi iizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.8.

de gosterilmistir.
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Tablo 4.8: Aeromonas hydrophila ATCC 7966 nin Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarn Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 11 15 EG
Maydanoz 14 13 8
Biberiye 14 14 EG
Thlamur 13 12 EG
Corekotu 11 10 EG
Adagay1 16 14 EG
Kekik 15 14 EG
Nane 12 12 7
Defneyaprag: 9 14 EG
Tar¢in 16 14 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Igde ve defneyapragi ugucu yaglarmin 2,5 mg/ml’lik seyreltilmis derisimi 5 mg/ml olarak
hazirlanan yiiksek konsantrasyonda ki derisimine gore A. hydrophila’ya kars1 daha yiiksek
antibakteriyel etki gostermis ve daha genis zon ¢ap1 olusturmustur. Corekotu ugucu yagi A.
hydrophila’nin gelisimi tizerinde yeterli etki gosteremezken, maydanoz, biberiye, ithlamur,
adagayi, kekik, nane ve tar¢in ugucu yaglart A. hydrophila’ya karsi antibakteriyel etki
gostermistir. Tar¢in ve adagayr ugucu yagt A. hydrophila’ya kars1 diger yaglara kiyasla
daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermis ve en genis inhibisyon zonlarini

olusurmustur.

Steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan maydanoz ve nane ugucu yaglari disindaki diger
yaglar herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; maydanoz ve nane ugucu yaglar

yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Shigella dysenteriae ATCC 11835’1n gelisimi {lizerine ucucu yaglarin etkisi Tablo 4.9. da

gosterilmistir.
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Tablo 4.9: Shigella dysenteriae ATCC 11835°1n Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 12 12 EG
Maydanoz 18 14 8
Biberiye 19 16 EG
Thlamur 14 13 EG
Corekotu 14 13 8
Adagay1 19 15 10
Kekik 14 12 EG
Nane 15 12 7
Defneyaprag: 12 12 EG
Tar¢in 21 17 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayri derisim ugucu yag
miktarlarinda S. dysenteriae karsi biitiin ucucu yaglar antibakteriyel etki gOstermistir.
Bunlardan tar¢in ugucu yaginin diger yaglara oranla S. dysenteriae kars1 daha yiiksek

antibakteriyel etki gosterdigi ve daha genis zon ¢ap1 olusturdugu goézlenmistir.

Diger taraftan steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan igde, biberiye, ithlamur, kekik,
defneyapragi ve tar¢in ugucu yaglar1 S. dysenteriae karst herhangi bir antibakteriyel etki
gostermezken; maydanoz, ¢orekotu adacayr ve nane ugucu yaglari yeterli etkiye sahip

olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

Listeria monocytogenes ATCC 19111°1n gelisimi {izerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.10.

da gosterilmistir.
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Tablo 4.10: Listeria monocytogenes ATCC 19111°1n Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarm Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 13 13 EG
Maydanoz 12 11 7
Biberiye 13 12 EG
Thlamur 12 11 EG
Corekotu 14 12 EG
Adagay1 14 12 EG
Kekik 10 10 EG
Nane 12 10 7
Defneyaprag: 13 11 EG
Tar¢in 14 13 7

“EG: Etki goriilmedi”

Calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim kekik ve ugucu
yagt ve 2,5 mg/ml’lik maydanoz, ihlamur, nane ve defneyapragi ugucu yaglar L.
monocytogenes’in gelisimi lizerine yeterli bir etki gdstermezken, igde, biberiye, ¢orekotu,
adagayi, tar¢in ve 5 mg/ml’lik hazirlanan maydanoz, thlamur, nane ve defneyapragi ugucu
yaglarinda antibakteriyel etki gostermistir. Corekotu, targin ve adagayl ugucu yagi L.
monocytogenes e kars1 diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermis

ve en genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.

Ote yandan steril disklere emdirilmis ucucu yaglardan maydanoz, nane ve tar¢in ugucu
yaglar1 disinda kalan ugucu yaglar herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; bu ugucu

yaglar yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

VRE Enterococcus faecium’un gelisimi ilizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.11. de

gosterilmistir.
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Tablo 4.11: VRE Enterococcus faecium'un Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarmn Etkisi.

Yag Ad1 Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde EG 9 EG
Maydanoz 11 10 7
Biberiye 17 12 EG
Thlamur 14 12 EG
Corekotu 11 11 8
Adagay1 17 14 10
Kekik 11 11 EG
Nane 19 16 7
Defneyaprag: 11 10 EG
Tar¢in 12 10 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Bu ¢aligmamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim igde, maydanoz,
corekotu, kekik, defneyapragi ve tar¢in ugucu yaglart VRE E. faecium susunun gelisimi
izerine yeterli bir etki gdstermezken, biberiye, thlamur, adagay1 ve nane ucucu yaglari orta
derecede antibakteriyel etki gostermistir. Nane ugucu yag1 VRE E. faecium ‘ye karsi diger
yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite gdstermis ve en genis inhibisyon

zonlarini olusurmustur.

Steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan maydanoz, nane, ¢orekotu ve adagayr ucucu
yaglar1 disinda kalan ugucu yaglar herhangi bir antibakteriyel etki géstermezken; bu ugucu

yaglar yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

VRE 1’in gelisimi lizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.12. de gdsterilmistir.
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Tablo 4.12: VRE 1'in Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Ad1 Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 18 14 EG
Maydanoz 11 EG 8
Biberiye 15 15 EG
Thlamur 11 10 EG
Corekotu 11 11 7
Adagay1 14 14 8
Kekik 12 12 9
Nane 14 12 9
Defneyaprag: 15 14 EG
Tar¢in 12 11 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Calismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayri derisim thlamur, ¢érekotu
ve 2,5 mg/ml’lik tar¢in ve 5 mg/ml’lik maydanoz ugucu yaglart VRE 1’nin gelisimi
lizerine yeterli bir etki gostermezken; 2,5 mg/ml’lik maydanoz ugucu yagi VRE 1’e kars1
herhangi bir etkide bulunmanustir. Igde, biberiye, adacayi, kekik, nane, defneyaprag
ucucu yaglari ve tar¢in ugucu yaginin Smg/ml’lik derigimi orta derecede antibakteriyel etki
gdstermistir. 1gde ugucu yagt VRE 1‘e karsi diger yaglara kiyasla daha yiiksek

antibakteriyel aktivite gdstermis ve en genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.

Ayrica steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan maydanoz, ¢orekotu, adagayi, kekik ve
nane ucucu Yyaglart disinda kalan ugucu yaglar herhangi bir antibakteriyel etki
gostermezken; bu ucucu yaglar yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu

olusturmustur.

VRE 2’nin gelisimi lizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.13. de gosterilmistir.
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Tablo 4.13: VRE 2'nin Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarm Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi
Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 12 11 EG
Maydanoz 14 14 EG
Biberiye 20 15 EG
Thlamur 18 18 EG
Corekotu 14 13 EG
Adagay1 13 11 EG
Kekik 12 12 EG
Nane 12 12 EG
Defneyaprag: 15 14 EG
Tar¢in 11 10 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Yaptigimiz ¢aligmada 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim tar¢in, 2,5
mg/ml’lik igde ve adagayr ugucu yaglart VRE 2’nin gelisimi iizerine yeterli bir etki
gostermezken; maydanoz, biberiye, thlamur, ¢orekotu, kekik, nane, defneyapragi ayrica
Smg/ml’lik igde ve adagay1 ucucu yaglari orta derecede antibakteriyel etki gostermistir.
Biberiye ugucu yagi VRE 2’ye karsi diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel

aktivite gostermis ve en genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.

Bununla birlikte steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan hicbiri VRE 2’ye karsi

herhangi bir antibakteriyel etki géstermemis ve inhibisyon zonu olusturmamustir.

