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ÖZET 

 KEKİK ESANSİYEL YAĞININ ETTE BOZULMA YAPAN 

PSEUDOMONAS TÜRLERİNİN QUORUM ALGILAMA 

SİSTEMİ VE BOZUCU FAALİYETLERİNE ETKİSİ 

Beyza Nur GÜÇ  

Yüksek Lisans, Gıda Mühendisliği 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Banu METİN 

Eylül, 2024 – 105 Sayfa 

 

Pseudomonas türleri soğuk ortam şartlarında gelişerek proteolitik ve lipolitik aktivite 

gösterme, kötü tat ve koku oluşturma, pigment salgılama özellikleri nedeniyle çiğ et 

ve süt gibi birçok gıdanın bozulmasına neden olan aerobik Gram-negatif 

bakterilerdir. Biyofilm oluşturma ve bakteriyel hareketlilik, soğutulmuş çiğ ette 

bozulmaya neden olan en önemli bakteri grubu olan Pseudomonas türlerinin 

bozulma ile ilgili aktivitelerinde önemli rol oynar. Bakterilerde gıda bozulma 

faktörleri genellikle quorum algılama (Quorum Sensing, QS) sistemi tarafından 

düzenlenir. QS, otoindükleyiciler (AI) adı verilen hücre dışı sinyal moleküllerinin 

salgılanmasına ve algılanmasına dayanan bir hücreden hücreye iletişim 

mekanizmasıdır. QS sistemi, otoindükleyici-1 (açillenmiş homoserin laktonlar, AHL) 

ve otoindükleyici-2 (AI-2) gibi sinyal moleküllerinin algılanması sonucunda 

biyolüminesans, motilite ve biyofilm üretimi gibi özelliklerin düzenlenmesini sağlar. 

QS inhibisyonu ile QS mekanizması bozularak; gıdanın bozulması ile ilgili 

aktiviteler azaltılabilir. Bu çalışmada, etten izole edilen Pseudomonas türlerinin 

bozucu özelliklerinden biyofilm üretimi, bakteriyel hareketlilik ve AI-2 üretimi 

üzerine kekik (Thymus vulgaris) yağının etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu 

doğrultuda ilk olarak çalışmada kullanılan kekik esansiyel yağının uçucu bileşenleri 

gaz kromatografisi kütle spektrometresi ile tanımlanarak kullanılan yağ karakterize 

edilmiştir. Kekik yağının, etten elde edilen biyofilm ve AI-2 üretim kapasitesi yüksek 

izolatlar (YK8, YK50, YK107, YB43, YB91) ve referans suşlar (Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 ve Pseudomonas fragi ATCC 4973) üzerindeki minimum 
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inhibisyon konsantrasyonu (MİK) agar dilüsyon yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. 

Daha sonra, kekik esansiyel yağının Pseudomonas izolatlarının bozucu faaliyetlerine 

etkisini belirlemek için kekik yağı içermeyen ve 1/2, 1/4, 1/8 alt MİK 

konsantrasyonlarında kekik yağı içeren örnekler ile analizler yapılmıştır. İzolatların 

biyofilm oluşum miktarı mikrotitre plakalarda kristal mor (CV) yöntemi kullanılarak 

ölçülmüştür. Bakteriyel hareketlilik testi için seğirme, kaynaşma (swarming) ve 

yüzme hareketleri test edilmiş ve oluşan zon bölgelerinin çapları ölçülmüştür. 

İzolatların AI-2 aktivitesi, hücre süpernatantlarının AI-2 biyosensörü Vibrio 

campbellii BAA-1117 suşunda sebep olduğu lüminesans vasıtasıyla belirlenmiştir. 

Elde edilen sonuçlar, kekik esansiyel yağının ette bozulma yapan Pseudomonas 

izolatlarının hareketliliğini, biyofilm üretimini ve AI-2 aktivitesini önemli ölçüde 

engellediğini göstermiştir (p<0,05). Bu çalışmada kekik esansiyel yağının etten izole 

edilen bazı Pseudomonas türlerinin AI-2 aktivitesi üzerine etkisi literatürde ilk olarak 

belirlenmiştir. Yapılan analizler kekik yağının etin bozulma sürecinin kontrolünde 

özellikle Pseudomonas türlerine karşı kullanılabilecek etkili alternatif bir doğal ürün 

olduğunu göstermiştir. 

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

Algılama 
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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 (AI). 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 (AI-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 AI-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 

AI-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 
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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 AI-2 activity of the isolates was determined by the luminescence 

caused by the cell supernatants in the AI-2 biosensor Vibrio campbellii BAA-1117 

strain. The results showed that thyme essential oil significantly inhibited the motility, 

biofilm production and AI-2 activity of Pseudomonas isolates responsible for meat 

spoilage (p<0,05). This study identified the effect of thyme essential oil on the AI-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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BİRİNCİ BÖLÜM 

GİRİŞ 

 

Pseudomonas spp. en önemli gıda bozucu bakteriler arasında kabul edilirler (Ercolini 

vd., 2010). Bu türler özellikle buzdolabı şartlarında etin bozulmasına ve et yüzeyinde 

biyofilm oluşumuna sebep olan aerobik ve psikrotrofik bakterilerdir (Stellato vd., 

2017; Ercolini vd., 2010). Taze ve bozulmuş ette çok sık bulunan ve başlıca 

Pseudomonas türlerden biri olarak kabul edilen Pseudomonas fragi, ette en sık 

rastlanılan aerobik bozulma etmeni olup aynı zamanda iyi bir biyofilm üreticisidir 

(Ercolini vd., 2010). Özellikle gıda ve et endüstrisinde gıda güvenliği ve kalitesi için 

önemli bakteri gruplarından biri olan Pseudomonas türlerinin, bozucu faaliyetlerinin 

aydınlatılması ve inhibe edilmesi son derece önemlidir. 

Çoklu ilaç direncinin olduğu patojen bakterilerin mevcudiyeti nedeniyle alternatif 

antimikrobiyal ajanların keşfedilmesi, geliştirilmesi ve kullanılması günümüzde 

oldukça önemli bir konudur. Öte yandan etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip doğal 

bileşiklerin geliştirilmesine olan ihtiyaç gün geçtikçe artmaktadır. Önemli bir 

bakteriyel iletişim sistemi olan quorum algılama sistemini inhibe etme özelliğine 

sahip olan doğal maddeler bakterilerin antimikrobiyal ilaç direncinin ortaya çıkma 

hızını azaltabilir (Kumar vd., 2015). Dolayısıyla esansiyel yağlar, alternatif 

kaynaklara karşı herhangi bir direnç geliştirmeden, antimikrobiyal maddelerin 

kullanımına ve gıda bozulmalarının geciktirilmesine olanak sağlayan önemli 

alternatif ajanlardan biridir. Buna ek olarak birçok farklı esansiyel yağın, çeşitli 

bakteri türlerinin virülans faktörleri (biyofilm oluşumu, hareketlilik, antibiyotik, 

biyolüminesans ve pigment üretimi) üzerindeki etkilerinin araştırılması günümüzde 

ilgi gören konular arasındadır.  

Quorum algılama sistemi ve biyofilm oluşumu gibi bozucu faaliyetlerin 

engellenmesinde kullanılan doğal antimikrobiyallerden biri olan esansiyel yağlarla 

ilgili çalışmalar literatürde mevcuttur. Ancak buzdolabı şartlarında ette bozulmaya 

neden olan Pseudomonas türleri içinde P. fragi’nin biyofilm oluşturma ve bozucu 

özelliklerine esansiyel yağların etkisi hakkında çalışmalar literatürde oldukça 

sınırlıdır. Ayrıca Pseudomonas bubulae ve Pseudomonas kulmbachensis etten izole 

edilen ve tanımlanan yeni türler olup, bu türlerin bozucu özellikleri ile ilgili bir 
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çalışma ise literatürde yer almamaktadır. Bu nedenlerle tez çalışmasının mevcut 

bilimsel boşlukları doldurması, Pseudomonas türlerinin bozucu özelliklerinin ve 

quorum algılama sisteminin aydınlatılması ve inhibe edilmesiyle literatüre, bilime ve 

gıda sanayine önemli katkılar sağlaması beklenmektedir. 

Bu tezin amacı ette bozulma yapan P. fragi, P. bubulae ve P. kulmbachensis gibi 

Pseudomonas türlerinin biyofilm, hareketlilik ve quorum algılama sistemi üzerine 

Thymus vulgaris esansiyel yağının etkilerini incelemektir. Bu amaçla etten izole 

edilen, biyofilm ve AI-2 üretimi yüksek 5 izolat ile referans tip suşların etin 

bozulmasına etki eden biyofilm oluşturma, bakteriyel hareketlilik ve otoindükleyici-2 

(AI-2) aktivite özellikleri incelenmiş ve güçlü antimikrobiyal olarak bilinen kekik 

(Thymus vulgaris) esansiyel yağının bu özellikler üzerindeki etkisi 

değerlendirilmiştir.  
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İKİNCİ BÖLÜM 

LİTERATÜR BİLGİSİ 

 

 Pseudomonas Spp.’nin Genel Özellikleri 

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae familyasından Gram-negatif, aerobik, 

psikrotrofik, proteolitik ve polar flagella ile hareket edebilen çubuk şeklinde 

bakterilerdir (Gritty, 2001). Pseudomonas cinsi bakterilerin metabolik çeşitliliklerini 

ve strese dayanıklılıklarını bildiren birçok çalışma vardır (Solar Venero vd., 2019; 

Wang vd., 2018; Martínez-Gil vd., 2013). Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, 

Pseudomonas fragi’nin olumsuz koşullar altında hayatta kalma ve üreme yeteneğini 

arttırabilecek güçlü stratejilere sahip olduğu tahmin edilmiştir (Zhang vd., 2023). 

Pseudomonas cinsi bakteriler tarafından üretilen lipaz ve proteaz gibi 

ekzoenzimlerden proteolitik enzimlerin ısıya karşı dayanıklı olduğu bilinmektedir 

(Datta ve Deeth, 2001). Pseudomonas türlerinin birçoğu antibakteriyel ve antifungal 

bileşik üretmektedir (Ganeshan ve Manoj Kumar, 2005). Pyosin, birçok 

Pseudomonas cinsi bakteri tarafından sentezlenen protein yapılı, antimikrobiyal bir 

bakteriyosindir (Kuleasan ve Çakmakçı, 2003; Michel-Briand ve Baysse, 2002). 

İnsanlarda hastalıklara neden olan, fırsatçı patojen Pseudomonas aeruginosa 

suşlarının %90’ından fazlası pyosin üretir (Michel-Briand ve Baysse, 2002). 

Polipropilen yüzeyde P. aeruginosa’nın 15000X büyütülmüş SEM (Scanning 

Electron Microscope) görüntüsü Şekil 2.1’de verilmiştir. 

Pseudomonas spp. buzdolabı şartlarında ve aerobik olarak depolanan et, süt, balık ve 

diğer taze gıda ürünlerinde bozulmaya neden olan önemli türlerdir (Zhang vd., 2019; 

Ercolini vd., 2010). Aynı zamanda etin bozulmasının başlıca etkenlerinden kabul 

edilen P. fragi’nin en çok bilinen kaynağı gıdalardır (Ercolini vd., 2010; Labadie, 

1999). Düşük sıcaklıklarda ette bozulmaya neden olan Pseudomonas türleri arasında 

en istilacı türlerden biri olan P. fragi’nin etteki bozulma davranışının ve etki 

mekanizmasının incelenmesi bozulma ortamındaki rolünü anlamak açısından 

önemlidir (Ercolini vd., 2010). 
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Şekil 2.1: Pseudomonas aeruginosa’nın 15000X Büyütülmüş SEM Görüntüsü 

Kaynak: Nguyen vd., 2022 

Pseudomonas gibi psikrotrofik bakteriler, düşük sıcaklıklarda bile metabolik 

süreçleri gerçekleştirebilirler (Hebraud vd., 1994). Psikrotrofik Pseudomonas 

türlerinin buzdolabı koşullarında biyofilm oluşturdukları da bilinmektedir 

(Wickramasinghe vd., 2019). Sıcak (25°C-37°C) ve soğutulmuş ortam şartlarında çiğ 

et yüzeyinde biyofilm oluşturma yeteneğine sahip Pseudomonas türleri etin 

bozulmasına, kontaminasyona ve hijyen sorunlarına neden olmaktadır 

(Wickramasinghe vd., 2019; Giaouris vd., 2014). Özellikle etin bileşimi, nem ve yağ 

içeriği, pH gibi çeşitli faktörler çiğ et yüzeyinde Pseudomonas türlerinin gelişimini 

ve biyofilm üretimini destekleyen bir ortam oluşturmaktadır (Wang, 2019; Dickson, 

1989). Düşük sıcaklıkta depolanan bozulmuş etin yüzeyinde oluşan mukus tabakası, 

bakteriyel biyofilm, hücre ve et eksüdasından  oluşmaktadır (Wickramasinghe vd., 

2019; Gonçalves, Piccoli ve Peres, 2017; Jay, Vilai ve Hughes, 2003). Diğer taraftan 

insanlarda mikrobiyal enfeksiyonlara neden olduğu bilinen biyofilmler, gıda 

endüstrisinde ekipmanların hasar görmesine ve tıkanmasına yol açarak gıda 

güvenliği, kalitesi ve halk sağlığı açısından önemli sorunlar oluşturmaktadır (Miquel 

vd., 2016; Gün ve Ekinci, 2009). 

P. fragi gibi et bozucu bakterilerin et yüzeylerini kolonize etme yeteneği, onlara 

önemli bir rekabet avantajı sağlamakta ve bakterilerin diğer mikroorganizmalarla 

rekabette üstünlük kazanmasını mümkün kılmaktadır (Delaquis ve McCurdy, 1990). 

Buzdolabı şartlarında ette ana mikrobiyotayı oluşturan ve bozulmuş gıdalardan izole 

edilen Pseudomonas türleri; P. fragi, Pseudomonas lundensis, Pseudomonas putida 
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ve Pseudomonas fluorescens’dir (Molin, Ternström ve Ursing, 1986; Shaw ve Latty 

1984; Rhodes, 1959). Güncel araştırmalar, çiğ etten izole edilen yeni Pseudomonas 

türlerinin tanımlanması ve literatüre kazandırılmasının yanı sıra, yeni türlerin 

keşfinin devam ettiğini de göstermektedir. Lick vd. (2020) yaptıkları çalışmada sığır 

etinden izole edilmiş ve P. fragi’nin yakın akrabası olan P. bubulae’yi yeni tür olarak 

tanımlamışlardır. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada ise çiğ etten izole edilen P. 

kulmbachensis yeni tür olarak tanımlanmıştır (Lick vd., 2024). Gıda bozulmalarına 

karşı önlemlerin alınabilmesi adına, gıdalarda bozulmaya neden olan yeni bakteri 

türlerinin keşfedilmesi ve bu bakterilerin biyofilm, enzim, quorum algılama sinyal 

molekülleri üretme ve slime oluşturma gibi bozucu faaliyetlerinin anlaşılması ve 

önlenmesi için uygun stratejilerin geliştirilmesi oldukça önemlidir. 

 

 Bakteriyel Biyofilmler 

Biyofilmler, biyotik veya abiyotik yüzeylere tutunan ve bu yüzeylerde gelişen, çeşitli 

mikrobiyal hücrelerden oluşan bakteri topluluklarıdır (Costerton ve Stewart, 2001; 

Sutherland, 2001). Protein, lipit ve DNA’dan oluşan hücre dışı polisakkaritler 

(extracellular polymeric substance, EPS) biyofilmin temel unsurudur (Fang, Xu ve 

Chan, 2002). Biyofilmin yapısını ve mimari formunu oluşturan EPS aynı zamanda 3 

boyutlu yapıyı stabilize etmektedir. Biyofilmin yapısı ise su, besin, enzim, sinyal 

alışverişi ve metabolitlerin atılmasına olanak sağlayan mikrokanallardan 

oluşmaktadır (Stanley ve Lazazzera, 2004; Costerton vd., 1995). Biyofilm yapısı 

içindeki bakteriler, dış stres faktörlerine ve antimikrobiyal ajanlara karşı planktonik 

hücrelere göre daha dirençlidir, çünkü antimikrobiyal ajanlarla teması önleyen veya 

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

Bakteri, mantar, maya, alg ve virüsler biyofilm oluşturabilen mikroorganizmalardır 

(Wingender ve Flemming, 2011). Literatürde Pseudomonas cinsi bakterilerin iyi 

biyofilm üreticileri olduğu bildirilmiştir (Borges vd., 2014). Biyofilm oluşturan diğer 

bakteri cinsleri; Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Vibrio, Staphylococcus, 

Listeria, Salmonella ve Bacillus şeklinde sıralanabilir (Kocot ve ark., 2017; Gün ve 

Ekinci, 2009). 

Quorum algılama (Quorum Sensing, QS) ve biyofilm oluşturma mekanizmaları 

birbiriyle bağlantılıdır (Solano vd., 2014). QS molekülleri biyofilm oluşumunda 
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önemli rol oynarlar. EPS ve virülans faktörlerinin üretimi QS sisteminin denetimi 

altındadır (Singh vd., 2017). Biyofilmler, QS sinyal molekülleri tarafından işlevsel 

olarak koordine edilir ve böylece patogeneze yol açan virülans faktörlerinin 

üretilmesine neden olurlar (Khan vd., 2019). P. aeruginosa’nın virülans faktörleri ve 

hareketlilik fenotiplerinin QS sistemi ile bağlantılı olduğu bilinmektedir (Blus-

Kadosh vd., 2013). 

