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OZET

KEKIiK ESANSIiYEL YAGININ ETTE BOZULMA YAPAN
PSEUDOMONAS TURLERININ QUORUM ALGILAMA
SISTEMIi VE BOZUCU FAALIYETLERINE ETKISi

Beyza Nur GUC
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Danismani: Doc. Dr. Banu METIN

Eyliil, 2024 — 105 Sayfa

Pseudomonas tiirleri soguk ortam sartlarinda geliserek proteolitik ve lipolitik aktivite
gosterme, kotii tat ve koku olusturma, pigment salgilama 6zellikleri nedeniyle ¢ig et
ve siit gibi bircok gidanin bozulmasina neden olan aerobik Gram-negatif
bakterilerdir. Biyofilm olusturma ve bakteriyel hareketlilik, sogutulmus ¢ig ette
bozulmaya neden olan en O6nemli bakteri grubu olan Pseudomonas tiirlerinin
bozulma ile ilgili aktivitelerinde onemli rol oynar. Bakterilerde gida bozulma
faktorleri genellikle quorum algilama (Quorum Sensing, QS) sistemi tarafindan
diizenlenir. QS, otoindiikleyiciler (Al) adi verilen hiicre dist sinyal molekiillerinin
salgilanmasina ve algilanmasina dayanan bir hiicreden hiicreye iletisim
mekanizmasidir. QS sistemi, otoindiikleyici-1 (acillenmis homoserin laktonlar, AHL)
ve otoindiikleyici-2 (Al-2) gibi sinyal molekiillerinin algilanmasi sonucunda
biyoliiminesans, motilite ve biyofilm tliretimi gibi 6zelliklerin diizenlenmesini saglar.
QS inhibisyonu ile QS mekanizmas1 bozularak; gidanin bozulmas: ile ilgili
aktiviteler azaltilabilir. Bu c¢alismada, etten izole edilen Pseudomonas tiirlerinin
bozucu oOzelliklerinden biyofilm f{iretimi, bakteriyel hareketlilik ve AI-2 iiretimi
tizerine kekik (Thymus vulgaris) yaginin etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
dogrultuda ilk olarak ¢alismada kullanilan kekik esansiyel yaginin ucucu bilesenleri
gaz kromatografisi kiitle spektrometresi ile tanimlanarak kullanilan yag karakterize
edilmistir. Kekik yaginin, etten elde edilen biyofilm ve Al-2 iiretim kapasitesi yliksek
izolatlar (YK8, YK50, YK107, YB43, YB91) ve referans suslar (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ve Pseudomonas fragi ATCC 4973) tizerindeki minimum



inhibisyon konsantrasyonu (MIK) agar diliisyon yéntemi kullanilarak belirlenmistir.
Daha sonra, kekik esansiyel yaginin Pseudomonas izolatlarinin bozucu faaliyetlerine
etkisini belirlemek icin kekik yag1 icermeyen ve 1/2, 1/4, 1/8 alt MIK
konsantrasyonlarinda kekik yag1 iceren 6rnekler ile analizler yapilmistir. izolatlarin
biyofilm olusum miktar1 mikrotitre plakalarda kristal mor (CV) yontemi kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Bakteriyel hareketlilik testi i¢in segirme, kaynasma (swarming) ve
ylizme hareketleri test edilmis ve olusan zon bolgelerinin ¢aplar1 Ol¢lilmiistiir.
Izolatlarn AI-2 aktivitesi, hiicre siipernatantlarmin AI-2 biyosensorii Vibrio
campbellii BAA-1117 susunda sebep oldugu liiminesans vasitasiyla belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar, kekik esansiyel yaginin ette bozulma yapan Pseudomonas
izolatlarimin hareketliligini, biyofilm iretimini ve Al-2 aktivitesini énemli dl¢tide
engelledigini gostermistir (p<0,05). Bu ¢alismada kekik esansiyel yaginin etten izole
edilen baz1 Pseudomonas tiirlerinin Al-2 aktivitesi lizerine etkisi literatiirde ilk olarak
belirlenmistir. Yapilan analizler kekik yaginin etin bozulma siirecinin kontroliinde
ozellikle Pseudomonas tiirlerine karsi kullanilabilecek etkili alternatif bir dogal iiriin

oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ette Bozulma, Pseudomonas, Biyofilm, Kekik Yagi, Quorum

Algilama



ABSTRACT

EFFECT OF THYME ESSENTIAL OIL ON THE QUORUM
SENSING SYSTEM AND SPOILAGE ACTIVITIES OF MEAT
SPOILER PSEUDOMONAS SPECIES
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Thesis Advisor: Assoc. Prof. Banu METIN

September, 2024 - 105 Pages

Pseudomonas species are aerobic Gram-negative bacteria that cause spoilage of
various foods stored at refrigeration temperatures, such as raw meat and milk due to
their proteolytic and lipolytic activity, along with their ability to produce off-flavors,
odors and pigments. Biofilm formation and bacterial motility play important roles in
the spoilage-related activities of Pseudomonas species, which are among the main
group of bacteria responsible for spoilage in refrigerated raw meat. Bacterial food
spoilage factors are typically regulated by the quorum sensing (QS) system. QS is a
cell-to-cell communication mechanism based on the secretion and detection of
extracellular signaling molecules called autoinducers (Al). The QS system regulates
characteristics such as bioluminescence, motility and biofilm production through the
detection of signaling molecules like autoinducer-1 (acylated homoserine lactones,
AHL) and autoinducer-2 (Al-2). By inhibiting QS, spoilage-related activities can be
reduced by disrupting the QS mechanism. This study aimed to investigate the effect
of thyme (Thymus vulgaris) oil on biofilm production, bacterial motility and Al-2
production in Pseudomonas species isolated from meat. In this context, the volatile
components of the thyme essential oil used in the study were first identified and
characterized using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The minimum
inhibititory concentration (MIC) of thyme oil on isolates that have high biofilm and
Al-2 production capacity (YK8, YK50, YK107, YB43, YB91) obtained from meat
and referance strains (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Pseudomonas

fragi ATCC 4973) was determined using the agar dilution method. Then, to

Vi



determine the effect of thyme essential oil on the spoilage activities of Pseudomonas
isolates, analyses were conducted with samples containing thyme oil at 1/2, 1/4, and
1/8 MIC concentrations, as well as samples without thyme oil. The amount of
biofilm formation in the isolates was measured using the crystal violet (CV) method
in microtiter plates. For the bacterial motility test, twitching, swarming and
swimming motilities were tested, and the diameters of the resulting zones were
measured. The Al-2 activity of the isolates was determined by the luminescence
caused by the cell supernatants in the Al-2 biosensor Vibrio campbellii BAA-1117
strain. The results showed that thyme essential oil significantly inhibited the motility,
biofilm production and Al-2 activity of Pseudomonas isolates responsible for meat
spoilage (p<0,05). This study identified the effect of thyme essential oil on the Al-2
activity of certain Pseudomonas species causing meat spoilage for the first time in
the literature. The analyses have shown that thyme oil is an effective natural
alternative product that can be used to control the spoilage process of meat,

particularly against Pseudomonas species.

Keywords: Meat Spoilage, Pseudomonas, Biofilm, Thyme Oil, Quorum Sensing
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BiRINCi BOLUM

GIRIS

Pseudomonas spp. en dnemli gida bozucu bakteriler arasinda kabul edilirler (Ercolini
vd., 2010). Bu tiirler 6zellikle buzdolabi sartlarinda etin bozulmasina ve et yiizeyinde
biyofilm olusumuna sebep olan aerobik ve psikrotrofik bakterilerdir (Stellato vd.,
2017; Ercolini vd., 2010). Taze ve bozulmus ette ¢ok sik bulunan ve baslica
Pseudomonas tiirlerden biri olarak kabul edilen Pseudomonas fragi, ette en sik
rastlanilan aerobik bozulma etmeni olup ayni zamanda iyi bir biyofilm ireticisidir
(Ercolini vd., 2010). Ozellikle gida ve et endiistrisinde gida giivenligi ve kalitesi icin
onemli bakteri gruplarindan biri olan Pseudomonas tiirlerinin, bozucu faaliyetlerinin

aydinlatilmas1 ve inhibe edilmesi son derece dnemlidir.

Coklu ilag direncinin oldugu patojen bakterilerin mevcudiyeti nedeniyle alternatif
antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesi, gelistirilmesi ve kullanilmasi giiniimiizde
olduk¢a énemli bir konudur. Ote yandan etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal
bilesiklerin gelistirilmesine olan ihtiya¢c giin gectikce artmaktadir. Onemli bir
bakteriyel iletisim sistemi olan quorum algilama sistemini inhibe etme 6zelligine
sahip olan dogal maddeler bakterilerin antimikrobiyal ila¢ direncinin ortaya ¢ikma
hizin1 azaltabilir (Kumar vd., 2015). Dolayisiyla esansiyel yaglar, alternatif
kaynaklara karsi herhangi bir direng gelistirmeden, antimikrobiyal maddelerin
kullanimina ve gida bozulmalarinin geciktirilmesine olanak saglayan oOnemli
alternatif ajanlardan biridir. Buna ek olarak bir¢cok farkli esansiyel yagin, ¢esitli
bakteri tiirlerinin viriilans faktorleri (biyofilm olusumu, hareketlilik, antibiyotik,
biyolliiminesans ve pigment liretimi) lizerindeki etkilerinin arastirilmasi giiniimiizde

ilgi goren konular arasindadir.

Quorum algilama sistemi ve biyofilm olusumu gibi bozucu faaliyetlerin
engellenmesinde kullanilan dogal antimikrobiyallerden biri olan esansiyel yaglarla
ilgili galigmalar literatiirde mevcuttur. Ancak buzdolabi sartlarinda ette bozulmaya
neden olan Pseudomonas tiirleri iginde P. fragi’nin biyofilm olusturma ve bozucu
Ozelliklerine esansiyel yaglarin etkisi hakkinda c¢alismalar literatiirde oldukga
smirhdir. Ayrica Pseudomonas bubulae ve Pseudomonas kulmbachensis etten izole

edilen ve tanimlanan yeni tiirler olup, bu tiirlerin bozucu o6zellikleri ile ilgili bir



calisma ise literatiirde yer almamaktadir. Bu nedenlerle tez ¢alismasimin mevcut
bilimsel bosluklari doldurmasi, Pseudomonas tiirlerinin bozucu ozelliklerinin ve
quorum algilama sisteminin aydinlatilmasi ve inhibe edilmesiyle literatiire, bilime ve

gida sanayine onemli katkilar saglamas1 beklenmektedir.

Bu tezin amaci ette bozulma yapan P. fragi, P. bubulae ve P. kulmbachensis gibi
Pseudomonas tiirlerinin biyofilm, hareketlilik ve quorum algilama sistemi {izerine
Thymus vulgaris esansiyel yaginin etkilerini incelemektir. Bu amagla etten izole
edilen, biyofilm ve AIl-2 iiretimi yiiksek 5 izolat ile referans tip suslarin etin
bozulmasina etki eden biyofilm olusturma, bakteriyel hareketlilik ve otoindiikleyici-2
(Al-2) aktivite 6zellikleri incelenmis ve giiglii antimikrobiyal olarak bilinen kekik
(Thymus vulgaris) esansiyel yagmin bu  ozellikler {izerindeki  etkisi

degerlendirilmistir.
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2.1 Pseudomonas Spp.’nin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae familyasindan Gram-negatif, aerobik,
psikrotrofik, proteolitik ve polar flagella ile hareket edebilen cubuk seklinde
bakterilerdir (Gritty, 2001). Pseudomonas cinsi bakterilerin metabolik ¢esitliliklerini
ve strese dayanikliliklarini bildiren birgok ¢alisma vardir (Solar Venero vd., 2019;
Wang vd., 2018; Martinez-Gil vd., 2013). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada,
Pseudomonas fragi’nin olumsuz kosullar altinda hayatta kalma ve lireme yetenegini
arttirabilecek giicli stratejilere sahip oldugu tahmin edilmistir (Zhang vd., 2023).
Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan iretilen lipaz ve proteaz gibi
ekzoenzimlerden proteolitik enzimlerin 1siya karsi dayanikli oldugu bilinmektedir
(Datta ve Deeth, 2001). Pseudomonas tiirlerinin birgogu antibakteriyel ve antifungal
bilesik iretmektedir (Ganeshan ve Manoj Kumar, 2005). Pyosin, birgok
Pseudomonas cinsi bakteri tarafindan sentezlenen protein yapili, antimikrobiyal bir
bakteriyosindir (Kuleasan ve Cakmakg¢i, 2003; Michel-Briand ve Baysse, 2002).
Insanlarda hastaliklara neden olan, firsat¢1 patojen Pseudomonas aeruginosa
suglarinin %90’ indan fazlas1 pyosin iretir (Michel-Briand ve Baysse, 2002).
Polipropilen yiizeyde P. aeruginosa’nin 15000X biyiitilmis SEM (Scanning

Electron Microscope) goriintiisii Sekil 2.1°de verilmistir.

Pseudomonas spp. buzdolabi sartlarinda ve aerobik olarak depolanan et, siit, balik ve
diger taze gida iiriinlerinde bozulmaya neden olan énemli tiirlerdir (Zhang vd., 2019;
Ercolini vd., 2010). Aynm1 zamanda etin bozulmasimin baslica etkenlerinden kabul
edilen P. fragi’nin en ¢ok bilinen kaynagi gidalardir (Ercolini vd., 2010; Labadie,
1999). Diisiik sicakliklarda ette bozulmaya neden olan Pseudomonas tiirleri arasinda
en istilac1 tirlerden biri olan P. fragi’nin etteki bozulma davranisinin ve etki
mekanizmasinin incelenmesi bozulma ortamindaki roliinii anlamak acisindan

onemlidir (Ercolini vd., 2010).



Sekil 2.1: Pseudomonas aeruginosa’mmm 15000X Biiyiitiilmiis SEM Goriintiisii
Kaynak: Nguyen vd., 2022

Pseudomonas gibi psikrotrofik bakteriler, diisikk sicakliklarda bile metabolik
stiregleri  gerceklestirebilirler (Hebraud vd., 1994). Psikrotrofik Pseudomonas
tirlerinin  buzdolab1  kosullarinda  biyofilm olusturduklart da bilinmektedir
(Wickramasinghe vd., 2019). Sicak (25°C-37°C) ve sogutulmus ortam sartlarinda ¢ig
et ylizeyinde biyofilm olusturma yetenegine sahip Pseudomonas tiirleri etin
bozulmasina, kontaminasyona ve hijyen sorunlarina neden olmaktadir
(Wickramasinghe vd., 2019; Giaouris vd., 2014). Ozellikle etin bilesimi, nem ve yag
icerigi, pH gibi ¢esitli faktorler ¢ig et yiizeyinde Pseudomonas tiirlerinin gelisimini
ve biyofilm tiretimini destekleyen bir ortam olusturmaktadir (Wang, 2019; Dickson,
1989). Diisiik sicaklikta depolanan bozulmus etin yiizeyinde olusan mukus tabakast,
bakteriyel biyofilm, hiicre ve et eksiidasindan olusmaktadir (Wickramasinghe vd.,
2019; Gongalves, Piccoli ve Peres, 2017; Jay, Vilai ve Hughes, 2003). Diger taraftan
insanlarda mikrobiyal enfeksiyonlara neden oldugu bilinen biyofilmler, gida
endiistrisinde ekipmanlarin hasar gérmesine ve tikanmasina yol acarak gida
giivenligi, kalitesi ve halk saglig1 agisindan 6nemli sorunlar olusturmaktadir (Miquel

vd., 2016; Giin ve Ekinci, 2009).

P. fragi gibi et bozucu bakterilerin et yiizeylerini kolonize etme yetenegi, onlara
onemli bir rekabet avantaji saglamakta ve bakterilerin diger mikroorganizmalarla
rekabette listiinliik kazanmasini miimkiin kilmaktadir (Delaquis ve McCurdy, 1990).
Buzdolabi sartlarinda ette ana mikrobiyotay1 olusturan ve bozulmus gidalardan izole

edilen Pseudomonas tiirleri; P. fragi, Pseudomonas lundensis, Pseudomonas putida



ve Pseudomonas fluorescens’dir (Molin, Ternstrém ve Ursing, 1986; Shaw ve Latty
1984; Rhodes, 1959). Giincel arastirmalar, ¢ig etten izole edilen yeni Pseudomonas
tirlerinin tanimlanmasi ve literatiire kazandirilmasinin yani sira, yeni tiirlerin
kesfinin devam ettigini de géstermektedir. Lick vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada sigir
etinden izole edilmis ve P. fragi’nin yakin akrabasi olan P. bubulae’yi yeni tiir olarak
tanimlamiglardir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada ise ¢ig etten izole edilen P.
kulmbachensis yeni tiir olarak tanimlanmistir (Lick vd., 2024). Gida bozulmalarina
karst onlemlerin alinabilmesi adina, gidalarda bozulmaya neden olan yeni bakteri
tiirlerinin kesfedilmesi ve bu bakterilerin biyofilm, enzim, quorum algilama sinyal
molekiilleri tiretme ve slime olusturma gibi bozucu faaliyetlerinin anlagilmasi ve

Onlenmesi i¢in uygun stratejilerin gelistirilmesi oldukc¢a dnemlidir.