VRE 3 Enterococcus feacalis’in gelisimi iizerine ugucu yaglarn etkisi Tablo 4.14. de

gosterilmistir.
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Tablo 4.14: VRE 3 Enterococcus faecalis'in Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Adi Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Diflizyon Yontemi

Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 13 12 8
Maydanoz 11 10 EG
Biberiye 15 14 EG
Thlamur 14 14 EG
Corekotu 14 12 9
Adagay1 11 9 EG
Kekik 12 10 EG
Nane 10 10 EG
Defneyaprag: 11 10 EG
Tar¢in 11 11 EG

“EG: Etki goriilmedi”

Caligmamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim maydanoz, adagay1,
nane, defneyapragi ve targin ile 2,5 mg/ml’lik kekik ucucu yaglar1 VRE 3 E. feacalis’in
gelisimi tlizerine yeterli bir etki gdstermezken; igde, biberiye, ithlamur, ¢orekotu ve
Smg/ml’lik kekik ugucu yaglar1 orta derecede antibakteriyel etki gostermistir. Biberiye
ucucu yagt VRE 3 E. feacalis ‘e kars1 diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel

aktivite gostermis ve en genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.

Diger taraftan steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan igde ve ¢orekotu ucucu yaglari
disinda kalan ugucu yaglar herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; bu ugucu yaglar

yeterli etkiye sahip olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

VRE ATCC 51299’nin gelisimi iizerine ugucu yaglarin etkisi Tablo 4.15. ve Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.15: VRE ATCC 51299'nin Gelisimi Uzerine Ugucu Yaglarin Etkisi.

Yag Ad1 Inhibasyon Zonu (mm)
Agar Kuyu Yontemi Disk Difiizyon Y 6ntemi
Miktar (mg/ml) 5 2,5 -
Igde 12 12 EG
Maydanoz 12 11 EG
Biberiye 14 14 EG
Thlamur 15 13 EG
Corekotu 13 10 EG
Adagay1 10 11 EG
Kekik 12 12 EG
Nane 13 12 10
Defneyaprag: 11 10 EG
Tar¢in 11 12 EG
“EG: Etki goralmedi”
B ERE Bk Doy $act R -0l

( VRe Si194
v

URe 541349

e

VRe 54 1949

Sekil 4.2: VRE ATCC 51299min Agar Kuyucuk ve Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyel

Aktivitesinin Belirlenmesi.

Bu ¢alismamizda 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml olarak hazirlanan iki ayr1 derisim adagayi, nane,

defne, Smg/ml’lik tar¢in ile 2,5 mg/ml’lik maydanoz ve g¢orekotu ugucu yaglart VRE

ATCC 51299’in gelisimi lizerine yeterli bir etki gostermezken; igde, biberiye, thlamur,

kekik, nane, Smg/ml’lik c¢orekotu ve 2,5mg/ml’lik tar¢cin ucucu yaglar1 orta derecede

antibakteriyel etki gostermistir. Thlamur ucucu yagi VRE ATCC 51299’e kars1t diger

yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermis ve en genis inhibisyon

zonlarin1 olusurmustur.
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Ayrica steril disklere emdirilmis ugucu yaglardan nane ugucu yaglar1 disinda kalan ugucu
yaglar herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken; nane ugucu yaglar yeterli etkiye sahip

olmasa da inhibisyon zonu olusturmustur.

4.2. Baz1 endiistriyel bitki ucucu yaglarimin test suslari iizerine inhibisyon etkisinin
degerlendirilmesi.

Gergeklestirilen calismada 7 ayr1 endiistriyel bitki ucucu yagin ( kekik, nane, maydanoz,
igde, biberiye, adagayr ve corekotu) belirtilen bakteriler iizerine etkileri agar kuyucuk
difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bitki ucucu yaglarina karsi elde edilen inhibisyon

zonlarina ait bulgular asagidaki ¢izelgelerde gosterilmistir.

Tablo 4.16: Test Suslariin Gelisimi Uzerine Endiistriyel Bitki Yaglarmnin Etkisi.

Endiistiyel yaglar Biberiye ~ Adagayr  Maydanoz  Kekik Nane Igde  Corekoto
yag1 yag1 yag1 yagl yag1 yag1 yag1

Mikroorganizmalar

E. feacalis ATCC 29212 - - - 24 - 19 -

E. coli ATCC 25922 - - - 25 - 17 -

P. mirabilis ATCC 29906 - - - 25 - 15 -

B. subtilis ATCC 23857 - - - 24 - 19 -

P. aeruginosa ATCC 27853 - - - 40 - 24 -

S. dysenteriae ATCC 11835 - - - 26 - 18 -

S. aureus ATCC 29213 - - - 42 - 25 14

L. monocytogenes ATCC 19111 - - - 22 - 15 -

A. hydrophila ATCC 7966 - - - 20 - 12 -

VRE ATCC 51299 - - - 17 - 19 11

VRE 1 - - - 30 - 15 -

VRE 2 - - - 16 - 16 -

VRE3 E.feacalis - - - 18 - 15 -

Endiistriyel olarak iiretilen ve piyasadan aldigimiz kekik ve igde ugucu yaglariin test
suslarimiz  iizerinde aktif olarak antimikrobiyal etki gosterdigi Tablo 4.16.’da
gosterilmektedir. Kekik ucucu yag1 P. aeroginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC
29213’e kars1 diger yaglara kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermis ve en

genis inhibisyon zonlarini olusurmustur.
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Corekotu yag1 sadece S. aureus ATCC 29213 ve VRE ATCC 51299 iizerinde orta dereceli

antibakteriyel etki gosteririken diger endiistriyel yaglar antibakteriyel etki gostermemigtir

ve inhibisyon zonu olusturmamustir.

4.3. Mikroorganizmalarin Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Invitro antimikrobiyal duyarlilik testleri “Clinical and Laboratory Standards Institute”

(CLSD

tavsiyeleri istikametinde, Koyun kanli agar besiyerinde Disk diflizyon (Kirby-

Bauer yontem) yontemi ile gerceklestirilmis (Akgil, 2014) ve Cizelge 4.2.1 VRE

izolatlarinin antibiyogram sonuglar1 gosterilmistir. Antibiyotik disklerinin VRE’ler

tizerindeki etkisi Di: direngli, Du: duyarh olarak Tablo 4.17. iizerinde belirtilmistir. Yar1

hassas sonunclar ise duyarli (Du) olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.17: VRE Izolatlar1 Antibiyogram Sonuglari.

[ZOLATLAR VRE VRE 1 VRE 2 VRE 3 VRE

ATCC 51299 E. feacalis E. faecium
ANTIBIYOTIK Zon Etkisi Zon Etkisi Zon Etkisi Zon Etkisi Zon  Etkisi
DISKLERI Cap1 Cap Cap1 Cap Cap1

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
(CN) 10 uG EG  Di EG Di EG Di EG Di EG Di
(TE) 30 nG 29 Du 9 Di 21 Du EG Di 22 Du
(VA) 30 uG 14  Du EG Di EG Di 11 Di EG Di
(IPM) 10 pG 30 Du EG Di EG Di 24 Du EG Di
SULBACTAM10pG | 13 Di EG Di EG Di 10 Di EG Di
(SAM)
(DA) 2 nG EG Di EG Di EG Di EG Di EG Di
(O)30pnG EG Di 10 Di 19 Du 7 Di 14 Du
(TEC) 30 nG 14 Du EG Di EG Di 14 Du EG Di
“EQG: Etki goriilmedi”
“Di: Direngli”
“Du: Duyarls”

VRE ATCC 51299 izolat1 deneylerde kullanilan 8 tane antibiyotik disklerinden 3 tanesine

(%37,5) direng gostermistir, VRE 1 antibiyotik disklerinin tiimiine direng gostermis
(%100), VRE 2, VRE 3 E. feacalis ve VRE E. faecium izolatlari, yapilan deneylerde
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kullanilan 8 tane antibiyotik disklerinden 6 tanesine (%75) diren¢ gostermistir (Cizelge

4.2.1).

4.4. Bitki Eksratlarinin DNA Cleavage Aktivitesi

Bu caligmada, farkli bitkilerden elde edilen Oziitlerin DNA’nin yapisinda herhangi bir
degisime sebep olup olmadigi arastirilmistir. Sekil 4.3.’de 1 ve 2 numarali 6rnekler kontrol
olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda bitkilerden elde edilen estraktlarin DNA
tizerine etkileri incelenmis fakat hi¢ bir bitki ekstraktinin DNA yapisinda herhangi bir
bozulmaya sebep olmadigi, dolayisi ile plazmit DNA iizerinde herhangi bir etkisinin

olmadig1 belirlenmistir.