Biyofilm oluşumu; bakterilerin işbirliği içinde geliştirdiği ve bakteriler tarafından 

üretilen hücre dışı matriks içinde gelişen mikroorganizmalardan oluşan bir süreçtir 

(Costerton vd., 1987). Bakterilerin bir yüzeye ilk tutunmasıyla biyofilm oluşum 

süreci başlar (Stepanovic vd., 2007). Bakterinin biyofilm oluşturma kapasitesi ve 

biyofilm oluşum aşamalarının gerçekleşmesi için gereken süre; tür, cins ve suşlara 

göre farklılık göstermektedir (Liu vd., 2015; Srey, Jahid ve Ha, 2013). Sıcaklık, 

oksijen değişkeni, antimikrobiyal madde varlığı, biyofilmin reolojik, yapışkan 

özellikleri ve ortamdaki pH biyofilm gelişimini etkileyen çevresel faktörlerdir 

(Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008). Ayrıca biyofilm oluşumu, mikroorganizma türü, 

besin ihtiyacı, inkübasyon süresi, yüzey alanı, yüzey düzgünlüğü, yüzey materyali 

gibi faktörlere de bağlıdır (Douglas 2003; Donlan ve Costerton 2002). Liu vd. 

(2015)’in yaptıkları çalışmada P. lundensis’in 4 ila 6 saat içinde biyofilm 

oluşturmaya başladığını ve 4°C ve 10°C'de 30°C’ye göre daha fazla miktarda 

biyofilm oluşturduğu bildirilmiştir. Steril et yüzeyinde P. fragi ve P. lundensis 

suşlarının 4°C’de ve 10°C’de 3, 5 ve 7 gün inkübe edildiği çalışmada oluşan 

biyofilmler konfokal lazer tarama mikroskobu ile görüntülenmiş ve biyofilm mikro 

yapıları arasında belirgin farklılıklar görülmüştür. P. fragi suşlarının yoğun, kalın ve 

homojen biyofilmler ürettiği, hücre arası boşlukların düzenli ve sıkı olduğu, P. 

lundensis suşlarının biyofilmlerinde hücre arası boşlukların düzensiz ve gevşek 

olduğu belirtilmiştir (Wickramasinghe vd., 2019). 

Biyofilm oluşumu, bakterinin yüzeye tutunması, geri dönüşümsüz bağlanma, 

kolonizasyon ve mikrokoloni oluşumu, kopma ve ayrılma olmak üzere 4 aşamada 

gerçekleşir (Temel ve Eraç, 2018; Gupta vd., 2016; Watnick ve Kolter, 2000). Bu 

aşamalar Şekil 2.2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.2: Biyofilm Oluşum Aşamaları 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

1-Tutunma 

Biyofilm oluşumunun ilk aşamasında, planktonik hücreler pilus ve flagella gibi 

uzantılar aracılığıyla yüzeylere tutunur (Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008; Marić ve 

Vraneš, 2007). Hücreler bu aşamada yüzeye yakındır ancak henüz yüzeyle temas 

etmedikleri için durulama gibi basit yıkama işlemleri ile kolayca uzaklaştırılabilirler 

(Gün ve Ekinci, 2009; Lindsay ve Von Holy, 2006). Yüzey işlevselliği, yüzeyin 

fizikokimyasal özellikleri (yüzey dokusu), bakteri yönelimi, sıcaklık, basınç koşulları 

gibi faktörler, bakteri yapışmasına etki eder (Garrett, Bhakoo ve Zhang, 2008; 

Donlan, 2002). 

2-Geri dönüşümsüz bağlanma 

Bakteriler yüzeye geri dönüşümsüz olarak bağlanır. Otoindükleyici sinyallerin 

üretimiyle bakteri hücreleri arasında iletişim başlar ve hücreler EPS salgılayarak 

yüzeye sıkıca tutunurlar. Bu aşamada hücreleri yüzeyden uzaklaştırmak için 

fırçalama ve kazıma gibi güçlü fiziksel işlemler yapılmalıdır (Gün ve Ekinci, 2009). 

3-Kolonizasyon ve mikrokoloni oluşumu 

Kolonileşme evresinde bakteriler mikrokolonileri oluştururlar (Costerton vd., 1994). 

Bir biyofilmdeki bakteri kolonileri genelde substrat değişimi, metabolik ürünlerin 

Planktonik hücreler 

Tutunma Geri dönüşümsüz 

bağlanma 

Kolonizasyon ve 

mikrokoloni oluşumu 

Kopma ve 

ayrılma 
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dağıtımı ve atılımı gibi birçok yönden birbiriyle koordine olan çeşitli mikro 

topluluklardan oluşmaktadır (Jamal vd., 2018).  

4-Kopma ve ayrılma 

Biyofilmin olgunlaşması sonrasında biyofilm yapısı içindeki planktonik hücreler, 

biyofilmin üst tabakasından koparak ayrılırlar ve kolonizasyon için ortama dağılırlar 

(Jamal vd., 2018). Böylece yeni bir biyofilm oluşumu ilk aşamadan itibaren tekrar 

başlar. Biyofilm yapısı içindeki bakteriler, biyofilmi oluşturan polisakkaritleri 

parçalayan enzimler üreterek biyofilmin kopmasını sağlarlar (Sutherland, 1999).  

Biyofilm gelişimi, taze besiyeri ve besin var olduğu sürece devam etmektedir. 

Ortamdaki besin maddeleri tükendiği zaman yüzey bağlantıları zayıflar ve hücreler 

taze besin kaynakları aramak için ortama yayılırlar (Gün ve Ekinci, 2009; Kolter, 

Siegele ve Tormo, 1993). Bakteri kolonileri tarafından üretilen ve biyofilm 

matrisinin parçalanmasında kullanılan enzimler, biyofilmi oluşturan polisakkaritleri 

parçalar ve bakteriler yeni substratları kolonize etmek için serbest kalır. Bu 

enzimlere; Escherichia coli tarafından üretilen N-asetil-heparosan liyaz ve 

Streptococcus equi tarafından üretilen hiyalüronidaz örnek olarak verilebilir 

(Sutherland, 1999). Aljinat, P. aeruginosa biyofilmlerinde bulunan bir polisakkarittir 

ve P. fluorescens ile P. aeruginosa tarafından üretilen aljinat liyaz ise bu 

polisakkariti parçalayan enzimlerden biridir (Gacesa, 1998). 

Planktonik hücreler, gıda endüstrisinde sıklıkla kullanılan paslanmaz çelik, polistiren 

ve camdan yapılmış çeşitli abiyotik yüzeylere yapışabilir ve biyofilm oluşturabilirler 

(Kumari ve Sarkar, 2016). Biyofilm yapısı içindeki hücreler, biyofilmden ayrılarak 

yeni ortamlara göç edebilir ve ikincil kontaminasyona sebep olabilirler (Stoodley vd., 

2002). Bu duruma ek olarak, biyofilm oluşturamayan ancak öncü bakterilerin daha 

önceden oluşturduğu biyofilmlere yerleşen ve kolonize edebilen patojen veya gıda 

bozucu mikroorganizmalar da ikincil kontaminasyonlara neden olabilmektedir. Bu 

durumun önüne geçmek için ilk olarak Pseudomonas spp. gibi yüksek miktarda 

biyofilm oluşturma yeteneğine sahip öncü bakterilerin kontrolü gerekmektedir 

(Szczepanski ve Lipski, 2014; Sasahara ve Zottola, 1993). İkinci bir seçenek ise 

önceden oluşmuş ve olgunlaşmış biyofilmlerin temizlenmesidir ancak bu 

biyofilmlerin bertaraf edilmesi daha zahmetli olduğu için biyofilm oluşumunun ilk 

aşamalarında, geri dönüşümsüz bağlanmanın gerçekleşmesine veya biyofilm 
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oluşumuna karşı önlemler alınması gerekmektedir. Bu amaçla bakteriyel tutunma 

gerçekleşmeden önce biyofilmlerin dezenfeksiyonu için gerekli dezenfektanların 

belirlenmesi ve bakteriyel tutunmayı önlemek amacıyla uygun yüzey materyalinin 

seçilmesi gibi önlemler uygulanmalıdır. 

 

2.2.1 Gıda Endüstrisinde Biyofilm 

Bozulma, gıda ürününün tüketilebilme özelliklerinin azalmasına ve değişmesine 

neden olan, ürünün duyusal özelliklerinin tüketici için kabul edilemez olduğu 

değişikliklerdir. Gıda ürününde bozulma; fiziksel değişiklikler, kimyasal 

değişiklikler (oksidasyon, renk değişikliği) veya mikrobiyal gelişim ile metabolizma 

sonucu açığa çıkan kötü tat ve koku değişiklikleri ile meydana gelir (Gram vd., 2002; 

Anonim, 1985). Gıdaların bozulması arzu edilmeyen bir durumdur. Geçmişten 

günümüze kadar insanlar, gıdaların bozulmasını önlemek ve gıdaları korumak 

amacıyla birçok farklı yöntem geliştirmiştir. Kullanılan tekniklerden bazıları; 

kurutma, tuzlama, ısıtma veya fermantasyon gibi temel işlemlerdir. Bu temel 

yöntemler günümüzde de hâlihazırda kullanılmaktadır (Anonim, 1985).  

Günümüzde gıda endüstrisi için önemli problemlerden biri gıda bozulmalarıdır. 

Biyofilm oluşumu, gıdalarda kontaminasyona ve bozulmaya neden olmakla birlikte 

gıda ile temas eden üretim ekipmanlarının yüzeyinde oluştuğu zaman ekipmanlarda 

etkinlik ve verim kaybına, ısı transferinde, boru hatlarında verimliliğin azalmasına ve 

tıkanmalara neden olmaktadır (Sadekuzzaman vd., 2018). Bu durum gıda güvenliği 

ve tüketici sağlığı gibi önemli sorunları da beraberinde getirmektedir (Simões vd., 

2008). Özellikle gıda endüstrisinde biyofilm oluşumu gibi bozucu faaliyetlerin 

engellenmesi için uygun yöntemlerin geliştirilmesine ve oluşmuş biyofilmlerin 

bertaraf edilmesi için yeni ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır (Shi ve Zhu, 2009). 

İstenmeyen bozulmaları, gıda bozucu bakterileri ve biyofilm oluşumunu önlemek 

için gıda endüstrisinde birçok farklı kimyasal koruyucu ve sentetik antimikrobiyal 

maddeler kullanılarak belirli aralıklarda temizlik ve sanitasyon uygulamaları 

yapılmaktadır. Temizlik işlemi, biyofilmle ilişkili EPS matrisini parçalayabilecek 

veya çözebilebilecek şekilde yapılmalıdır (Simões vd., 2006). Örneğin, amilaz, 

selülaz, liyaz, glikozidaz, proteaz ve DNAz gibi enzimler protein ve polisakkarit gibi 

organik makromoleküllerden oluşan biyofilmleri gidermek için gıda endüstrisinde 
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endüstriyel deterjanların bileşeni olarak kullanılırlar (Coughlan vd., 2016; Huang vd., 

2014). EPS’nin yapısal bileşimi aynı tür bakteriler arasında bile değişiklik 

gösterebilir. Bu nedenle deterjanda kullanılan enzimlerin kombinasyonu önem 

taşımaktadır (Srey, Jahid ve Ha, 2013). Ayrıca biyofilmlerin uzaklaştırılması için 

fiziksel (ısı ve mekanik fırçalama, kazıma, yüksek basınçlı püskürtme), kimyasal 

(deterjan, dezenfektan ve koruyucu vb.) ve biyolojik (bakteriyosin, enzim vb.) 

yöntemler kullanılmaktadır (Steinberg vd., 2005; Kumar ve Anand, 1998). 

Biyofilm oluşumunu önlemek için başlangıçta mikroorganizmanın yüzeye 

tutunmasını ve yapışmasını engellemek gerekmektedir (Song, Wu ve Xi, 2012). Bu 

nedenle özellikle gıda endüstrisinde, gıda ile temas eden yüzeylerde, ekipmanlarda 

ve gıda işleme alanlarında etkin hijyen ve sanitasyon uygulamalarının yapılması 

büyük önem taşımaktadır. Biyofilm oluşumunun engellenmesi kadar oluşan 

biyofilmin uzaklaştırılması da önemli bir konudur. Gıda endüstrisinde yüzey 

sterilizasyonunda kullanılabilen sodyum hipoklorit, hidrojen peroksit, klor bazlı ve 

fenolik dezenfektan gibi sıvı kimyasal dezenfektanlarla gerçekleştirilen 

dezenfeksiyon işlemi ile yüzeydeki biyofilmlerin bertaraf edilmesinde bu bileşikler 

yetersiz kalabilmektedir (Song, Wu ve Xi, 2012). Dezenfeksiyon ve sterilizasyon 

uygulamalarında kullanılan bu kimyasallar çevreyi olumsuz etkileyebilir ve gıda ile 

temas eden yüzeylerde kimyasal dezenfektanların arındırılma işlemi yeterli düzeyde 

yapılmazsa yüzeyde kalan kalıntılar insan sağlığı için de sakıncalı olabilir (Özkan ve 

Kırca, 2001). Ayrıca belirtmek gerekir ki sentetik koruyucular uzun vadede 

tüketicilerde sağlık sorunlarına yol açabilmektedir.  

Günümüzde birçok tüketici, gıda endüstrisinde sıklıkla kullanılan doğal olmayan 

katkı maddelerine, kimyasal maddelere ve koruyuculara karşı dikkatli davranmakta, 

doğal içerikli veya katkı maddesi kullanılmayan ürünleri tercih etmektedir. Doğal 

bitki yağları, tüketicilerin bu isteğine uygun olarak gıdalardaki kimyasal 

koruyuculara karşı kullanılabilecek güvenli bir alternatiftir (Calo vd., 2015). Bu 

nedenlerle bakteri biyofilmlerinin antimikrobiyal maddelere ve ilaçlara karşı dirençli 

hale gelmesi ile antibiyotiklerin, dezenfektanların ve ağır metallerin yetersiz 

kalmasından dolayı doğal antimikrobiyal ve anti-biyofilm etkilere sahip olan 

esansiyel yağların gıda endüstrisinde kullanımı bir seçenek olarak görülebilir. 

Biyofilmin ortamdan uzaklaştırılmasında bazı dezenfektanların yetersiz kalmasının 

nedeni bakterilerin biyofilm oluşturma yetenekleri sayesinde dezenfektanlara karşı 
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daha dirençli hale gelmesi veya mikroorganizmaların antibiyotiklere karşı direnç 

geliştirip, antimikrobiyal maddelerin etkinliğinin azalmasıdır (Artini vd., 2018). Bu 

nedenlerle özellikle antibiyotiklere dirençli suşlarla mücadele etmede alternatif 

yöntemlere ihtiyaç duyulmuş ve koruyucu olarak kullanılan sentetik kimyasallar 

yerine bitki ve baharat ekstraktları gibi doğal antibakteriyel ve antimikrobiyal 

bileşiklerin gıdaların korunmasında kullanımına olan ilgi zamanla artmıştır (Norajit, 

Laohakunjit ve Kerdchoechuen, 2007; Michel-Briand ve Baysse 2002). 

Antibiyotiklere alternatif yöntemlere örnek olarak literatürdeki bazı çalışmalar şu 

şekildedir (Michel-Briand ve Baysse 2002):  

1- Virülans özellikleri inhibe edici maddeler (biyofilm oluşumu inhibitörleri 

dahil) (Silva vd., 2014)  

2- Antimikrobiyal aşılar (Jansen vd., 2018) 

3- Genetiği değiştirilmiş bakteriler (Herrera-Estrella ve Simpson, 1995)  

4- Bakteriyofajlar ve bakteriyosinler (Klaenhammer ve Fitzgerald, 1994)  

5- Bitki kaynaklı bileşikler ve uçucu yağlar (esansiyel yağlar) (Becerril ve 

Gómez-Lus, 2012)  

6- Nanopartiküller (Tyagi vd.,2020)  

7- Işık veya ultrasona dayalı diğer fiziksel mikroorganizma giderme yöntemleri 

(Dai vd., 2020) 

Gıda endüstrisinde biyofilmlerin yüzeyden temizlenmesi, tamamen ortadan 

kaldırılması ve yüzeylerin dezenfekte edilmesi zor bir süreçtir. Bu sürecin ekonomik 

ve etkili yollarını bulmak da oldukça kritik bir konudur. Biyofilmleri bertaraf etmek 

veya azaltmak için çeşitli stratejiler uygulansa da bunların etkinlikleri sınırlı, 

maliyetleri yüksektir; ayrıca gıda güvenliği sorunları mevcuttur. Kullanılan kimyasal 

maddelere karşı bakterilerin direnç geliştirmesi de istenmeyen durumlardan biridir. 

Bu nedenlerle ultraviyole ışınlama, ultrason, doğal esansiyel yağlar, anti-biyofilm 

özellikleri olan probiyotikler ve QS inhibisyonu gibi güvenli ve çevre dostu 

stratejilerin geliştirilmesi değerlendirilmesi gereken oldukça önemli bir konudur 

(Vuotto, Longo ve Donelli, 2014; Srinivasan vd., 2008). Bakteriyosin, enzim ve 

esansiyel yağların antimikrobiyal ajan olarak kullanılması erişilebilirlik ve maliyet 
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açısından dezavantajlı bir konumda olsa da önümüzdeki yıllarda bu alandaki 

gelişmelerin artması ile bu sorunların çözülmesi öngörülmektedir. 

 

2.2.2 Bakteriyel Hareketlilik 

Bakteriyel hareketlilik, QS ve biyofilm oluşumuyla ilişkilidir (Myszka vd., 2016; 

Shrout vd., 2006). Yapılan çalışmalar bakterinin yüzey hareketliliğinin biyofilm 

yapısı üzerinde etkisinin olduğunu, aynı zamanda yüzey hareketliliğindeki 

farklılıkların biyofilm yapısında farklılıklara neden olduğunu göstermektedir (Shrout 

vd., 2006). Biyofilm oluşumunda temel düzenleyiciler; yüzme, kaynaşma ve seğirme 

hareketleri gibi virülans özellikleridir (Klausen vd., 2003). Bu üç hareket tipi, 

bakteriyel kolonizasyonda ve biyofilm oluşumunda elzemdir (O'May ve Tufenkji, 

2011).  