2.2 Bakteriyel Biyofilmler

Biyofilmler, biyotik veya abiyotik ylizeylere tutunan ve bu yiizeylerde gelisen, cesitli
mikrobiyal hiicrelerden olusan bakteri topluluklaridir (Costerton ve Stewart, 2001,
Sutherland, 2001). Protein, lipit ve DNA’dan olusan hiicre dis1 polisakkaritler
(extracellular polymeric substance, EPS) biyofilmin temel unsurudur (Fang, Xu ve
Chan, 2002). Biyofilmin yapisint ve mimari formunu olusturan EPS ayni1 zamanda 3
boyutlu yapiy1 stabilize etmektedir. Biyofilmin yapisi ise su, besin, enzim, sinyal
aligverisi  ve metabolitlerin atilmasina olanak saglayan mikrokanallardan
olugsmaktadir (Stanley ve Lazazzera, 2004; Costerton vd., 1995). Biyofilm yapisi
icindeki bakteriler, dis stres faktorlerine ve antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik
hiicrelere gore daha direnglidir, ¢linkii antimikrobiyal ajanlarla temas: onleyen veya

azaltan bir bariyere sahiptirler (O’Toole, Kaplan ve Kolter, 2000).

Bakteri, mantar, maya, alg ve virlisler biyofilm olusturabilen mikroorganizmalardir
(Wingender ve Flemming, 2011). Literatiirde Pseudomonas cinsi bakterilerin iyi
biyofilm {ireticileri oldugu bildirilmistir (Borges vd., 2014). Biyofilm olusturan diger
bakteri cinsleri; Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Vibrio, Staphylococcus,
Listeria, Salmonella ve Bacillus seklinde siralanabilir (Kocot ve ark., 2017; Giin ve
Ekinci, 2009).

Quorum algilama (Quorum Sensing, QS) ve biyofilm olusturma mekanizmalari

birbiriyle baglantilidir (Solano vd., 2014). QS molekiilleri biyofilm olusumunda



Oonemli rol oynarlar. EPS ve viriilans faktorlerinin tiretimi QS sisteminin denetimi
altindadir (Singh vd., 2017). Biyofilmler, QS sinyal molekiilleri tarafindan islevsel
olarak koordine edilir ve boylece patogeneze yol agan viriilans faktorlerinin
tiretilmesine neden olurlar (Khan vd., 2019). P. aeruginosa’nin viriilans faktorleri ve
hareketlilik fenotiplerinin QS sistemi ile baglantili oldugu bilinmektedir (Blus-
Kadosh vd., 2013).

Biyofilm olusumu; bakterilerin isbirligi i¢inde gelistirdigi ve bakteriler tarafindan
iiretilen hiicre dis1 matriks i¢inde gelisen mikroorganizmalardan olusan bir siirectir
(Costerton vd., 1987). Bakterilerin bir yilizeye ilk tutunmasiyla biyofilm olusum
stireci baslar (Stepanovic vd., 2007). Bakterinin biyofilm olusturma kapasitesi ve
biyofilm olusum asamalarinin gergeklesmesi i¢in gereken siire; tiir, cins ve suslara
gore farklilik gostermektedir (Liu vd., 2015; Srey, Jahid ve Ha, 2013). Sicaklik,
oksijen degiskeni, antimikrobiyal madde varligi, biyofilmin reolojik, yapiskan
ozellikleri ve ortamdaki pH biyofilm gelisimini etkileyen cevresel faktorlerdir
(Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008). Ayrica biyofilm olusumu, mikroorganizma tiirii,
besin ihtiyaci, inkiibasyon siiresi, ylizey alani, yilizey diizgiinliigli, yiizey materyali
gibi faktorlere de baghdir (Douglas 2003; Donlan ve Costerton 2002). Liu vd.
(2015)’in  yaptiklar1 c¢alismada P. lundensis’in 4 ila 6 saat iginde biyofilm
olusturmaya basladigint ve 4°C ve 10°C'de 30°C’ye goére daha fazla miktarda
biyofilm olusturdugu bildirilmistir. Steril et yilizeyinde P. fragi ve P. lundensis
suslarinin 4°C’de ve 10°C’de 3, 5 ve 7 giin inkiibe edildigi ¢alismada olusan
biyofilmler konfokal lazer tarama mikroskobu ile goriintiilenmis ve biyofilm mikro
yapilar1 arasinda belirgin farkliliklar goriilmistiir. P. fragi suslarinin yogun, kalin ve
homojen biyofilmler {iirettigi, hiicre arasi bosluklarin diizenli ve siki oldugu, P.
lundensis suslarimin biyofilmlerinde hiicre arasi bosluklarin diizensiz ve gevsek

oldugu belirtilmistir (Wickramasinghe vd., 2019).

Biyofilm olusumu, bakterinin yiizeye tutunmasi, geri doniisiimsiiz baglanma,
kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu, kopma ve ayrilma olmak iizere 4 asamada
gerceklesir (Temel ve Erag, 2018; Gupta vd., 2016; Watnick ve Kolter, 2000). Bu

asamalar Sekil 2.2’de gosterilmistir.



L S\

Planktonik hiicreler

Tutunma Geri doniistimsiiz Kolonizasyon ve Kopma ve
baglanma mikrokoloni olusumu ayrilma

Sekil 2.2: Biyofilm Olusum Asamalari
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
1-Tutunma

Biyofilm olusumunun ilk asamasinda, planktonik hiicreler pilus ve flagella gibi
uzantilar aracilifiyla yiizeylere tutunur (Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008; Mari¢ ve
Vrane§, 2007). Hiicreler bu asamada yiizeye yakindir ancak heniiz ylizeyle temas
etmedikleri i¢in durulama gibi basit yikama iglemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler
(Giin ve Ekinci, 2009; Lindsay ve Von Holy, 2006). Yiizey islevselligi, yiizeyin
fizikokimyasal 6zellikleri (yiizey dokusu), bakteri yonelimi, sicaklik, basing kosullar
gibi faktorler, bakteri yapismasina etki eder (Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008;
Donlan, 2002).

2-Geri doniistimsiiz baglanma

Bakteriler yiizeye geri doniislimsiiz olarak baglanir. Otoindiikleyici sinyallerin
tiretimiyle bakteri hiicreleri arasinda iletisim baslar ve hiicreler EPS salgilayarak
ylizeye sikica tutunurlar. Bu asamada hiicreleri yiizeyden uzaklagtirmak igin

fircalama ve kazima gibi giiglii fiziksel islemler yapilmalidir (Giin ve Ekinci, 2009).
3-Kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu

Kolonilesme evresinde bakteriler mikrokolonileri olustururlar (Costerton vd., 1994).

Bir biyofilmdeki bakteri kolonileri genelde substrat degisimi, metabolik iirlinlerin



dagitimi ve atilimi gibi birgok yonden birbiriyle koordine olan c¢esitli mikro

topluluklardan olugsmaktadir (Jamal vd., 2018).
4-Kopma ve ayrilma

Biyofilmin olgunlagsmasi sonrasinda biyofilm yapisi ig¢indeki planktonik hiicreler,
biyofilmin iist tabakasindan koparak ayrilirlar ve kolonizasyon i¢in ortama dagilirlar
(Jamal vd., 2018). Bdylece yeni bir biyofilm olusumu ilk agsamadan itibaren tekrar
baglar. Biyofilm yapisi igindeki bakteriler, biyofilmi olusturan polisakkaritleri

parcalayan enzimler iireterek biyofilmin kopmasini saglarlar (Sutherland, 1999).

Biyofilm gelisimi, taze besiyeri ve besin var oldugu siirece devam etmektedir.
Ortamdaki besin maddeleri tiikkendigi zaman yiizey baglantilar1 zayiflar ve hiicreler
taze besin kaynaklari aramak i¢in ortama yayilirlar (Giin ve Ekinci, 2009; Kolter,
Siegele ve Tormo, 1993). Bakteri kolonileri tarafindan firetilen ve biyofilm
matrisinin par¢alanmasinda kullanilan enzimler, biyofilmi olusturan polisakkaritleri
parcalar ve bakteriler yeni substratlari kolonize etmek i¢in serbest kalir. Bu
enzimlere; Escherichia coli tarafindan iretilen N-asetil-heparosan liyaz ve
Streptococcus equi tarafindan iretilen hiyaliironidaz Ornek olarak verilebilir
(Sutherland, 1999). Aljinat, P. aeruginosa biyofilmlerinde bulunan bir polisakkarittir
ve P. fluorescens ile P. aeruginosa tarafindan {iretilen aljinat liyaz ise bu

polisakkariti par¢alayan enzimlerden biridir (Gacesa, 1998).

Planktonik hiicreler, gida endiistrisinde siklikla kullanilan paslanmaz ¢elik, polistiren
ve camdan yapilmis ¢esitli abiyotik yiizeylere yapisabilir ve biyofilm olusturabilirler
(Kumari ve Sarkar, 2016). Biyofilm yapisi igindeki hiicreler, biyofilmden ayrilarak
yeni ortamlara go¢ edebilir ve ikincil kontaminasyona sebep olabilirler (Stoodley vd.,
2002). Bu duruma ek olarak, biyofilm olugturamayan ancak oncii bakterilerin daha
onceden olusturdugu biyofilmlere yerlesen ve kolonize edebilen patojen veya gida
bozucu mikroorganizmalar da ikincil kontaminasyonlara neden olabilmektedir. Bu
durumun oniine gegmek icin ilk olarak Pseudomonas spp. gibi yiiksek miktarda
biyofilm olusturma yetenegine sahip Oncii bakterilerin kontrolii gerekmektedir
(Szczepanski ve Lipski, 2014; Sasahara ve Zottola, 1993). ikinci bir secenek ise
onceden olusmus ve olgunlasmis biyofilmlerin temizlenmesidir ancak bu
biyofilmlerin bertaraf edilmesi daha zahmetli oldugu i¢in biyofilm olusumunun ilk

asamalarinda, geri donilisiimsliz baglanmanin gergeklesmesine veya biyofilm



olusumuna kars1t O6nlemler alinmasi gerekmektedir. Bu amagla bakteriyel tutunma
gerceklesmeden oOnce biyofilmlerin dezenfeksiyonu igin gerekli dezenfektanlarin
belirlenmesi ve bakteriyel tutunmay1 onlemek amaciyla uygun yiizey materyalinin

se¢ilmesi gibi 6nlemler uygulanmalidir.

2.2.1 Gida Endiistrisinde Biyofilm

Bozulma, gida {iriiniinlin tiiketilebilme 6zelliklerinin azalmasina ve degismesine
neden olan, irliniin duyusal 6zelliklerinin tiiketici i¢in kabul edilemez oldugu
degisikliklerdir. Gida {riiniinde bozulma; fiziksel degisiklikler, kimyasal
degisiklikler (oksidasyon, renk degisikligi) veya mikrobiyal gelisim ile metabolizma
sonucu ag¢iga ¢ikan kotii tat ve koku degisiklikleri ile meydana gelir (Gram vd., 2002;
Anonim, 1985). Gidalarin bozulmasi arzu edilmeyen bir durumdur. Geg¢misten
giinimiize kadar insanlar, gidalarin bozulmasini Onlemek ve gidalar1 korumak
amaciyla birgok farkli yontem gelistirmistir. Kullanilan tekniklerden bazilart;
kurutma, tuzlama, 1sitma veya fermantasyon gibi temel islemlerdir. Bu temel

yontemler giiniimiizde de halihazirda kullanilmaktadir (Anonim, 1985).

Glinimiizde gida enddistrisi i¢in O6nemli problemlerden biri gida bozulmalaridir.
Biyofilm olusumu, gidalarda kontaminasyona ve bozulmaya neden olmakla birlikte
gida ile temas eden iiretim ekipmanlarinin yiizeyinde olustugu zaman ekipmanlarda
etkinlik ve verim kaybina, 1s1 transferinde, boru hatlarinda verimliligin azalmasina ve
titkanmalara neden olmaktadir (Sadekuzzaman vd., 2018). Bu durum gida giivenligi
ve tiikketici saglig1 gibi 6nemli sorunlar1 da beraberinde getirmektedir (Simdes vd.,
2008). Ozellikle gida endiistrisinde biyofilm olusumu gibi bozucu faaliyetlerin
engellenmesi i¢in uygun yontemlerin gelistirilmesine ve olusmus biyofilmlerin

bertaraf edilmesi i¢in yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Shi ve Zhu, 2009).

Istenmeyen bozulmalari, gida bozucu bakterileri ve biyofilm olusumunu &nlemek
icin gida endiistrisinde bir¢ok farkli kimyasal koruyucu ve sentetik antimikrobiyal
maddeler kullanilarak belirli araliklarda temizlik ve sanitasyon uygulamalari
yapilmaktadir. Temizlik islemi, biyofilmle iligskili EPS matrisini pargalayabilecek
veya ¢dzebilebilecek sekilde yapilmalidir (Simdes vd., 2006). Ornegin, amilaz,
seliilaz, liyaz, glikozidaz, proteaz ve DNAz gibi enzimler protein ve polisakkarit gibi

organik makromolekiillerden olusan biyofilmleri gidermek i¢in gida endiistrisinde



endiistriyel deterjanlarin bileseni olarak kullanilirlar (Coughlan vd., 2016; Huang vd.,
2014). EPS’nin yapisal bilesimi ayni tiir bakteriler arasinda bile degisiklik
gosterebilir. Bu nedenle deterjanda kullanilan enzimlerin kombinasyonu &nem
tasimaktadir (Srey, Jahid ve Ha, 2013). Ayrica biyofilmlerin uzaklastirilmasi igin
fiziksel (1s1 ve mekanik firgalama, kazima, yiiksek basingli piiskiirtme), kimyasal
(deterjan, dezenfektan ve koruyucu vb.) ve biyolojik (bakteriyosin, enzim vb.)
yontemler kullanilmaktadir (Steinberg vd., 2005; Kumar ve Anand, 1998).

Biyofilm olusumunu oOnlemek i¢in baslangicta mikroorganizmanin yiizeye
tutunmasini ve yapismasini engellemek gerekmektedir (Song, Wu ve Xi, 2012). Bu
nedenle 6zellikle gida endiistrisinde, gida ile temas eden ylizeylerde, ekipmanlarda
ve gida isleme alanlarinda etkin hijyen ve sanitasyon uygulamalarinin yapilmasi
bliylik o6nem tasimaktadir. Biyofilm olusumunun engellenmesi kadar olusan
biyofilmin uzaklastiritlmast da onemli bir konudur. Gida endiistrisinde yiizey
sterilizasyonunda kullanilabilen sodyum hipoklorit, hidrojen peroksit, klor bazli ve
fenolik  dezenfektan gibi sivi  kimyasal dezenfektanlarla gergeklestirilen
dezenfeksiyon islemi ile yiizeydeki biyofilmlerin bertaraf edilmesinde bu bilesikler
yetersiz kalabilmektedir (Song, Wu ve Xi, 2012). Dezenfeksiyon ve sterilizasyon
uygulamalarinda kullanilan bu kimyasallar ¢cevreyi olumsuz etkileyebilir ve gida ile
temas eden yiizeylerde kimyasal dezenfektanlarin armdirilma islemi yeterli diizeyde
yapilmazsa yiizeyde kalan kalintilar insan sagligi i¢in de sakincali olabilir (Ozkan ve
Kirca, 2001). Ayrica belirtmek gerekir ki sentetik koruyucular uzun vadede

tiikketicilerde saglik sorunlarina yol agabilmektedir.

Gilinlimiizde bir¢ok tiiketici, gida endiistrisinde siklikla kullanilan dogal olmayan
katki maddelerine, kimyasal maddelere ve koruyuculara kars1 dikkatli davranmakta,
dogal icerikli veya katki maddesi kullanilmayan {iriinleri tercih etmektedir. Dogal
bitki yaglar, tiiketicilerin bu istegine uygun olarak gidalardaki kimyasal
koruyuculara karsi kullanilabilecek giivenli bir alternatiftir (Calo vd., 2015). Bu
nedenlerle bakteri biyofilmlerinin antimikrobiyal maddelere ve ilaglara kars1 direngli
hale gelmesi ile antibiyotiklerin, dezenfektanlarin ve agir metallerin yetersiz
kalmasindan dolayr dogal antimikrobiyal ve anti-biyofilm etkilere sahip olan

esansiyel yaglarin gida endiistrisinde kullanimi bir segcenek olarak goriilebilir.

Biyofilmin ortamdan uzaklastirilmasinda bazi dezenfektanlarin yetersiz kalmasinin

nedeni bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri sayesinde dezenfektanlara karsi
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daha direngli hale gelmesi veya mikroorganizmalarin antibiyotiklere karst direng
gelistirip, antimikrobiyal maddelerin etkinliginin azalmasidir (Artini vd., 2018). Bu
nedenlerle o&zellikle antibiyotiklere direngli suslarla miicadele etmede alternatif
yontemlere ihtiya¢ duyulmus ve koruyucu olarak kullanilan sentetik kimyasallar
yerine bitki ve baharat ekstraktlart gibi dogal antibakteriyel ve antimikrobiyal
bilesiklerin gidalarin korunmasinda kullanimina olan ilgi zamanla artmistir (Norajit,
Laohakunjit ve Kerdchoechuen, 2007; Michel-Briand ve Baysse 2002).
Antibiyotiklere alternatif yontemlere 6rnek olarak literatiirdeki bazi c¢alismalar su
sekildedir (Michel-Briand ve Baysse 2002):

1- Viriilans 6zellikleri inhibe edici maddeler (biyofilm olusumu inhibitérleri
dahil) (Silva vd., 2014)

2- Antimikrobiyal asilar (Jansen vd., 2018)

3- Genetigi degistirilmis bakteriler (Herrera-Estrella ve Simpson, 1995)
4- Bakteriyofajlar ve bakteriyosinler (Klaenhammer ve Fitzgerald, 1994)
5- Bitki kaynakli bilesikler ve ugucu yaglar (esansiyel yaglar) (Becerril ve

Goémez-Lus, 2012)
6- Nanopartikiiller (Tyagi vd.,2020)

7- Isik veya ultrasona dayal1 diger fiziksel mikroorganizma giderme yontemleri
(Dai vd., 2020)

Gida endiistrisinde biyofilmlerin yiizeyden temizlenmesi, tamamen ortadan
kaldirilmasi ve yiizeylerin dezenfekte edilmesi zor bir siiregtir. Bu siirecin ekonomik
ve etkili yollarin1 bulmak da oldukga kritik bir konudur. Biyofilmleri bertaraf etmek
veya azaltmak i¢in ¢esitli stratejiler uygulansa da bunlarin etkinlikleri siirls,
maliyetleri yiiksektir; ayrica gida glivenligi sorunlart mevcuttur. Kullanilan kimyasal
maddelere karsi bakterilerin direng gelistirmesi de istenmeyen durumlardan biridir.
Bu nedenlerle ultraviyole 1sinlama, ultrason, dogal esansiyel yaglar, anti-biyofilm
Ozellikleri olan probiyotikler ve QS inhibisyonu gibi giivenli ve ¢evre dostu
stratejilerin gelistirilmesi degerlendirilmesi gereken olduk¢a 6nemli bir konudur
(Vuotto, Longo ve Donelli, 2014; Srinivasan vd., 2008). Bakteriyosin, enzim ve

esansiyel yaglarin antimikrobiyal ajan olarak kullanilmas: erisilebilirlik ve maliyet
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acisindan dezavantajli bir konumda olsa da Oniimiizdeki yillarda bu alandaki

gelismelerin artmasi ile bu sorunlarin ¢oziilmesi ongdriilmektedir.