Sekil 4.3: Serit 1: pBr322 DNA kontrol H20, Serit 2: pBR322 kontrol DMSO, Serit 3: igde, Serit
4: Targin, Serit 5: Corekotu, Serit 6: Kekik, Serit 7: Adacayi, Serit 8: Nane, Serit 9: Ihlamur, Serit
10: Biberiye, Serit 11: Defne, Serit 12: Maydanoz.

4.5. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerleri

Antimikrobiyal ¢alisma Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) metoduna gore
yapilmistir.

Kullanilan bitki ekstraktlarinin stok soliisyonlart DMSO’da hazirlanarak kullanilmistir.
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Tablo 4.18: Yabanil Tip Mikroorganizmalara Karst Komplekslerin Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) Degerleri (pg/ml).

3 g 3 =3 5 0§ 8§ 3

R~ K K < K v 8 &N & 0o “ £
Defne 1875 937 3750 3750 3750 3750 3750 937 1875 937
Kekik 234 58.5 234 468 234 468 234 234 117 58.5
Corekotu 1875 468 3750 1875 1875 3750 3750 1875 937 58.5
Thlamur 1875 937 1875 1875 937 3750 3750 3750 3750 3750
Maydonoz 937 468 1875 937 1875 3750 3750 4000 4000 4000
Igde 937 1875 1875 1875 937 3750 1875 468 1875 1875
Biberiye 3750 1875 1875 3750 468 1875 4000 4000 7500 3750
Tar¢in 1875 937 1875 1875 3750 937 1875 468 937 468
Nane 1875 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 1875
Adacay1 3750 937 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
DMSO >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000  >5000 >5000 >5000  >5000

Bu calismada, 10 farkli bitki ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Tim
kompleksler DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmistir. Kontrol olarak sadece DMSO
kullanilmistir. Kontrol érneklerinde MIC degerlerinin >5000 pg/ml oldugu belirlenmistir.
Bunun yaninda ekstraktlarin MIC degerlerine bakildiginda ise bu degerin 58.5-4000 pg/ml
arasinda degistigi goriilmiistiir. Buradan da anlasilacagi gibi bakterilerin yasami iizerine

bazi bitki ekstraktlarin etkisi olduk¢a fazla olmustur.

Tablo 4.18.’de goriildiigii gibi, defne bitkisinden elde edilen ekstraktin E. faecalis, B.
subtilis ve B. cereus (937 pg/ml) iizerinde orta derecede etkiye sahip oldugu, bunun
yaninda diger mikroorganizmalar {izerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Kekik’ten elde edilen ekstrakt incelendiginde ise, tiim mikroorganizmalar {izerinde dnemli
antimikrobiyal etkisinin oldugu goriilmektedir. Kekigin antimikrobiyal etkisine
bakildiginda, MIK degerinin, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. coli, L. monocytogenes ve B.
subtilis i¢in 234 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda, E. faecalis ve B. cereus
icin bu degerin 58.5 pug/ml, S. aureus i¢in 117 pg/ml ve A. hydrophila ve S. dysenteriae
icin 468 pg/ml oldugu belirlenmistir. Corekotundan elde edilen bitki ekstraktinin sadece E.
faecalis ve B. cereus iizerinde etkili oldugu (MIK degerleri E.faecalis igin 468 pg/ml,

B.cereus icin 58.5 pg/ml), fakat bunun yaninda diger mikroorganizmalar iizerinde dnemli
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bir etkiye sahip olmadigi goriilmektedir. Maydonozun sadece E. faecalis (468 ug/ml)
lizerinde, igdenin sadece B. subtilis (468 pg/ml) iizerinde, Biberiyenin sadece E. coli (468
ng/ml) lizerinde, Tar¢in’in ise B. subtilis ve B. cereus (468 ng/ml) tizerinde 6nemli etkilere
sahip oldugu belirlenmesine ragmen, diger mikroorganizmalar {izerinde 6nemli etkilerinin

olmadig1 yapilan bu ¢alisma belirlenmistir.

4.6. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektroskopi (GC-MS) Analizi

Bu calismada, 10 farkli bitki 6ziitlinden en ¢ok antimikrobiyal etki gOsteren 5 tanesi
secilerek analiz yapilmistir. Bunlar adacayi, biberiye, nane, kekik ve tar¢in bitki
oziitleridir. Bu bitki 6ziitleri analizimiz (O) olarak kodlanmus, endiistriyel olarak iiretilenler

ise (E) olarak kodlanmustir.

Tablo 4.19: Endiistriyel Adagay1 Yaginin GC-MS Analiz Sonuglart.

Ad1 Yaygin Adi Bilesim Oran1 %
Adacayi(E)

DMSO 0,05
5-1sopropyl-2-methyl bicyclo hex-2-ene alpha-Thujene 0,28
(55)-4,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-ene 1S-.alpha.-Pinene 2,49
bicyclo[2.2.1]heptane norbornane 1,19
bicyclo[3.1.1]heptane 24
1,6-octadiene, 7-methyl-3-methylene B-myrcene 0,78
2-methyl-5-propan-2-ylcyclohexa-1,3-diene 1-phellandrene 0,1
1,3-cyclohexadiene alpha.-terpine 0,43
1-methyl-2-(1-methylethyl) 0-cymene 1,19
1,3,3-trimethyl-2-oxabicyclo[2.2.2]octane eucalyptol(dkaliptaol) 11,19
1-methyl-4-propan-2-ylcyclohexa-1,4-diene gamma-terpinene 0,83
5-isopropyl-2-methylbicyclo[3.1.0]hex-3-en-  4-thujanol 0,26
2-0l
1-methyl-4-(1-methylethylidene)-1- alpha.-terpinolen 0,29
cyclohexene
3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol hydrate linalool 0,58
1-1sopropyl-4-methyl bicyclo[3.1.0] hexan-3-  beta-thujone 11,91
one
1-1sopropyl-4-methylbicyclo[3.1.0] hexan-3- alpha.-thujone 3,54
one
(4s)-4,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3- camphor 5,92
one
4.7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3-ol borneol 1
2-ethoxy-1-methyl-4-propan-2-ylcyclohex-3-  (-)-4-Terpineol 0,56
en-1-ol
(5R)-5-methyl-2-propan-2- pulegone 0,23
ylidenecyclohexan-1-one
(E)-3-phenylprop-2-enal Cinnamaldehyde 2,59
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Tablo 4.19 (devam): Endiistriyel Adacay1 Yaginin GC-MS Analizi Sonuglart.