Flagella sayesinde hareket edebilen bakteriler yüzeylerde kemotaksise, bağlanmaya 

ve yapışmaya olanak bulmaktadırlar (Pratt ve Kolter, 1998). Flagellanın biyofilm 

oluşumuna katıldığı, biyofilm oluşumunda yüzme ve kaynaşma hareketlerinden 

sorumlu olduğu ve bununla birlikte çeşitli bakteriyel özelliklerin düzenlenmesiyle de 

ilişkili olduğu bilinmektedir (Parasuraman vd., 2020; Kirov, 2003). Flagella, 

bakterinin hareket etmesine ve yüzeye taşınmasına yardım ederken tip IV pilus ise 

seğirme hareketinde önemli rol oynamaktadır (Klausen vd., 2003). 

Birçok Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteride bulunan tip IV pilus, yüzeylere ve 

konakçı hücrelere yapışma, ökaryot hücrelere sinyal gönderme, protein salgılanması, 

DNA aktarımı ve mikrokoloni oluşumu gibi fonksiyonlara aracılık eden, yüzey 

hareketliliğinde özellikle seğirme hareketinde önemli rol oynayan güçlü ve esnek 

filamentlerdir (Melville ve Craig, 2013; Craig, Pique ve Tainer, 2004). Seğirme 

hareketi genelde Gram-negatif bakterilerde, flagelladan bağımsız olarak tip IV pilus 

aracılığıyla oluşmakta ve biyofilmlerin oluşumunda önemli rol oynamaktadır 

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

P. aeruginosa'nın yüzeyde hareket etmek için iki mekanizması vardır; seğirme ve 

kaynaşma (Shrout vd., 2006). P. aeruginosa, flagellanın aracılık ettiği yüzme 

hareketi sayesinde yüzeye yaklaşır, yüzeye bağlanma gerçekleştikten sonra flagella 

ve tip IV pilus aracılığı ile seğirme ve kaynaşma hareketleri ile yüzeye yayılır 

(O'May ve Tufenkji, 2011; Harshey, 2003). 
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P. fluorescens suşunun biyofilm oluşumunun ilk aşaması olan yüzeye tutunmada, 

yüzeyle ilk temas eden bakteri parçasının flagella gibi uzantılar olduğu ayrıca 

flagellanın hücrelerin bir araya toplanmasında ve hücreler arası sinyalleşme ve 

bağlantıda rol oynayabileceği düşünülmektedir (Diaz vd., 2011).  

O'Toole ve Kolter (1998) P. aeruginosa PA14 suşunu kullanarak yaptıkları 

çalışmada biyofilm oluşumu için ilk adım olan, hücrelerin abiyotik yüzeyle temas 

kurmasında flagella ve pilusun aracılık ettiği bakteriyel hareketliliğin önemli 

olduğunu ve seğirme hareketinde tip IV pilusun doğrudan rol oynadığını 

kanıtlamışlardır. Başka bir çalışmada E. coli suşu kullanılmış ve biyofilm 

oluşumunda yüzeyle ilk temas için kemotaksisin değil bakteriyel hareketliliğin kritik 

öneme sahip olduğu, hücrenin yüzeye bağlanmasında, yüzey boyunca hareket 

etmesinde ve biyofilm oluşumunun ilk aşamasında flagellanın ve bazı bakterilerde 

bulunan tip I pilusun gerekli olduğu bildirilmiştir (Pratt ve Kolter, 1998). Literatürde 

verilen bilgilere dayanarak, flagella ve pilusun aracılık ettiği bakteriyel hareketliliğin, 

biyofilm oluşumundaki öneminin doğrulanmış olduğu söylenebilmektedir. 

 

 Quorum Algılama Sistemi (Quorum Sensing, QS) 

Quorum algılama (QS), popülasyon yoğunluğuna ve otoindükleyiciler (autoinducers, 

AI) olarak adlandırılan düşük yoğunluklu, hücre dışı sinyal moleküllerinin üretimine, 

salgılanmasına ve algılanmasına dayanan bir hücreler arası iletişim mekanizmasıdır 

(Kiymaci vd., 2018; Bassler ve Losick, 2006). Bakteriler arasındaki hücre-hücre 

iletişiminin keşfine kadar bakteriler, temel olarak besinleri bulmaya ve üremeye 

çalışan bireysel hücreler olarak biliniyorlardı (de Kievit ve Iglewski, 2000). Daha 

sonra yapılan çalışmalarda iş birliği ve etkileşim gibi sosyal davranışları 

gerçekleştirmek için bakterilerin hücreler arası iletişim kurabildikleri bulunmuştur 

(Abisado vd., 2018). Son yıllarda yapılan araştırmalar sayesinde, bakteri sosyalliği 

ve hücre-hücre etkileşim sistemi denilen QS sistemi anlaşılmaya başlanmıştır. 

İşbirlikçi ve rekabetçi mikrobiyal etkileşimlerde hem tür içindeki hem de türler 

arasındaki iletişimin sağlanmasında QS sisteminin rolü hala çözülmeye 

çalışılmaktadır (Abisado vd., 2018).  

QS mekanizması, bakteri topluluğunun popülasyonda tek birim olarak koordine 

olmasını sağlamakla birlikte bakteri yoğunluğuna bağlıdır ve hücre 
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popülasyonlarının, hücre dışında biriken sinyal moleküllerine göre yoğunluklarını 

değerlendirmesini sağlar (Tan vd., 2020; Vadakkan vd., 2018). Bakteri popülasyonu 

arttıkça, hücre dışında sinyal molekülünün konsantrasyonu da artmaya başlar ve bu 

moleküller belli bir seviyeye yani eşik değere ulaştığında ise popülasyondaki 

bakteriler bu otoindükleyicileri algılar ve gen ekspresyonunu değiştirirler (Bassler ve 

Losick, 2006). 

Sinyal molekülleri olan otoindükleyiciler QS mekanizmasında önemli rol oynarlar ve 

bakteri popülasyonu arttıkça hücre dışında birikirler (Vadakkan vd., 2018; Bassler ve 

Losick, 2006). Doğal ortamda, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin ürettiği 

sinyal molekülleri yapısal ve işlevsel olarak birbirinden farklıdır (Khan vd., 2019). 

Gram-negatif bakterilerde QS sistemi açil homoserin laktonlar (AHL) aracılığı ile 

olurken, Gram-pozitif bakterilerde QS sistemi, kısa bir oligopeptit olan 

otoindükleyici peptit (AIP) aracılığı ile olmaktadır (Karaboz ve Sukatar, 2004). AHL 

QS sistemi ilk olarak deniz kökenli, Gram-negatif ve lüminesans bir bakteri olan 

Vibrio fisheri’de tanımlanmıştır (Shadel ve Baldwin, 1992). Bu araştırmadan sonra 

yapılan çalışmalarla birlikte birçok farklı bakterinin QS sistemi anlaşılmaya 

başlanmıştır. 

Otoindükleyici-2 (AI-2) birçok Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tarafından 

üretilen hem tür içi hem türler arası iletişimi sağlayan birincil sinyal molekülüdür 

(Wang vd., 2019; Duan vd., 2003). AI-2 QS sistemi ilk olarak Gram-negatif, 

lüminesans ve deniz bakterisi olan V. harveyi’de keşfedilmiş ve karakterize edilmiştir 

(Bassler, Wright ve Silverman, 1994). LuxS geni tarafından kodlanan AI-2 molekülü, 

4,5-dihidroksi-2,3 pentanedion (DPD) denilen bir öncül molekülden türetilmiştir 

(Bassler ve Losick, 2006). Birçok bakteri türü AI-2 üretiminde LuxS sentaz enzimini 

kullanmaktadır. AI-2, LuxP reseptörüne bağlanır ve böylece virülans faktörlerinin 

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

QS mekanizması, patojen bakteri enfeksiyonu oluşturma, biyofilm oluşumu, 

hareketlilik, antibiyotik üretimi, lüminesans ve virülans faktörlerinin salgılanması 

gibi çeşitli hücresel fonksiyonların düzenlenmesinde önemli rol oynar (Bjarnsholt 

vd., 2005; Fuqua ve Greenberg, 2002; Whitehead vd., 2001). Ayrıca yapılan 

araştırmalarda QS’in bakteriyel gıda bozulmasında rol oynayabileceği ortaya 

konulmuştur (Smith vd., 2004). 
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Doğal ürünler, QS sistemini engelleyebilme potansiyeline sahip QS inhibitör 

bileşiklerinin kaynaklarıdır (Packiavathy vd., 2012). Deniz mikroalgi Delisea 

pulchra tarafından üretilen halojenli furanonlar karakterize edilen ilk QS inhibitör 

bileşiklerden biridir (Rasmussen vd., 2000; Givskov vd., 1996). Birçok bitkinin, 

sarımsak, zencefil, zerdeçal gibi baharatların ve tarçın, karanfil gibi esansiyel 

yağların QS sistemini inhibe etme potansiyeline sahip oldukları ve QS 

mekanizmasına müdahale ettikleri bilinmektedir (Vattem vd., 2007; Niu, Afre ve 

Gilbert, 2006; Egan vd., 2002). Anti-QS özelliğine sahip uçucu yağlar birçok 

araştırmacı tarafından bildirilmiştir (Kerekes vd., 2013; Jaramillo-Colorado vd., 

2012). Aynı zamanda kekik esansiyel yağının anti-QS özelliğini kanıtlayan 

çalışmalar da literatürde mevcuttur (Alibi vd., 2020; Liu, Wang ve Griffiths, 2007; 

Hentzer ve Givskov, 2003). 

QS sinyal sisteminin inhibisyonu, bitkilerdeki bazı bileşiklerin veya esansiyel 

yağların, sinyal moleküllerinin sentezini veya reseptörlere bağlanmasını bloke etmesi 

ya da AHL molekülünün eş reseptörüne bağlanarak AHL’lerin deaktivasyonu gibi 

çeşitli mekanizmalar sayesinde gerçekleşebilmektedir (Myszka vd., 2016; Skandamis 

ve Nychas, 2012; Rasmussen vd., 2005). Yapılan bir çalışmada karvakrolün P. 

aeruginosa’nın hareketlilik ve biyofilm oluşumunu inhibe ettiği; ayrıca hücre 

canlılığını etkilemeden AHL sentezini azalttığı bildirilmiştir. Bu durum karvakrolün, 

LasI aktivitesini etkileyerek P. aeruginosa’nın virülans faktörlerini azaltması ile 

ilişkilendirilmiştir (Tapia-Rodriguez vd., 2019). Başka bir çalışmada ise farklı 

paketleme koşullarında (hava ve modifiye atmosfer) depolanan kıymada AHL ve AI-

2 benzeri aktivitelerin gözlemlendiğini ancak kekik esansiyel yağı varlığında 

modifiye atmosferde depolanan etlerde hiçbir sinyal molekülün tespit edilemediği 

bildirilmiştir (Blana ve Nychas, 2014). 

 

2.3.1 Pseudomonas Türlerinde Quorum Algılama Sistemi 

Bakterilerde en detaylı araştırılan ve anlaşılan iletişim sistemlerinden biri P. 

aeruginosa’nın QS sistemidir. P. aeruginosa suşunun antibiyotik direncini, biyofilm 

oluşumu ve bakteriyel hareketlilik gibi virülans faktörlerini kontrol eden iki farklı QS 

sistemi; AHL vasıtasıyla çalışan Las ve Rhl’dir. QS sistemi genelde AHL sinyal 

molekülü ile düzenlenir ancak P. aeruginosa türüne özgü 2-heptil-3-hidroksi-4-
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kinolon (Pseudomonas Quinolone Signal, PQS) sinyal molekülü de çeşitli virülans 

genlerinin kontrolünü gerçekleştirmektedir (Ma vd., 2021; Kumar vd., 2015). 

P. aeruginosa’nın luxS genine sahip olmadığı için AI-2 sinyal molekülünü 

üretmediği bildirilmiştir (Duan vd., 2003; Stover vd., 2000). Fakat P. aeruginosa’nın 

başka bakteriler tarafından üretilen AI-2 sinyalini algıladığı, tepki verdiği ve 

biyofilm oluşumu gibi virülans faktörü genlerini etkilediği ve aktive ettiği 

gözlenmiştir (Jiang vd., 2022; Li vd., 2015; Duan vd., 2003). P. aeruginosa’nın QS 

sistemi hakkında detaylı çalışmalar literatürde mevcut olsa da diğer Pseudomonas 

türleri ve P. fragi’nin QS sistemi ve mekanizması hakkındaki bilgiler sınırlıdır. 

Birkaç Pseudomonas türü bakterinin QS sisteminin AHL ürettiği bilinmektedir. 

(Whitehead vd., 2001). Örneğin bazı P. fluorescens ve P. putida suşlarının QS 

sisteminde AHL sinyal molekülünü kullandığı birçok çalışmada bildirilmiştir (Wang 

ve Xie, 2020; Li vd., 2018; Zhao vd., 2016; Liu, Wang ve Griffiths, 2007; Pinto vd., 

2007). 

Gıdalardan izole edilen bazı Pseudomonas izolatlarının ise QS sinyal molekülü 

olarak tespit edilebilir düzeyde AHL üretmediği bildirilmiştir ki bu durum bazı 

bakterilerde farklı bir iletişim mekanizmasının mevcut olabileceğini göstermektedir 

(Blana, 2010; Ferrocino vd., 2009; Liu, Gray ve Griffiths, 2006). Bu teoriyi 

destekleyecek şekilde Ferrocino vd. (2009)’in yaptığı çalışmada P. fragi’nin sinyal 

molekül olarak AI-2 ürettiği rapor edilmiştir. Başka çalışmalarda ise P. fluorescens 

süpernatantları, V. harveyi biyosensör suşunda biyolüminesans yayılımına neden 

olmuş ve AI-2 sinyal molekülleri tespit edilmiştir (Zhang vd., 2022; Wang ve Xie, 

2020; Zhao vd., 2016). Buna ek olarak yapılan bir çalışmada P. lundensis’in AI-2 

ürettiği bildirilmiştir (Zhu vd., 2022). Quintieri vd. (2021) P. fragi’nin genomunda 

AHL sentaz geninin bulunmadığını, Ferrocino vd. (2009) ise AHL üretmediği tespit 

edilen Pseudomonas’ların LuxS genine sahip olmadığını belirtmiştir. Bu bulgular 

bazı Pseudomonas türlerinin LuxS’ten farklı bir şekilde AI-2 üretim mekanizmasının 

olduğunu göstermektedir (Küçükata, Yetim ve Metin, 2024). Özellikle gıdalarda 

bozulmaya neden olan Pseudomonas türlerinde alternatif AI-2 üretim mekanizmaları 

ve yolları tam olarak aydınlatılmamış olduğu için bu konu hakkında daha fazla 

araştırmaya ihtiyaç vardır.  
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 Esansiyel Yağlar 

Esansiyel yağlar, destilasyon, soğuk presleme veya ekstraksiyon (maserasyon) gibi 

tekniklerle bitkilerden elde edilen aromatik yağlı sıvılardır (Burt, 2004; Guenther, 

1950). Aromatik bir bitkinin ikincil metabolizmasının kokulu ve uçucu ürünleridir. 

Esansiyel yağlar bitkilerde bulundukları ve elde edildikleri yaprak, çiçek, tohum 

veya meyve gibi bölgeye, çevresel faktöre, iklime, fenolojik döngüye ve yetiştirme 

biçimine göre farklı bileşim profillerine sahip olabilirler (Van vd., 2022; Conner, 

1993).   

Esansiyel yağlardaki aktif bileşikler kimyasal yapılarına göre; terpenler, terpenoidler, 

fenilpropenler ve diğerleri olmak üzere dört gruba ayrılabilir (Hyldgaard, Mygind ve 

Meyer, 2012). Fenolik bileşikler ve monoterpenler bitkilerde doğal olarak bulunan 

ikincil metabolitlerdir ve bu bileşikler sayesinde esansiyel yağlar antibakteriyel ve 

antimikrobiyal özelliklere sahiptir (Wińska vd., 2019; Tohidi vd., 2017; Conner, 

1993). Esansiyel yağ bileşenlerinin kimyasal yapısı, yağın etki biçimini ve 

antibakteriyel aktivitesini etkilemektedir (Dorman ve Deans, 2000). 

Karvakrol ve timol, kekik esansiyel yağının kemotipini tanımlayan fenolik 

bileşiklerdir (Rota vd., 2008). Timol ve karvakrol gibi fenolik monoterpenlerin güçlü 

antibakteriyel özellikleri kimyasal yapılarından kaynaklanmaktadır. Bitki esansiyel 

yağlarının antimikrobiyal etkisi, bu tür bileşiklerin lipofilik özelliği sayesinde 

bakterinin hücre zarına nüfuz etmesi ve böylece zarın yapısını ve fonksiyonunu 

bozarak hücre zarının geçirgenliğini etkileyip, hücre içi sıvının boşalmasına ve 

hücrenin ölmesine neden olarak sağlanır (Perez vd., 2019; Kang vd., 2018; Burt, 

2004; Lambert vd., 2001). 

Birçok bitkisel esansiyel yağın antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar 

ve antioksidan gibi biyolojik aktivitelere sahip olduğu literatürdeki pek çok araştırma 

ile kanıtlanmıştır (El-Tarabily vd., 2021; Alibi vd., 2020; Cui vd., 2019; Ali vd., 

2015). Yapılan çalışmalarda bitki kaynaklı doğal bileşiklerin ve esansiyel yağların, 

güçlü anti-quorum algılama, anti-virülans ve anti-biyofilm etkisi gösterdiği 

bildirilmiş ve umut verici sonuçlar elde edilmiştir (Ahmed vd., 2021; Pejčić vd., 

2020; Myszka vd., 2016).  

Kavanaugh ve Ribbeck (2012) yaptığı çalışmada esansiyel yağların, bakteri türüne 

özgü aktiviteye ve direnç mekanizmasına sahip olabileceğini ve bu farklılığın hücre 
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yapısı ve hücre bileşenlerinin yağa karşı farklı duyarlılıklarının olmasından 

kaynaklandığını varsaymışlardır. 