2.2.2 Bakteriyel Hareketlilik

Bakteriyel hareketlilik, QS ve biyofilm olusumuyla iligkilidir (Myszka vd., 2016;
Shrout vd., 2006). Yapilan ¢aligmalar bakterinin yiizey hareketliliginin biyofilm
yapist iizerinde etkisinin oldugunu, ayn1 zamanda yiizey hareketliligindeki
farkliliklarin biyofilm yapisinda farkliliklara neden oldugunu gostermektedir (Shrout
vd., 2006). Biyofilm olusumunda temel diizenleyiciler; ylizme, kaynagsma ve segirme
hareketleri gibi viriilans o6zellikleridir (Klausen vd., 2003). Bu ii¢ hareket tipi,
bakteriyel kolonizasyonda ve biyofilm olusumunda elzemdir (O'May ve Tufenkji,
2011).

Flagella sayesinde hareket edebilen bakteriler yiizeylerde kemotaksise, baglanmaya
ve yapismaya olanak bulmaktadirlar (Pratt ve Kolter, 1998). Flagellanin biyofilm
olusumuna katildigi, biyofilm olusumunda yiizme ve kaynasma hareketlerinden
sorumlu oldugu ve bununla birlikte gesitli bakteriyel 6zelliklerin diizenlenmesiyle de
iliskili oldugu bilinmektedir (Parasuraman vd., 2020; Kirov, 2003). Flagella,
bakterinin hareket etmesine ve yiizeye tasinmasina yardim ederken tip IV pilus ise

segirme hareketinde 6nemli rol oynamaktadir (Klausen vd., 2003).

Bircok Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteride bulunan tip IV pilus, yiizeylere ve
konakgi hiicrelere yapisma, dkaryot hiicrelere sinyal gonderme, protein salgilanmasi,
DNA aktarimi ve mikrokoloni olusumu gibi fonksiyonlara aracilik eden, yiizey
hareketliliginde ozellikle segirme hareketinde onemli rol oynayan giiclii ve esnek
filamentlerdir (Melville ve Craig, 2013; Craig, Pique ve Tainer, 2004). Segirme
hareketi genelde Gram-negatif bakterilerde, flagelladan bagimsiz olarak tip IV pilus
araciligiyla olugmakta ve biyofilmlerin olusumunda o6nemli rol oynamaktadir

(Mattick, 2002; O'Toole ve Kolter, 1998).

P. aeruginosa'nin yiizeyde hareket etmek icin iki mekanizmasi vardir; segirme ve
kaynasma (Shrout vd., 2006). P. aeruginosa, flagellanin aracilik ettigi yiizme
hareketi sayesinde yiizeye yaklasir, ylizeye baglanma gercgeklestikten sonra flagella
ve tip IV pilus aracilif1 ile segirme ve kaynasma hareketleri ile yilizeye yayilir

(O'May ve Tufenkji, 2011; Harshey, 2003).
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P. fluorescens susunun biyofilm olusumunun ilk asamasi olan yiizeye tutunmada,
yiizeyle ilk temas eden bakteri parcasinin flagella gibi uzantilar oldugu ayrica
flagellanin hiicrelerin bir araya toplanmasinda ve hiicreler arasi sinyallesme ve

baglantida rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Diaz vd., 2011).

O'Toole ve Kolter (1998) P. aeruginosa PA14 susunu kullanarak yaptiklari
calismada biyofilm olusumu i¢in ilk adim olan, hiicrelerin abiyotik ylizeyle temas
kurmasinda flagella ve pilusun aracilik ettigi bakteriyel hareketliligin 6nemli
oldugunu ve segirme hareketinde tip IV pilusun dogrudan rol oynadigini
kanitlamiglardir. Baska bir c¢alismada E. coli susu kullanilmis ve biyofilm
olusumunda ytizeyle ilk temas i¢in kemotaksisin degil bakteriyel hareketliligin kritik
Ooneme sahip oldugu, hiicrenin yiizeye baglanmasinda, yilizey boyunca hareket
etmesinde ve biyofilm olusumunun ilk asamasinda flagellanin ve bazi bakterilerde
bulunan tip I pilusun gerekli oldugu bildirilmistir (Pratt ve Kolter, 1998). Literatiirde
verilen bilgilere dayanarak, flagella ve pilusun aracilik ettigi bakteriyel hareketliligin,

biyofilm olusumundaki 6neminin dogrulanmis oldugu sdylenebilmektedir.

2.3 Quorum Algilama Sistemi (Quorum Sensing, QS)

Quorum algilama (QS), popiilasyon yogunluguna ve otoindiikleyiciler (autoinducers,
Al) olarak adlandirilan diigiik yogunluklu, hiicre dis1 sinyal molekiillerinin iiretimine,
salgilanmasina ve algilanmasina dayanan bir hiicreler arasi iletisim mekanizmasidir
(Kiymaci vd., 2018; Bassler ve Losick, 2006). Bakteriler arasindaki hiicre-hiicre
iletisiminin kesfine kadar bakteriler, temel olarak besinleri bulmaya ve liremeye
calisan bireysel hiicreler olarak biliniyorlard1 (de Kievit ve Iglewski, 2000). Daha
sonra Yyapilan c¢alismalarda is birligi ve etkilesim gibi sosyal davraniglari
gerceklestirmek icin bakterilerin hiicreler arasi iletisim kurabildikleri bulunmusgtur
(Abisado vd., 2018). Son yillarda yapilan arastirmalar sayesinde, bakteri sosyalligi
ve hiicre-hiicre etkilesim sistemi denilen QS sistemi anlagilmaya baslanmistir.
Isbirlik¢i ve rekabetgi mikrobiyal etkilesimlerde hem tiir icindeki hem de tiirler
arasindaki iletisimin saglanmasinda QS sisteminin rolii hala ¢dzlilmeye

calisilmaktadir (Abisado vd., 2018).

QS mekanizmasi, bakteri toplulugunun popiilasyonda tek birim olarak koordine

olmasmmi  saglamakla birlikte bakteri yogunluguna baghdir ve hiicre
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popiilasyonlarinin, hiicre disinda biriken sinyal molekiillerine gore yogunluklarini
degerlendirmesini saglar (Tan vd., 2020; Vadakkan vd., 2018). Bakteri popiilasyonu
arttikga, hiicre disinda sinyal molekiiliiniin konsantrasyonu da artmaya baslar ve bu
molekiiller belli bir seviyeye yani esik degere ulastiginda ise popiilasyondaki
bakteriler bu otoindiikleyicileri algilar ve gen ekspresyonunu degistirirler (Bassler ve

Losick, 2006).

Sinyal molekiilleri olan otoindiikleyiciler QS mekanizmasinda 6énemli rol oynarlar ve
bakteri popiilasyonu arttikga hiicre disinda birikirler (Vadakkan vd., 2018; Bassler ve
Losick, 2006). Dogal ortamda, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin irettigi
sinyal molekiilleri yapisal ve islevsel olarak birbirinden farklidir (Khan vd., 2019).
Gram-negatif bakterilerde QS sistemi agil homoserin laktonlar (AHL) aracilig1 ile
olurken, Gram-pozitif bakterilerde QS sistemi, kisa bir oligopeptit olan
otoindiikleyici peptit (AIP) aracilig1 ile olmaktadir (Karaboz ve Sukatar, 2004). AHL
QS sistemi ilk olarak deniz kokenli, Gram-negatif ve liiminesans bir bakteri olan
Vibrio fisheri’de tanimlanmistir (Shadel ve Baldwin, 1992). Bu arastirmadan sonra
yapilan caligsmalarla birlikte bir¢cok farkli bakterinin QS sistemi anlasilmaya

baslanmugtir.

Otoindiikleyici-2 (Al-2) birgok Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tarafindan
tiretilen hem tiir i¢i hem tiirler arasi iletisimi saglayan birincil sinyal molekiiliidiir
(Wang vd., 2019; Duan vd., 2003). Al-2 QS sistemi ilk olarak Gram-negatif,
liiminesans ve deniz bakterisi olan V. harveyi’de kesfedilmis ve karakterize edilmistir
(Bassler, Wright ve Silverman, 1994). LuxS geni tarafindan kodlanan AI-2 molekiili,
4,5-dihidroksi-2,3 pentanedion (DPD) denilen bir 6nciil molekiilden tiiretilmistir
(Bassler ve Losick, 2006). Bir¢ok bakteri tiirii AI-2 tiretiminde LuxS sentaz enzimini
kullanmaktadir. AI-2, LuxP reseptoriine baglanir ve bdylece viriilans faktorlerinin

tiretimi tetiklenir (Roy, Adams ve Bentley, 2011).

QS mekanizmasi, patojen bakteri enfeksiyonu olusturma, biyofilm olusumu,
hareketlilik, antibiyotik {iretimi, liiminesans ve viriilans faktorlerinin salgilanmasi
gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (Bjarnsholt
vd., 2005; Fuqua ve Greenberg, 2002; Whitehead vd., 2001). Ayrica yapilan
arastirmalarda QS’in bakteriyel gida bozulmasinda rol oynayabilecegi ortaya
konulmustur (Smith vd., 2004).
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Dogal iiriinler, QS sistemini engelleyebilme potansiyeline sahip QS inhibitor
bilesiklerinin kaynaklaridir (Packiavathy vd., 2012). Deniz mikroalgi Delisea
pulchra tarafindan iiretilen halojenli furanonlar karakterize edilen ilk QS inhibitor
bilesiklerden biridir (Rasmussen vd., 2000; Givskov vd., 1996). Birgok bitkinin,
sarimsak, zencefil, zerdegal gibi baharatlarin ve targin, karanfil gibi esansiyel
yaglarin QS sistemini inhibe etme potansiyeline sahip olduklart ve QS
mekanizmasina miidahale ettikleri bilinmektedir (Vattem vd., 2007; Niu, Afre ve
Gilbert, 2006; Egan vd., 2002). Anti-QS ozelligine sahip ugucu yaglar birgcok
aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (Kerekes vd., 2013; Jaramillo-Colorado vd.,
2012). Aymt zamanda kekik esansiyel yaginin anti-QS Ozelligini kanitlayan
calismalar da literatiirde mevcuttur (Alibi vd., 2020; Liu, Wang ve Griffiths, 2007;
Hentzer ve Givskov, 2003).

QS sinyal sisteminin inhibisyonu, bitkilerdeki bazi bilesiklerin veya esansiyel
yaglarin, sinyal molekiillerinin sentezini veya reseptorlere baglanmasini bloke etmesi
ya da AHL molekiiliiniin es reseptoriine baglanarak AHL’lerin deaktivasyonu gibi
cesitli mekanizmalar sayesinde gerceklesebilmektedir (Myszka vd., 2016; Skandamis
ve Nychas, 2012; Rasmussen vd., 2005). Yapilan bir ¢aligmada karvakroliin P.
aeruginosa’nin hareketlilik ve biyofilm olusumunu inhibe ettigi; ayrica hiicre
canliligini etkilemeden AHL sentezini azalttigi bildirilmistir. Bu durum karvakroliin,
Lasl aktivitesini etkileyerek P. aeruginosa’nin viriilans faktorlerini azaltmasi ile
iliskilendirilmistir (Tapia-Rodriguez vd., 2019). Baska bir ¢alismada ise farkli
paketleme kosullarinda (hava ve modifiye atmosfer) depolanan kiymada AHL ve Al-
2 benzeri aktivitelerin gozlemlendigini ancak kekik esansiyel yagi varliginda
modifiye atmosferde depolanan etlerde hicbir sinyal molekiiliin tespit edilemedigi

bildirilmistir (Blana ve Nychas, 2014).

2.3.1 Pseudomonas Tiirlerinde Quorum Algilama Sistemi

Bakterilerde en detayli arastirilan ve anlasilan iletisim sistemlerinden biri P.
aeruginosa’nin QS sistemidir. P. aeruginosa susunun antibiyotik direncini, biyofilm
olusumu ve bakteriyel hareketlilik gibi viriilans faktorlerini kontrol eden iki farkli QS
sistemi; AHL vasitasiyla ¢alisan Las ve Rhl’dir. QS sistemi genelde AHL sinyal

molekiilii ile diizenlenir ancak P. aeruginosa tiirline 6zgii 2-heptil-3-hidroksi-4-
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kinolon (Pseudomonas Quinolone Signal, PQS) sinyal molekiilii de gesitli viriilans

genlerinin kontroliinii ger¢eklestirmektedir (Ma vd., 2021; Kumar vd., 2015).

P. aeruginosa’nin luxS genine sahip olmadigi igin AI-2 sinyal molekiiliinii
tiretmedigi bildirilmistir (Duan vd., 2003; Stover vd., 2000). Fakat P. aeruginosa’nin
bagka bakteriler tarafindan iretilen AI-2 sinyalini algiladigi, tepki verdigi ve
biyofilm olusumu gibi viriilans faktorii genlerini etkiledigi ve aktive ettigi
gbzlenmistir (Jiang vd., 2022; Li vd., 2015; Duan vd., 2003). P. aeruginosa’nin QS
sistemi hakkinda detayli ¢alismalar literatiirde mevcut olsa da diger Pseudomonas
tirleri ve P. fragi’nin QS sistemi ve mekanizmasi hakkindaki bilgiler sinirhidir.
Birkag Pseudomonas tiirii bakterinin QS sisteminin AHL direttigi bilinmektedir.
(Whitehead vd., 2001). Ornegin baz1 P. fluorescens ve P. putida suslarinin QS
sisteminde AHL sinyal molekiiliinii kullandig1 bir¢ok calismada bildirilmistir (Wang
ve Xie, 2020; Li vd., 2018; Zhao vd., 2016; Liu, Wang ve Griffiths, 2007; Pinto vd.,
2007).

Gidalardan izole edilen bazi Pseudomonas izolatlarinin ise QS sinyal molekiilii
olarak tespit edilebilir diizeyde AHL iiretmedigi bildirilmistir ki bu durum bazi
bakterilerde farkli bir iletisim mekanizmasinin mevcut olabilecegini gostermektedir
(Blana, 2010; Ferrocino vd., 2009; Liu, Gray ve Griffiths, 2006). Bu teoriyi
destekleyecek sekilde Ferrocino vd. (2009)’in yaptigi calismada P. fragi’nin sinyal
molekiil olarak AI-2 iirettigi rapor edilmistir. Baska c¢alismalarda ise P. fluorescens
slipernatantlari, V. harveyi biyosensor susunda biyoliiminesans yayilimina neden
olmus ve AI-2 sinyal molekiilleri tespit edilmistir (Zhang vd., 2022; Wang ve Xie,
2020; Zhao vd., 2016). Buna ek olarak yapilan bir ¢alismada P. lundensis’in AI-2
tirettigi bildirilmistir (Zhu vd., 2022). Quintieri vd. (2021) P. fragi’nin genomunda
AHL sentaz geninin bulunmadigini, Ferrocino vd. (2009) ise AHL {iretmedigi tespit
edilen Pseudomonas’larin LuxS genine sahip olmadigimi belirtmistir. Bu bulgular
bazi Pseudomonas tiirlerinin LuxS’ten farkli bir sekilde AI-2 iiretim mekanizmasinin
oldugunu gostermektedir (Kiiciikata, Yetim ve Metin, 2024). Ozellikle gidalarda
bozulmaya neden olan Pseudomonas tiirlerinde alternatif Al-2 tiretim mekanizmalari
ve yollar1 tam olarak aydinlatilmamis oldugu i¢in bu konu hakkinda daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.
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2.4 Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar, destilasyon, soguk presleme veya ekstraksiyon (maserasyon) gibi
tekniklerle bitkilerden elde edilen aromatik yagli sivilardir (Burt, 2004; Guenther,
1950). Aromatik bir bitkinin ikincil metabolizmasinin kokulu ve ugucu triinleridir.
Esansiyel yaglar bitkilerde bulunduklar1 ve elde edildikleri yaprak, ¢i¢ek, tohum
veya meyve gibi bolgeye, ¢evresel faktore, iklime, fenolojik dongiiye ve yetistirme
bi¢cimine gore farkli bilesim profillerine sahip olabilirler (Van vd., 2022; Conner,
1993).

Esansiyel yaglardaki aktif bilesikler kimyasal yapilarina gore; terpenler, terpenoidler,
fenilpropenler ve digerleri olmak tizere dort gruba ayrilabilir (Hyldgaard, Mygind ve
Meyer, 2012). Fenolik bilesikler ve monoterpenler bitkilerde dogal olarak bulunan
ikincil metabolitlerdir ve bu bilesikler sayesinde esansiyel yaglar antibakteriyel ve
antimikrobiyal ozelliklere sahiptir (Winska vd., 2019; Tohidi vd., 2017; Conner,
1993). Esansiyel yag bilesenlerinin kimyasal yapisi, yagmn etki bicimini ve

antibakteriyel aktivitesini etkilemektedir (Dorman ve Deans, 2000).