Acetic acid 1,45
phenol 1,40
3,7,7-trimethylbicyclo[4.1.0]hept-4-ene 4-carene 0,54
(-)-alpha-Copaene 0,33
beta-Bourbonene 0,22
benzene 0,15
(1R,4aS,8aS)-7-methyl-4-methylidene-1- gamma-cadinene 0,16
propan-2-yl-2,3,4a,5,6,8a-hexahydro-1H-
naphthalene
(1R,4E,95)-4,11,11-trimethyl-8- Caryophyllene 11,57
methylidenebicyclo[7.2.0Jundec-4-ene
(1R,4aS,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl- (+)-alpha-Amorphene 0,2
1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphthalene
1,1,7-trimethyl-4-methylidene- aromadendrene 0,34
2,3,4a,5,6,7,7a,7b-octahydro-1aH-
cyclopropale]azulene
(1E,4E,8E)-2,6,6,9-tetramethylcycloundeca- humulene 4,23
1,4,8-triene
alpha.-amorphene 0,35
Eicosane 0,17
(1aR,7R,7aS,7bR)-1,1,4,7-tetramethyl- Ledene 0,54
1a,2,3,5,6,7,7a,7b-
octahydrocyclopropale]azulene
(45)-1-methyl-4-(6-methylhepta-1,5-dien-2- beta-Bisabolene 0,16
yl)cyclohexene
(15,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl- delta-Cadinene, (+)- 0,46
1,2,3,5,6,8a-hexahydronaphthalene
(—)-Caryophyllene oxide 1
1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H- (+)-Viridiflorol 5,08
cyclopropa[e]azulen-4-ol
12-Oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3,7- ledane 0,13
diene, 1,5,5,8-tetramethyl-
1,1,2b-trimethyl-6-methylidene- beta-Clovene 0,1
2,2a,3,4,5,6a,7,7a-
octahydrocyclobuta[a]indene
4,4,8a-trimethyl-7-methylidene-8-[(2E)-3- Biformen 0,14
methylpenta-2,4-dienyl]-2,3,4a,5,6,8-
hexahydro-1H-naphthalene
hexadecanoic acid Palmitic Acid 0,06
1-Naphthalenepropanol Manool 0,95
9,12-Octadecadienoic acid Linolic acid 0,72
Oleic Acid 1,01
11-hydroxyundecanoic acid lactone 0,13
tetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaene Squalene 0,76
(2R)-2,7,8-trimethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12- Gama-Tokoferol 1,32
trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol
(2R)-2,5,7,8-tetramethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12- alpha-Tocopherolvitamin E 0,33
trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol
Ergost-5-en-3-olCampesterol 3,66
Stigmasterol 1,09
b-sitrosterol 9,77
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Sekil 4.4: Adagay1 Yagimin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.5: Adacay1 Yagimin (Endiistireyel) GC-MS Analizi Sonuglari.
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Tablo 4.19. ve Sekil 4.4.- Sekil 4.5. de gosterilen endiistriyel olarak iiretilen adagay1
yagmin GC-MS analizinde 53 bilesene rastlanmistir. Ana bilesenler olarak Beta-Thujone
(%11,91), Caryophyllene (%11,57), Eucalyptol (Okaliptaol) (%11,19) olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.20: Adacay: Bitki Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglar.

Adi Yaygin Adi Bilesim oram %

Adacayi(0)

DMSO 94,21

9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 0,27

(9e,12¢)-9,12-octadecadienoic acid cis-Linoleic acid 0,59

Porphin 4,93
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Bolluk ppiso TS ACMACAN IO Dt s
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Sekil 4.6: Adacay1 Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.7: Adacay1 Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Tablo 4.20. ve Sekil 4.6.-Sekil 4.7.’de gosterilen adagay bitki 6ziitiiniin GC-MS analizleri
sonucunda 4 bilesen bulunmus ve bilesimde oran olarak en ¢ok bulunan kimyasal madde

Porphin (%4,93) olmustur.

Tablo 4.21: Endiistriyel Biberiye Yaginin GC-MS Analizi Sonuglari.

Ad1 Yaygin Adi Bilesim Oran1 %
Biberiye(E)
(55)-4,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-ene 1S-.alpha.-Pinene 0,25
1R-.alpha.-Pinene 11,47
3,3-dimethyl-2- Camphene 3,42
methylidenebicyclo[2.2.1]heptane
Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethy 1-2- Beta-Pinene 1,38
methylene-, (15)-
1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- B-Myrcene 1,06
alpha.-fellandrene 0,2
1,3-cyclohexadiene, 1-methyl-4-Methylethyl)  Alpha. Terpinene 0,57
1-methyl-2-(1-methylethyl) O-cymene 1,69
2,2 4-trimethyl-3-oxabicyclo[2.2.2]octane Eucalyptol 24,78
1-methyl-4-propan-2-ylcyclohexa-1,4-diene Gamma-terpinene 0,56
2,2 4-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3-one Fenchone 0,37
6,6-dimethyl-4- Beta-pinene 0,27
methylidenebicyclo[3.1.1]heptane
1,3,3-trimethylbicyclo[2.2.1Thepta n-2-ol Fenchyl alcohol 0,08
(45)-4,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3- Camphor 7,49
one
4.77,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3-ol Borneol 3,74
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Tablo 4.21 (devam): Endiistriyel Biberiye Yaginin GC-MS Analizi Sonuclari.

1-1sopropyl-4-methyl-3-cyclohexen-1-ol 4-carvomenthenol 0,54
2-(4-methyl-3-cyclohexen-1-yl)-2-propanol Terpineol 3,31
(5R)-5-methyl-2-propan-2- Pulegone 0,21
ylidenecyclohexan-1-one
(E)-3-phenylprop-2-enal Cinnamaldehyde 0,64
Isobornyl Acetate 2,31
2,4-decadienal, (2¢,4e)- 0,26
1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl- Alpha-Ocimene 0,63
(-)-alpha-Copaene 0,16
1,4-methanoazulene, decahydro-4,8, 8- Longofolene 0,29
trimethyl-9-methylene-
(1R,4E,95)-4,11,11-trimethyl-8- Caryophyllene 5,04
methylidenebicyclo[7.2.0Jundec-4-ene
(1E,4E,8E)-2,6,6,9-tetramethylcycloundeca- Humulene 0,89
1,4,8-triene
alpha.-amorphene 0,26
Docosane 0,16
(4S)-1-methyl-4-(6-methylhepta-1,5-dien-2- Beta.-Bisabolene 0,3
yDcyclohexene
(1S,8ar)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl- Delta-Cadinene, (+)- 0,3
1,2,3,5,6,8a-hexahydronaphthalene
(—)-Caryophyllene oxide 0,37
9,12-Octadecadienoic acid Linolic acid 0,32
(9e)-9-octadecenoic acid Oleic acid 0,81
Tetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaene Squalene 0,89
(2R)-2,7,8-trimethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12- Gama-Tokoferol 0,82
trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol
Ergost-5-en-3-olCampesterol 3,66
(2R)-2,5,7,8-tetramethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12- Alpha-TocopherolVitamin E 1,6
trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol
Stigmasterol 1,28
b-sitrosterol 11,67
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Sekil 4.8: Biberiye Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.9: Biberiye Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.

ve Sekil 4.8.-Sekil 4.9.°da gosterilen endiistriyel olarak iiretilen biberiye

yagiin GC-MS analizinde 39 bilesen bulmuglardir. Ana bilesenleri Eucalyptol (%?24,78),
B-Sitrosterol (%11,67), 1R-.alpha.-Pinene (%11,47) seklinde siralanmigtir.
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Tablo 4.22: Biberiye Bitki Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Adi Yaygin adi Bilesim oram %
Biberiye(O)
DMSO 99,30
1,3,3-Trimethyl-2-oxabicyclo[2.2.2]octane Eucalyptol (Okaliptaol) 0,18
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one, 1,7,7-trimethyl Camphor (Kafur) 0,05
1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane Borneol 0,04
2-(4-Methyl-3-cyclohexen-1-yl)-2- Alpha-terpineol 0,04

propanol
9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 0,13
(9e,12¢)-9,12-octadecadienoic acid Cis-linoleic acid 0,27
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Sekil 4.10: Biberiye Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.11: Biberiye Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglar1.

Tablo 4.22. ve Sekil 4.10.-Sekil 4.11.’de gosterilen biberiye bitki Oziitiiniin GC-MS
analizleri sonucunda 7 bilesene rastlanmig, bilesiminde oran olarak en ¢ok bulunan
kimyasal maddeler cis-Linoleic acid (%0,27) Eucalyptol (Okaliptaol) (%0,18) olarak
belirtilmistir.

Tablo 4.23: Endiistriyel Kekik Yaginin GC-MS Analizi Sonuglari.

Ad1 Yaygin Adi Bilesim Oran1 %
Kekik(E)
2-methyl-5-propan-2-ylcyclohexa-1,3-diene alpha-phellandrene 0,52
(55)-4,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-ene alpha.-pinene 0,49
beta.-pinene 0,22
1,6-octadiene, 7-methyl-3-methylene- B-myrcene 0,82
1,3-cyclohexadiene, 1-methyl-4-methylethyl)  alpha. terpinene 0,87
1-methyl-2-(1-methylethyl) 0-cymene 4,73
1-methyl-4-propan-2-ylcyclohexa-1,4-diene gamma-terpinene 2,06
5-1sopropyl-2-methyl bicyclo[3.1.0] hexan-2-  4-thujanol 0,28
ol
2-(5-methyl-5-vinyltetrahydro-2-furanyl)-2- furfuryl alcohol 0,23
propanol
1,6-octadien-3-ol linalol 9,83
borneol 0,53
1-1sopropyl-4-methyl-1-cyclohexene 4-terpineol 0,71
5-1sopropenyl-2-methyl-2-cyclohexe n-1-one  -carvone 0,16
timol 1,76
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Tablo 4.23 (devam): Endiistriyel Kekik Yaginin GC-MS Analizi Sonuglari.