Hussain vd. (2008) ve Artini vd. (2018) farklı mevsimlerde elde edilen belirli tür 

yağların, aynı bakteri türü üzerindeki değişen antimikrobiyal aktivitenin olası 

nedenini, mevsimle bağlantılı olarak artan veya azalan kimyasal bileşim ile 

ilişkilendirmişlerdir. Bitkinin hasat edilme mevsimine göre farklı kimyasal 

bileşimlere sahip yağların etkinliği de farklı olmaktadır (Pandur vd., 2022). Sonuç 

olarak test edilen esansiyel yağın kimyasal bileşimindeki farklılıklar, daha düşük 

veya daha yüksek antimikrobiyal aktiviteye neden olmaktadır. 

Pejčić vd. (2020) yaptıkları çalışmada adaçayı ve fesleğen yağlarının, Pseudomonas 

izolatlarının piyosiyanin üretimini ve yüzme, seğirme ve kaynaşma hareketlerini 

etkilediğini ayrıca biyofilm oluşumunun erken aşamalarında ve olgunlaşmış 

biyofilmde etkili olduğunu, biyofilm miktarında önemli ölçüde azalma gözlendiğini 

bildirmişlerdir. Bu çalışma sonucunda adaçayı ve fesleğen esansiyel yağlarının, 

Pseudomonas türlerinin virülans faktörlerini azaltan etkili bir ajan olduğu 

söylenebilmektedir. 

QS sistemi ve biyofilm oluşumu gibi bozucu faaliyetlerin engellenmesinde kullanılan 

doğal antimikrobiyallerden biri olan esansiyel yağlarla ilgili detaylı çalışmalar devam 

etmektedir. Buna ek olarak doğadaki bitkilerde doğal olarak bulunan esansiyel 

yağlardan bazıları yıllardır antimikrobiyal olarak kullanılmakla birlikte birçok 

esansiyel yağ hâlâ araştırılmamıştır (El-Tarabily vd., 2021). 

 

2.4.1 Kekik Yağı 

Thymus vulgaris, Lamiaceae familyasına ve Thymus cinsine ait en önemli türlerinden 

biridir (Morales, 2002). Kekik bitkisinin çiçeklerinden ve yapraklarından ekstrakte 

edilen ve yüzyıllardır kullanılan kekik esansiyel yağı, birkaç esansiyel yağ ile birlikte 

Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından GRAS (Genel olarak güvenli kabul edilen) 

olarak sınıflandırılmıştır (Manso vd., 2014).  

Kekik esansiyel yağının ve ana bileşeninin, antioksidan, antibakteriyel, anti-virülans, 

anti-QS ve anti-biyofilm gibi biyoaktif özellikleri yapılan çalışmalarda bildirilmiş ve 

kanıtlanmıştır (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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yağının antiviral, antibiyofilm ve antibakteriyel özellikleri yağın biyolojik aktivitiye 

sahip olmasından kaynaklanır (Pandur vd., 2022). Bu özellikler ve biyolojik aktivite 

ise kekik yağının ana fenolik bileşikleri olan timol ve karvakrol ile ilgilidir (Sá vd., 

2014; Rota vd., 2008). Bakterinin hücre zarının parçalanması ve membran proteinleri 

ile hücre içindeki ATP ve DNA gibi hücre bileşenlerinin sitoplazma ile salınmasına 

neden olan fenolik bileşikler sayesinde kekik yağının antimikrobiyal etkisi 

gerçekleşmektedir (Alibi vd., 2020).  

Kekik esansiyel yağı kullanılarak Bacillus cereus’un biyofilm oluşumu üzerindeki 

etkilerini belirleyen çalışmada, kekik yağının hücre canlılığını azalttığı, hücre zarına 

zarar vererek (zarın geçirgenliğini etkileyerek), hücre zarından protein sızıntısına, 

hücre içi ATP konsantrasyonunda azalmaya, hücre dışı ATP’de artmaya sebep 

olduğu bulunmuş ve kekik yağının biyofilmin oluşumunu önemli ölçüde azalttığı 

bildirilmiştir. Ayrıca kekik yağına maruz kalan hücrelerin morfolojisinde 

değişiklikler oluştuğu, yüzeyinde çökme ve büzüşme meydana geldiği ve hücre 

zarında önemli hasara neden olarak hücre canlılığının önemli ölçüde engellendiği 

bildirilmiştir (Kang vd., 2018). 

Terpenler, birkaç izopren (C5H8) birleşiminden üretilen hidrokarbonlardır. Timol ve 

karvakrol fenolik monoterpenoidlerdir. Çoğu terpenoidin antimikrobiyal etkisi 

fonksiyonel gruplarla bağlantılıdır. Kekik yağının ana bileşenleri olan ve yapısal 

olarak birbirine benzeyen timol ve karvakrol birbirinin izomeridir. Timolde fenolik 

halkada hidroksil grubu farklı bir konumdadır. (Hyldgaard, Mygind ve Meyer, 2012). 

Şekil 2.3’de timol (C10H14O) ve karvakrolün (C10H14O) kimyasal yapıları verilmiştir.  

 

 

Şekil 2.3: Timol ve Karvakrolün Kimyasal Yapısı 

Kaynak: Hyldgaard, Mygind ve Meyer, 2012 

Timol Karvakrol 
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El-Hosseiny vd. (2014) yaptıkları çalışmada kekik, mercanköşkü ve adaçayı 

esansiyel yağlarının P. aeruginosa’ya karşı antibakteriyel aktivitesini karşılaştırmış 

ve en aktif olanın kekik yağı olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan başka bir çalışmada 

on yedi uçucu yağın Staphylococcus epidermidis ve E. coli üzerindeki antibiyofilm 

aktivitesi incelenmiş ve Thymus vulgaris yağının en etkili ve en yüksek anti-biyofilm 

aktivitesine sahip olduğu bulunmuştur (Cáceres vd., 2020). 

Yapılan çalışmalarda kekik yağının E. coli, B. cereus, Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, Salmonella spp. Aspergillus niger ve Penicillium paneum 

gibi gıdalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal etkisi 

olduğu kanıtlanmıştır (Kang vd., 2018; Sadekuzzaman vd., 2018; Boskovic vd., 

2017; Ghabraie vd., 2016; Abdollahzadeh, Rezaei ve Hosseini, 2014). Diniz vd. 

(2023)’in yaptıkları çalışmada ise kekik esansiyel yağının, etten izole edilen 

Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa ve Staphylococcus saprophyticus türlerine 

karşı güçlü inhibitör aktiviteye sahip olduğunu ve alternatif bir doğal antibakteriyel 

ajan olduğunu bildirmişlerdir.  

P. putida ve P. aeruginosa’nın ürettiği biyofilmleri ortadan kaldırmada kekik yağı ve 

önemli antibiyotiklerden hangisinin daha etkili olacağını karşılaştıran bir 

araştırmada, kekik yağının antibiyotiklerden daha etkili olduğu bildirilmiştir 

(Kavanaugh ve Ribbeck, 2012). 

Zhang vd. (2018)’in yaptığı çalışmada, timol ve karvakrolün QS inhibisyon etkisine 

sahip olduğu; ayrıca P. fluorescens'in yüzme, seğirme ve kaynaşma hareketliliğini, 

EPS ve biyofilm üretimini önemli ölçüde engellediği bildirilmiştir. EPS ve biyofilm 

inhibisyonu arasında doğrusal bir ilişki bulunamamış ve kekik yağı bileşenlerinin QS 

inhibitör etkisiyle EPS’yi inhibe ettiği, biyofilm inhibisyonun ise bakteriyel 

hareketliliğe ve incelenmeyen diğer faktörlere bağlı olduğu sonucuna varmışlardır. 

Benzer bir şekilde, kekik yağının P. fluorescens’in QS sistemini, AHL üretimini, 

biyofilm oluşumunu ve bakteriyel hareketliliğini önemli ölçüde inhibe ettiğini 

bildiren bir çalışmada flagella geninin (flgA) ifadesinin baskılanması ile 

hareketliliğin azaldığı ve biyofilm oluşumunun engellendiği bildirilmiştir (Myszka 

vd., 2016). 
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ÜÇÜNCÜ BÖLÜM 

MATERYAL VE METOT 

 

 Materyal 

 

3.1.1 Pseudomonas İzolatları ve Kontrol Suşları 

Bu çalışmada 1220439 no’lu TUBİTAK projesi kapsamında kıyma ve biftekten izole 

edilen Pseudomonas suşları kullanılmıştır. RpoD gen dizilimleri izolatlardan YK8 ve 

YB91’in P. fragi, YK107’nin P. bubulae, YK50’nin P. kulmbachensis ve YB43’ün 

ise P. fragi yakını olası yeni tür olduğunu göstermiştir. Tez çalışmasında P. 

aeruginosa ATCC 27853 ve P. fragi ATCC 4973 referans Pseudomonas suşları, 

Vibrio campbellii BAA-1119 AI-2 üreticisi pozitif kontrol, E. coli DH5α AI-2 

üretmeyen negatif kontrol ve Vibrio campbellii BAA-1117 ise AI-2 biyosensör suşu 

olarak kullanılmıştır. Kullanılan suşlar İstanbul Sabahattin Zaim Üniversitesi, 

Mühendislik Fakültesi, Gıda Mühendisliği Bölümü kültür koleksiyonunda yer 

almaktadır. Tez çalışmasında kullanılan Pseudomonas izolatlarının kodları, izole 

edildikleri kaynak ve bakteri türü Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.1: Çalışmada Kullanılan İzolatların Kodları ve Türleri 

İzolat Kodları Kaynak Tür 

YK 8 Kıyma P. fragi 

YK 50 Kıyma P. kulmbachensis 

YK 107 Kıyma P. bubulae 

YB 43 Biftek P. fragi yakını olası yeni tür 

YB 91 Biftek P. fragi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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3.1.2 Kekik Yağı (Thymus vulgaris)  

Tez çalışmasında kullanılan kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yağı FAİDA 

(Ankara, Türkiye) markasından satın alınmıştır. Uçucu yağlar ve bileşikleri hassas 

olduğundan dolayı, hava geçirmez cam şişede ve karanlıkta muhafaza edilen kekik 

yağının sterilizasyon işlemi, 0.22 µM gözenek büyüklüğüne sahip şırınga filtresinden 

(Chromafil Xtra) süzülerek yapılmıştır (Wang vd., 2008). 

 

 Metod 

Yöntem, ilk olarak kekik esansiyel yağının uçucu bileşiklerinin tanımlanmasını ve 

kekik yağının Pseudomonas izolatları üzerindeki minimum inhibisyon 

konsantrasyonu (MİK) belirlenmesiyle 1/2, 1/4, 1/8 alt MİK değerleri kullanılarak 

AI-2 üretimi, biyofilm ve bakteriyel hareketlilik testlerinin yapılmasını içermektedir. 

Sıcaklığın ve sürenin etkisini daha fazla değerlendirmek için buzdolabı (4°C) ve oda 

sıcaklığı (25°C) seçilerek 1, 4, 7 günlük inkübasyon süreleri kullanılmıştır. 

 

3.2.1 Stok ve Çalışma Kültürü Hazırlama 

Tez çalışmasında kullanılan ve etten izole edilen Pseudomonas izolatları ile P. 

aeruginosa ATCC 27853, P. fragi ATCC 4973 referans suşları, 1 mL steril Nutrient 

Broth (NB, Sigma-Aldrich, EK1) içeren kriotüpte 25°C’de, E. coli DH5α suşu LB 

Broth (Neogen, EK1) içeren kriotüpte 30°C’de, Vibrio suşları ise Marine Broth (MB, 

Himedia, EK1) içeren kriotüpte 30°C’de 48 saat geliştirilmiştir. İnkübasyon sonrası 

otoklavda sterilize edilmiş, %50’lik gliserol çözeltisinden 500 µL kriotüpe eklenerek 

vortekslenmiş ve stok kültürler -80°C’de muhafaza edilmiştir.  

Çalışma sırasında stoktan alınan Pseudomonas suşları için katı besiyeri (agar) olarak 

Nutrient agar (NA, Sigma-Aldrich), E. coli DH5α suşu için LB agar (İnvitrogen), 

Vibrio suşları içinse Marine agar (MA, Himedia)  kullanılmıştır. NA, MA ve LB agar  

protokollerinde belirtilen miktarda tartılmış ve üzerine distile su ilave edilerek 

çözündürülmüştür (EK1). Hazırlanan besiyerleri otoklavda (Selecta, Presoclave II, 

İngiltere) 121°C’de 15 dakika sterilize edilmiştir. Otoklav sonrası yaklaşık 50°C’ye 

soğutulan agarlar, steril petrilere yaklaşık 15 mL olarak dökülmüştür. Stok 

kültürlerden alınan mikroorganizmalar, üç çizgi yöntemi kullanılarak NA’a, MA’a ve 
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LB agara ekilmiştir. Pseudomonas izolatları ve P. fragi ATCC 4973 25°C’de, P. 

aeruginosa ATCC 27853 37°C’de, E. coli DH5α suşu ve Vibrio suşları ise 30°C’de 

48 saat inkübasyona bırakılmış ve agar yüzeyinde teke düşen koloni çalışmalarda 

kullanılmıştır. Şekil 3.1’de NA’da üç çizgi ekim yöntemi ile ekilmiş P. aeruginosa 

ATCC 27853 tip suşunun petri görüntüsü verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Tip Suşunun Nutrient Agarda 

Koloni Görüntüsü 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

 

3.2.2 Kekik Esansiyel Yağının Uçucu Bileşenlerinin Belirlenmesi 

Kekik esansiyel yağının uçucu bileşenlerinin tanımlanması ve miktar analizi için 

İstanbul Sabahattin Zaim Üniversitesi Sabri Ülker Araştırma ve Geliştirme 

Merkezi’nde bulunan Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (GC-MS) cihazı 

kullanılmış ve cihaz görseli Şekil 3.2’de verilmiştir. 

Kekik esansiyel yağının headspace GC-MS analizi, GC2010 gaz kromatografisi, 

QP2020 kütle spektrometresi (SHIMADZU) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Arayüz 

ve kaynak sıcaklıkları sırasıyla 250°C ve 200°C olarak ayarlanmıştır. Elektron 

çarpma kütle spektrumları, 70 eV iyonizasyon enerjisinde, 40–500 amu aralığında 

kaydedilmiştir. Ayrıştırma, Rxi-5Sil MS (Restek Corporation, Bellefonte, PA, 

Amerika Birleşik Devletleri) (30 m×0.25 mm, d.f.=0.25 μm) füzyon silika bağlı faz 

kapiler kolon üzerinde gerçekleştirilmiştir. Sıcaklık programı, 3 dakika boyunca 
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50°C'de izotermal olarak tutulmuş, ardından sıcaklık 3°C/dak hızla 260°C'ye ve 

10°C/dak hızla 270°C'ye yükseltilmiştir; bu sıcaklık 1 dakika süreyle korunmuştur. 

Enjeksiyon sisteminin optimum parametreleri ise şu şekilde ayarlanmıştır: 

inkübasyon süresi 20 dakika, inkübasyon sıcaklığı 40°C, karıştırıcı hızı 100 rpm, pre-

purge(ön temizleme) şırınga süresi 5 saniye, enjeksiyon akış hızı 1 mL/dak ve 

enjeksiyon sonrası bekleme süresi 20 saniyedir. Uçucu bileşikler, alıkonma zamanı 

ve kolon üzerindeki kütle spektrumlarının Wiley ve NIST (National Institude of 

Standards and Technology) kütüphanesinin kütle spektrumları ile karşılaştırılmasıyla 

tanımlanmıştır. 

 

 

Şekil 3.2: Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (GC-MS) Cihaz Görseli 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

 

3.2.3 Kekik Yağının Pseudomonas İzolatları Üzerindeki Minimum İnhibitör 

Konsantrasyonunun (MİK) Belirlenmesi 

Kekik esansiyel yağının Pseudomonas izolatları üzerindeki minimum inhibitör 

konsantrasyonu (MİK) Hammer, Carson ve Riley (1999)’da anlatıldığı şekilde agar 

dilüsyon yöntemi ile belirlenmiştir. MİK değerlerinin belirlenmesi için Mueller-

Hilton agar (MHA, Neogen) hazırlanma yönergelerine (EK1) uygun olarak 

hazırlanmış ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilizasyona tabi tutulmuştur. 

Tween 80 (AFG Science) de otoklavlanarak sterilize edilmiştir.  
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Sterilizasyon sonunda MHA, yaklaşık 50°C’ye geldiği zaman önceden 0.22 µm filtre 

ile steril edilmiş %0,1-1 (v/v) kekik yağı ve %0,5 (v/v) steril Tween 80 ile 

kombinasyon halinde eklenerek katı agar (Mueller-Hilton agar) ortamında 

seyreltilmiştir. Belirli oranda steril kekik yağı ve Tween 80 içeren besiyerleri en az 

15 saniye manyetik karıştırıcıda karıştırılmış ve aseptik ortamda steril petrilere 

dökülerek, oda sıcaklığında (20-25°C) katılaşana kadar beklenmiştir.  

Hazırlanan agarlar donduktan sonra 5 mL FTS (Fizyolojik tuzlu su, %0,85 NaCl) 

içine 0,5 McFarland (1,5x108 kob/mL) bulanıklık standardına ayarlanan bakteri 

süspansiyonundan 2 µL kekik yağı içeren besiyerinin ortasına aşılanmış ve en az 30 

dakika kurutulmuştur. P. aeruginosa tip suşu 37°C, P. fragi ve diğer izolatlar 25°C 

etüvde 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda agar yüzeyinde 

görünür büyümenin engellendiği en düşük yağ konsantrasyonu MİK olarak 

belirlenmiştir. 0.5 McFarland bulanıklık standardını ölçmek için densitometre 

(Biosan DEN-1, EU) cihazı kullanılmıştır. 