Karvakrol ve timol, kekik esansiyel yaginin kemotipini tanimlayan fenolik
bilesiklerdir (Rota vd., 2008). Timol ve karvakrol gibi fenolik monoterpenlerin giicli
antibakteriyel 6zellikleri kimyasal yapilarindan kaynaklanmaktadir. Bitki esansiyel
yaglarinin antimikrobiyal etkisi, bu tiir bilesiklerin lipofilik o6zelligi sayesinde
bakterinin hiicre zarina niifuz etmesi ve bdylece zarmn yapisini ve fonksiyonunu
bozarak hiicre zarinin gecirgenligini etkileyip, hiicre i¢i sivinin bosalmasina ve
hiicrenin 6lmesine neden olarak saglanir (Perez vd., 2019; Kang vd., 2018; Burt,
2004; Lambert vd., 2001).

Birgok bitkisel esansiyel yagin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar
ve antioksidan gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu literatiirdeki pek ¢ok arastirma
ile kanitlanmistir (El-Tarabily vd., 2021; Alibi vd., 2020; Cui vd., 2019; Ali vd.,
2015). Yapilan ¢alismalarda bitki kaynakli dogal bilesiklerin ve esansiyel yaglarin,
giiclii anti-quorum  algilama, anti-viriilans ve anti-biyofilm etkisi gosterdigi
bildirilmis ve umut verici sonuglar elde edilmistir (Ahmed vd., 2021; Pejci¢ vd.,

2020; Myszka vd., 2016).

Kavanaugh ve Ribbeck (2012) yaptigi calismada esansiyel yaglarin, bakteri tiiriine

0zgii aktiviteye ve direng mekanizmasina sahip olabilecegini ve bu farkliligin hiicre
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yapist ve hiicre bilesenlerinin yaga karsi farkli duyarliliklarinin  olmasindan

kaynaklandigini varsaymisglardir.

Hussain vd. (2008) ve Artini vd. (2018) farkli mevsimlerde elde edilen belirli tiir
yaglarin, ayni bakteri tiirii lizerindeki degisen antimikrobiyal aktivitenin olas1
nedenini, mevsimle baglantili olarak artan veya azalan kimyasal bilesim ile
iligkilendirmislerdir. Bitkinin hasat edilme mevsimine gore farkli kimyasal
bilesimlere sahip yaglarin etkinligi de farkli olmaktadir (Pandur vd., 2022). Sonug
olarak test edilen esansiyel yagin kimyasal bilesimindeki farkliliklar, daha diisiik

veya daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye neden olmaktadir.

Pejci¢ vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada adagay1 ve feslegen yaglarinin, Pseudomonas
izolatlarinin piyosiyanin {iretimini ve ylizme, segirme ve kaynasma hareketlerini
etkiledigini ayrica biyofilm olusumunun erken asamalarinda ve olgunlagmis
biyofilmde etkili oldugunu, biyofilm miktarinda 6nemli 6l¢lide azalma goézlendigini
bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda adacayi ve feslegen esansiyel yaglarinin,
Pseudomonas tiirlerinin virtilans faktorlerini azaltan etkili bir ajan oldugu

sOylenebilmektedir.

QS sistemi ve biyofilm olusumu gibi bozucu faaliyetlerin engellenmesinde kullanilan
dogal antimikrobiyallerden biri olan esansiyel yaglarla ilgili detayli calismalar devam
etmektedir. Buna ek olarak dogadaki bitkilerde dogal olarak bulunan esansiyel
yaglardan bazilar1 yillardir antimikrobiyal olarak kullanilmakla birlikte birgok
esansiyel yag hala aragtinlmamistir (El-Tarabily vd., 2021).

2.4.1 Kekik Yag

Thymus vulgaris, Lamiaceae familyasina ve Thymus cinsine ait en 6nemli tiirlerinden
biridir (Morales, 2002). Kekik bitkisinin ¢igeklerinden ve yapraklarindan ekstrakte
edilen ve yiizyillardir kullanilan kekik esansiyel yagi, birkag esansiyel yag ile birlikte
Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan GRAS (Genel olarak giivenli kabul edilen)
olarak siniflandirilmistir (Manso vd., 2014).

Kekik esansiyel yaginin ve ana bileseninin, antioksidan, antibakteriyel, anti-viriilans,
anti-QS ve anti-biyofilm gibi biyoaktif 6zellikleri yapilan ¢alismalarda bildirilmis ve
kanitlanmistir (Pandur vd., 2022; Van vd., 2022; Sotelo vd., 2021; Kerekes vd.,
2019; Myszka vd., 2016; Szczepanski ve Lipski, 2014; Oussalah vd., 2006). Kekik
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yagiin antiviral, antibiyofilm ve antibakteriyel 6zellikleri yagin biyolojik aktivitiye
sahip olmasindan kaynaklanir (Pandur vd., 2022). Bu 6zellikler ve biyolojik aktivite
ise kekik yaginin ana fenolik bilesikleri olan timol ve karvakrol ile ilgilidir (Sa vd.,
2014; Rota vd., 2008). Bakterinin hiicre zarinin pargalanmasi ve membran proteinleri
ile hiicre igindeki ATP ve DNA gibi hiicre bilesenlerinin sitoplazma ile salinmasina
neden olan fenolik bilesikler sayesinde kekik yaginin antimikrobiyal -etkisi
gerceklesmektedir (Alibi vd., 2020).

Kekik esansiyel yagi kullanilarak Bacillus cereus’un biyofilm olusumu iizerindeki
etkilerini belirleyen ¢alismada, kekik yaginin hiicre canliligini azalttigi, hiicre zarina
zarar vererek (zarmm gegirgenligini etkileyerek), hiicre zarindan protein sizintisina,
hiicre i¢ci ATP konsantrasyonunda azalmaya, hiicre disi ATP’de artmaya sebep
oldugu bulunmus ve kekik yaginin biyofilmin olusumunu 6nemli 6l¢lide azalttig
bildirilmistir. Ayrica kekik yagma maruz kalan hiicrelerin morfolojisinde
degisiklikler olustugu, ylizeyinde ¢okme ve biiziigme meydana geldigi ve hiicre
zarinda Onemli hasara neden olarak hiicre canliliginin 6nemli 6l¢lide engellendigi

bildirilmistir (Kang vd., 2018).

Terpenler, birkag izopren (CSHS) birlesiminden firetilen hidrokarbonlardir. Timol ve
karvakrol fenolik monoterpenoidlerdir. Cogu terpenoidin antimikrobiyal etkisi
fonksiyonel gruplarla baglantilidir. Kekik yaginin ana bilesenleri olan ve yapisal
olarak birbirine benzeyen timol ve karvakrol birbirinin izomeridir. Timolde fenolik
halkada hidroksil grubu farkli bir konumdadir. (Hyldgaard, Mygind ve Meyer, 2012).
Sekil 2.3’de timol (C10H140) ve karvakroliin (C10H140) kimyasal yapilar1 verilmistir.

OH

OH

Timol Karvakrol

Sekil 2.3: Timol ve Karvakroliin Kimyasal Yapisi

Kaynak: Hyldgaard, Mygind ve Meyer, 2012
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El-Hosseiny vd. (2014) yaptiklari g¢alismada kekik, mercankoskii ve adacayi
esansiyel yaglarinin P. aeruginosa’ya karsi antibakteriyel aktivitesini karsilastirmis
ve en aktif olanin kekik yag1 oldugunu bildirmislerdir. Yapilan baska bir ¢calismada
on yedi ugucu yagin Staphylococcus epidermidis ve E. coli {izerindeki antibiyofilm
aktivitesi incelenmis ve Thymus vulgaris yagmin en etkili ve en yiiksek anti-biyofilm

aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Caceres vd., 2020).

Yapilan c¢alismalarda kekik yagmin E. coli, B. cereus, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. Aspergillus niger ve Penicillium paneum
gibi gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karst antimikrobiyal etkisi
oldugu kanitlanmistir (Kang vd., 2018; Sadekuzzaman vd., 2018; Boskovic vd.,
2017; Ghabraie vd., 2016; Abdollahzadeh, Rezaei ve Hosseini, 2014). Diniz vd.
(2023)’in yaptiklar1 caligmada ise kekik esansiyel yagmin, etten izole edilen
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa ve Staphylococcus saprophyticus tiirlerine
kars1 giiclii inhibitor aktiviteye sahip oldugunu ve alternatif bir dogal antibakteriyel

ajan oldugunu bildirmislerdir.

P. putida ve P. aeruginosa’nin tirettigi biyofilmleri ortadan kaldirmada kekik yagi ve
Oonemli antibiyotiklerden hangisinin daha etkili olacagin1 karsilastiran bir
arastirmada, kekik yagmnin antibiyotiklerden daha etkili oldugu bildirilmistir
(Kavanaugh ve Ribbeck, 2012).

Zhang vd. (2018)’in yaptig1 ¢aligmada, timol ve karvakroliin QS inhibisyon etkisine
sahip oldugu; ayrica P. fluorescens'in yiizme, segirme ve kaynasma hareketliligini,
EPS ve biyofilm iiretimini 6nemli dl¢iide engelledigi bildirilmistir. EPS ve biyofilm
inhibisyonu arasinda dogrusal bir iliski bulunamamis ve kekik yagi bilesenlerinin QS
inhibitor etkisiyle EPS’yi inhibe ettigi, biyofilm inhibisyonun ise bakteriyel
hareketlilige ve incelenmeyen diger faktorlere bagli oldugu sonucuna varmislardir.
Benzer bir sekilde, kekik yagmin P. fluorescens’in QS sistemini, AHL iiretimini,
biyofilm olusumunu ve bakteriyel hareketliligini 6nemli Olc¢lide inhibe ettigini
bildiren bir c¢aligmada flagella geninin (flgA) ifadesinin baskilanmasi ile
hareketliligin azaldig1 ve biyofilm olusumunun engellendigi bildirilmistir (Myszka

vd., 2016).
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UCUNCU BOLUM

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Pseudomonas izolatlari ve Kontrol Suslari

Bu calismada 1220439 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda kiyma ve biftekten izole
edilen Pseudomonas suslart kullanilmistir. RpoD gen dizilimleri izolatlardan YK8 ve
YB91’in P. fragi, YK107’nin P. bubulae, YK50’nin P. kulmbachensis ve YB43’iin
ise P. fragi yakini olasi yeni tiir oldugunu gostermistir. Tez calismasinda P.
aeruginosa ATCC 27853 ve P. fragi ATCC 4973 referans Pseudomonas suslari,
Vibrio campbellii BAA-1119 Al-2 ireticisi pozitif kontrol, E. coli DH5a Al-2
tiretmeyen negatif kontrol ve Vibrio campbellii BAA-1117 ise Al-2 biyosensor susu
olarak kullanilmistir. Kullanilan suslar Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimi kiiltiir koleksiyonunda yer
almaktadir. Tez calismasinda kullanilan Pseudomonas izolatlarmin kodlari, izole

edildikleri kaynak ve bakteri tiirii Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Cahsmada Kullanilan izolatlarin Kodlar ve Tiirleri

izolat Kodlan Kaynak Tiir
YK 8 Kiyma P. fragi
YK 50 Kiyma P. kulmbachensis
YK 107 Kiyma P. bubulae
YB 43 Biftek P. fragi yakini olas1 yeni tiir
YB 91 Biftek P. fragi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.1.2 Kekik Yag (Thymus vulgaris)

Tez calismasinda kullanilan kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yagi FAIDA
(Ankara, Tiirkiye) markasindan satin alinmistir. Ugucu yaglar ve bilesikleri hassas
oldugundan dolay1, hava gecirmez cam sisede ve karanlikta muhafaza edilen kekik
yaginin sterilizasyon islemi, 0.22 uM gozenek biiyiikliigiine sahip siringa filtresinden
(Chromafil Xtra) siiziilerek yapilmistir (Wang vd., 2008).

3.2 Metod

Yontem, ilk olarak kekik esansiyel yaginin ugucu bilesiklerinin tanimlanmasini ve
kekik yagmin Pseudomonas izolatlar1 {izerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) belirlenmesiyle 1/2, 1/4, 1/8 alt MiK degerleri kullanilarak
Al-2 iiretimi, biyofilm ve bakteriyel hareketlilik testlerinin yapilmasini icermektedir.
Sicakligin ve siirenin etkisini daha fazla degerlendirmek i¢in buzdolabi (4°C) ve oda

sicakligr (25°C) segilerek 1, 4, 7 giinliik inkiibasyon siireleri kullanilmistir.

3.2.1 Stok ve Calisma Kiiltiirii Hazirlama

Tez calismasinda kullanilan ve etten izole edilen Pseudomonas izolatlar1 ile P.
aeruginosa ATCC 27853, P. fragi ATCC 4973 referans suslari, 1 mL steril Nutrient
Broth (NB, Sigma-Aldrich, EK1) igeren kriotiipte 25°C’de, E. coli DH5a susu LB
Broth (Neogen, EK1) igeren kriotiipte 30°C’de, Vibrio suslar1 ise Marine Broth (MB,
Himedia, EK1) iceren kriotiipte 30°C’de 48 saat gelistirilmistir. Inkiibasyon sonrasi
otoklavda sterilize edilmis, %50°1ik gliserol ¢ozeltisinden 500 uL kriotiipe eklenerek

vortekslenmis ve stok kiiltiirler -80°C’de muhafaza edilmistir.

Calisma sirasinda stoktan alinan Pseudomonas suslari igin kat1 besiyeri (agar) olarak
Nutrient agar (NA, Sigma-Aldrich), E. coli DH5a susu i¢in LB agar (Invitrogen),
Vibrio suslari i¢inse Marine agar (MA, Himedia) kullanilmistir. NA, MA ve LB agar
protokollerinde belirtilen miktarda tartilmis ve {izerine distile su ilave edilerek
¢oziindiiriilmiistiir (EK1). Hazirlanan besiyerleri otoklavda (Selecta, Presoclave 1,
Ingiltere) 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav sonras1 yaklasik 50°C’ye
sogutulan agarlar, steril petrilere yaklagik 15 mL olarak dokiilmiistiir. Stok

kiiltiirlerden alinan mikroorganizmalar, {i¢ ¢izgi yontemi kullanilarak NA’a, MA’a ve
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LB agara ekilmistir. Pseudomonas izolatlar1 ve P. fragi ATCC 4973 25°C’de, P.
aeruginosa ATCC 27853 37°C’de, E. coli DHS5a susu ve Vibrio suslar1 ise 30°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmis ve agar ylizeyinde teke diisen koloni caligmalarda
kullanilmistir. Sekil 3.1°de NA’da ii¢ ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis P. aeruginosa

ATCC 27853 tip susunun petri goriintlisii verilmistir.

Sekil 3.1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Tip Susunun Nutrient Agarda

Koloni Goriintiisii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.2 Kekik Esansiyel Yaginin Ucucu Bilesenlerinin Belirlenmesi

Kekik esansiyel yaginin ugucu bilesenlerinin tanimlanmasi ve miktar analizi i¢in
Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Sabri Ulker Arastirma ve Gelistirme
Merkezi’nde bulunan Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) cihazi

kullanilmis ve cihaz gorseli Sekil 3.2°de verilmistir.

Kekik esansiyel yaginin headspace GC-MS analizi, GC2010 gaz kromatografisi,
QP2020 kiitle spektrometresi (SHIMADZU) kullanilarak gergeklestirilmistir. Arayiiz
ve kaynak sicakliklar1 sirasiyla 250°C ve 200°C olarak ayarlanmistir. Elektron
carpma kiitle spektrumlari, 70 eV iyonizasyon enerjisinde, 40-500 amu araliginda
kaydedilmistir. Ayristirma, Rxi-5Sil MS (Restek Corporation, Bellefonte, PA,
Amerika Birlesik Devletleri) (30 mx0.25 mm, d.f.=0.25 pm) fiizyon silika bagh faz
kapiler kolon tizerinde gergeklestirilmistir. Sicaklik programi, 3 dakika boyunca
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50°C'de izotermal olarak tutulmus, ardindan sicaklik 3°C/dak hizla 260°C'ye ve
10°C/dak hizla 270°C'ye yiikseltilmistir; bu sicaklik 1 dakika siireyle korunmustur.
Enjeksiyon sisteminin optimum parametreleri ise su sekilde ayarlanmistir:
inkiibasyon siiresi 20 dakika, inkiibasyon sicakligi 40°C, karistirict hizi 100 rpm, pre-
purge(on temizleme) siringa siiresi 5 saniye, enjeksiyon akis hizi 1 mL/dak ve
enjeksiyon sonrast bekleme siiresi 20 saniyedir. Ugucu bilesikler, alikonma zamani
ve kolon iizerindeki kiitle spektrumlariin Wiley ve NIST (National Institude of
Standards and Technology) kiitiiphanesinin kiitle spektrumlari ile karsilastiriimasiyla

tanimlanmaistir.

Sekil 3.2: Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Cihaz Gorseli

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.3 Kekik Yagmn Pseudomonas Izolatlar1 Uzerindeki Minimum Inhibitér

Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Kekik esansiyel yaginin Pseudomonas izolatlar1 tizerindeki minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) Hammer, Carson ve Riley (1999)’da anlatildig1 sekilde agar
diliisyon yontemi ile belirlenmistir. MIK degerlerinin belirlenmesi icin Mueller-
Hilton agar (MHA, Neogen) hazirlanma yonergelerine (EK1) uygun olarak
hazirlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilizasyona tabi tutulmustur.