5-isopropyl-2-methyl-phenol carvacrol 55,45
caryophyllene 1,19
1,1,7-trimethyl-4-ethylene decahydro-1h- alloaromadendrene 0,31
cycloprop[e]azulene
beta.-caryophyllene epoxide 0,21
9,12-octadecadienoic acid linoleic acid 0,3
(9e,12¢)-9,12-octadecadienoic acid  cis-linoleic acid 0,57
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Sekil 4.12: Kekik Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglart.
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Sekil 4.13: Kekik Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglart.

Tablo 4.23. ve Sekil 4.12.-Sekil 4.13.’de gosterilen endiistriyel olarak iiretilen kekik
yagimin GC-MS analizi sonucunda 20 bilesen bulunmustur. Ana bilesenleri Carvacrol

(%55,45), linalol (%9,83) seklinde siralanmustir.

Tablo 4.24: Kekik Bitki Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Adi Yaygin Ad Bilesim Oran %
Kekik(0)
DMSO 98,86
3-Methyl-4-isopropylphenol 0-Cymen-5-olThymol 1,14
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Sekil 4.14: Kekik Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglar.
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Sekil 4.15: Kekik Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Tablo 4.24.ve Sekil 4.14.-Sekil 4.15.’de gosterilen kekik bitki ziitiiniin GC-MS analizleri

sonucunda bilesiminde bulunan tek kimyasal madde o-Cymen-5-ol Thymol (%]1,14)’dir.
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Tablo 4.25: Endiistriyel Nane Yaginin GC-MS Analizi Sonuglari.

Adi Yaygin Ad Bilesim Oram %
Nane(E)
(55)-4,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-ene Alpha.-Pinene 0,37
beta.-pinene 0,61
1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- B-myrcene 0,21
4-isopropenyl-1-methyl-cyclohexene (4r)-limonene 0,5
2-1sopropyl-5-methylcyclohexanone menthone 1,56
menthone 6,73
1somenthol 2,88
P-Menth-4(8)-en-30ne pulegone 28,10
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6- (1- piperitone 0,54
methylethyl)-
(E)-3-phenylprop-2-enal cinnamaldehyde 9,36
5-1sopropyl-2-methyl-phenol carvacrol 0,15
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6- (1- piperitone 2,07
methylethyl)-
piperitenone oxide 0,75
(-)-alpha-copaene 0,13
beta.-bourbonene 0,34
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2- delta-gluconolactone 0,39
one
(1Z,6Z)-1-methyl-5-methylidene-8-propan-2- ~ germacrene d 0,82
yleyclodeca-1,6-diene
(lar,4ar,7S,7ar,7br)-1,1,7-trimethyl-4- Spathulenol 0,24
methylidene-1a,2,3,4a,5,6,7a,7b-
octahydrocyclopropalh]azulen-7-ol
(9e,12€)-9,12-octadecadienoic acid Cis-linoleic acid 1,16
(9e)-9-octadecenoic acid Oleic acid 2,06
9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 0,31
Tetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaene Squalene 1,81
(2R)-2,7,8-trimethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12- Gama-Tokoferol 3,08
trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol
Stigmastan-3,5-diene 0,64
Alpha-TocopherolVitamin E 0,82
Ergost-5-en-3-olCampesterol 7,5
Stigmasterol 2,42
cholest-5-en-3-o0l epicholesterol 21,44
stigmast-5-en-3-ol 1,55
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Sekil 4.16: Nane Yagimin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglart.
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Sekil 4.17: Nane Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.

Tablo 4.25. ve Sekil 4.16.-Sekil 4.17.’da gosterilen endiistriyel olarak {iretilen nane yaginin

GC-MS analizinde 29 adet bilesen bulunmustur. Ana bilesenleri ise Pulegone (%28,1) ve

Epicholesterol (%21,44) olarak belirlenmistir.

71



Tablo 4.26: Nane Bitki Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Adi Yaygin Adi Bilesim Oram %
Nane(0)
DMSO 94,37
(E)-3-phenylprop-2-enal Cinnamaldehyde 0,17
9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 0,31
Porphin 4,96
BDM = S E ot s
DMSO = -
YoOODon . . . P hin
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Sekil 4.18: Nane Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglar.
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Sekil 4.19: Nane Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.
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Tablo 4.26.ve Sekil 4.8.-Sekil 4.19.’de gosterilen nane bitki 6ziitiiniin GC-MS analizleri
sonucunda rastlanan 4 bilesenden en ¢ok oranda bulunan kimyasal madde Porphin (%4,96)

dir.

Tablo 4.27: Endiistriyel Tar¢in Yaginin GC-MS Analizi Sonuglart.

Ad1 Yaygin Ad1 Bilesim oram %
Tar¢in (E)
gamma-terpinen 0,06
(1S,4S,5R)-4-methyl-1-propan-2- beta.-thujone 0,03
ylbicyclo[3.1.0]hexan-3-one
benzoic acid 0,09
3-Phenylprop-2-enal formylstyrene 0,76
5-Methyl-2-isopropylidenecyclohexanone pulegone 0,23
cinnamaldehyde 81,87
cinnamaldehyde dimethyl 10,72
acetal
trans-Cinnamic acid 0,43
1-Naphthalenol, 2-methyl- alpha.-naphthol 0,07
Benzoic acid 0,07
Squalene 0,22
gamma.-Tocopherol 0,23
Ergost-5-en-3-olCampesterol 1,08
Stigmasterol 0,28
cholest-5-en-3-ol Epicholesterol 3,31
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Sekil 4.20: Tar¢in Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.21: Tar¢in Yaginin (Endiistriyel) GC-MS Analizi Sonuglari.

Tablo 4.27. ve Sekil 4.20.-Sekil 4.21.’da gosterilen endiistriyel olarak iiretilen targin
yaginin GC-MS analizinde 15 adet bilesen bulunmustur. Ana bilesenler Cinnamaldehyde
(% 81,87) ve Cinnamaldehyde Dimethyl Acetal (%10,72) olarak belirlenmistir.

Tablo 4.28: Tar¢in Bitki Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.

Ad1 Yaygin Adi Bilesim Oran1 %
Tarcin(0)
DMSO 95,58
(E)-3-phenylprop-2-enal Cinnamaldehyde 2,75
[(E)-3,3-dimethoxyprop-1-enyl]benzene cinnamaldehyde dimethyl 1,21
acetal
[(E)-3-phenylprop-2-enyl] acetate Cinnamyl Acetate 0,14
9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 0,1
(9e,12¢)-9,12-octadecadienoic acid cis-Linoleic acid 0,22
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Sekil 4.22: Tar¢in Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglari.
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Sekil 4.23: Tar¢in Oziitiiniin GC-MS Analizi Sonuglar.

Tablo 4.28.ve Sekil 4.22.-Sekil 4.23.’de gosterilen tar¢in bitki 6ziitliniin GC-MS analizi
sonucunda 6 adet bilesene rastlanmistir. Aana bilesenleri Cinnamaldehyde (%2,75) ve

Cinnamaldehyde Dimethyl Acetal (%1,21) olarak belirtilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fransiz arastirmaci Thiercelin tarafindan “enterocoque” olarak tanimlanan enterokoklar
insan gastrointestinal sisteminin tabii elemanidirlar. Enterokoklarin dogas1 geregi direncli
olduklar1 sefalosporinlerin yogun olarak kullanildig1 1970’li senelerden bu zamana kadar
klinik infeksiyon nedenleri icerisinde enterokoklarin etkisi giderek artmistir (Akdemir

2010).