Kullanılan konsantrasyonda Tween 80'in araştırılan suşların canlılığı üzerinde bir 

etkisi gözlenmemiştir. Pozitif kontrol olarak, herhangi bir kekik yağı içermeyen 

ancak %0,5 (v/v) Tween 80 içeren aşılanmış besiyeri, negatif kontrol olarak yalnızca 

%0,5 (v/v) Tween 80 içeren aşılanmamış besiyeri kullanılmıştır. 

 

3.2.4 Biyofilm Oluşum Analizi 

Kantitatif biyofilm analizi Stepanović vd. (2007) ve Liu vd. (2015)’in açıkladığı 

şekilde bazı değişiklikler yapılarak, 96 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalarında 

kristal mor (CV) yöntemi kullanılarak yapılmıştır. FTS ve TSB (Triptik soy broth, 

Sigma-Aldrich, EK1) 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 

NA’da 24 saat geliştirilen izolatlardan birkaç koloni, 5 mL steril FTS içine süspanse 

edilmiş ve süspansiyon bulanıklığı densitometre kullanılarak 0,5 McFarlanda 

ayarlanıp, en az 1 dakika boyunca vortekslenmiştir. Mikroplak kuyucuklara, 1/2, 1/4, 

1/8 MİK altı konsantrasyonlarda kekik yağı ve %0,5 (v/v) Tween 80 içeren TSB’den 

180 µL eklenmiştir. Daha sonra her kuyucağa 0,5 McFarland bulanıklık standardına 

ayarlanan bakteri süspansiyonundan 20 µL eklenmiştir. Negatif kontrol olarak 

kuyucuklara sadece %0,5 (v/v) Tween 80 içeren 200 µL TSB eklenmiştir. Polistiren 
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mikrotitre plakaları, 25°C etüvde ve 4°C buzdolabı koşullarında 1, 4, 7 günlük 

inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda, kuyucuklardaki hücre yoğunluğu bir mikroplaka okuyucusu 

(INNO-M, LTEK, Güney Kore) kullanılarak OD 600 nm’de ölçülmüştür. 

Kuyucukların içindeki bakteriyel süspansiyon döküldükten sonra 3 kez taze TSB ile 

dikkatlice yıkanmıştır. 200 µL metanol (İsolab) ile 15 dakika süreyle sabitlenen 

hücreler 5 dakika boyunca 200 µL %1 (w/v) kristal viyole (EK1) ile muamele 

edilmiştir. Boyanan hücreler 3 kez distile su ile durulanıp, kurutulmuştur. 

Biyofilmlere bağlanan boya, 200 µL %33 (v/v) asetik asit (EK1) ile 

çözündürülmüştür. Ardından her bir kuyucuğun optik yoğunluğu (OD), mikroplaka 

okuyucusu ile 590 nm’de ölçülmüştür. 96 kuyucuklu mikroplakada, biyofilmlere 

bağlanan boyanın asetik asit ile çözündürülmüş görseli Şekil 3.3’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3: Biyofilmlere Bağlanan Boyanın Asetik Asit ile Çözündürülmesinden 

Sonra Mikrotitre Plakanın Görünümü 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

 

3.2.5 Hareketlilik Testleri 

Bakteriyel hareketlilik testleri için seğirme (twitching), kaynaşma (swarming) ve 

yüzme (swimming) hareket testleri Kumar vd. (2015); Boles vd. (2005); Deziel vd. 

(2001)’de anlatıldığı şekilde bazı değişiklikler uygulanarak yapılmıştır. Kaynaşma 

hareket testi için % 0,5 agar (Liofilchem), 8 g/L nutrient broth, 5 g/L glukoz (Merck) 
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içeren yarı-katı agar, seğirme hareket testi için 20 g/l LB broth, %1 agar içeren yarı-

katı agar, yüzme hareket testi için %1 Tryptone (Sigma-Aldrich), %0,5 NaCl 

(İsolab), %0,5 agar içeren yarı-katı agar hazırlanmıştır. Her hareket testi için özel 

olarak hazırlanan yarı-katı agarlar 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril 

edildikten sonra, sıvı agara 1/2, 1/4, 1/8 MİK altı konsantrasyonlarında steril kekik 

yağı ve %0,5 (v/v) steril Tween 80 eklenerek en az 15 saniye manyetik karıştırıcıda 

karıştırılmış ve aseptik ortamda steril petrilere dökülerek katılaşması beklenmiştir.  

Agarlar katılaştıktan sonra, NA’da 24 saat geliştirilen izolatlardan steril kürdan 

yardımıyla alınan koloni, yüzme, seğirme ve kaynaşma hareketi için hazırlanan 

agarların ortasına dikkatli bir şekilde ekilmiştir. Seğirme hareketi için steril kürdan 

ile alınan koloni, agarı delip petri kabın tabanına değecek ve polistiren yüzeyle temas 

edecek şekilde konulmuştur. Pozitif kontrol olarak, herhangi bir kekik yağı 

içermeyen ancak %0,5 (v/v) Tween 80 içeren yarı-katı agarlara ekim yapılmıştır. P. 

aeruginosa ATCC 27853 37°C, P. fragi ATCC 4973 ve diğer izolatlar 25°C etüvde 

24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun ardından yüzme ve kaynaşma bölgelerinin çapları (mm) ölçülmüştür. 

Seğirme hareketi için, agar bir cımbız yardımıyla alınmış ve petri distile su ile 

yıkanmıştır. Böylece petriye yapışmayan hücreler giderilmiştir. Daha sonra petriler 

%1 (w/v) kristal viyole ile boyanmıştır. Boyanan bölgelerin zon bölgesi ölçülerek 

kaydedilmiştir. 

 

3.2.6 AI-2 Üretimi 

YK50, YK107 ve YB91 izolatların AI-2 üretimi, Surett ve Bassler (1998)’de 

anlatıldığı, Blana ve Nycas (2014) ve Ferrocino vd. (2009)’de uygulandığı şekilde, 

hücre süpernatantlarının AI-2 biyosensörü V. campbellii BAA-1117 suşunda sebep 

olduğu lüminesans vasıtasıyla belirlenmiştir. 

Analizde kullanılan FTS ve LB Broth (Neogen, EK1) 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiştir. 4 mL LB besiyerine 1/2, 1/4, 1/8 MİK altı 

konsantrasyonlarda kekik yağı ve %0,5 (v/v) Tween 80 eklenmiştir. Kekik yağı 

eklenmeyen kontol örnekleri için LB besiyeri sadece %0,5 (v/v) Tween 80 

içermektedir. Biyolüminesans belirteç suşu V. campbellii BAA-1117, AI-2 üreticisi 

ve pozitif kontrol suşu V. campbellii BAA-1119 MA’da, AI-2 üretmeyen negatif 
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kontrol E. coli DH5α suşu LB agarda 30°C’de, Pseudomonas izolatları NA’da 

25°C’de 24 saat geliştirilmiş ve inkübe edilen izolatlardan birkaç koloni, 5 mL steril 

FTS içine süspanse edilerek süspansiyon bulanıklığı 0,5 McFarlanda ayarlanmıştır. 

Belirli konsantrasyonlarda kekik yağı içeren ve içermeyen LB besiyerine, bakteri 

süspansiyonlarından 1 mL eklenmiş ve izolatlar LB besiyerinde, V. campbellii BAA-

1119 referans suşu AB (autoinducer bioassay, EK-1) besiyerinde 25°C’de 6 saat, 125 

rpm çalkalamalı inkübatörde geliştirilmiştir. 6 saatlik inkübasyondan sonra 

örneklerin planktonik hücre yoğunluğu bir mikroplaka okuyucusu kullanılarak OD600 

nm’de ölçülmüş ve örneklerin bulunduğu tüpler 4°C, 8000 g’de 10 dakika santrifüj 

yapılmıştır. Elde edilen hücresiz süpernatantlar 0,22 μM gözenek büyüklüğüne sahip 

şırınga filtreden süzülmüş ve sonradan kullanılmak üzere -20°C’ de saklanmıştır. 

AB besiyerinde 30°C’de 125 rpm çalkalamalı inkübatörde 16 saat gelişen biyosensör 

V. campbellii BAA-1117 suşu, taze AB besiyerinde 1:5000 oranında seyreltilmiştir. 

Seyreltilmiş V. campbellii BAA-1117 bakteri süspansiyonundan 90 μL, hücre 

ekstraktlarından 10 μL mikroplaka kuyucuklarına koyulmuştur. Pozitif kontrol olarak 

AI-2 üreten V. campbellii BAA-1119 suşu, örnek negatif kontrolü olarak AI-2 

üretmeyen E. coli DH5α suşu kullanılmıştır. Negatif kontrol olarak kuyucuklara 10 

μL steril LB besiyeri eklenmiştir. Mikroplakalar 30°C'de 125 rpm çalkalamalı etüvde 

inkübe edilmiştir. Biyoluminesans, negatif kontrol lüminesansta bir artış gösterene 

kadar her 30 dakikada bir mikroplaka okuyucu kullanılarak ölçülmüştür. Altıncı 

saatin sonundaki ölçüm analiz sonucu olarak kullanılmıştır.  

 

3.2.7 İstatistiksel Analiz 

Tez çalışmasında yapılan analizler 4 paralel ve 2 tekrarlı olarak yapılmıştır. Deney 

sonuçları, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Tukey Testi yapılarak p<0,05 

önem seviyesinde değerlendirilmiştir. İstatistiksel analizler için kullanılan teknikler 

Minitab® 22 (State College, PA, ABD) yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 
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DÖRDÜNCÜ BÖLÜM 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

Bu araştırmada kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yağının uçucu bileşenleri 

belirlenmiş ve ardından kekik yağının etten izole edilmiş Pseudomonas suşları ile 

referans suşların biyofilm üretimi, bakteriyel hareketliliği ve AI-2 aktiviteleri üzerine 

etkisi incelenmiştir. Kekik esansiyel yağının belirli Pseudomonas izolatları 

üzerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) belirlenmiş daha sonra kekik 

yağının 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MİK değerleri kullanılarak AI-2 üretimi ve bozucu 

faaliyetlere etkisi (biyofilm ve bakteriyel hareketlilik) belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlar bu bölümde alt başlıklar halinde sıralanmıştır. 

 

 Kekik Esansiyel Yağının Uçucu Bileşenleri 

Kekik esansiyel yağında bulunan uçucu bileşenlerin tanımlanması ve miktarlarının 

belirlenmesi GC-MS cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kekik yağının GC-MS 

spektrumu Şekil 4.1’de, kekik yağına ait uçucu bileşenler ve yüzde oranları ise Tablo 

4.1’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1: Thymus vulgaris Esansiyel Yağının GC-MS Spektrumu 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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Tablo 4.1: Kekik Esansiyel Yağına Ait Uçucu Bileşenler 

No Alıkonma Zamanı  

(Retention time, dk) 

Bileşen Adı Alan (%) 

1 10.228 α- Pinene 14.09 

2 10.942 Camphene 3.00 

3 12.225 β-Pinene 0.39 

4 12.845 β-Myrcene 15.15 

5 13.604 α-Phellandrene 1.23 

6 14.146 α-Terpinene 5.68 

7 14.582 p-Cymene 33.29 

8 14.754 D-Limonene 1.30 

9 14.804 β-Phellandrene 1.01 

10 15.079 cis-Ocimene 0.22 

11 15.596 β-Ocimene 0.32 

12 16.228 γ-Terpinene 16.77 

13 17.529 α-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 β-Caryophyllene 0.42 

22 37.467 β-Bisabolene 0.50 

23 37.704 Germacrene 0.04 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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Yapılan analizin sonucuna ve Tablo 4.1’e göre T. vulgaris esansiyel yağında bulunan 

temel uçucu bileşenlerin timol (%20.69), p-cymene (%33.29), β-myrcene (%15.15), 

γ-terpinene (%16.77), α-pinene (%14,09) olduğu görülmektedir. Elde edilen 

sonuçlar, T. vulgaris esansiyel yağı kullanılarak yapılan daha önceki çalışmalarla 

benzer bulunmuştur. Perez vd. (2022)’in yaptıkları çalışmada timol (%24.87) ve p-

cymene (%29.97) başlıca bileşenler olarak bulunmuştur. Diğer bir çalışmada ise 

timol (%23), p-cymene (%20), linalool (%4.7), γ-terpinene (%9.5) temel bileşenler 

olarak verilmiştir (Cáceres vd., 2020). Pirbalouti, Hashemi ve Ghahfarokhi 

(2013)’nin çalışmasında ise başlıca bileşenler timol (%35.51), linalool (%2.66), γ-

terpinene (%11.87) olarak bulunmuştur. Yağın genel kimyasal kompozisyonundaki 

ve yüzde oranlarındaki farklılıkların gözlenmesinin nedeni bitkinin kökeni ve 

yetiştirilme koşulları, bitkinin hasat dönemi ve mevsimi, esansiyel yağın elde edilme 

yöntemi, ekolojik ve genetik faktörlerle ilişkilendirilebilir. Yapılan çalışmalar, bu 

faktörlerin kimyasal bileşim ve yüzde oranları üzerindeki etkisini kanıtlamıştır (Bakó 

vd., 2023; Wińska vd., 2019; Lemos vd., 2017; Pirbalouti, Hashemi ve Ghahfarokhi, 

2013). 

Kekik yağının temel bileşenlerinden biri olarak kabul edilen karvakrol, analiz 

sonuçlarına göre kullanılan esansiyel yağda düşük miktarda (%0,13) mevcuttur ve 

timol %20.69 olarak tespit edilmiştir. Literatürde de benzer şekilde, timol içeriği 

(%20-46), karvakrole kıyasla (%1-4) çok daha yüksek miktarda tespit edilmiştir 

(Wińska vd., 2019; Lemos vd., 2017; Ozcan ve Chalchat, 2004). Aynı zamanda 

analiz sonuçlarına göre ana bileşenlerden biri olan karvakrolün öncüsü p-cymene 

(%33.29) içeriği, timol (%20.69) içeriğinden daha yüksek miktarda tespit edilmiştir. 

Bu duruma, literatürdeki benzer çalışmalar da işaret etmektedir; örneğin Perez vd. 

(2022)’in çalışmasında p-cymene (%29.97) içeriği, timol (%24.87) içeriğinden 

yüksek bulunmuştur. Karvakrolün öncü molekülü p-cymene ile timol ve karvakrolün 

biyosentezi için ilk molekül olan γ-terpinene’in antimikrobiyal aktivite gösterdiği 

yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (Bakó vd., 2023; Galasso vd., 2014).  

Birçok çalışmada bildirildiği gibi p-cymene, β-myrcene, γ-terpinene, α-terpinene, α-

pinene ve linalool T. vulgaris esansiyel yağında yüksek ve orta konsantrasyonlarda 

bulunabilen bileşikler oldukları için çalışmada elde edilen verilerin literatürdeki 

verilerle paralellik gösterdiği söylenebilmektedir (Bakó vd., 2023; Cáceres vd., 

2020; Borugă vd., 2014; Ozcan ve Chalchat, 2004). 
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 Kekik Yağının Pseudomonas İzolatları Üzerindeki Minimum İnhibisyon 

Konsantrasyonu (MİK) 

Agar dilüsyon metodu ile kekik esansiyel yağının Pseudomonas izolatları üzerindeki 

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) belirlenmiştir. %0,1-1 (v/v) kekik yağı 

ve %0,5 (v/v) Tween 80 içeren besiyerlerine ekim yapılmış ve 24 saatlik inkübasyon 

sonunda agar yüzeyinde görünür büyümenin engellendiği en düşük yağ 

konsantrasyonu MİK olarak belirlenmiştir. Kontrol grubu %0,5 (v/v) Tween 80 

içermektedir.   

Tablo 4.2’de izolatların MİK değerleri % (v/v) cinsinden verilmiştir. En düşük MİK 

değeri %0,1 (v/v) ile YK50, en yüksek MİK değeri %0,5 (v/v) ile ATCC 28753 (P. 

aeruginosa) suşunda tespit edilmiştir. Genel olarak Pseudomonas izolatlarının T. 

vulgaris esansiyel yağına karşı P. aeruginosa ile karşılaştırıldığında daha düşük MİK 

(%0,1-%0,5 (v/v)) değerlerine sahip olduğu ortaya konmuştur.  

 

Tablo 4.2: Kekik Yağının Pseudomonas Suşları Üzerindeki Minimum 

İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK) Değerleri (%) 

İzolat MİK (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: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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 Kekik Yağının Pseudomonas İzolatlarının Biyofilm Üretimi Üzerine Etkisi 

Biyofilm analizi, kekik yağının 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MİK değerleri kullanılarak 96 

kuyucuklu polistiren mikroplakalarda kristal mor (CV) yöntemi ile yapılmıştır. 

Negatif kontrol olarak kuyucuklara sadece %0,5 (v/v) Tween 80 içeren TSB 

eklenmiştir. Mikroplakaları, 25°C etüvde ve 4°C buzdolabı koşullarında 1, 4 ve 7 

günlük inkübasyona bırakılmıştır.  

İnkübasyonun ardından kuyucukların hücre yoğunluğu bir mikroplaka okuyucusu ile 

OD 600 nm’de, biyofilm miktarı ise OD 590 nm’de ölçülmüştür. Her suş için iki farklı 

sıcaklıkta ölçülen hücre yoğunluğu ve biyofilm miktarları grafiklerde (Şekil 4.2, 

Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7, Şekil 4.8) verilmiştir. Belirlenen 

gün ve sıcaklık koşullarında biyofilm oluşum miktarları her bir suş için MİK altı 

konsantrasyonlara göre karşılaştırılmıştır. 

P. aeruginosa ATCC 27853 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu 

üzerindeki kekik yağı konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini 

gösteren grafikler Şekil 4.2'de verilmiştir. 