Tween 80 (AFG Science) de otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Sterilizasyon sonunda MHA, yaklasik 50°C’ye geldigi zaman 6nceden 0.22 um filtre
ile steril edilmis %0,1-1 (v/v) kekik yagi ve %0,5 (v/v) steril Tween 80 ile
kombinasyon halinde eklenerek kati agar (Mueller-Hilton agar) ortaminda
seyreltilmistir. Belirli oranda steril kekik yagi ve Tween 80 igeren besiyerleri en az
15 saniye manyetik karistiricida karistirilmis ve aseptik ortamda steril petrilere
dokiilerek, oda sicakliginda (20-25°C) katilasana kadar beklenmistir.

Hazirlanan agarlar donduktan sonra 5 mL FTS (Fizyolojik tuzlu su, %0,85 NaCl)
icine 0,5 McFarland (1,5x10% kob/mL) bulaniklik standardina ayarlanan bakteri
stispansiyonundan 2 pL kekik yagi iceren besiyerinin ortasina agilanmis ve en az 30
dakika kurutulmustur. P. aeruginosa tip susu 37°C, P. fragi ve diger izolatlar 25°C
etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda agar yiizeyinde
goriiniir bilyiimenin engellendigi en diisiik yag konsantrasyonu MIK olarak
belirlenmistir. 0.5 McFarland bulamiklik standardini 6lgmek igin densitometre
(Biosan DEN-1, EU) cihazi kullanilmistir.

Kullanilan konsantrasyonda Tween 80'in arasgtirilan suslarin canliligi tizerinde bir
etkisi gozlenmemistir. Pozitif kontrol olarak, herhangi bir kekik yagi icermeyen
ancak %0,5 (v/v) Tween 80 iceren asilanmis besiyeri, negatif kontrol olarak yalnizca

9%0,5 (v/v) Tween 80 igeren asilanmamis besiyeri kullanilmistir.

3.2.4 Biyofilm Olusum Analizi

Kantitatif biyofilm analizi Stepanovi¢ vd. (2007) ve Liu vd. (2015)’in agikladig
sekilde baz1 degisiklikler yapilarak, 96 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalarinda
kristal mor (CV) yontemi kullanilarak yapilmigtir. FTS ve TSB (Triptik soy broth,
Sigma-Aldrich, EK1) 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

NA’da 24 saat gelistirilen izolatlardan birka¢ koloni, 5 mL steril FTS igine siispanse
edilmis ve siispansiyon bulanikligi densitometre kullanilarak 0,5 McFarlanda
ayarlanip, en az 1 dakika boyunca vortekslenmistir. Mikroplak kuyucuklara, 1/2, 1/4,
1/8 MIK alt1 konsantrasyonlarda kekik yag1 ve %0,5 (v/v) Tween 80 igeren TSB’den
180 pL eklenmistir. Daha sonra her kuyucaga 0,5 McFarland bulaniklik standardina
ayarlanan bakteri siispansiyonundan 20 plL eklenmistir. Negatif kontrol olarak
kuyucuklara sadece %0,5 (v/v) Tween 80 igeren 200 uL TSB eklenmistir. Polistiren
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mikrotitre plakalari, 25°C etiivde ve 4°C buzdolabi kosullarinda 1, 4, 7 giinliik
inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda, kuyucuklardaki hiicre yogunlugu bir mikroplaka okuyucusu
(INNO-M, LTEK, Giney Kore) kullanilarak OD g0 nm’de oOlgiilmiistiir.
Kuyucuklarin i¢indeki bakteriyel siispansiyon dokiildiikten sonra 3 kez taze TSB ile
dikkatlice yikanmistir. 200 uL metanol (isolab) ile 15 dakika siireyle sabitlenen
hiicreler 5 dakika boyunca 200 pL %1 (w/v) kristal viyole (EK1) ile muamele
edilmistir. Boyanan hiicreler 3 kez distile su ile durulanip, kurutulmustur.
Biyofilmlere baglanan boya, 200 upL %33 (v/v) asetik asit (EK1) ile
¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan her bir kuyucugun optik yogunlugu (OD), mikroplaka
okuyucusu ile 590 nm’de OSl¢iilmiistiir. 96 kuyucuklu mikroplakada, biyofilmlere

baglanan boyanin asetik asit ile ¢ozilindiiriilmiis gorseli Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3: Biyofilmlere Baglanan Boyanin Asetik Asit ile Coziindiiriilmesinden

Sonra Mikrotitre Plakanin Goriiniimii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.5 Hareketlilik Testleri

Bakteriyel hareketlilik testleri i¢in segirme (twitching), kaynasma (swarming) ve
ylizme (swimming) hareket testleri Kumar vd. (2015); Boles vd. (2005); Deziel vd.
(2001)’de anlatildig1 sekilde bazi degisiklikler uygulanarak yapilmistir. Kaynasma
hareket testi igin % 0,5 agar (Liofilchem), 8 g/L nutrient broth, 5 g/L glukoz (Merck)
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iceren yari-kat1 agar, segirme hareket testi i¢in 20 g/l LB broth, %1 agar igeren yari-
kat1 agar, yiizme hareket testi icin %1 Tryptone (Sigma-Aldrich), %0,5 NaCl
(Isolab), %0,5 agar iceren yari-kat1 agar hazirlanmistir. Her hareket testi icin dzel
olarak hazirlanan yari-kat1 agarlar 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra, siv1 agara 1/2, 1/4, 1/8 MIK alt1 konsantrasyonlarinda steril kekik
yagi ve %0,5 (v/v) steril Tween 80 eklenerek en az 15 saniye manyetik karistiricida

kanistirilmis ve aseptik ortamda steril petrilere dokiilerek katilagmasi beklenmistir.

Agarlar katilastiktan sonra, NA’da 24 saat gelistirilen izolatlardan steril kiirdan
yardimiyla alinan koloni, ylizme, segirme ve kaynasma hareketi i¢in hazirlanan
agarlarin ortasina dikkatli bir sekilde ekilmistir. Segirme hareketi i¢in steril kiirdan
ile alinan koloni, agar1 delip petri kabin tabanina degecek ve polistiren yiizeyle temas
edecek sekilde konulmustur. Pozitif kontrol olarak, herhangi bir kekik yagi
icermeyen ancak %0,5 (v/v) Tween 80 igeren yari-kati agarlara ekim yapilmistir. P.
aeruginosa ATCC 27853 37°C, P. fragi ATCC 4973 ve diger izolatlar 25°C etiivde

24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yiizme ve kaynasma bolgelerinin caplar1 (mm) &lgiilmiistiir.
Segirme hareketi igin, agar bir cimbiz yardimiyla alinmis ve petri distile su ile
yikanmigtir. Boylece petriye yapismayan hiicreler giderilmistir. Daha sonra petriler
%1 (w/v) kristal viyole ile boyanmistir. Boyanan bdlgelerin zon bolgesi 6lgiilerek

kaydedilmistir.

3.2.6 Al-2 Uretimi

YK50, YK107 ve YB91 izolatlarin Al-2 diretimi, Surett ve Bassler (1998)’de
anlatildigi, Blana ve Nycas (2014) ve Ferrocino vd. (2009)’de uygulandig: sekilde,
hiicre siipernatantlarinin AI-2 biyosensorii V. campbellii BAA-1117 susunda sebep
oldugu liiminesans vasitasiyla belirlenmistir.

Analizde kullanilan FTS ve LB Broth (Neogen, EK1) 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. 4 mL LB besiyerine 1/2, 1/4, 1/8 MIK alt1
konsantrasyonlarda kekik yagi ve %0,5 (v/v) Tween 80 eklenmistir. Kekik yagi
eklenmeyen kontol o6rnekleri i¢in LB besiyeri sadece %0,5 (v/v) Tween 80
icermektedir. Biyoliiminesans belirte¢ susu V. campbellii BAA-1117, Al-2 iireticisi
ve pozitif kontrol susu V. campbellii BAA-1119 MA’da, Al-2 iiretmeyen negatif
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kontrol E. coli DH5a susu LB agarda 30°C’de, Pseudomonas izolatlar1 NA’da
25°C’de 24 saat gelistirilmis ve inkiibe edilen izolatlardan birkag¢ koloni, 5 mL steril
FTS icine siispanse edilerek siispansiyon bulanikligi 0,5 McFarlanda ayarlanmastir.
Belirli konsantrasyonlarda kekik yagi igeren ve igermeyen LB besiyerine, bakteri
stispansiyonlarindan 1 mL eklenmis ve izolatlar LB besiyerinde, V. campbellii BAA-
1119 referans susu AB (autoinducer bioassay, EK-1) besiyerinde 25°C’de 6 saat, 125
rpm c¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. 6 saatlik inkiibasyondan sonra
orneklerin planktonik hiicre yogunlugu bir mikroplaka okuyucusu kullanilarak ODsoo
nm’de Ol¢lilmiis ve 6rneklerin bulundugu tiipler 4°C, 8000 g’de 10 dakika santrifiij
yapilmistir. Elde edilen hiicresiz siipernatantlar 0,22 uM gozenek biiyiikliigiine sahip
siringa filtreden siizlilmiis ve sonradan kullanilmak {izere -20°C’ de saklanmustir.

AB besiyerinde 30°C’de 125 rpm ¢alkalamali inkiibatérde 16 saat gelisen biyosensor
V. campbellii BAA-1117 susu, taze AB besiyerinde 1:5000 oraninda seyreltilmistir.
Seyreltilmis V. campbellii BAA-1117 bakteri siispansiyonundan 90 pL, hiicre
ekstraktlarindan 10 uL mikroplaka kuyucuklarina koyulmustur. Pozitif kontrol olarak
Al-2 iireten V. campbellii BAA-1119 susu, 6rnek negatif kontrolii olarak Al-2
tiretmeyen E. coli DH5a susu kullanilmistir. Negatif kontrol olarak kuyucuklara 10
uL steril LB besiyeri eklenmistir. Mikroplakalar 30°C'de 125 rpm calkalamali etiivde
inkiibe edilmistir. Biyoluminesans, negatif kontrol liiminesansta bir artig gosterene
kadar her 30 dakikada bir mikroplaka okuyucu kullanilarak ol¢iilmiistiir. Altinc

saatin sonundaki 6l¢iim analiz sonucu olarak kullanilmistir.

3.2.7 [istatistiksel Analiz

Tez ¢aligmasinda yapilan analizler 4 paralel ve 2 tekrarli olarak yapilmistir. Deney
sonuglari, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey Testi yapilarak p<0,05
onem seviyesinde degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler i¢in kullanilan teknikler
Minitab® 22 (State College, PA, ABD) yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
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DORDUNCU BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirmada kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yagmin ugucu bilesenleri
belirlenmis ve ardindan kekik yaginin etten izole edilmis Pseudomonas suslar ile
referans suslarin biyofilm iiretimi, bakteriyel hareketliligi ve Al-2 aktiviteleri tizerine
etkisi incelenmistir. Kekik esansiyel yagmnin belirli Pseudomonas izolatlar
iizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) belirlenmis daha sonra kekik
yagmin 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MIK degerleri kullamlarak Al-2 iiretimi ve bozucu
faaliyetlere etkisi (biyofilm ve bakteriyel hareketlilik) belirlenmistir. Elde edilen

sonuclar bu bdliimde alt bagliklar halinde siralanmustir.

4.1 Kekik Esansiyel Yaginin Ugucu Bilesenleri

Kekik esansiyel yaginda bulunan ugucu bilesenlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlenmesi GC-MS cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kekik yagimin GC-MS
spektrumu Sekil 4.1°de, kekik yagina ait ugucu bilesenler ve yiizde oranlar1 ise Tablo

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: Thymus vulgaris Esansiyel Yagimin GC-MS Spektrumu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.1: Kekik Esansiyel Yagina Ait Ucucu Bilesenler

No Alikonma Zamani Bilesen Adi Alan (%)
(Retention time, dk)
1 10.228 a- Pinene 14.09
2 10.942 Camphene 3.00
3 12.225 B-Pinene 0.39
4 12.845 B-Myrcene 15.15
5 13.604 a-Phellandrene 1.23
6 14.146 a-Terpinene 5.68
7 14.582 p-Cymene 33.29
8 14.754 D-Limonene 1.30
9 14.804 B-Phellandrene 1.01
10 15.079 cis-Ocimene 0.22
11 15.596 B-Ocimene 0.32
12 16.228 y-Terpinene 16.77
13 17.529 a-Terpinolen 0.52
14 18.296 Linalool 4.45
15 19.729 Caren-3-ol 0.04
16 21.854 Borneol 0.29
17 22.300 Terpineol 0.25
18 25.163 Thyml metil eter 0.06
19 27.650 Carvacrol 0.13
20 28.170 Thymol 20.69
21 33.663 B-Caryophyllene 0.42
22 37.467 -Bisabolene 0.50
23 37.704 Germacrene 0.04

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Yapilan analizin sonucuna ve Tablo 4.1e gore T. vulgaris esansiyel yaginda bulunan
temel ugucu bilesenlerin timol (%20.69), p-cymene (%33.29), B-myrcene (%15.15),
y-terpinene (%16.77), a-pinene (%14,09) oldugu gorilmektedir. Elde edilen
sonuglar, T. vulgaris esansiyel yagi kullanilarak yapilan daha onceki ¢alismalarla
benzer bulunmustur. Perez vd. (2022)’in yaptiklar1 ¢alismada timol (%24.87) ve p-
cymene (%29.97) baslica bilesenler olarak bulunmustur. Diger bir caligmada ise
timol (%23), p-cymene (%20), linalool (%4.7), y-terpinene (%9.5) temel bilesenler
olarak verilmistir (Caceres vd., 2020). Pirbalouti, Hashemi ve Ghahfarokhi
(2013)’nin g¢alismasinda ise baslica bilesenler timol (%35.51), linalool (%2.66), y-
terpinene (%11.87) olarak bulunmustur. Yagin genel kimyasal kompozisyonundaki
ve yiizde oranlarindaki farkliliklarin gozlenmesinin nedeni bitkinin kokeni ve
yetistirilme kosullari, bitkinin hasat donemi ve mevsimi, esansiyel yagin elde edilme
yontemi, ekolojik ve genetik faktorlerle iliskilendirilebilir. Yapilan calismalar, bu
faktorlerin kimyasal bilesim ve yiizde oranlari tizerindeki etkisini kanitlamistir (Bako
vd., 2023; Winska vd., 2019; Lemos vd., 2017; Pirbalouti, Hashemi ve Ghahfarokhi,
2013).

Kekik yagmin temel bilesenlerinden biri olarak kabul edilen karvakrol, analiz
sonuglaria gore kullanilan esansiyel yagda diisiik miktarda (%0,13) mevcuttur ve
timol %20.69 olarak tespit edilmistir. Literatiirde de benzer sekilde, timol igerigi
(%20-46), karvakrole kiyasla (%1-4) ¢ok daha yiiksek miktarda tespit edilmistir
(Winska vd., 2019; Lemos vd., 2017; Ozcan ve Chalchat, 2004). Ayn1 zamanda
analiz sonuglarina gore ana bilesenlerden biri olan karvakroliin onciisii p-cymene
(9%33.29) igerigi, timol (%20.69) iceriginden daha yiiksek miktarda tespit edilmistir.
Bu duruma, literatiirdeki benzer ¢alismalar da isaret etmektedir; 6rnegin Perez vd.
(2022)’in ¢alismasinda p-cymene (%29.97) igerigi, timol (%24.87) igeriginden
yiiksek bulunmustur. Karvakroliin 6ncii molekiilii p-cymene ile timol ve karvakroliin
biyosentezi i¢in ilk molekiil olan y-terpinene’in antimikrobiyal aktivite gosterdigi

yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Baké vd., 2023; Galasso vd., 2014).

Bir¢ok ¢aligmada bildirildigi gibi p-cymene, -myrcene, y-terpinene, a-terpinene, o-
pinene ve linalool T. vulgaris esansiyel yaginda yiiksek ve orta konsantrasyonlarda
bulunabilen bilesikler olduklar1 icin c¢alismada elde edilen verilerin literatiirdeki
verilerle paralellik gosterdigi soylenebilmektedir (Bako vd., 2023; Caceres vd.,
2020; Boruga vd., 2014; Ozcan ve Chalchat, 2004).
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4.2 Kekik Yagmn Pseudomonas Izolatlar1 Uzerindeki Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MiK)

Agar diliisyon metodu ile kekik esansiyel yaginin Pseudomonas izolatlari tizerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir. %0,1-1 (v/v) kekik yag
ve %0,5 (v/v) Tween 80 iceren besiyerlerine ekim yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyon
sonunda agar yiizeyinde goriiniir biiyiimenin engellendigi en disik yag
konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir. Kontrol grubu %0,5 (v/v) Tween 80

icermektedir.

Tablo 4.2°de izolatlarin MIK degerleri % (v/v) cinsinden verilmistir. En diisiik MIK
degeri %0,1 (v/v) ile YK50, en yiiksek MIK degeri %0,5 (v/v) ile ATCC 28753 (P.
aeruginosa) susunda tespit edilmistir. Genel olarak Pseudomonas izolatlarinin T.
vulgaris esansiyel yagina kars1 P. aeruginosa ile karsilastirildiginda daha diisiik MIK

(%0,1-%0,5 (v/v)) degerlerine sahip oldugu ortaya konmustur.

Tablo 4.2: Kekik Yagmn Pseudomonas Suslar1 Uzerindeki Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerleri (%)

izolat MIK (v/v)
ATCC 27853 (P. aeruginosa) %0,5
ATCC 4973 (P. fragi) %0,2
YK 8 %0,2
YK 50 %0,1
YK 107 %0,2
YB 43 %0,2
YB 91 %0,3

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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4.3 Kekik Yagimin Pseudomonas izolatlarinin Biyofilm Uretimi Uzerine Etkisi

Biyofilm analizi, kekik yagmin 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MIK degerleri kullanilarak 96
kuyucuklu polistiren mikroplakalarda kristal mor (CV) yontemi ile yapilmistir.
Negatif kontrol olarak kuyucuklara sadece %0,5 (v/v) Tween 80 iceren TSB
eklenmistir. Mikroplakalari, 25°C etiivde ve 4°C buzdolab1 kosullarinda 1, 4 ve 7

giinliik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin hiicre yogunlugu bir mikroplaka okuyucusu ile
OD 600 nm’de, biyofilm miktar1 ise OD s90 nm’de 6lgtilmiistiir. Her sus i¢in iki farkli
sicaklikta Olglilen hiicre yogunlugu ve biyofilm miktarlar1 grafiklerde (Sekil 4.2,
Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8) verilmistir. Belirlenen
giin ve sicaklik kosullarnda biyofilm olusum miktarlar1 her bir sus i¢in MIK alti

konsantrasyonlara gore karsilastirilmistir.