Nozokomiyal enfeksiyonlarin sayili etkenleri i¢inde sayilan enterokoklar hastane kdkenli
enfeksiyonlarin %12’sine sebep olmaktadir. Enterokok enfeksiyonlari sirasiyla iriner
sistem infeksiyonlari, intraabdominal ve pelvik infeksiyonlar, bakteriyemi, endokardit, deri
ve yumusak doku infeksiyonlari, menenjit, yenidogan sepsisi sayilabilir (Akdemir 2010,

Karagoz, 2005).

Yapilan bir¢ok arastirmaya gore; VRE’ler dahil bir¢cok enterokok enfeksiyonunun hastadan
hastaya dogrudan dogruya veya personelin ellerinden, bakteri bulasmis hasta bakim
aletlerinden ve ¢evre yoluyla dolayli olarak gecis yapmasinin miimkiin olacagi

bildirilmistir (Koneman 2005).

Enterokoklarin en kayda deger 6zelligi, gram pozitif bakteri infeksiyonlariin tedavisinde
kullanilan pekcok antimikrobiyal etkene karsi diren¢ gostermeleridir. Biitiin diinyada
oldugu iizere Tiirkiye’de de enterokoklardaki ¢oklu antibiyotik direnci miithim bir problem
olarak  karsimiza ¢ikmaktadir. Yani enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde

kullanilabilecek antibiyotik alternatifleri oldukca siirhidir (Berzeg, 2005; Karagoz, 2005).

Bu c¢alismada patojenik mikroorganizma olarak Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan tip suslardan yararlanilmistir. Ayrica Kirsehir Ahi
Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari tarafindan

hastalardan izole edilen VRE’ler bu ¢alismamizda kullanilmistir.

Akdemir (2010), yaptiklar1 ¢calismada ¢esitli klinik materyalden elde edilen 100 enterokok
susu izole edilmis ve bunlarin VITEK-2 cihaz ile tiirleri, direnglilikleri ve E test ile MIK
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degerleri arastirilmis antibiyotik direng profilleri olusturulmustur. izole edilen 100
enterokok susunun 56’s1 E. faecalis, 40’1 E. faecium, ikisi E. casseliflavus, biri E.
gallinarum, bir tanesi E. avium olarak belirlendi. Ampisilin (AMP), gentamicin (CN),
imipenem (IPM), sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT), ciprofloxacin (CIP),
moxalactam (MOX), erythromycin (E), cephalexin (CL), teicoplanin (TEC), linezolid
(LZD), vancomycin (VA), tetracycline (TE) direng¢ profili Vitek2 cihazi ile arastirildi.
Ayrica AMP, CN, IPM, P, CIP, LZD, VA, TEC MIC degerleri E—test ile belirlendi
sirastyla : %58 AMP, %56 CN, %49 IPM, %47 CIP, %60P direngli bulunmustur. VA,
LZD ve TEC direng goriilmemistir.

Iraz ve ark. (2012), Ekim 2011- Mayis 2012 arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran hastalarin ¢esitli klinik Orneklerinden Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium suslarint izole ederek antibiyotik direng oranlarini
belirlemislerdir. Incelenen 129 susun 81’1 (% 63) E. faecalis, 48’1 (% 37) E. faecium olarak
tanimlanmis, antibiyotik duyarlilik oranlar1 VITEK-2 otomatize sistem ile belirlenmistir.
Calismaya alinan suslarin % 61°1 siprofloksasine, % 37’si ampisiline, % 11’1 vankomisin
ve teikoplanine ve % 2’si linezolide direngli bulunmustur. Toplam 3 sus linezolide orta
duyarl veya direngli bulunmustur. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci ise gentamisin i¢in

% 52, streptomisin i¢in % 58 olarak saptanmustir.

Aktepe ve ark. (2011), toplam 137 enterokok susunun antibiyotik diren¢ oranlari gézden
gecirmistir. Ampisiline % 81.5, imipeneme % 51.9, siprofloksasine % 61.1 ve
moxifloksasine % 38.9 oraninda diren¢ gozlenirken, vankomisin, teikoplanin, linezolit ve
tigesikline diren¢ saptanmamustir. Yiiksek diizey aminoglikozit direnci gentamisin i¢in %

46, streptomisin i¢in % 44.5 olarak belirlenmistir.

Giickan ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada VITEK-2 otomatize sistem ile incelenen 117
susun 62’si (%53) Enterococcus faecium, 55’1 (%47) Enterococcus faecalis olarak
tanimlanmis, antibiyotik duyarlilik oranlar1 disk difizyon yontemi ile The Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarinin enterokok tiirleri i¢in 6nerdigi zon
caplar1 dikkate alinarak belirlenmistir. Calismaya alinan suslarin %97’°si ampisiline,

%A47’si siprofloksasin ve moksifloksasine diren¢li bulunmustur. Toplam 5 sus linezolide
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orta duyarli veya direngli bulunmustur. Vankomisin, teikoplanin ve tigesikline direng
saptanmamigtir. Yiksek diizey aminoglikozid direnci ise gentamisin igin %42,

streptomisin i¢in %53 olarak saptanmustir.

Calismamizda Tablo 4.17. de goriildiigli gibi VRE izolatlarinin antibiyogram sonuglarina
bakildiginda VRE ATCC 51299 izolati deneylerde kullanilan 8 tane antibiyotik
disklerinden 3 tanesine (%37,5) diren¢ gostermistir, VRE 1 antibiyotik disklerinin tiimiine
diren¢ gdstermis (%100), VRE 2, VRE 3 E. feacalis ve VRE E. faecium izolatlar1, yapilan
deneylerde kullanilan 8 tane antibiyotik disklerinden 6 tanesine (%75) diren¢ gostermistir
VRE’lerin ¢oklu antibiyotik direngleri bir sorun olarak karsimiza ¢ikmakta ve yeni
alternatiflere yonelme geregi duyulmaktadir. Bu sebeple antibiyotiklere karsi farkli bir
secenek olan bitkilerin ve bitkisel {iriinlerin antimikrobiyaller olarak kullanilmalari tavsiye
edilmektedir. Diger taraftan sentetik kokenli ilaglarin beklenmedik yan etkilerine karsi
bitki ve bitkisel triinlerin kullanilmasi bu bakimindan avantajlidir (Nakipoglu ve Otan

1992).

Demirkol ve ark. (2017), bu calismada, Ordu ilinin farkli bolgelerinden temin edilen
sakarca bitkilerinin kimyasal bilesimleri, antimikrobiyal aktiviteleri ve toplam fenolik
madde igeriklerini arastirmistir. Antibakteriyel test sonuglarina gore sekiz Ornege ait
ekstraktlarin gram (+) bir bakteri olan S. aureus’a karsi etkili oldugu goriiliirken bunlardan
S3 ve S9 numarali 6rneklerin etkilerinin nispeten daha diisiik olduklar1 belirlenmistir.
Orneklerden sadece 2 tanesi (S9 ve S10) E. coli’ye kars1 antimikrobiyal etki gosterirken,
Listeria monocytogenes’e kars1 test edilen orneklerden higbirisi antimikrobiyal etki
gostermemistir. Bu sonuclar, Ornithogalum umbellatum yabani bitki tiirii ekstraktinin
dogal tipta ve gidalarda fonksiyonel gida bileseni olarak uygulanabilecegini

gostermektedir.

Berber ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢aligmada, Sinop’da yetisen 15 adet bitki tiirlinden elde
edilen ekstraktlarin 3 Gram-pozitif, 2 Gram-negatif ve 3 maya olmak tizere toplam 8 farkli
mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon yontemi kullanilarak
test etmislerdir. Farkli bitki tiirlerinden elde edilen 6ziitlerin, test edilen

mikroorganizmalara karsi 6nemli diizeyde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu, bu
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bitkilerin igerdigi etken maddelerin enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde bazi sentetik

antibiyotiklere alternatif olabilecegini belirlemislerdir.

Hagimi ve ark.(2015), bu calismada rezene ve adacayi bitkilerinden elde edilen ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmistir. Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon
metoduna gore Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere kars1 belirlenmistir. Rezene ugucu
yagt E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615 bakterileri
tizerinde orta diizeyde (inhibisyon zonu <20-12 mm); P. aeruginosa ATCC 27853 {izerinde
ise diisiik diizeyde (inhibisyon zonu <12 mm) antimikrobiyal aktivite gostermistir. Adagay1
ucucu yagi da rezene ugucu yagina benzer sekilde P. aeruginosa disinda test edilen
bakteriler iizerinde orta diizeyde, P. aeruginosa iizerinde ise diisiik diizeyde antimikrobiyal

aktivite géstermistir.