Elde edilen verilere göre, P. aeruginosa ATCC 27853 için 4°C'de biyofilm üretimi 

ve planktonik hücre gelişimi, 25°C'ye kıyasla çok daha düşük düzeydedir (p<0,05). 

Bu suşun optimum gelişme sıcaklığının 37°C olması nedeniyle, 4°C'de gelişiminin 

sınırlı olduğu görülmektedir. Bu durum, 25°C'de biyofilm üretiminin 4°C'ye göre 

daha fazla olmasının ana nedeni olarak değerlendirilebilir.  

Şekil 4.2 (A)’da 4°C’de tüm günlerde kekik yağı eklenmiş konsantrasyonların 

çoğunda kontrole (0) kıyasla biyofilm üretiminin önemli ölçüde engellendiği 

görülmektedir (p<0,05). Şekil 4.2 (B)’de verilen sonuçlara göre 25°C sıcaklıkta her 

üç kekik yağı konsantrasyonunda 1. ve 4. günde biyofilm üretimini önemli ölçüde 

engellediği (p<0,05) ancak 7. günde bu etkinin ortadan kalktığı ve tüm 

konsantrasyonlarda biyofilm üretiminin en yüksek düzeyde olduğu görülmektedir.  

Planktonik hücre gelişimi P. aeruginosa ATCC 27853 için 4°C’de 4. günde alt-MİK 

konsantrasyonlarında kekik yağı eklenmiş örneklerle, kontrol (0) arasında anlamlı bir 

fark yokken (p>0,05) 7. günde alt-MİK konsantrasyonlarında kekik yağı eklenen 

örneklerde kontrole (0) kıyasla hücre gelişiminde önemli düzeyde azalma olmuştur 

(p<0,05) (Şekil 4.2 (C)). Kekik yağlı örneklerde 25°C’de tüm günlerde kekik yağı 

içermeyen grupla karşılaştırıldığında alt-MİK konsantrasyonlarında hücre 
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gelişiminde önemli düzeyde (p<0,05) azalma olduğu söylenebilmektedir (Şekil 4.2 

(D)). 

 

  

 

 

 

Şekil 4.2: Kekik Yağının P. aeruginosa ATCC 27853T Suşunun 4°C (A) ve 

25°C’de (B) Biyofilm Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna 

Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur.  

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyonundaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 
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P. fragi ATCC 4973 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki 

kekik yağı konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren 

grafikler Şekil 4.3'te verilmiştir. 

P. fragi ATCC 4973 suşunun kontrol örneğinde 1. ve 4. günde 25°C'de biyofilm 

üretimi 4°C'ye kıyasla daha yüksek düzeydeyken 7. günde 4°C'deki biyofilm 

üretiminin daha fazla olduğu söylenebilmektedir (p<0,05). Biyofilm üretimi 1/8 MİK 

konsantrasyonu değerinde de benzer şekildedir ancak 7. günde iki sıcaklık değeri 

arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). 1/4 alt-MİK 

konsantrasyonunda tüm günlerde 4°C'de biyofilm üretimi 25°C'ye kıyasla daha 

düşük düzeydedir (p<0,05). 1/2 alt-MİK konsantrasyonunda 1. günde biyofilm 

üretimide benzer şekildedir. Fakat 4. ve 7. günde iki sıcaklık değeri arasında anlamlı 

bir farklılık (p>0,05) bulunamamıştır (Şekil 4.3 (A), (B)).  

Şekil 4.3 (A)’ya göre 4°C’de tüm günlerde alt-MİK konsantrasyonu değerlerinde 

biyofilm üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre önemli ölçüde 

azalmıştır (p<0,05). Biyofilm üretimi 25°C’de 4. günde benzer şekildeyken; 1. günde 

tüm alt-MİK konsantrasyonları ile kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneği 

arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05). 25°C’de 7. günde kontrol 

örneğinden daha fazla biyofilm üretimi 1/4 MİK konsantrasyonunda gözlenmiştir 

(Şekil 4.3 (B)).  

Kekik yağı eklenmemiş kontrol örneğinde 1. günde 25°C'de hücre gelişimi 4°C'ye 

göre daha yüksek düzeydeyken (p<0,05) 4. ve 7. günde iki sıcaklık değeri arasında 

anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). 1/4 ve 1/8 alt-MİK 

konsantrasyonlarında 1. günde 25°C'de hücre gelişimi 4°C'ye kıyasla daha yüksek 

düzeydeyken, 4. ve 7. günde 4°C'deki hücre gelişiminin daha fazla olduğu 

görülmektedir (p<0,05). 1/2 alt-MİK konsantrasyonu örneğinde ise tüm günlerde 

25°C'de hücre gelişimi 4°C'ye göre daha yüksek düzeydedir (p<0,05). Planktonik 

hücre gelişiminin 4°C ve 25°C’de tüm günlerde kekik yağı eklenmiş tüm alt-MİK 

konsantrasyonlarında kontrole (0) kıyasla önemli düzeyde azaldığı 

söylenebilmektedir (p<0,05) (Şekil 4.3 (C), (D)). 
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Şekil 4.3: Kekik Yağının P.  fragi ATCC 4973T Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) 

Biyofilm Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi  

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyonundaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 

YK107 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki kekik yağı 

konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren grafikler Şekil 

4.4'te verilmiştir. 
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Kekik yağı eklenmediği durumda, YK107 suşu 1. gün 25°C'de 4°C'ye göre daha 

fazla biyofilm üretirken 4. ve 7. günlerde 4°C'de daha fazla biyofilm üretmektedir. 

Kekik yağı eklenen örneklerde de benzer şekilde 1. gün 25°C'de 4°C'ye göre daha 

fazla biyofilm üretimi olmuş; 4. günde 4°C ve 25°C'de 1/4 ve 1/8 MİK 

konsantrasyonlarında istatistiksel olarak benzer biyofilm üretimi gözlenirken, 1/2 

MİK konsantrasyonunda 4°C biyofilm üretimi 25°C’ye göre daha fazla olmuştur. 7. 

gün ölçümlerinde ise tüm örneklerde 4°C’de 25°C’ye göre daha fazla biyofilm 

üretimi gözlenmiştir (Şekil 4.4 (A), (B)). 

YK107 suşunun planktonik hücre yoğunluğu kekik yağı eklenmemiş kontrolde (0) 1. 

gün 4°C’de 25°C’ye göre daha düşükken, 4. gün hemen hemen aynı seviyede 

gözlenmiş, 7. gün ise 4°C’de 25°C’den daha yüksek hücre yoğunluğu elde edilmiştir 

(Şekil 4.4 (C), (D)). Şekil 4.4 (D)’e göre 25°C’de artan kekik yağı konsantrasyonları 

planktonik hücre yoğunluğunda istatistiksel olarak anlamlı azalmaya sebep olmuştur 

(p<0,05). Şekil 4.4 (C)’e göre 4°C’de de 4. ve 7. günde benzer şekilde bir azalma 

gözlenmiş, 1/4 ve 1/8 MİK konsantrasyonlarında kekik yağı, kekik yağı eklenmemiş 

örneğe nazaran hücre yoğunluğunun azalmasına sebep olmuş, en az hücre yoğunluğu 

ise 1/2 MİK konsantrasyonundaki örnekte gözlenmiştir. 4°C’de 1. günde, kekik yağı 

eklenmiş örneklerde hücre yoğunluğu kekik yağı eklenmemiş örneğe göre azalmış, 

fakat konsantrasyonla ilişkili bir azalma gözlenmemiştir. 4°C’de 1. gün örneklerinde 

çok az gelişme gözlenmiş olması sebebiyle de böyle bir sonuç elde edilmiş olabilir. 

Özetle, kekik yağı eklenmemiş örneklerde 4°C’de hem hücre yoğunluğu hem de 

biyofilm üretimi 1. gün 25°C’ye göre daha azken, ilerleyen günlerde artmış ve 7. 

günde 4°C’de 25°C’ye oranla daha yüksek gelişme ve biyofilm üretimi gözlenmiştir. 

Ayrıca, hem 25°C hem de 4°C’de örneklere kekik yağı eklenmesi hücre 

yoğunluğunda genel olarak azalmaya sebep olmuştur (Şekil 4.4 (C), (D)). YK107 

suşunun hücre yoğunluğu her iki sıcaklık değeri için de besiyerine eklenen kekik 

yağı oranı azaldıkça orantılı olarak artış göstermiştir (Şekil 4.4 (C), (D)). Kekik yağı 

uygulanmayan (0) kontrol grubu ile karşılaştırıldığında alt-MİK değerlerinde 

biyofilm oluşum miktarı ve hücre yoğunluğu önemli ölçüde azalmıştır (p<0,05). Bu 

bulgular, kekik yağının biyofilm oluşumunu ve planktonik hücre büyümesini inhibe 

etme potansiyelini doğrulamakta olup, yüksek konsantrasyonların (1/2 MİK) 

biyofilm gelişimini daha etkili bir şekilde baskıladığına işaret etmektedir. Bununla 
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birlikte, kekik yağı konsantrasyonu azaldıkça (1/4 MİK ve 1/8 MİK) biyofilm 

oluşumunun zamanla arttığı ve inhibisyon etkisinin zayıfladığı görülmüştür. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4: Kekik Yağının YK 107 Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm 

Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi  

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyonundaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 
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YK8 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki kekik yağı 

konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren grafikler Şekil 

4.5'te verilmiştir. 

Kekik yağı eklenmeyen (0) ve 1/8 MİK konsantrasyonunda kekik yağı eklenen 

örneklerde, tüm günlerde YK8 suşunun 25°C'de biyofilm üretimi 4°C'ye kıyasla daha 

yüksek düzeydedir (p<0,05). 1/4 MİK konsantrasyonu değerinde ise 1. ve 4. günde 

benzer şekildedir ancak 7. günde 4°C'de YK8 suşunun biyofilm üretiminin 25°C'ye 

göre daha yüksek olduğu söylenebilmektedir (p<0,05). 1/2 alt-MİK 

konsantrasyonundaki örnekte 1. günde biyofilm üretimi 4°C'de 25°C'ye kıyasla daha 

düşük düzeydedir (p<0,05) ancak 4. günde biyofilm üretiminde iki sıcaklık değeri 

arasında anlamlı bir farklılık (p>0,05) bulunamamışken 7. günde 4°C'de 25°C'ye 

göre daha yüksek biyofilm üretimi gözlenmiştir (Şekil 4.5 (A), (B)).  

Şekil 4.5 (A)’ya göre 4°C’de 1. günde alt-MİK konsantrasyonu değerlerinde 

biyofilm üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre önemli ölçüde 

azalmışken (p<0,05) 4. günde hemen hemen aynı seviyede gözlenmiştir. 7. gün ise 

kontrol örneğinden daha fazla biyofilm üretimi 1/4 MİK konsantrasyonunda 

gözlenmiştir. Şekil 4.5 (B)’ye göre 25°C’de 1. günde biyofilm üretiminin benzer 

şekilde olduğu söylenebilmektedir. 4. ve 7. günde ise tüm alt-MİK konsantrasyonu 

değerlerinde biyofilm üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre 

önemli ölçüde azalmıştır (p<0,05).  

YK8 suşunun planktonik hücre gelişimi, kekik yağı eklenmemiş kontrolde (0), 1/8 ve 

1/4 MİK konsantrasyonunda kekik yağı eklenen örnekte 1. gün 25°C'de 4°C'ye göre 

daha yüksekken, 4. gün 4°C'de 25°C'den daha yüksektir (p<0,05). Kontrolde (0) ve 

1/4 MİK konsantrasyonunda kekik yağı eklenen örnekte hücre gelişimi 7. günde 

4°C'de 25°C'den daha yüksekken, 1/8 alt-MİK konsantrasyonu değerinde ise hemen 

hemen aynı seviyede gözlenmiştir. Benzer şekilde 1/2 MİK konsantrasyonu 

değerinde 4. ve 7. günde iki sıcaklık değeri arasında anlamlı bir farklılık 

bulunamamıştır (p>0,05) ancak 1. günde 25°C'de 4°C'ye göre daha yüksek hücre 

yoğunluğu elde edilmiştir (p<0,05) (Şekil 4.5 (C), (D)). Her iki sıcaklık değerinde de 

kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneği ile karşılaştırıldığında tüm alt-MİK 

değerlerinde hücre yoğunluğu genel olarak önemli ölçüde azalmıştır (p<0,05). 
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Şekil 4.5: Kekik Yağının YK 8 Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm 

Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyondaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 

YB43 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki kekik yağı 

konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren grafikler Şekil 

4.6'da verilmiştir. 
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Kekik yağı eklenmeyen (0) ve 1/2 konsantrasyonunda kekik yağı eklenen örneklerde, 

1. ve 4. günde YB43 suşunun 25°C'de biyofilm üretimi 4°C'ye kıyasla daha 

yüksekken (p<0,05), 7. günde iki sıcaklık değeri arasında anlamlı bir farklılık 

bulunamamıştır (p>0,05). 1/4 MİK konsantrasyonu değerinde ise 1. ve 7. günde 4°C 

ve 25°C'de istatistiksel olarak benzer biyofilm üretimi gözlenirken, 4. günde 25°C'de 

YB43 suşunun biyofilm üretiminin 4°C'ye göre daha yüksek olduğu 

söylenebilmektedir (p<0,05). 1/8 alt-MİK konsantrasyonundaki örnekte 1. ve 4. 

günde biyofilm üretimi 4°C'de 25°C'ye kıyasla daha düşük düzeydedir (p<0,05) 

ancak 7. günde 4°C'de 25°C'ye göre daha yüksek biyofilm üretimi gözlenmiştir 

(Şekil 4.6 (A), (B)).  

Her iki sıcaklık değerinde de YB43 suşunun alt-MİK konsantrasyonlarında biyofilm 

üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre genel olarak önemli 

ölçüde azalmışken (p<0,05), Şekil 4.6 (B)’ye göre 25°C’de 1. günde istatistiksel 

olarak benzer biyofilm üretimi gözlenmiştir (p>0,05). Şekil 4.6 (A)’ya göre ise 

4°C’de 1. günde kontrol örneğinden daha fazla biyofilm üretimi 1/4 MİK 

konsantrasyonunda gözlenmiştir.  

YB43 suşunun planktonik hücre gelişimi, kekik yağı eklenmemiş kontrolde (0) tüm 

günlerde 25°C'de 4°C'ye göre daha yüksektir (p<0,05). 1/8 MİK konsantrasyonunda 

kekik yağı eklenen örnekte hücre gelişimi 4. ve 7. günde 25°C'de 4°C'den daha 

yüksekken (p<0,05), 1. günde ise hemen hemen aynı seviyede gözlenmiştir (p>0,05). 

Benzer şekilde 1/4 MİK konsantrasyonu değerinde 4. ve 7. günde iki sıcaklık değeri 

arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05) ancak 1. günde 25°C'de 

4°C'ye göre daha yüksek hücre yoğunluğu elde edilmiştir (p<0,05). 1/2 MİK 

konsantrasyonunda kekik yağı eklenen örnekte hücre gelişimi 4. ve 7. günde 4°C'de 

25°C'den daha yüksekken (p<0,05), 1. günde ise hemen hemen aynı seviyede 

gözlenmiştir (p>0,05) (Şekil 4.6 (C), (D)).  

Her iki sıcaklık değerinde de kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneği ile 

karşılaştırıldığında tüm alt-MİK değerlerinde hücre yoğunluğu önemli ölçüde 

azalmıştır (p<0,05). 
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Şekil 4.6: Kekik Yağının YB 43 Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm 

Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi  

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyondaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 

YK50 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki kekik yağı 

konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren grafikler Şekil 

4.7'de verilmiştir. 
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Kekik yağı eklenmediği (0) durumda, YK50 suşu 1. gün 25°C'de 4°C'ye göre daha 

fazla biyofilm üretirken, 4. ve 7. günlerde 4°C'de daha fazla biyofilm üretmektedir 

(p<0,05). 1/4 ve 1/8 MİK konsantrasyonu değerinde ise 1. ve 4. günde 25°C'de 

YK50 suşunun biyofilm üretiminin 4°C'ye göre daha yüksek olduğu 

söylenebilmektedir (p<0,05). Ancak 7. günde 4°C ve 25°C’de istatistiksel olarak 

benzer biyofilm üretimi gözlenmiştir (p>0,05). Benzer şekilde 1/2 alt-MİK 

konsantrasyonundaki örnekte 1. ve 7. günde biyofilm üretimi 4°C'de 25°C'de hemen 

hemen aynı seviyededir (p>0,05). 4. günde ise 25°C'de 4°C'ye göre daha yüksek 

biyofilm üretimi gözlenmiştir (Şekil 4.7 (A), (B)).  

Her iki sıcaklık değerinde de YK50 suşunun alt-MİK konsantrasyonlarında biyofilm 

üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre genel olarak önemli 

ölçüde azalmıştır (p<0,05). Şekil 4.7 (A)’ya göre 4°C’de 1. günde kontrol 

örneğinden daha fazla biyofilm üretimi 1/2 MİK konsantrasyonunda gözlenmiştir. 

Şekil 4.7 (B)’ye göre 25°C’de 7. günde alt-MİK konsantrasyonlarında biyofilm 

üretiminin aynı gündeki kontrol grubuna (0) göre daha fazla olduğu görülmektedir 

(p<0,05).   

YK50 suşunun planktonik hücre gelişimi, kekik yağı eklenmemiş kontrolde (0) tüm 

günlerde 25°C'de 4°C'ye göre daha yüksektir (p<0,05). Kekik yağı eklenen 

örneklerde de benzer şekilde 1. ve 4. günlerde 25°C'de daha fazla hücre yoğunluğu 

(p<0,05) elde edilmişken 7. günde 1/4 ve 1/8 MİK konsantrasyonlarında istatistiksel 

olarak benzer hücre gelişimi gözlenmiştir (p>0,05). 7. günde 1/2 MİK 

konsantrasyonunda hücre gelişimi ise 4°C'de 25°C'ye göre daha fazladır (p<0,05) 

(Şekil 4.6 (C), (D)).  