P. aeruginosa ATCC 27853 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu
iizerindeki kekik yagi konsantrasyonlarinin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini

gosteren grafikler Sekil 4.2'de verilmistir.

Elde edilen verilere gore, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in 4°C'de biyofilm iiretimi
ve planktonik hiicre gelisimi, 25°C'ye kiyasla ¢ok daha diisiik diizeydedir (p<0,05).
Bu susun optimum gelisme sicakliginin 37°C olmasi nedeniyle, 4°C'de gelisiminin
sinirli oldugu goriilmektedir. Bu durum, 25°C'de biyofilm {iretiminin 4°C'ye gore

daha fazla olmasinin ana nedeni olarak degerlendirilebilir.

Sekil 4.2 (A)’da 4°C’de tiim giinlerde kekik yagi eklenmis konsantrasyonlarin
cogunda kontrole (0) kiyasla biyofilm iiretiminin 6nemli Ol¢iide engellendigi
goriilmektedir (p<0,05). Sekil 4.2 (B)’de verilen sonuglara gore 25°C sicaklikta her
iic kekik yag1 konsantrasyonunda 1. ve 4. giinde biyofilm {iretimini énemli Olciide
engelledigi (p<0,05) ancak 7. giinde bu etkinin ortadan kalktigi ve tiim

konsantrasyonlarda biyofilm {iretiminin en yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.

Planktonik hiicre gelisimi P. aeruginosa ATCC 27853 igin 4°C’de 4. giinde alt-MIK
konsantrasyonlarinda kekik yagi eklenmis 6rneklerle, kontrol (0) arasinda anlamli bir
fark yokken (p>0,05) 7. giinde alt-MIK konsantrasyonlarinda kekik yagi eklenen
orneklerde kontrole (0) kiyasla hiicre gelisiminde 6nemli diizeyde azalma olmustur
(p<0,05) (Sekil 4.2 (C)). Kekik yaglh orneklerde 25°C’de tiim giinlerde kekik yagi

icermeyen grupla karsilastirildiginda  alt-MIK  konsantrasyonlarinda hiicre
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gelisiminde 6nemli diizeyde (p<0,05) azalma oldugu soylenebilmektedir (Sekil 4.2
(D))
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Sekil 4.2: Kekik Yagmn P. aeruginosa ATCC 27853 Susunun 4°C (A) ve
25°C’de (B) Biyofilm Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna
Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yag:
konsantrasyonlar1  arasindaki, biiyiikk harfler aym1 giin ve kekik yag
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi
gostermektedir (p<0,05).
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P. fragi ATCC 4973 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu tizerindeki
kekik yag1 konsantrasyonlarinin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren

grafikler Sekil 4.3'te verilmistir.

P. fragi ATCC 4973 susunun kontrol 6rneginde 1. ve 4. giinde 25°C'de biyofilm
tretimi 4°C'ye kiyasla daha yiliksek diizeydeyken 7. giinde 4°C'deki biyofilm
{iretiminin daha fazla oldugu sdylenebilmektedir (p<0,05). Biyofilm iiretimi 1/8 MiK
konsantrasyonu degerinde de benzer sekildedir ancak 7. glinde iki sicaklik degeri
arasinda anlamli  bir farklilik  bulunamamistir  (p>0,05). 1/4 alt-MIK
konsantrasyonunda tiim giinlerde 4°C'de biyofilm {iretimi 25°C'ye kiyasla daha
diisiik diizeydedir (p<0,05). 1/2 alt-MIK konsantrasyonunda 1. giinde biyofilm
tiretimide benzer sekildedir. Fakat 4. ve 7. giinde iki sicaklik degeri arasinda anlaml

bir farklilik (p>0,05) bulunamamustir (Sekil 4.3 (A), (B)).

Sekil 4.3 (A)’ya gore 4°C’de tiim giinlerde alt-MiK konsantrasyonu degerlerinde
biyofilm tiretimi, kekik yag1 uygulanmayan (0) kontrol 6rnegine gore 6nemli dlgiide
azalmistir (p<0,05). Biyofilm iiretimi 25°C’de 4. glinde benzer sekildeyken; 1. glinde
tiim alt-MIK konsantrasyonlar1 ile kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol rnegi
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). 25°C’de 7. giinde kontrol
orneginden daha fazla biyofilm {iretimi 1/4 MIK konsantrasyonunda gdzlenmistir

(Sekil 4.3 (B)).

Kekik yag1 eklenmemis kontrol 6rneginde 1. giinde 25°C'de hiicre gelisimi 4°C'ye
gore daha yiiksek diizeydeyken (p<0,05) 4. ve 7. giinde iki sicaklik degeri arasinda
anlamli  bir farkhillk  bulunamamistir  (p>0,05). 1/4 ve 1/8 alt-MIK
konsantrasyonlarinda 1. giinde 25°C'de hiicre gelisimi 4°C'ye kiyasla daha yiiksek
diizeydeyken, 4. ve 7. giinde 4°C'deki hiicre gelisiminin daha fazla oldugu
goriilmektedir (p<0,05). 1/2 alt-MIK konsantrasyonu orneginde ise tiim giinlerde
25°C'de hiicre gelisimi 4°C'ye gore daha yiiksek diizeydedir (p<0,05). Planktonik
hiicre gelisiminin 4°C ve 25°C’de tiim giinlerde kekik yag1 eklenmis tiim alt-MIK
konsantrasyonlarinda  kontrole  (0) kiyasla Onemli  diizeyde azaldig
sOylenebilmektedir (p<0,05) (Sekil 4.3 (C), (D)).
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Sekil 4.3: Kekik Yagmn P. fragi ATCC 49737 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B)
Biyofilm Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kii¢iik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiikk harfler aym giin ve kekik yag

konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi
gostermektedir (p<0,05).

YK107 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki kekik yagi
konsantrasyonlarmin (MiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.4A'te verilmistir.
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Kekik yagi eklenmedigi durumda, YK107 susu 1. giin 25°C'de 4°C'ye gore daha
fazla biyofilm {iretirken 4. ve 7. giinlerde 4°C'de daha fazla biyofilm iiretmektedir.
Kekik yagi eklenen 6rneklerde de benzer sekilde 1. giin 25°C'de 4°C'ye gore daha
fazla biyofilm iiretimi olmus; 4. giinde 4°C ve 25°C'de 1/4 ve 1/8 MIK
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak benzer biyofilm iiretimi goézlenirken, 1/2
MIK konsantrasyonunda 4°C biyofilm iiretimi 25°C’ye gére daha fazla olmustur. 7.
glin Ol¢limlerinde ise tiim Orneklerde 4°C’de 25°C’ye gore daha fazla biyofilm

tiretimi gozlenmistir (Sekil 4.4 (A), (B)).

YK107 susunun planktonik hiicre yogunlugu kekik yagi eklenmemis kontrolde (0) 1.
giin 4°C’de 25°C’ye gore daha diisiikken, 4. glin hemen hemen ayni seviyede
gozlenmis, 7. giin ise 4°C’de 25°C’den daha yiiksek hiicre yogunlugu elde edilmistir
(Sekil 4.4 (C), (D)). Sekil 4.4 (D)’e gore 25°C’de artan kekik yagi konsantrasyonlari
planktonik hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli azalmaya sebep olmustur
(p<0,05). Sekil 4.4 (C)’e gore 4°C’de de 4. ve 7. giinde benzer sekilde bir azalma
gbzlenmis, 1/4 ve 1/8 MIK konsantrasyonlarinda kekik yagi, kekik yag: eklenmemis
Ornege nazaran hiicre yogunlugunun azalmasina sebep olmus, en az hiicre yogunlugu
ise 1/2 MIK konsantrasyonundaki drnekte gdzlenmistir. 4°C’de 1. giinde, kekik yag
eklenmis Orneklerde hiicre yogunlugu kekik yagi eklenmemis 0rnege gore azalmis,
fakat konsantrasyonla iligkili bir azalma gozlenmemistir. 4°C’de 1. giin 6rneklerinde

cok az gelisme gozlenmis olmasi sebebiyle de boyle bir sonug elde edilmis olabilir.

Ozetle, kekik yag1 eklenmemis 6rneklerde 4°C’de hem hiicre yogunlugu hem de
biyofilm firetimi 1. giin 25°C’ye gore daha azken, ilerleyen giinlerde artmis ve 7.
giinde 4°C’de 25°C’ye oranla daha yiiksek gelisme ve biyofilm iiretimi gozlenmistir.
Ayrica, hem 25°C hem de 4°C’de orneklere kekik yagi eklenmesi hiicre
yogunlugunda genel olarak azalmaya sebep olmustur (Sekil 4.4 (C), (D)). YK107
susunun hiicre yogunlugu her iki sicaklik degeri i¢in de besiyerine eklenen kekik
yag1 orani azaldikga orantili olarak artis gostermistir (Sekil 4.4 (C), (D)). Kekik yagi
uygulanmayan (0) kontrol grubu ile Karsilastirildiginda alt-MIK degerlerinde
biyofilm olugum miktar1 ve hiicre yogunlugu dnemli dl¢lide azalmistir (p<0,05). Bu
bulgular, kekik yaginin biyofilm olusumunu ve planktonik hiicre biiylimesini inhibe
etme potansiyelini dogrulamakta olup, yiiksek konsantrasyonlarn (1/2 MIK)

biyofilm gelisimini daha etkili bir sekilde baskiladigina isaret etmektedir. Bununla
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birlikte, kekik yag1 konsantrasyonu azaldikca (1/4 MIK ve 1/8 MIK) biyofilm

olusumunun zamanla arttig1 ve inhibisyon etkisinin zayifladig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.4: Kekik Yagimin YK 107 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm
Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yagi
konsantrasyonlar1  arasindaki, biiyiikk harfler aym1 giin ve kekik yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi
gostermektedir (p<0,05).
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YK8 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki kekik yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.5'te verilmistir.

Kekik yag1 eklenmeyen (0) ve 1/8 MIK konsantrasyonunda kekik yagi eklenen
orneklerde, tiim giinlerde YKS8 susunun 25°C'de biyofilm iiretimi 4°C'ye kiyasla daha
yiiksek diizeydedir (p<0,05). 1/4 MIK konsantrasyonu degerinde ise 1. ve 4. giinde
benzer sekildedir ancak 7. glinde 4°C'de YKS8 susunun biyofilm {iretiminin 25°C'ye
gore daha yiilksek oldugu sdylenebilmektedir (p<0,05). 1/2 alt-MIK
konsantrasyonundaki 6rnekte 1. giinde biyofilm iiretimi 4°C'de 25°C'ye kiyasla daha
diisiik diizeydedir (p<0,05) ancak 4. giinde biyofilm iiretiminde iki sicaklik degeri
arasinda anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunamamigken 7. giinde 4°C'de 25°C'ye
gore daha yiiksek biyofilm tiretimi gézlenmistir (Sekil 4.5 (A), (B)).

Sekil 4.5 (A)ya gore 4°C’de 1. giinde alt-MiK konsantrasyonu degerlerinde
biyofilm tiretimi, kekik yag1 uygulanmayan (0) kontrol 6rnegine gore dnemli dlgiide
azalmigken (p<0,05) 4. giinde hemen hemen ayni seviyede gozlenmistir. 7. giin ise
kontrol Orneginden daha fazla biyofilm iiretimi 1/4 MIK konsantrasyonunda
gozlenmigtir. Sekil 4.5 (B)’ye gore 25°C’de 1. gilinde biyofilm iiretiminin benzer
sekilde oldugu soylenebilmektedir. 4. ve 7. giinde ise tiim alt-MIK konsantrasyonu
degerlerinde biyofilm iiretimi, kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol drnegine gore

onemli 6l¢iide azalmistir (p<0,05).

YKS8 susunun planktonik hiicre gelisimi, kekik yagi eklenmemis kontrolde (0), 1/8 ve
1/4 MIK konsantrasyonunda kekik yagi eklenen drnekte 1. giin 25°C'de 4°C'ye gore
daha yiiksekken, 4. giin 4°C'de 25°C'den daha yiiksektir (p<0,05). Kontrolde (0) ve
1/4 MIK konsantrasyonunda kekik yagi eklenen drnekte hiicre gelisimi 7. giinde
4°C'de 25°C'den daha yiiksekken, 1/8 alt-MiK konsantrasyonu degerinde ise hemen
hemen ayni seviyede gdzlenmistir. Benzer sekilde 1/2 MIK konsantrasyonu
degerinde 4. ve 7. giinde iki sicaklik degeri arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir (p>0,05) ancak 1. giinde 25°C'de 4°C'ye gore daha yiiksek hiicre
yogunlugu elde edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.5 (C), (D)). Her iki sicaklik degerinde de
kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda tiim alt-MIK

degerlerinde hiicre yogunlugu genel olarak 6nemli dl¢iide azalmistir (p<0,05).
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Sekil 4.5: Kekik Yagimin YK 8 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm
Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yagi
konsantrasyonlar1  arasindaki, biiyiikk harfler aym1 giin ve kekik yagi

konsantrasyondaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iligkiyi
gostermektedir (p<0,05).

YB43 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki kekik yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren grafikler Sekil

4.6'da verilmistir.
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Kekik yagi eklenmeyen (0) ve 1/2 konsantrasyonunda kekik yagi eklenen 6rneklerde,
1. ve 4. ginde YB43 susunun 25°C'de biyofilm iiretimi 4°C'ye kiyasla daha
yiiksekken (p<0,05), 7. giinde iki sicaklik degeri arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamustir (p>0,05). 1/4 MIK konsantrasyonu degerinde ise 1. ve 7. giinde 4°C
ve 25°C'de istatistiksel olarak benzer biyofilm iiretimi gézlenirken, 4. giinde 25°C'de
YB43 susunun biyofilm {iretiminin 4°C'ye goére daha yiiksek oldugu
soylenebilmektedir (p<0,05). 1/8 alt-MIK konsantrasyonundaki ornekte 1. ve 4.
ginde biyofilm iiretimi 4°C'de 25°C'ye kiyasla daha diistik diizeydedir (p<0,05)
ancak 7. giinde 4°C'de 25°C'ye gore daha yiiksek biyofilm {iiretimi gozlenmistir
(Sekil 4.6 (A), (B)).

Her iki sicaklik degerinde de YB43 susunun alt-MiK konsantrasyonlarinda biyofilm
tiretimi, kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol 6rnegine gore genel olarak 6nemli
Olgiide azalmigsken (p<0,05), Sekil 4.6 (B)’ye gore 25°C’de 1. giinde istatistiksel
olarak benzer biyofilm iiretimi gozlenmistir (p>0,05). Sekil 4.6 (A)’ya gore ise
4°C’de 1. giinde kontrol orneginden daha fazla biyofilm iiretimi 1/4 MIK

konsantrasyonunda gozlenmistir.

YB43 susunun planktonik hiicre gelisimi, kekik yagi eklenmemis kontrolde (0) tim
giinlerde 25°C'de 4°C'ye gore daha yiiksektir (p<0,05). 1/8 MIK konsantrasyonunda
kekik yagi eklenen Ornekte hiicre gelisimi 4. ve 7. glinde 25°C'de 4°C'den daha
yiiksekken (p<0,05), 1. giinde ise hemen hemen ayni seviyede gézlenmistir (p>0,05).
Benzer sekilde 1/4 MIK konsantrasyonu degerinde 4. ve 7. giinde iki sicaklik degeri
arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05) ancak 1. giinde 25°C'de
4°C'ye gore daha yiiksek hiicre yogunlugu elde edilmistir (p<0,05). 1/2 MIK
konsantrasyonunda kekik yag1 eklenen 6rnekte hiicre gelisimi 4. ve 7. glinde 4°C'de
25°C'den daha yiiksekken (p<0,05), 1. giinde ise hemen hemen ayni seviyede
gozlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.6 (C), (D)).

Her iki sicaklik degerinde de kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol ornegi ile
karsilastinldiginda tiim alt-MIK degerlerinde hiicre yogunlugu o6nemli odlgiide

azalmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6: Kekik Yagimin YB 43 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm
Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna EtKkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, aynm1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yag:
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiikk harfler aym1 giin ve kekik yagi

konsantrasyondaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gostermektedir (p<0,05).

YKS50 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki kekik yagi
konsantrasyonlarmin (MIiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.7'de verilmistir.
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Kekik yag1 eklenmedigi (0) durumda, YKS50 susu 1. giin 25°C'de 4°C'ye gore daha
fazla biyofilm {iretirken, 4. ve 7. giinlerde 4°C'de daha fazla biyofilm iiretmektedir
(p<0,05). 1/4 ve 1/8 MIK konsantrasyonu degerinde ise 1. ve 4. giinde 25°C'de
YK50 susunun biyofilm iiretiminin 4°C'ye gore daha yiiksek oldugu
sOylenebilmektedir (p<0,05). Ancak 7. giinde 4°C ve 25°C’de istatistiksel olarak
benzer biyofilm iiretimi gdzlenmistir (p>0,05). Benzer sekilde 1/2 alt-MIK
konsantrasyonundaki ornekte 1. ve 7. giinde biyofilm iiretimi 4°C'de 25°C'de hemen
hemen ayni seviyededir (p>0,05). 4. giinde ise 25°C'de 4°C'ye gore daha yiiksek
biyofilm iiretimi gézlenmistir (Sekil 4.7 (A), (B)).