Ertiirk ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada kekik ve nane ugucu yaglarmin 21 bakteri
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Moraxella catarrhalis ATCC 49143, Streptococcus
pyogenes ATCC19615, Acinetobacter Iwoffii ATCC 19002, S. pneumoniae ATCC 49619,
Enterobacter aerogenes ATCC 13043, Enterococcus faecalis ATCC 29211, Escherichia
coli ATCC 25922, E.faecium ATCC 6057, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
cereus ATCC 11778, Proteus mirabilis ATCC 7002, Listeria monocytogenes F 1483,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, L. Monocytogenes F 1462, Salmonella
typhimurium ATCC14028, L. ivanovii F 4084, L. innocua F 4078, L. welshimeri F 4083, L.
seeligeri F 4088) ve 7 maya lizerindeki antimikrobiyal etkinligi, disk diflizyon yontemi
kullanilarak test edilmis ve arastirmanin verileri istatistiksel olarak degerlendirmistir.
Kekik yag1 Pseudomonas aeruginosa harig test edilen mikroorganizmalara kars1 giiclii
antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Nane yag1 test edilen pek ¢ok mikroorganizmaya karsi
kekik yagindan daha az antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Her iki yaginda ¢aligmada

kullanilan maya kokenlerine karsi oldukea etkili oldugu goriilmiistiir.

Unlii ve ark. (2008), Tanacetum cadmeum bitkisine ait ugucu yaglarin Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas auruginosa ATCC27853, Micrococcus flavus, Cowan
liyofili, Bacillus subtilis, Escherichia coli ATCC11230, Marginella morgani, Micrococcus
luteus, Escherichia coli ATCC25322, Yersinia enteritidis ve Proteus vulgaris RSKK96026
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suslar1 kullanilmistir. Sonugta 7. cadmeum bitkisinin bazi bakteri tiirleri lizerine 6nemli

oranda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Yigit ve ark. (2009), Erzincan yoresinden topladiklar1 ceviz (juglans regia 1.)’in baz1 Gram
(+) ve Gram (-) bakterilere (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) kars
disk diflizyon yontemi ile arastirilmis ve MIK degerleri belirlenmistir. Ceviz yesil kabuk
ve yaprak su ve metanol Oziitleri S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, C. albicans, C.

glabrata, C.tropicalis ve C. kefyr suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Tiirkiye bitki muhteviyati ve potansiyeli yoniinden oldukca zengin olup, tibbi olarak
kullanilan nice bitki tiirii bulunmaktadir. Gerek yurt disinda, gerekse Tiirkiye’de yapilan
aragtirmalarda bu bitkilerin pek¢ogunun antimikrobiyal etkileri oldugu saptanmistir. Bu
calismamizda iilkemizde yetisen ve rahatlikla piyasada bulabilecegimiz 10 tane bitkinin
(nane, kekik, biberiye, thlamur, tar¢in, igde, defneyapragi, ¢drekotu, maydanoz ve adagayi)
cesitli kimyasallarla (ethanol, n-hekzan) Oziitleri elde edilerek patojenik bakteriler ve
bircok antibiyotige direng gosteren entrokoklar {izerine antimikrobiyal aktiviteleri

incelenmistir.

Bu calismamizin ilk kisminda yukarida belirttigimiz 10 bitki O6rnegi 200ml ¢oziici
(ethanol, n-hekzan) ile 8 saat Soxhlet ekstraksiyonu islemine tabi tutulmus, elde edilen
Oziitler Smg/ml ve 2,5 mg/ml olarak iki ayr1 derisimde hazirlanmistir. Arastirmamizda
ekstraksiyon iglemi igin toksiditesi diger ¢oziiciilere oranla diisiik olan, polaritesi yiiksek,
ekonomik yonden hesapli ve rahat elde edilebilecek kimyasalara dncelik verilmistir (Selen
Isbilir 2008). Cesitli patojenik mikroorganizmalar ve VRE’ler iizerinde bu oziitlerin

antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu ve disk diflizyon yontemleri ile tespit edilmistir.

Arastirmamizda incelenen bitkilere 0zgii ekstratlarin belirli miktarlarda patojen
mikroorganizmalar ve VRE’lere karst antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar
goriilmiistiir. Oziitlere karsi en duyarli bakteri suslari B. Subtilis ve S. dysenteriae
VRE2’dir. Calismamizda kullandigimiz bitki ekstratlarin infeksiyon hastaliklarin tedavisi

amaciyla tiretilen modern ilaglarin antimikrobiyal ajanlar1 olarak kullanilmas1 miimkiindiir.
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Yapilan ¢aligmada igde ekstarinin tiim konsantrasyonlari ile orta derecede antimikrobiyal
aktivite gosterdigi 4 patojenik mikroorganizma ve 3 VRE oldugu gozlenmistir. Ayni
sekilde diger bitki Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerini kisaca belirtecek olursak,
maydanoz ekstarinin tiim konsantrasyonlar1 ile orta derecede antimikrobiyal aktivite
gosterdigi 6 patojenik mikroorganizma ve 1 VRE, aktif antimikrobiyal etki gosterdigi 1
patojenik mikroorganizma, biberiye ekstarinin tiim konsantrasyonlar: ile orta derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi 8 patojenik mikroorganizma ve 5 VRE, aktif
antimikrobiyal etki gosterdigi 2 patojenik mikroorganizma, Ihlamur ekstarinin tim
konsantrasyonlar1 ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi 6 patojenik
mikroorganizma ve 4 VRE, ¢orekotu ekstarinin tiim konsantrasyonlari ile orta derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi 6 patojenik mikroorganizma ve 2 VRE, Adacayi
ekstarinin tiim konsantrasyonlar1 ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi 9
patojenik  mikroorganizma, aktif antimikrobiyal etki gosterdigi 1 patojenik
mikroorganizma ve 2 VRE, kekik ekstarmin tim konsantrasyonlari ile orta derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi 7 patojenik mikroorganizma ve 3 VRE, nane ekstarinin
tim konsantrasyonlar1 ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi 8 patojenik
mikroorganizma ve 4 VRE, defneyapragi ekstarmin tiim konsantrasyonlari ile orta
derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi 5 patojenik mikroorganizma ve 2 VRE, tar¢in
ekstarinin tiim konsantrasyonlar1 ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi 7
patojenik mikroorganizma, aktif antimikrobiyal etki gosterdigi 3 mikroorganizma oldugu

yapilan ¢alismamizda gozlenmistir.

Bu calismada biberiye ve adagay1 eksterlerinin diger bitki ekstratlarina gére daha fazla
antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Yiiksek derisimli bitki oziitleri diisiik
derisimli bitki 6ziitlerine gére daha fazla zon ¢ap1 olusturmus ve daha fazla antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ancak igde ekstersinin B.cereus iizerindeki antibakteriyel aktivitesi
incelenirken diisiik konsantrasyona (2,5 mg/ml) sahip derisimi, yliksek konsantrasyonlu
(5mg/ml) haline gore daha fazla antimikrobiyal etki gdstermistir. Ayni sekilde igde ve
defneyaprag: ekstersinde de diisiik yogunluklu 6ziitii A. hydrophila lizerinde daha fazla

antibakteriyel aktive gOstermistir.
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Ayrica yapilan c¢alismada biberiye eksrati 5 VRE’nin tamami lizerinde orta dereceli
antimikrobiyal etki gostererek en etkili bitki 6ziitii olmustur. Ihlamur ve nane ekstatlar1 ise