İki farklı sıcaklık değerinde de kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneği ile 

karşılaştırıldığında tüm alt-MİK değerlerinde planktonik hücre gelişiminde önemli 

düzeyde azalma olduğu söylenebilmektedir (p<0,05). 

YB91 suşunun 4-25°C'de biyofilm ve hücre yoğunluğu üzerindeki kekik yağı 

konsantrasyonlarının (MİK cinsinden) inhibe edici etkisini gösteren grafikler Şekil 

4.8'de verilmiştir.  
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Şekil 4.7: Kekik Yağının YK 50 Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm 

Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyondaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 

Kekik yağı eklenmeyen (0) kontrolde 1. ve 7. günde YB91 suşunun 25°C'de biyofilm 

üretimi 4°C'ye kıyasla daha yüksekken (p<0,05), 4. günde iki sıcaklık değeri arasında 

anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). Benzer şekilde 1/8 MİK 
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konsantrasyonu değerinde de 7. günde 4°C ve 25°C'de istatistiksel olarak benzer 

(p>0,05) biyofilm üretimi gözlenirken, 1. ve 4. günde 25°C'de YB91 suşunun 

biyofilm üretiminin 4°C'ye göre daha yüksek olduğu söylenebilmektedir (p<0,05). 

1/4 alt-MİK konsantrasyonundaki örnekte 1. günde biyofilm üretimi 4°C'de 25°C'ye 

kıyasla daha düşük düzeydedir (p<0,05) ancak 4. ve 7. günlerde hemen hemen aynı 

seviyededir (p>0,05). 1/2 alt-MİK konsantrasyonundaki örnekte ise 1. ve 4. günlerde 

biyofilm üretimi 25°C'de 4°C'ye göre daha yüksekken, 7. günde 4°C'de 25°C'ye göre 

daha yüksek biyofilm üretimi gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.8 (A), (B)).  

Her iki sıcaklık değerinde de YB91 suşunun alt-MİK konsantrasyonlarında biyofilm 

üretimi, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneğine göre genel olarak önemli 

ölçüde azalmışken (p<0,05), Şekil 4.8 (A)’ya göre 4°C’de 1. günde istatistiksel 

olarak benzer biyofilm üretimi gözlenmiştir (p>0,05). Şekil 4.8 (B)’ye göre ise 

25°C’de 4. günde kontrol örneğinden daha fazla biyofilm üretimi 1/8 MİK 

konsantrasyonunda gözlenmiştir.  

Kekik yağı eklenmeyen (0) ve eklenen örneklerde, tüm günlerde YB91 suşunun 

25°C'de hücre gelişimi 4°C'ye kıyasla daha yüksek düzeydedir (p<0,05). Her iki 

sıcaklık değerinde de kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol örneği ile 

karşılaştırıldığında tüm alt-MİK konsantrasyonlarında hücre yoğunluğu önemli 

ölçüde azalmıştır (p<0,05) (Şekil 4.8 (C), (D)). 

Yapılan analizler sonucunda kekik yağını besiyeri ortamıyla karıştırmak için %0,5 

(v/v) Tween 80 ilave edilmiş ve bu konsantrasyonda Tween 80’in planktonik 

hücrelerin gelişimini veya canlılığını engellemediği suşların hücre yoğunlukları 

grafiklerine bakarak söylenebilmektedir. Elde edilen bilgilere dayanarak, MİK altı 

konsantrasyonlarda kekik yağının, izolatların planktonik hücre gelişimini kontrol 

grubuna (0) kıyasla önemli ölçüde azalttığı (p<0,05) belirlenmiştir. Aynı zamanda 

izolatların çoğunda kekik yağı konsantrasyonuna bağlı olarak planktonik hücre 

gelişiminde azalma görülmüştür. 

Biyofilmin yoğunluğu, inkübasyon süresine bağlı olduğundan dolayı inkübasyon 

süresi oldukça önemli bir parametredir (Stepanović vd., 2007). Ton balığından izole 

edilen P. fluorescens’in biyofilm oluşumu ile ilgili yapılan bir çalışmada, 4 günlük 

inkübasyon süresince biyofilm üretiminin arttığı, 5. günden sonra azalmaya başladığı 

bildirilmiştir (Wang ve Xie, 2020).  
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Şekil 4.8: Kekik Yağının YB 91 Suşunun 4°C (A) ve 25°C’de (B) Biyofilm 

Üretimi ile 4°C (C) ve 25°C’de (D) Hücre Yoğunluğuna Etkisi  

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Dikey çubuklardaki küçük harfler, aynı gün ve sıcaklıktaki farklı kekik yağı 

konsantrasyonları arasındaki, büyük harfler aynı gün ve kekik yağı 

konsantrasyondaki farklı sıcaklık değerleri arasındaki istatistiksel ilişkiyi 

göstermektedir (p<0,05). 

Mevcut verilere dayanarak, kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol grubuna göre kekik 

yağının bazı MİK altı konsantrasyonlarda izolatların biyofilm üretimini etkilediği ve 

önemli ölçüde azalttığı (p<0,05) belirlenmiştir. Ancak biyofilm oluşumunda her 
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zaman konsantrasyona bağlı bir azalma gözlenmemiştir. Tüm izolatlar için biyofilm 

oluşum miktarlarında konsantrasyona bağlı bir azalma beklense de elde edilen 

sonuçlar literatürdeki bazı çalışmalar ile paralellik göstermektedir. Pejčić vd. (2020) 

ve Artini vd. (2018)’in farklı esansiyel yağlar kullanarak P. aeruginosa suşunun 

biyofilm üretimiyle ilgili yaptıkları çalışmalarda esansiyel yağların engelleyici 

etkisinin olduğunu ancak her zaman konsantrasyona bağlı olarak biyofilm 

oluşumununda azalmaya neden olmadığını bildirmişlerdir. 

Test edilen bazı izolatlarda konsantrasyona bağlı olarak biyofilm üretiminde azaltıcı 

etki gözlenmemiş bunun aksine kekik yağı uygulanmayan (0) kontrol grubuna göre 

daha fazla biyofilm üretimi olmuş ve kekik yağı biyofilm üretimini teşvik etmiştir. 

Bu suşlar; YB91 4°C 1. gün 1/2 - 1/4 MİK ve 25°C 4. gün 1/8 MİK, YK50 4°C 1. 

gün 1/2 - 1/4 MİK ve 25°C 7. gün, YK8 4°C 7. gün 1/4 MİK ve 25°C 1. gün, P. fragi 

ATCC 4973 25°C 1. gün 1/8 MİK ve 7. gün 1/4 MİK. Çalışmamızla benzer sonuçlar 

bildiren araştırmalar literatürde mevcut olmakla birlikte bu sonuçların olası 

nedeninin, yüksek konsantrasyonun bakteri üzerinde strese sebep olması nedeniyle 

bakterinin yanıt olarak EPS üretimini arttırması, yapışmanın artması ve toksisiteye 

yanıt olduğu tahmin edilmektedir (Aquino ve Stuckey, 2004; Niu ve Gilbert, 2004; 

Fang, Xu ve Chan, 2002). Aynı zamanda çeşitli bitki metabolitlerinin, P. aeruginosa 

ve klinik Pseudomonas izolatlarının biyofilm üretimini teşvik edici etkiye neden 

olduğunu ve biyofilm oluşumunu arttırdığını bildirilen çalışmalar da literatürde 

mevcuttur (Pejčić vd., 2020; Zodrow, Schiffman ve Elimelech, 2012; Sandasi vd., 

2011). 

Elde edilen verilere göre kekik yağının MİK altı konsantrasyonlarının, Pseudomonas 

izolatlarının biyofilm üretimi üzerinde inhibitör bir etkisi olduğu, özellikle yüksek 

konsantrasyonda (1/2 MİK) bu etkinin daha belirgin olduğu sonucu çıkarılabilir. Bu 

sonuç, kekik esansiyel yağının Pseudomonas türü bakterilerin mikrobiyal biyofilm 

oluşumunu engelleyici potansiyele sahip olduğunu bir kez daha kanıtlamaktadır 

(Carezzano vd., 2017; Myszka vd., 2016; Kavanaugh ve Ribbeck, 2012). Özetle 

sonuç olarak, kekik yağının MİK altı konsantrasyonlarda planktonik hücre 

büyümesini ve biyofilm oluşumunu önemli ölçüde inhibe ettiği görülmüştür 

(p<0,05). 
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 Kekik Yağının Pseudomonas İzolatlarının Hareketliliği Üzerindeki Etkisi 

Hareketlilik testleri için, seğirme, kaynaşma ve yüzme hareket testlerine özel agar 

hazırlanıp 1/2, 1/4, 1/8 MİK altı konsantrasyonlarında kekik yağı ile %0,5 (v/v) 

Tween 80 eklenmiştir. Kontrol sadece %0,5 (v/v) Tween 80 içermektedir. 

Tablo 4.3’te referans suşlar ve izolatların seğirme hareketi bölge çapları (mm) 

verilmiştir. Bu veriler MİK altı konsantrasyonlarda kekik yağının, izolatların seğirme 

hareketini kontrole kıyasla önemli ölçüde azalttığını (p<0,05) göstermektedir. Tablo 

4.4’te ise YB43 suşunun agar üzerindeki seğirme hareketi görünümü ve kekik yağı 

konsantrasyonuna bağlı olarak hareket çapındaki azalmanın net bir şekilde 

gözlemlendiği görülmektedir. 

 

Tablo 4.3: Farklı Kekik Yağı Konsantrasyonlarında Pseudomonas Suşlarının 

Seğirme Hareketi Bölge Çapları (mm) 

İzolatlar 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

ATCC 27853  5,50 ± 3,54b 8,00 ± 0,00b 8,00 ± 0,00b 40,00 ± 0,00a 

ATCC 4973  6,50 ± 0,56b 9,33 ± 0,25a,b 10,67 ± 1,10a 12,00 ± 2,0a 

YK 8 6,75 ± 0,50b 6,50 ± 0,71b 7,50 ± 0,71a,b 8,67 ± 0,58a 

YK 50 6,00 ± 0,00b 6,75 ± 0,50b 8,67 ± 1,16a 9,33 ± 0,58a 

YK 107 5,33 ± 0,58b 7,00 ± 1,00b 8,33 ± 0,58a,b 11,33 ± 2,31a 

YB 43 21,00 ± 1,41d 38,75 ± 9,07c 61,67 ± 2,89b 81,00 ± 1,41a 

YB 91 4,50 ± 0,71b 7,00 ± 1,41a,b 7,66 ± 0,58a,b 10,5 ± 2,12a 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Veriler ortalama değer ± standart sapma olarak verilmiştir. ANOVA ( p < 0.05) ve 

ardından Tukey Testi yapılmıştır. Aynı satırda farklı küçük harfler istatistiksel 

açıdan anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05). 
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Tablo 4.4: YB 43 Suşunun Seğirme Hareketine Farklı Kekik Yağı 

Konsantrasyonlarının Etkisinin Agarda Görünümü 

İzolat 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

YB 43 

    

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

Tablo 4.5’te referans suşlar ve izolatların kaynaşma hareketi bölge çapları (mm) 

verilmiştir. Elde edilen veriler, kontrolle karşılaştırıldığında MİK altı 

konsantrasyonlarda kekik yağının, izolatların kaynaşma hareketini önemli ölçüde 

azalttığını (p<0,05) ortaya koymaktadır. Tablo 4.6’da ise YK107 suşunun agar 

üzerindeki kaynaşma hareketi görünümü sunulmuş olup, kekik yağı 

konsantrasyonuna bağlı olarak hareket çapındaki azalma belirgin şekilde 

gözlemlenmektedir. 

 

Tablo 4.5: Farklı Kekik Yağı Konsantrasyonlarında Pseudomonas Suşlarının 

Kaynaşma Hareketi Bölge Çapları (mm) 

İzolatlar 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

ATCC 27853  12,50 ± 3,54b 16,50 ± 2,12b 15,00 ± 1,41b 32,50 ± 3,54a 

ATCC 4973  35,50 ± 0,70b 35,33 ± 4,16b 44,50 ± 0,70ab 46,33 ± 3,21a 

YK 8 21,00 ± 5,66b 23,33 ± 2,89b 26,50 ± 0,71b 39,30 ± 3,21a 

YK 50 3,25 ± 0,50c 3,75 ± 0,50c 6,00 ± 1,41b 12,00 ± 0,00a 

YK 107 6,50 ± 2,12c 9,50 ± 0,71b,c 16,50 ±2,12b 42,25 ± 2,87a 

YB 43 32,00 ± 5,66c 46,67 ± 2,89b 49,00 ± 3,37b 60,75 ± 6,50a 

YB 91 7,00 ± 1,73c 18,00 ± 2,83b 44,00 ± 2,83a 50,00 ± 4,24a 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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*Veriler ortalama değer ± standart sapma olarak verilmiştir. ANOVA ( p < 0.05) ve 

ardından Tukey Testi yapılmıştır. Aynı satırda farklı küçük harfler istatistiksel 

açıdan anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05). 

 

Tablo 4.6: YK 107 Suşunun Kaynaşma Hareketine Farklı Kekik Yağı 

Konsantrasyonlarının Etkisinin Agarda Görünümü 

İzolat 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

YK 107 

    

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

Tablo 4.7’de referans suşlar ve izolatların yüzme hareketi bölge çapları (mm) 

verilmiştir. Elde edilen sonuçlar, kontrole göre MİK altı konsantrasyonlarda kekik 

yağının izolatların yüzme hareketini önemli ölçüde azalttığını (p<0,05) 

göstermektedir.  

 

Tablo 4.7: Farklı Kekik Yağı Konsantrasyonlarında Pseudomonas Suşlarının 

Yüzme Hareketi Bölge Çapları (mm) 

İzolatlar 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

ATCC 27853  12,50 ± 3,54b 13,50 ± 4,95ab 16,50 ± 2,12ab 26,50 ± 2,12a 

ATCC 4973  15,00 ± 4,24b 17,00 ± 4,24b 18,00 ± 5,66b 47,00 ± 2,65a 

YK 8 8,50 ± 2,12b 9,50 ± 0,71b 12,00 ± 0,00b 22,50 ±0,71a 

YK 50 6,00 ± 1,41b 7,50 ± 0,71ab 7,70 ± 0,58ab 11,00 ± 1,41a 

YK 107 9,00 ± 0,00b 10,50 ± 2,12b 12,56 ± 3,54b 20,00 ± 1,00a 

YB 43 16,50 ± 2,12b 26,00 ± 2,83b 22,50 ± 3,54b 55,67 ± 4,04a 

YB 91 8,00 ± 1,73b 9,00 ± 1,41b 11,67 ± 2,89b 38,00 ± 4,24a 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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*Veriler ortalama değer ± standart sapma olarak verilmiştir. ANOVA (p < 0.05) ve 

ardından Tukey Testi yapılmıştır. Aynı satırda farklı küçük harfler istatistiksel 

açıdan anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05). 

Tablo 4.8’de YB91 suşunun agar üzerindeki yüzme hareketi görünümü verilmiş 

olup, kekik yağı konsantrasyonuna bağlı olarak hareket çapındaki azalma belirgin bir 

şekilde gözlemlenmiştir. 

 

Tablo 4.8: YB 91 Suşunun Yüzme Hareketine Farklı Kekik Yağı 

Konsantrasyonlarının Etkisinin Agarda Görünümü 

İzolat 1/2 MİK 1/4 MİK 1/8 MİK Kontrol 

YB 91 

    

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

Hareket testlerinde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında MİK altı konsantrasyonlarda 

önemli azalmalar (p<0,05) elde edilmiştir. Kekik esansiyel yağının yüzme, kaynaşma 

ve seğirme hareketliliği üzerinde engelleyici bir etkiye sahip olduğu görülmüştür. 

Kekik esansiyel yağının, izolatların hareket kabiliyetleri üzerindeki inhibe edici 

etkisinin kekik yağı konsantrasyonuna bağlı olduğu söylenebilmektedir. Kekik yağı 

konsantrasyonu arttıkça 7 suşun koloni çapları kontrole göre önemli ölçüde 

azalmıştır. Sonuç olarak, Pseudomonas suşlarının hareketliliğinin kekik esansiyel 

yağı ile önemli ölçüde inhibe edilebildiği görülmüştür.  

Çalışmamızla uyumlu olarak Liu vd. (2020) ile Qaralleh (2019) tarafından yapılan 

çalışmalarda, kekik esansiyel yağının bakterilerin yüzme ve kaynaşma hareketlerini 

sınırlayabildiği bildirilmiştir. Benzer şekilde, Carezzano vd. (2023) kekik esansiyel 

yağının Pseudomonas türlerinin hareketliliğini inhibe edebildiğini rapor etmişlerdir. 

Sonuç olarak, elde edilen bulguların diğer çalışmalarla tutarlı olduğu görülmektedir.  

Kekik yağının, üropatojenik E. coli’nin biyofilm oluşumunu %60’tan fazla inhibe 

ettiği ve bu etkinin doza bağlı olarak gerçekleştiği bildirilmiştir (Lee, Kim ve Lee, 

2017). Aynı çalışmada, üropatojenik E. coli’nin kaynaşma hareketliliğinin kontrol 
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grubuna kıyasla azaldığı ancak yüzme hareketinin engellenemediği de rapor 

edilmiştir. Ayrıca E. coli’nin biyofilm oluşumunun inhibisyonunda, yüzme 

hareketinden ziyade kaynaşma hareketinin engellenmesinin daha etkili olduğunu 

belirtmişlerdir. Bakteriyel hareketliliğin azalması, bakterinin yüzeye bağlanmasını 

zorlaştırarak biyofilm oluşumunun engellenmesine katkıda bulunabilir.  