Her iki sicaklik degerinde de YK50 susunun alt-MiK konsantrasyonlarinda biyofilm
tiretimi, kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol 6rnegine gore genel olarak Onemli
Olglide azalmistir (p<0,05). Sekil 4.7 (A)’ya gore 4°C’de 1. giinde kontrol
orneginden daha fazla biyofilm iiretimi 1/2 MIK konsantrasyonunda gdzlenmistir.
Sekil 4.7 (B)’ye gore 25°C’de 7. giinde alt-MIK konsantrasyonlarmda biyofilm
tiretiminin ayni1 giindeki kontrol grubuna (0) gore daha fazla oldugu goriilmektedir

(p<0,05).

Y K50 susunun planktonik hiicre gelisimi, kekik yagi eklenmemis kontrolde (0) tiim
giinlerde 25°C'de 4°C'ye gore daha yiksektir (p<0,05). Kekik yagi eklenen
orneklerde de benzer sekilde 1. ve 4. glinlerde 25°C'de daha fazla hiicre yogunlugu
(p<0,05) elde edilmisken 7. giinde 1/4 ve 1/8 MIK konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak benzer hiicre gelisimi gdzlenmistir (p>0,05). 7. giinde 1/2 MIK
konsantrasyonunda hiicre gelisimi ise 4°C'de 25°C'ye gore daha fazladir (p<0,05)
(Sekil 4.6 (C), (D)).

Iki farkli sicaklik degerinde de kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol ornegi ile
karsilagtirildiginda tiim alt-MiK degerlerinde planktonik hiicre gelisiminde énemli

diizeyde azalma oldugu sdylenebilmektedir (p<0,05).

YB91 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki kekik yagi
konsantrasyonlarmin (MiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.8'de verilmistir.
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Sekil 4.7: Kekik Yagimin YK 50 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm
Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna EtKkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yag:
konsantrasyonlar1  arasindaki, biiyiik harfler aym1 giin ve kekik yag

konsantrasyondaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gostermektedir (p<0,05).

Kekik yag1 eklenmeyen (0) kontrolde 1. ve 7. giinde YB91 susunun 25°C'de biyofilm
tiretimi 4°C'ye kiyasla daha yiiksekken (p<0,05), 4. giinde iki sicaklik degeri arasinda
anlamli  bir farklilk bulunamamistir (p>0,05). Benzer sekilde 1/8 MIK
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konsantrasyonu degerinde de 7. giinde 4°C ve 25°C'de istatistiksel olarak benzer
(p>0,05) biyofilm iiretimi goézlenirken, 1. ve 4. glinde 25°C'de YB91 susunun
biyofilm tiretiminin 4°C'ye gore daha yiiksek oldugu sdylenebilmektedir (p<0,05).
1/4 alt-MIK konsantrasyonundaki drnekte 1. giinde biyofilm iiretimi 4°C'de 25°C'ye
kiyasla daha diisiik diizeydedir (p<0,05) ancak 4. ve 7. giinlerde hemen hemen ayni
seviyededir (p>0,05). 1/2 alt-MIK konsantrasyonundaki &rnekte ise 1. ve 4. giinlerde
biyofilm iiretimi 25°C'de 4°C'ye gore daha yliksekken, 7. glinde 4°C'de 25°C'ye gore
daha yiiksek biyofilm tiretimi gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.8 (A), (B)).

Her iki sicaklik degerinde de YB91 susunun alt-MiK konsantrasyonlarinda biyofilm
tiretimi, kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol 6rnegine gore genel olarak onemli
Olglide azalmigken (p<0,05), Sekil 4.8 (A)’ya gore 4°C’de 1. giinde istatistiksel
olarak benzer biyofilm {iretimi gozlenmistir (p>0,05). Sekil 4.8 (B)’ye gore ise
25°C’de 4. giinde kontrol Orneginden daha fazla biyofilm iiretimi 1/8 MIK

konsantrasyonunda gdzlenmistir.

Kekik yagi eklenmeyen (0) ve eklenen Orneklerde, tiim gilinlerde YB91 susunun
25°C'de hiicre gelisimi 4°C'ye kiyasla daha yiiksek diizeydedir (p<0,05). Her iki
sicaklik degerinde de kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol Ornegi ile
karsilastirildiginda tiim alt-MiK konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugu 6nemli

olglide azalmistir (p<0,05) (Sekil 4.8 (C), (D)).

Yapilan analizler sonucunda kekik yagini besiyeri ortamiyla karistirmak igin %0,5
(v/v) Tween 80 ilave edilmis ve bu konsantrasyonda Tween 80’in planktonik
hiicrelerin gelisimini veya canliligini engellemedigi suslarin hiicre yogunluklar
grafiklerine bakarak sdylenebilmektedir. Elde edilen bilgilere dayanarak, MIK alt:
konsantrasyonlarda kekik yagimin, izolatlarin planktonik hiicre gelisimini kontrol
grubuna (0) kiyasla 6nemli Slgiide azalttigi (p<0,05) belirlenmistir. Ayn1 zamanda
izolatlarin ¢ogunda kekik yagi konsantrasyonuna bagli olarak planktonik hiicre

gelisiminde azalma goriilmiuistiir.

Biyofilmin yogunlugu, inkiibasyon siiresine bagli oldugundan dolayr inkiibasyon
stiresi olduk¢a 6nemli bir parametredir (Stepanovi¢ vd., 2007). Ton baligindan izole
edilen P. fluorescens’in biyofilm olusumu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, 4 giinliik
inkiibasyon siiresince biyofilm iiretiminin arttig1, 5. giinden sonra azalmaya basladigi

bildirilmistir (Wang ve Xie, 2020).
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Sekil 4.8: Kekik Yagimin YB 91 Susunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm
Uretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hiicre Yogunluguna EtKkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli kekik yag:
konsantrasyonlar1  arasindaki, biiyiikk harfler aym1 giin ve kekik yag

konsantrasyondaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gostermektedir (p<0,05).

Mevcut verilere dayanarak, kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol grubuna gore kekik
yaginin bazt MIK alt1 konsantrasyonlarda izolatlarin biyofilm iiretimini etkiledigi ve

onemli Ol¢iide azalttigr (p<0,05) belirlenmistir. Ancak biyofilm olusumunda her
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zaman konsantrasyona bagli bir azalma gézlenmemistir. Tiim izolatlar i¢in biyofilm
olusum miktarlarinda konsantrasyona bagli bir azalma beklense de elde edilen
sonuglar literatiirdeki bazi caligmalar ile paralellik gostermektedir. Pejci¢ vd. (2020)
ve Artini vd. (2018)’in farkli esansiyel yaglar kullanarak P. aeruginosa susunun
biyofilm {iretimiyle ilgili yaptiklar1 caligmalarda esansiyel yaglarin engelleyici
etkisinin oldugunu ancak her zaman konsantrasyona bagli olarak biyofilm

olusumununda azalmaya neden olmadigini bildirmislerdir.

Test edilen bazi izolatlarda konsantrasyona bagli olarak biyofilm iiretiminde azaltici
etki gozlenmemis bunun aksine kekik yagi uygulanmayan (0) kontrol grubuna gore
daha fazla biyofilm tiretimi olmus ve kekik yagi biyofilm iiretimini tesvik etmistir.
Bu suslar; YB91 4°C 1. giin 1/2 - 1/4 MiK ve 25°C 4. giin 1/8 MIK, YK50 4°C 1.
giin 1/2 - 1/4 MIK ve 25°C 7. giin, YK8 4°C 7. giin 1/4 MIK ve 25°C 1. giin, P. fragi
ATCC 4973 25°C 1. giin 1/8 MIK ve 7. giin 1/4 MiK. Calismamizla benzer sonuglar
bildiren arastirmalar literatirde mevcut olmakla birlikte bu sonuglarin olasi
nedeninin, yiiksek konsantrasyonun bakteri {izerinde strese sebep olmasi nedeniyle
bakterinin yanit olarak EPS iiretimini arttirmasi, yapismanin artmasi ve toksisiteye
yanit oldugu tahmin edilmektedir (Aquino ve Stuckey, 2004; Niu ve Gilbert, 2004,
Fang, Xu ve Chan, 2002). Ayn1 zamanda ¢esitli bitki metabolitlerinin, P. aeruginosa
ve klinik Pseudomonas izolatlarinin biyofilm iretimini tesvik edici etkiye neden
oldugunu ve biyofilm olusumunu arttirdigini bildirilen ¢alismalar da literatiirde
mevcuttur (Pejc¢i¢ vd., 2020; Zodrow, Schiffman ve Elimelech, 2012; Sandasi vd.,
2011).

Elde edilen verilere gore kekik yaginin MIK alt1 konsantrasyonlarmin, Pseudomonas
izolatlarinin biyofilm {iretimi iizerinde inhibitor bir etkisi oldugu, 6zellikle yiiksek
konsantrasyonda (1/2 MiK) bu etkinin daha belirgin oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Bu
sonug, kekik esansiyel yagimin Pseudomonas tiirii bakterilerin mikrobiyal biyofilm
olusumunu engelleyici potansiyele sahip oldugunu bir kez daha kamitlamaktadir
(Carezzano vd., 2017; Myszka vd., 2016; Kavanaugh ve Ribbeck, 2012). Ozetle
sonu¢ olarak, Kkekik yaginn MIK alti konsantrasyonlarda planktonik hiicre
bliylimesini ve biyofilm olusumunu o6nemli o6l¢lide inhibe ettigi gorilmiistiir

(p<0,05).
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4.4 Kekik Yagimin Pseudomonas izolatlarinin Hareketliligi Uzerindeki Etkisi

Hareketlilik testleri i¢in, segirme, kaynasma ve ylizme hareket testlerine 6zel agar
hazirlanip 1/2, 1/4, 1/8 MIK alt1 konsantrasyonlarinda kekik yag1 ile %0,5 (v/v)

Tween 80 eklenmistir. Kontrol sadece %0,5 (v/v) Tween 80 i¢germektedir.

Tablo 4.3’te referans suslar ve izolatlarin segirme hareketi bdlge caplari (mm)
verilmistir. Bu veriler MiK alt1 konsantrasyonlarda kekik yaginin, izolatlarin segirme
hareketini kontrole kiyasla 6nemli 6lgiide azalttigini (p<0,05) gostermektedir. Tablo
4.4’te ise YB43 susunun agar lizerindeki segirme hareketi goriiniimii ve kekik yagi
konsantrasyonuna bagli olarak hareket ¢apindaki azalmanin net bir sekilde

gbzlemlendigi goriilmektedir.

Tablo 4.3: Farkh Kekik Yagi Konsantrasyonlarinda Pseudomonas Suslarinin

Segirme Hareketi Bolge Caplar: (mm)

izolatlar 1/2 MiK 1/4 MiK 1/8 MiK Kontrol

ATCC 27853 | 5,50 +3,54° | 8,00+0,00° | 8,00+0,00° | 40,00+ 0,002
ATCC 4973 6,50+ 0,56 | 9,33+0,25* | 10,67+1,10° | 12,00+ 2,0°
YK 8 6,75+0,50> | 6,50+0,71° | 7,50+0,71*® | 8,67 +0,58°
YK 50 6,00 +0,00° | 6,75+ 0,50° 8,67+1,162 | 9,33+0,58°
YK 107 533+0,58" | 7,00+1,00° | 833+0,58*" | 11,332,312
YB 43 21,00+ 1,419 | 38,75+£9,07° | 61,67+2,89° | 81,00« 1,412
YB 91 4,50+0,71° | 7,00+ 1,41*® | 7,66+0,58% | 10,5+2,122

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir. Ayni satirda farkli kiiglik harfler istatistiksel
acidan anlaml farklilig: ifade etmektedir (p<0,05).
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Tablo 4.4: YB 43 Susunun Segirme Hareketine Farkh Kekik Yagi

Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimii

izolat 1/2 MiK 1/4 MiK 1/8 MiK

YB 43

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.5’te referans suslar ve izolatlarin kaynagma hareketi bdlge caplart (mm)

verilmistir. Elde edilen veriler, kontrolle karsilastinldiginda MIK alt1

konsantrasyonlarda kekik yaginin, izolatlarin kaynasma hareketini 6nemli olgiide

azalttigim1 (p<0,05) ortaya koymaktadir. Tablo 4.6’da ise YK107 susunun agar

uzerindeki

konsantrasyonuna bagh

kaynagma

gbzlemlenmektedir.

hareketi

olarak hareket

gorunumu

sunulmus

capindaki

olup,

kekik  yagi

azalma belirgin sekilde

Tablo 4.5: Farkh Kekik Yag1 Konsantrasyonlarinda Pseudomonas Suslarinin

Kaynasma Hareketi Bolge Caplari (mm)

Izolatlar 1/2 MiK 1/4 MiK 1/8 MiK Kontrol

ATCC 27853 | 12,50+3,54° | 16,50 £2,12° | 15,00+ 1,417 | 32,50 + 3,54°
ATCC 4973 | 35,50+0,70° | 3533 +4,16° | 44,50+0,70® | 46,33 +3,212
YK 8 21,00 +£5,66° | 23,33+£2,89° | 26,50+0,71° | 39,30 +3212
YK 50 325+0,50° | 3,75+0,50° | 6,00+1,41° | 12,000,007
YK 107 6,50 £2,12° | 9,50+0,71°¢ | 16,50 £2,12° | 42,25+ 2,872
YB 43 32,00+ 5,66° | 46,67+2,89° | 49,00+3,37° | 60,75+ 6,50°
YB 91 7,00+ 1,73¢ | 18,00+2,83° | 44,00+2,83% | 50,00+ 4,242

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir. Aymi satirda farkli kiigiik harfler istatistiksel
acidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Tablo 4.6: YK 107 Susunun Kaynasma Hareketine Farkh Kekik Yagi

Konsantrasyonlarimin Etkisinin Agarda Goriiniimii

izolat 1/2 MiK 1/4 MiK 1/8 MiK Kontrol

YK 107

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.7°de referans suslar ve izolatlarin ylizme hareketi bolge caplart (mm)
verilmistir. Elde edilen sonuglar, kontrole gére MIK alt1 konsantrasyonlarda kekik

yaginin izolatlarin  yiizme hareketini 6nemli o6lgiide azalttigint  (p<0,05)

gostermektedir.

Tablo 4.7: Farkh Kekik Yag1 Konsantrasyonlarinda Pseudomonas Suslarinin

Yiizme Hareketi Bolge Caplar1 (mm)

Izolatlar 1/2 MiIK 1/4 MIK 1/8 MIK Kontrol

ATCC 27853 | 12,50 +3,54° | 13,50 +4,95® | 16,50 £2,12%®® | 26,50 +2,12?
ATCC 4973 | 15,00+£4,24° | 17,00+4,24° | 18,00+ 5,66° | 47,00+ 2,652
YK 8 8,50+2,12° | 9,50+0,71° | 12,00£0,00° | 22,50=+0,71?
YK 50 6,00+ 1,41° | 7,50+0,71% | 7,70+0,58% | 11,00+ 1,41°
YK 107 9,00+ 0,00° | 10,50 +2,12° | 12,56 +3,54° | 20,00+ 1,00°
YB 43 16,50 £2,12° | 26,00 +2,83 | 22,50 +3,54° | 55,67 + 4,042
YB 91 8,00£1,73° | 9,00+1,41° | 11,67+2,89° | 38,004,242

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir. Ayni satirda farkli kiigiik harfler istatistiksel
acidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Tablo 4.8°de YB91 susunun agar iizerindeki ylizme hareketi goriinlimii verilmis
olup, kekik yag1 konsantrasyonuna bagli olarak hareket capindaki azalma belirgin bir

sekilde gbzlemlenmistir.

Tablo 4.8: YB 91 Susunun Yiizme Hareketine Farkh Kekik Yag

Konsantrasyonlarmin Etkisinin Agarda Goriiniimii

izolat 1/2 MiK 1/4 MiK 1/8 MiK Kontrol

YB 91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Hareket testlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda MIK alt1 konsantrasyonlarda
onemli azalmalar (p<0,05) elde edilmistir. Kekik esansiyel yaginin yiizme, kaynagsma
ve segirme hareketliligi lizerinde engelleyici bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Kekik esansiyel yaginin, izolatlarin hareket kabiliyetleri tizerindeki inhibe edici
etkisinin kekik yagi konsantrasyonuna bagl oldugu soylenebilmektedir. Kekik yagi
konsantrasyonu artttkga 7 susun koloni ¢aplar1 kontrole gore Onemli Olgilide
azalmigtir. Sonug olarak, Pseudomonas suslarinin hareketliliginin kekik esansiyel

yagi1 ile onemli dl¢iide inhibe edilebildigi goriilmiistiir.

Calismamizla uyumlu olarak Liu vd. (2020) ile Qaralleh (2019) tarafindan yapilan
caligmalarda, kekik esansiyel yaginin bakterilerin yiizme ve kaynasma hareketlerini
siirlayabildigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Carezzano vd. (2023) kekik esansiyel
yagimin Pseudomonas tiirlerinin hareketliligini inhibe edebildigini rapor etmislerdir.

Sonug olarak, elde edilen bulgularin diger ¢alismalarla tutarl oldugu goriilmektedir.

Kekik yaginin, tiropatojenik E. coli’nin biyofilm olusumunu %60’tan fazla inhibe
ettigi ve bu etkinin doza bagl olarak gerceklestigi bildirilmistir (Lee, Kim ve Lee,
2017). Ayni galismada, iiropatojenik E. coli’nin kaynasma hareketliliginin kontrol
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grubuna kiyasla azaldigi ancak yilizme hareketinin engellenemedigi de rapor
edilmistir. Ayrica E. coli’nin biyofilm olusumunun inhibisyonunda, yiizme
hareketinden ziyade kaynasma hareketinin engellenmesinin daha etkili oldugunu
belirtmislerdir. Bakteriyel hareketliligin azalmasi, bakterinin yiizeye baglanmasini

zorlastirarak biyofilm olusumunun engellenmesine katkida bulunabilir.