5 VRE’nin 4’ii iizerinde orta seviyede antimikrobiyal etki gostermistir.

Endiistriyel olarak iiretilen bitki ugucu yaglari ile yaptigimiz calismada kekik ve igde
ucucu yagi antibakteriyel etki gostererek tiim test suslarimiz iizerinde etkili olmustur.
Diger bitki ugucu yaglar1 herhangi bir etki gostermemistir. Calismamizin diger kisminda
elde ettigimiz bitki dziitlerinden biberiye, adacay1 ve tar¢in antibakteriyel etki gdstermis
lakin piyasadan aldigimiz ayni yaglar test mikroorganizmalar iizerinde etki gostermemistir.
VRE’ler iizerinde antibakteriyel etki gosteren endiistriyel kekik ve igde ugucu yag: gibi,
ekstraksiyon yoluyla elde ettigimiz kekik ve igde ugucu yagi da antibakretiyel etki
gostererek, inhibisyon zonu olusturmustur. Bitki ugucu yaglarinin antimikrobiyal
ozellikleri yapilarinda bulunan fenolik (timol, kavrakrol, eugenol, vb.) ve terpenoid
bilesenlerden gelmekte ve bu bilesenlerce zengin bitkiler tedavi amaciyla da
kullanilmaktadir. Burada 6nemli olan, bu bilesenleri yapisinda herhangi bir zarar
olusturmaksizin elde ederek uygun doz ve kombinasyonlarda kullanabilmektir (Faydaoglu
ve Siirticiioglu, 2013). Bu ¢alismamizda bitki ugucu yaglarinin endiistriyel tiretime, isleme
ve depolama sartlarina, bagli olarak, giiclii antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahip olan
bazi ugucu yaglarin bu 6zelliklerini kaybettikleri ve test suslar {izerine antibakteriyel etki

gostermedikleri tespit edilmistir.

Bu calismada, 10 farkli bitki ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Tiim
kompleksler DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmistir. Kontrol olarak sadece DMSO
kullanilmistir. Kontrol drneklerinde MIC degerlerinin >5000 pg/ml oldugu belirlenmistir.
Bunun yaninda ekstraktlarin MIC degerlerine bakildiginda ise bu degerin 58.5-4000 pg/ml
arasinda degistigi goriilmiistiir. Buradan da anlagilacagi gibi bakterilerin yagsami {izerine
baz1 bitki ekstraktlarin etkisi oldukca fazla olmustur. Ozellikle kekik bitki dziitiiniin tiim

mikroorganizmalar lizerinde 6nemli antimikrobiyal etkisinin oldugu goriilmektedir.

Ayrica bu tez ¢alismasinda farkli bitkilerden elde edile ekstratlarin DNA’nin yapisinda
herhangi bir degisime sebep olup olmadigina bakilmistir. Ekstratlar 2mg/mL
konsantrasyonunda DMSQO’da ¢oziilerek hazirlanmig ve Pbr322 plazmid DNA iizerine
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etkisi agaroz jel elektroforezi yontemi ile incelenmistir. Yapilan caligma sonucunda
bitkilerden elde edilen estraktlarin DNA iizerine etkileri incelenmis fakat hi¢ bir bitki
ekstraktinin DNA yapisinda herhangi bir bozulmaya sebep olmadigi, dolayisi ile plazmit

DNA iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz ugucu yaglarin kimyasal igeriklerinin aydinlatilmasi i¢in GC-
MS analizi yapilmistir. Gaz kromatografisi karisimdaki bilesenleri ayirmayi saglarken
kiitle spektroskopisi her bir bilesenin yapisal olarak tanimlanmasim1 saglar. Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) cihazi kimyasal karisgimlari ayirir ve
bilesenleri molekiiler diizeyde tanimlar. GC-MS analizleri, sivi, gaz ve katt numuneler
tizerinde caligabilir fakat esas olarak ugucu ve yar1 ucgucu bilesiklerle sinirlandirilmistir
(Giryan, 2017). Bu ¢alismamizda en ¢ok antimirobiyal etki gosteren 5 adet ugucu yagin ve

ayn1 yaglarin endiistriyel olarak iiretilen numunelerinin GC-MS analizi yapilmustir.

Sonug olarak endiistriyel olarak iiretilen 5 adet ugucu yagin GC-MS analizlerinde daha ¢ok
bilesen tespit edilmisken, ekstraksiyon sonucu elde ettigimiz bitki oziitlerinden daha az
bilesen elde edilmistir. Elde edilen bitki 6ziitlerinin DMSQO’de ¢oziilerek seyreltilmesi GC-
MS analizinde DMSO’nun diger bilesenleri baskilayarak 6n plana ¢ikmasina neden olmus

ve bu Oziitlerde daha az bilesene rastlanmistir.

Ulkemizde onemli bir yeri olan ve bu ¢aligmamizda kullanilan bitkilerin gerek halk
arasinda kullanilmasi, gerekse literatiirde deginilen ulusal ve uluslararasi bir¢ok biyolojik
aktivite arastirmalarinin yapilmis olmasi dikkate alinacak olursa bu bitkilerden eczacilik ve
tip alanlarinda farkli amaclarla yararlanilabilecegi ve bu sebepten lizerinde daha ¢ok

caligmaya deger oldugu goriilmektedir.

Infeksiyon hastaliklart hemen hemen insanlik kadar eski olup, insanlar her zaman bu
amansiz diigmanla savasmak zorunda kalmiglardir. Onceleri bitki kokleri, sarap, kiif gibi
dogal maddeler kullanilmis olmasina ragmen, M.O. 2500 yillarinda Cin'de kiifiin
Stafilokoksik ad1 verilen deri hastaliklarinda kullanildig1 bilinmektedir (Unat, 1985).

Hastane enfeksiyonlarinin ve standart antibiyotiklere kars1 gelisen direncin halk saglig1 i¢in

oldukca Onemli oldugu bilinmektedir. Bu yilizden acil olarak ve patojenik
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mikroorganizmalarin biiylimelerini ve gelismelerini etkili bir sekilde durduracak yeni simif
antimikrobiyaller gelistirilmelidir. Bu amagla dogada var olan bitkilerin antimikrobiyal
Ozelliklerinin bilinmesi ve bu amaca uygun bitki ekstraktlarin elde edilmesi
amaclanmalidir. Biitliin mikroorganizmalar ve bitki ekstraktlar1 gézoniine alindiginda, bitki
ekstraktlarinin tamaminin antimikrobiyal etkiye sahip olmadigi, fakat 6zellikle biberiye,
adacayi, kekik ve tar¢inin yiliksek oranda antimikrobiyal etkisinin oldugu ifade edilebilir.
Buradan yola c¢ikarak yeni genis spektrumlu antimikrobiyal iiretiminde bu bitkilerin

kullanilmasiin énemli olacagi diisliniilmektedir.

Bu calismanin sonuglari incelendiginde, arastirmada kullanilan bitkilere ait dziitlerin bazi
patojen mikroorganizmalara ve VRE’lere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi direncinin artmasma ragmen
antimikrobiyal o0zellige sahip bitkilere ve bitkisel {riinlere diren¢ kazandigi
goriilmemektedir. Ote yandan giiniimiizde hastaliklarin  tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin birtakim yan etkilerinin olmasi, bitkilerle tedaviye olan egilim artmasina
sebep olmustur. Bitkilerin halk tarafindan geleneksel olarak kullanimlarinin bilimsel
aciklamasinin yapilmasi, bitkilerin ni¢in ve nasil kullanilmalart gerekliligi ile iliskin
calismalar her gecen giin artarak devam etmektedir. Yaptigimiz arastirmada, bu gesit
calismalarin  sonuglarimin pratikte uygulanabilirligine 1iligkin belli bash bilgiler
belirlenmeye 6zen gosterilmistir. Caligmamizda ulastigimiz veriler goz oniine alindiginda,
bundan sonra yapilacak arastirmalarda, bikilerin toprakalti ve toprakiistii kisimlarina ait
oOziitlerin antibakteriyel aktivitesi ayr1 ayri test edilmelidir. Boylelikle bitkiye ait hangi
kismin daha giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ortaya konabilir. Buradan
hareketle antimikrobiyal aktivitesi tespit edilen bitki Oziitlerinin etken maddeleri de
belirlenebilir. Bu bitkilerden elde edilen bilesiklerin patojen mikroorganizmalar ve

VRE’lerin sebep oldugu hastaliklara kars1 ilag yapiminda kullanilmas1 s6z konusu olabilir.
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