 

 Kekik Yağının Pseudomonas İzolatlarının AI-2 Üretimi Üzerine Etkisi 

YK50, YK107 ve YB91 izolatlarının AI-2 üretimi, hücre süpernatanatlarının AI-2 

biyosensörü V. campbellii BAA-1117 suşunda luminesans oluşturması vasıtasıyla 

belirlenmiştir. AI-2 üreticisi V. campbellii BAA-1119 ise pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır. AI-2 ürettiği tespit edilen YK50, YK107 ve YB91 izolatları seçilmiş 

ve izolatların AI-2 üretimine kekik yağının etkisi belirlenmiştir. 

YK50 suşunun MİK altı konsantrasyonlarda kekik yağı içeren LB besiyerinde 6 

saatlik inkübasyon sonrasında, planktonik hücrelerin gelişme grafiği Şekil 4.9’da, 

AI-2 aktivitesi Şekil 4.10’da verilmiştir. Işıma miktarı LCS (light count per second) 

olarak ölçülmüştür. 

Şekil 4.9’a göre kekik yağı konsantrasyonu arttıkça YK50 suşunun hücre 

yoğunluğunun 1/4 MİK’ten itibaren azaldığı ve kekik yağı eklenmemiş kontrol ile 

(0) karşılaştırıldığında 1/2 ve 1/4 alt-MİK konsantrasyonlarında kekik yağı eklenen 

örneklerde planktonik hücre gelişiminde önemli düzeyde (p<0,05) azalma olduğu 

söylenebilmektedir. 1/8 MİK ve kontrol (0) arasında ise istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). Buna rağmen Şekil 4.10’a göre 1/8 MİK 

grubunda ışıma olmaması düşük konsantrasyonda bile AI-2 aktivitesinin önemli 

ölçüde inhibe edilebildiğini ortaya koymaktadır (p<0,05). 

Şekil 4.10’a göre eklenen üç kekik yağı konsantrasyonunda da YK50 suşunda AI-2 

aktivitesi gözlenmemiştir. Bu durum, kekik yağının YK50 suşunun Al-2 aktivitesini 

güçlü bir şekilde inhibe edebildiğini ortaya koymaktadır. AI-2 üreticisi ve pozitif 

kontrol suşu V. campbellii BAA-1119 ile kekik yağı uygulanmayan kontrol (0) 

örneği arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır ki bu durum YK50 suşunun, 

uygulanan deneysel koşullarda pozitif AI-2 üreticisi suş kadar AI-2 ürettiğini 

göstermektedir (p>0,05). 
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Şekil 4.9: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YK 50 Suşunun 

Planktonik Hücre Gelişimi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

 

 

Şekil 4.10: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YK 50 Suşunun AI-2 

Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

YK107 suşunun MİK altı konsantrasyonlarda kekik yağı içeren LB besiyerinde 6 

saatlik inkübasyonu sonrasında, planktonik hücrelerin gelişme grafiği Şekil 4.11’de, 

AI-2 aktivitesi Şekil 4.12’de verilmiştir. 
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Şekil 4.11’e göre kekik yağı konsantrasyonu arttıkça YK107 suşunun hücre 

yoğunluğunun azaldığı ve kontrol (0) ile karşılaştırıldığında kullanılan tüm alt-MİK 

konsantrasyonlarında planktonik hücre gelişiminde önemli düzeyde (p<0,05) azalma 

görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.11: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YK 107 Suşunun 

Planktonik Hücre Gelişimi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

Şekil 4.12’ye göre kontrol (0) ile karşılaştırıldığında eklenen alt-MİK 

konsantrasyonlarında kekik yağı ile ışıma miktarının önemli düzeyde (p<0,05) 

azaldığı görülmektedir. Bununla birlikte 1/2 MİK ve 1/4 MİK konsantrasyonlarında 

AI-2 aktivitesi gözlenmemiştir. Bu durum, kekik yağının YK107 suşunun Al-2 

aktivitesini güçlü bir şekilde inhibe edebildiğini ortaya koymaktadır. En yüksek 

ışıma miktarı kekik yağı uygulanmayan (0) kontrolde gözlemlenmiştir. Aynı 

zamanda pozitif kontrol suşu ile kekik yağı uygulanmayan kontrol (0) grubu arasında 

anlamlı bir farklılık vardır ki bu durum YK107 suşunun, pozitif AI-2 üreticisi suştan 

uygulanan şartlarda daha fazla AI-2 aktivitesine sahip olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4.12: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YK 107 Suşunun AI-2 

Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

YB91 suşunun MİK altı konsantrasyonlarda kekik yağı içeren LB besiyerinde 6 

saatlik inkübasyon sonrasında, planktonik hücrelerin gelişme grafiği Şekil 4.13’te, 

AI-2 aktivitesi Şekil 4.14’te verilmiştir. 

Şekil 4.13’e göre kekik yağı konsantrasyonu arttıkça YB91 suşunun hücre 

yoğunluğunda 1/4 MİK konsantrasyonundan itibaren azalma gözlendiği ve kekik 

yağı eklenmemiş kontrol ile karşılaştırıldığında eklenen 1/2 ve 1/4 alt-MİK 

konsantrasyonlarında kekik yağı ile planktonik hücre gelişiminde önemli düzeyde 

(p<0,05) azalma olduğu söylenebilmektedir. Ancak 1/8 MİK ve kontrol arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05). 

Şekil 4.14’e göre YB91 suşunun kontrole (0) kıyasla eklenen tüm alt-MİK kekik yağı 

konsantrasyonlarında ışıma miktarında önemli düzeyde azalma gözlenmiştir 

(p<0,05). Buna ek olarak 1/2 MİK konsantrasyonunda AI-2 aktivitesi tespit 

edilememiştir. Bu bulgular, kekik yağının YB91 suşunun Al-2 aktivitesini güçlü bir 

şekilde inhibe edebildiğini göstermektedir. En yüksek ışıma miktarı kekik yağı 

uygulanmamış (0) kontrolde gözlemlenmiştir. Pozitif kontrol suşu ile kekik yağı 

uygulanmayan kontrol (0) arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit 

edilmiştir; bu durum YB91 suşunun, pozitif AI-2 üreticisi suşa göre uygulanan 
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deneysel koşullarda çok daha fazla miktarda AI-2 aktivitesine sahip olduğunu 

göstermektedir (p<0,05). 

 

 

Şekil 4.13: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YB 91 Suşunun 

Planktonik Hücre Gelişimi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 

*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

 

 

Şekil 4.14: MİK Altı Konsantrasyonlarda Kekik Yağının YB 91 Suşunun AI-2 

Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Kaynak: Araştırmacı tarafından oluşturulmuştur. 
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*Farklı harfler, örnekler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir (p<0,05). 

Yapılan analizler sonucunda, kekik yağının YK50, YK107 ve YB91 izolatlarının 

planktonik hücre gelişimini azalttığı ve AI-2 aktivitesini önemli ölçüde inhibe ettiği 

belirlenmiştir (p<0,05). Aynı zamanda kekik yağının izolatlarının hem gelişimini 

hem de AI-2 aktivitesini konsantrasyona bağlı olarak azalttığı veya inhibe ettiği 

tespit edilmiştir. 

Bozulmuş etten izole edilen Pseudomonas izolatlarında AI-2 aktivitesi ve  QS 

mekanizmasıyla ilgili literatürdeki çalışmalar sınırlı olmakla birlikte, elde edilen 

veriler daha önce yapılan çalışmalarla uyum göstermiş ve izolatların AI-2 ürettiği 

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

Luciardi vd. (2016)’nın yaptıkları çalışmada mandalina (Citrus reticulata) esansiyel 

yağının, P. aeruginosa (ATCC 27853)’nın QS otoindükleyici (AHL) üretimini, 

biyofilm oluşumunu, elastaz B (LasB) enzimini inhibe ettiğini ve biyofilm 

oluşumunun engellenmesinin QS inhibisyonundan kaynaklandığını bildirmişlerdir. 

Karanfil, kekik ve sarımsak yağının, deniz ürünlerinde bulunabilen V. 

parahaemolyticus’un hareketlilik, biyofilm oluşumu ve QS üzerindeki etkisi 

araştırılan bir çalışmada ise biyofilm oluşumu ile hareketliliğin önemli ölçüde 

engellendiği, aynı zamanda AI-2 sinyal molekülünün seviyesinin azaldığı 

belirtilmiştir (Mizan vd., 2020). Zhang vd. (2022)’in yaptığı diğer bir çalışmada, 

hekzanalın sebzeden izole edilen P. fluorescens tarafından salgılanan AI-2 sinyal 

molekülünü önemli ölçüde inhibe ettiği bildirilmiştir.  
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BEŞİNCİ BÖLÜM 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu tez çalışmasında, kekik (Thymus vulgaris) yağının, etten elde edilen 

Pseudomonas izolatlarının bozucu faaliyetleri (biyofilm oluşumu, bakteriyel 

hareketlilik) ve AI-2 aktivitesi üzerine etkisinin incelemesi amaçlanmıştır. Yapılan 

analizler sonucunda elde edilen veriler aşağıda özetlendiği gibidir. 

Tez çalışmasında kullanılmak üzere satın alınan ticari kekik yağının uçucu 

bileşenleri, GC-MS analiziyle tanımlanmış ve miktarları belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre, kekik esansiyel yağının temel uçucu bileşenleri timol (%20.69), p-

cymene (%33.29), β-myrcene (%15.15) ve γ-terpinene (%16.77) olarak tespit 

edilmiştir. 

Tez çalışması kapsamında, kekik yağının, Pseudomonas türlerinin bozucu faaliyetleri 

üzerine etkisini incelemek için etten elde edilen toplam 5 Pseudomonas izolatı (YK8, 

YK50, YK107, YB43, YB91) ve 2 referans suş (Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Pseudomonas fragi ATCC 4973) kullanılmıştır. Kekik yağının bu suşlar 

üzerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) değerleri %0,1-0,5 (v/v) 

arasında bulunmuştur. Kekik yağının bozucu etkilere olan etkisini değerlendirmek 

için, analizler izolatların kekik yağı içermeyen ve 1/2, 1/4 ve 1/8 alt MİK değerinde 

kekik yağı içeren ortamda geliştirilmesi ile gerçekleştirilmiştir. 

Hücre gelişimi ve biyofilm üretimi mikroplaka yöntemi ile kantitatif olarak 

belirlenmiş ve kekik yağının Pseudomonas izolatlarının planktonik hücrelerine karşı 

etkili bir antimikrobiyal ajan olduğu gösterilmiştir. Ayrıca yağın izolatların biyofilm 

üretimini  azaltmada önemli ölçüde etkili olduğu bulunmuştur (p<0,05).  

Kekik yağının bakteriyel hareketlilik üzerindeki etkisini saptamak için seğirme, 

kaynaşma ve yüzme hareketleri için özel olan agarlara kekik yağı eklenmeden ve 

belirli oranlarda eklenerek ekimler yapılmış ve oluşan zon bölgelerinin çapları (mm) 

ölçülmüştür. Kekik yağı içeren agarlardaki bölge çapı ile kekik yağı eklenmeyen 

kontrol grubunun bölge çapı kıyaslanmış ve kekik yağlı petrilerde bakteriyel 

harekette önemli azalmalar (p<0,05) elde edilmiştir. Aynı zamanda kekik yağı 
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konsantrasyonu arttıkça bakteri hareketliliğinin önemli ölçüde azaldığı da 

gözlemlenmiştir. 

Kekik esansiyel yağının, Pseudomonas izolatlarının AI-2 aktivitesi üzerine etkisini 

belirlemek amacıyla, kekik yağı eklenmemiş ve belirli konsantrasyonlarda kekik yağı 

içeren LB besiyerinde 6 saat inkübe edilen izolatların AI-2 üretimi, AI-2 biyosensör 

suşu V. campbellii kullanılarak belirlenmiştir. Kekik yağının Pseudomonas 

izolatlarının planktonik hücre gelişimini azalttığı ve AI-2 aktivitesini önemli ölçüde 

inhibe ettiği tespit edilmiştir (p<0,05). Etten izole edilen Pseudomonas suşlarında QS 

sistemi ve AI-2 sinyal molekülünün üretimi ve kekik yağı ile AI-2 üretiminin 

inhibisyonuna yönelik literatür bilgisi şu an için sınırlı olsa da elde edilen bulgular 

umut vericidir. AI-2'nin esansiyel yağlarla inhibisyonu konusunda daha kapsamlı 

araştırmalar yapılarak bu etkinliğin doğrulanması gerekmektedir. Özellikle etten 

izole edilen Pseudomonas izolatlarının AI-2 üretim mekanizması ve bu süreçteki 

bozulma dinamiklerinin olası rolü daha fazla araştırma gerektirmektedir. 

Gıdalarda ve özellikte buzdolabı şartlarında depolanan taze etlerde bozulmaya ve 

kontaminasyona neden olan psikrotrofik Pseudomonas türlerinin bozucu 

faaliyetlerini ve bu faaliyetlerin inhibisyonunu araştırmak gıda kontaminasyonu ve 

bozulmalarının engellenmesinde önemli bir adımdır. Elde edilen sonuçlar kekik 

esansiyel yağının gıda endüstrisinde etin Pseudomonas türlerine karşı korunması ve 

raf ömrünün arttırılması amacıyla potansiyel kullanımını doğrulamaktadır. Özellikle 

taze etlerde kekik yağının kullanımı ile hem koruyucu hem de organoleptik bir etki 

sağlanabilir. Sonuç olarak kekik yağının etin bozulma sürecinin kontrolünde 

kullanılabilecek etkili, ekolojik ve sürdürülebilir bir alternatif olduğu söylenebilir. 

Dünyada antibiyotiklere karşı bakteriyel direnç artmakta ve geliştirilen direncin 

yakın gelecekte büyük bir tehdit olacağı öngörülmektedir. Bu nedenle doğal 

antimikrobiyal esansiyel yağların kullanımı önem taşımaktadır. Bakterilerin direnç 

geliştirdiği antibiyotiklerin kullanımından ziyade antimikrobiyal ve anti-biyofilm 

özelliklere sahip olduğu bilinen esansiyel yağların kullanılması ve bu yağların 

uygulanma alanlarının geliştirilmesi günümüzde oldukça önem taşımaktadır. Çoklu 

ilaç dirençli bakterilerin, ilaç direnci geliştirmeden biyofilm oluşumunu ve gıda 

bozulmalarını engellemek için kekik esansiyel yağının alternatif temsil edebilecek 

doğal bir ürün olduğu literatürdeki araştırmalar ve tez çalışması ile gösterilmiştir.  
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Biyofilm oluşumu, EPS üretimi ve ette bozulmaya neden olan Pseudomonas türleri 

arasında yer alan P. fragi ile P. bubulae ve P. kulmbachensis gibi yeni Pseudomonas 

türlerinin quorum algılama mekanizması, AI-2 ve biyofilm üretimi hakkında çok az 

şey bilinmektedir. Aynı zamanda kekik esansiyel yağının AI-2 üretimini inhibe etme 

mekanizmasını anlamak için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. QS mekanizması ve 

bozucu faaliyetler arasındaki ilişkinin, gıda bozulması ve gıda güvenliğindeki rolü 

daha kapsamlı bir şekilde araştırılmalı ve aydınlatılmalıdır. Böylelikle gelecekteki 

araştırmalarda ette bozulmaya neden olan mekanizmların anlaşılmasına, bozulma 

reaksiyonlarının azaltılmasına veya önlenmesine yardımcı olunacaktır. 
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EKLER 

 

EK1: Çalışmada Kullanılan Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanışı 

 

a) Nutrient Agar (NA) 

Nutrient agar besiyerinin 20 gramı 1 L distile suda çözündürülmüş ve katı besiyeri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize 

edilmiştir. Yaklaşık 50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarına 

dökülerek kullanılmıştır. 

b) Nutrient Broth (NB) 

Nutrient broth, 8 gramı 1 L distile suda çözündürülmüş ve sıvı besiyeri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize 

edilmiştir. 

c) Mueller-Hilton Agar (MHA) 

MHA besiyeri, antimikrobiyal testlerde kullanılan besiyeri türüdür. 36 g tartılarak, 1 

L’de çözülmüştür. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmiştir. Yaklaşık 

50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarına dökülerek 

kullanılmıştır. 

d) Triptik Soy Broth (TSB) 

30 g TSB besiyeri tartılarak 1 L distile suda çözülmüş ve otoklav ile 121 °C’de 15 

dakika steril hale getirilmiştir. 

e) %1 Kristal Viyole (CV) 

%1’lik kristal viyole boyasından 1 gram tartılarak 100 ml distile suda 

çözündürülmüştür.  

f) %33 Asetik asit 

67 mL saf suyun üzerine 33 ml, %99,9’luk asetik asitten yavaş yavaş ilave edilmiştir. 
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g) Marine Agar (MA)

Marine Agar, Marine Broth’a %1,5 agar (w/v) eklenerek hazırlanmış ve 121°C’de 15 

dakika otoklavda sterilize edilmiştir. Yaklaşık 50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra 

90 mm steril petri kaplarına dökülerek kullanılmıştır. 

h) LB Broth

LB (Luria-Bertani) broth, 25 gramı 1 L distile suda çözündürülmüş ve sıvı besiyeri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize 

edilmiştir. 

i) LB Agar

LB (Luria-Bertani) agar, 32 gramı 1 L distile suda çözündürülmüş ve katı besiyeri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmiş ve 

yaklaşık 50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplarına dökülerek 

kullanılmıştır. 

j) AB Besiyeri

AB besiyeri (Autoinducer bioassay, otoindüktör biyoanaliz besiyeri) Bassler, Wright 

ve Silverman (1994)’de açıklandığı şekilde hazırlanmıştır. 0,3 M NaCl, 0,05 M 

MgSO4, %0,2 casamino asitten (Difco) oluşan besiyeri ortamı KOH ile pH 7,5 

ayarlanmış ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmiştir. Otoklavdan sonra 

soğuyan besiyerine litre başına, 10 mL 1M potasyum fosfat (pH 7.0), 10 mL 0,1M L-

arginine, 10 ml gliserol steril olarak ilave edilmiştir. 
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