4.5 Kekik Yagimn Pseudomonas izolatlarinin Al-2 Uretimi Uzerine Etkisi

YK50, YK107 ve YBO91 izolatlarinin Al-2 iiretimi, hiicre siipernatanatlarinin Al-2
biyosensorii V. campbellii BAA-1117 susunda luminesans olusturmasi vasitasiyla
belirlenmistir. Al-2 freticisi V. campbellii BAA-1119 ise pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Al-2 iirettigi tespit edilen YK50, YK107 ve YB91 izolatlar1 se¢ilmis

ve izolatlarin AI-2 {iretimine kekik yaginin etkisi belirlenmistir.

YK50 susunun MIK alti konsantrasyonlarda kekik yagi igeren LB besiyerinde 6
saatlik inkiibasyon sonrasinda, planktonik hiicrelerin gelisme grafigi Sekil 4.9°da,
Al-2 aktivitesi Sekil 4.10’da verilmistir. Istma miktar1 LCS (light count per second)

olarak olctilmiistiir.

Sekil 4.9’a gore kekik yagi konsantrasyonu arttikca YKS50 susunun hiicre
yogunlugunun 1/4 MiK’ten itibaren azaldig1 ve kekik yag1 eklenmemis kontrol ile
(0) karsilastirildiginda 1/2 ve 1/4 alt-MIK konsantrasyonlarinda kekik yag1 eklenen
orneklerde planktonik hiicre gelisiminde 6nemli diizeyde (p<0,05) azalma oldugu
soylenebilmektedir. 1/8 MIK ve kontrol (0) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunamamustir (p>0,05). Buna ragmen Sekil 4.10’a gore 1/8 MIK
grubunda 1s1ma olmamasi diisiik konsantrasyonda bile AI-2 aktivitesinin 6nemli

olclide inhibe edilebildigini ortaya koymaktadir (p<0,05).

Sekil 4.10’a gore eklenen ii¢c kekik yagi konsantrasyonunda da YKS50 susunda Al-2
aktivitesi gozlenmemistir. Bu durum, kekik yaginin YKS50 susunun Al-2 aktivitesini
giiclii bir sekilde inhibe edebildigini ortaya koymaktadir. Al-2 iireticisi ve pozitif
kontrol susu V. campbellii BAA-1119 ile kekik yagi uygulanmayan kontrol (0)
Ornegi arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir ki bu durum YKS50 susunun,
uygulanan deneysel kosullarda pozitif Al-2 ireticisi sus kadar AI-2 {irettigini
gostermektedir (p>0,05).
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Sekil 4.9: MiK Alti Konsantrasyonlarda Kekik Yagmin YK 50 Susunun
Planktonik Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Farkl1 harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.10: MiK Alt1 Konsantrasyonlarda Kekik Yagimin YK 50 Susunun AI-2
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Farkl harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).

YK107 susunun MIK alt1 konsantrasyonlarda kekik yag1 iceren LB besiyerinde 6
saatlik inkiibasyonu sonrasinda, planktonik hiicrelerin gelisme grafigi Sekil 4.11°de,

Al-2 aktivitesi Sekil 4.12de verilmistir.
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Sekil 4.11’e gore kekik yagi konsantrasyonu artttkga YK107 susunun hiicre
yogunlugunun azaldig1 ve kontrol (0) ile karsilastirildiginda kullanilan tiim alt-MIK
konsantrasyonlarinda planktonik hiicre gelisiminde énemli diizeyde (p<0,05) azalma

goriilmektedir.
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Sekil 4.11: MiK Alti Konsantrasyonlarda Kekik Yagmm YK 107 Susunun

Planktonik Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Farkl1 harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 géstermektedir (p<0,05).

Sekil 4.12’ye gore kontrol (0) ile karsilastirildiginda eklenen alt-MIiK
konsantrasyonlarinda kekik yagi ile i1s1ma miktarinin 6nemli diizeyde (p<0,05)
azaldign goriilmektedir. Bununla birlikte 1/2 MiK ve 1/4 MIK konsantrasyonlarinda
Al-2 aktivitesi gozlenmemistir. Bu durum, kekik yagmin YK107 susunun Al-2
aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe edebildigini ortaya koymaktadir. En yiiksek
isima miktar1 kekik yagi uygulanmayan (0) kontrolde gozlemlenmistir. Ayni
zamanda pozitif kontrol susu ile kekik yag1 uygulanmayan kontrol (0) grubu arasinda
anlamli bir farklilik vardir ki bu durum YK107 susunun, pozitif Al-2 iireticisi sustan

uygulanan sartlarda daha fazla Al-2 aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12: MiK Alt1 Konsantrasyonlarda Kekik Yagimin YK 107 Susunun AI-2
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Farkl1 harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 géstermektedir (p<0,05).

YB91 susunun MIK alt1 konsantrasyonlarda kekik yagi igeren LB besiyerinde 6
saatlik inkiibasyon sonrasinda, planktonik hiicrelerin gelisme grafigi Sekil 4.13’te,

Al-2 aktivitesi Sekil 4.14’te verilmistir.

Sekil 4.13’e gore kekik yagi konsantrasyonu artttkca YB91 susunun hiicre
yogunlugunda 1/4 MIK konsantrasyonundan itibaren azalma gézlendigi ve kekik
yag1 eklenmemis kontrol ile karsilastirildiginda eklenen 1/2 ve 1/4 alt-MIK
konsantrasyonlarinda kekik yagi ile planktonik hiicre gelisiminde onemli diizeyde
(p<0,05) azalma oldugu sdylenebilmektedir. Ancak 1/8 MIK ve kontrol arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Sekil 4.14’e gore YB91 susunun kontrole (0) kiyasla eklenen tiim alt-MiK kekik yag
konsantrasyonlarinda 1sima miktarinda Onemli diizeyde azalma gozlenmistir
(p<0,05). Buna ek olarak 1/2 MIK konsantrasyonunda Al-2 aktivitesi tespit
edilememistir. Bu bulgular, kekik yaginin YB91 susunun Al-2 aktivitesini giiglii bir
sekilde inhibe edebildigini gostermektedir. En yiliksek 1s1ma miktart kekik yagi
uygulanmamis (0) kontrolde gozlemlenmistir. Pozitif kontrol susu ile kekik yagi
uygulanmayan kontrol (0) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmistir; bu durum YB91 susunun, pozitif Al-2 ireticisi susa gore uygulanan
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deneysel kosullarda ¢ok daha fazla miktarda AI-2 aktivitesine sahip oldugunu

gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.13: MiK Alti Konsantrasyonlarda Kekik Yagmn YB 91 Susunun
Planktonik Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Farkl1 harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.14: MiK Alt1 Konsantrasyonlarda Kekik Yagimin YB 91 Susunun AI-2
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

56



*Farkl harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).

Yapilan analizler sonucunda, kekik yagmin YKS50, YK107 ve YB91 izolatlarinin
planktonik hiicre gelisimini azalttigi ve Al-2 aktivitesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
belirlenmistir (p<0,05). Aym1 zamanda kekik yaginin izolatlarimin hem gelisimini
hem de AI-2 aktivitesini konsantrasyona bagli olarak azalttigi veya inhibe ettigi

tespit edilmistir.

Bozulmus etten izole edilen Pseudomonas izolatlarinda AI-2 aktivitesi ve QS
mekanizmasiyla ilgili literatiirdeki c¢alismalar sinirli olmakla birlikte, elde edilen
veriler daha once yapilan ¢aligmalarla uyum gostermis ve izolatlarin Al-2 trettigi

ortaya konmustur (Zhao vd., 2016; Feerocino vd., 2009).

Luciardi vd. (2016)’nin yaptiklari ¢alismada mandalina (Citrus reticulata) esansiyel
yaginin, P. aeruginosa (ATCC 27853)’'nin QS otoindiikleyici (AHL) iiretimini,
biyofilm olusumunu, elastaz B (LasB) enzimini inhibe ettigini ve biyofilm
olusumunun engellenmesinin QS inhibisyonundan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Karanfil, kekik ve sarimsak yaginin, deniz {iriinlerinde bulunabilen V.
parahaemolyticus’un hareketlilik, biyofilm olusumu ve QS iizerindeki etkisi
arastirilan bir calismada ise biyofilm olusumu ile hareketliligin 6nemli Olgilide
engellendigi, ayni zamanda AI-2 sinyal molekiiliiniin seviyesinin azaldig
belirtilmistir (Mizan vd., 2020). Zhang vd. (2022)’in yaptig1 diger bir ¢aligmada,
hekzanalin sebzeden izole edilen P. fluorescens tarafindan salgilanan AI-2 sinyal

molekiiliinii 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi bildirilmistir.
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BESINCi BOLUM

SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, kekik (Thymus wvulgaris) yagmin, etten elde edilen
Pseudomonas izolatlarinin bozucu faaliyetleri (biyofilm olusumu, bakteriyel
hareketlilik) ve Al-2 aktivitesi {izerine etkisinin incelemesi amaglanmistir. Yapilan

analizler sonucunda elde edilen veriler asagida 6zetlendigi gibidir.

Tez ¢alismasinda kullanilmak iizere satin alinan ticari kekik yaginin ugucu
bilesenleri, GC-MS analiziyle tanimlanmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kekik esansiyel yaginin temel ugucu bilesenleri timol (%20.69), p-
cymene (%33.29), B-myrcene (%15.15) ve y-terpinene (%16.77) olarak tespit

edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, kekik yaginin, Pseudomonas tiirlerinin bozucu faaliyetleri
tizerine etkisini incelemek igin etten elde edilen toplam 5 Pseudomonas izolati (YKS,
YK50, YK107, YB43, YB91) ve 2 referans sus (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Pseudomonas fragi ATCC 4973) kullanilmistir. Kekik yaginin bu suslar
{izerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri %0,1-0,5 (V/v)
arasinda bulunmustur. Kekik yagimin bozucu etkilere olan etkisini degerlendirmek
i¢in, analizler izolatlarin kekik yag1 igermeyen ve 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MiK degerinde

kekik yagi iceren ortamda gelistirilmesi ile gerceklestirilmistir.

Hiicre gelisimi ve biyofilm dretimi mikroplaka yontemi ile kantitatif olarak
belirlenmis ve kekik yaginin Pseudomonas izolatlarinin planktonik hiicrelerine karsi
etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu gosterilmistir. Ayrica yagin izolatlarin biyofilm

tiretimini azaltmada énemli 6l¢iide etkili oldugu bulunmustur (p<0,05).

Kekik yaginin bakteriyel hareketlilik tizerindeki etkisini saptamak igin segirme,
kaynasma ve yiizme hareketleri i¢in 6zel olan agarlara kekik yagi eklenmeden ve
belirli oranlarda eklenerek ekimler yapilmig ve olusan zon boélgelerinin ¢aplari (mm)
Olciilmiistiir. Kekik yagi iceren agarlardaki bolge capi ile kekik yagi eklenmeyen
kontrol grubunun bodlge cap1 kiyaslanmis ve kekik yagli petrilerde bakteriyel

harekette onemli azalmalar (p<0,05) elde edilmistir. Ayn1 zamanda kekik yagi
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konsantrasyonu arttikca bakteri hareketliliginin 6nemli Olclide azaldigr da

gbzlemlenmistir.

Kekik esansiyel yaginin, Pseudomonas izolatlarinin Al-2 aktivitesi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla, kekik yagi eklenmemis ve belirli konsantrasyonlarda kekik yagi
iceren LB besiyerinde 6 saat inkiibe edilen izolatlarin AI-2 iiretimi, AI-2 biyosensor
susu V. campbellii kullanilarak belirlenmistir. Kekik yaginin Pseudomonas
izolatlariin planktonik hiicre gelisimini azalttig1 ve Al-2 aktivitesini 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0,05). Etten izole edilen Pseudomonas suslarinda QS
sistemi ve Al-2 sinyal molekiiliiniin iiretimi ve kekik yagi ile AI-2 iiretiminin
inhibisyonuna yonelik literatiir bilgisi su an i¢in sinirh olsa da elde edilen bulgular
umut vericidir. Al-2'nin esansiyel yaglarla inhibisyonu konusunda daha kapsamli
aragtirmalar yapilarak bu etkinli§in dogrulanmasi gerekmektedir. Ozellikle etten
izole edilen Pseudomonas izolatlarinin Al-2 iiretim mekanizmasi ve bu siirecteki

bozulma dinamiklerinin olasi rolii daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Gidalarda ve 6zellikte buzdolab: sartlarinda depolanan taze etlerde bozulmaya ve
kontaminasyona neden olan psikrotrofik Pseudomonas tiirlerinin  bozucu
faaliyetlerini ve bu faaliyetlerin inhibisyonunu arastirmak gida kontaminasyonu ve
bozulmalarinin engellenmesinde 6nemli bir adimdir. Elde edilen sonuglar kekik
esansiyel yagmin gida endiistrisinde etin Pseudomonas tiirlerine karsi korunmasi ve
raf dmriiniin arttirilmas1 amactyla potansiyel kullanimimi dogrulamaktadir. Ozellikle
taze etlerde kekik yaginin kullanimi ile hem koruyucu hem de organoleptik bir etki
saglanabilir. Sonu¢ olarak kekik yaginin etin bozulma siirecinin kontroliinde

kullanilabilecek etkili, ekolojik ve siirdiiriilebilir bir alternatif oldugu sdylenebilir.

Diinyada antibiyotiklere karsi bakteriyel direng artmakta ve gelistirilen direncin
yakin gelecekte biiyiik bir tehdit olacagi Ongoriilmektedir. Bu nedenle dogal
antimikrobiyal esansiyel yaglarin kullaninmi1 6nem tasimaktadir. Bakterilerin direng
gelistirdigi antibiyotiklerin kullanimindan ziyade antimikrobiyal ve anti-biyofilm
ozelliklere sahip oldugu bilinen esansiyel yaglarin kullanilmasi ve bu yaglarin
uygulanma alanlarinin gelistirilmesi giiniimiizde olduk¢a 6nem tasimaktadir. Coklu
ilag direngli bakterilerin, ila¢ direnci gelistirmeden biyofilm olusumunu ve gida
bozulmalarmi engellemek igin kekik esansiyel yaginin alternatif temsil edebilecek

dogal bir iirlin oldugu literatiirdeki arastirmalar ve tez ¢aligmasi ile gosterilmistir.
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Biyofilm olusumu, EPS iiretimi ve ette bozulmaya neden olan Pseudomonas tiirleri
arasinda yer alan P. fragi ile P. bubulae ve P. kulmbachensis gibi yeni Pseudomonas
tiirlerinin quorum algilama mekanizmasi, AI-2 ve biyofilm iiretimi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Ayn1 zamanda kekik esansiyel yaginin AI-2 iiretimini inhibe etme
mekanizmasini anlamak i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir. QS mekanizmasi ve
bozucu faaliyetler arasindaki iliskinin, gida bozulmasi ve gida giivenligindeki rolii
daha kapsamli bir sekilde arastirilmali ve aydinlatilmalidir. Boylelikle gelecekteki
arastirmalarda ette bozulmaya neden olan mekanizmlarin anlasilmasina, bozulma

reaksiyonlarinin azaltilmasina veya 6nlenmesine yardimci olunacaktir.
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EKLER

EK1: Cahiymada Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

a) Nutrient Agar (NA)

Nutrient agar besiyerinin 20 grami 1 L distile suda ¢oziindiiriilmiis ve kat1 besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Yaklagik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarina

dokiilerek kullanilmistir.
b) Nutrient Broth (NB)

Nutrient broth, 8 grami 1 L distile suda ¢Oziindiirilmiis ve sivi besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
c) Mueller-Hilton Agar (MHA)

MHA besiyeri, antimikrobiyal testlerde kullanilan besiyeri tiiridiir. 36 g tartilarak, 1
L’de ¢oziilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir. Yaklagik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarina dokiilerek

kullanilmastir.
d) Triptik Soy Broth (TSB)

30 g TSB besiyeri tartilarak 1 L distile suda ¢oziilmiis ve otoklav ile 121 °C’de 15
dakika steril hale getirilmistir.

e) %1 Kristal Viyole (CV)

%1’lik kristal viyole boyasindan 1 gram tartilarak 100 ml distile suda

¢Ozindiirilmiistiir.
f) %33 Asetik asit

67 mL saf suyun {izerine 33 ml, %99,9’luk asetik asitten yavag yavas ilave edilmistir.
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g) Marine Agar (MA)

Marine Agar, Marine Broth’a %1,5 agar (w/v) eklenerek hazirlanmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra

90 mm steril petri kaplarina dokiilerek kullanilmistir.
h) LB Broth

LB (Luria-Bertani) broth, 25 grami 1 L distile suda ¢oziindiiriilmiis ve siv1 besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
1) LB Agar

LB (Luria-Bertani) agar, 32 grami 1 L distile suda ¢6ziindiiriilmiis ve kat1 besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmis ve
yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarina dokiilerek

kullanilmistir.
j) AB Besiyeri

AB besiyeri (Autoinducer bioassay, otoindiiktor biyoanaliz besiyeri) Bassler, Wright
ve Silverman (1994)’de agiklandigi sekilde hazirlanmistir. 0,3 M NaCl, 0,05 M
MgSO4, %0,2 casamino asitten (Difco) olusan besiyeri ortami KOH ile pH 7,5
ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra
soguyan besiyerine litre bagina, 10 mL 1M potasyum fosfat (pH 7.0), 10 mL 0,1M L-

arginine, 10 ml gliserol steril olarak ilave edilmistir.
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