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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltmalar

AG : Arabic Gum (Arabik Gum)

ATCC : American Type Culuture Collection (Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu)

CCC : Counter Current Chromatography (Kars1 Akim Kromatografisi)

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii)

CBE : Cerrahi Bolge Enfeksiyonu

DMSO : Dimetil stilfoksit

E. coli : Escherichia coli

GC : Gas Chromatography (Gaz Kromatografisi)

GG : Gellan Gum

Ha : Helichrysum arenarium (Altin otu)

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Cozlintirliikli
Sivi Kromatografisi)

HPMC : Hydroxypropyl Methyl Cellulose (Hidroksipropil Metil Seliiloz)

LC-MS : Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (Sivi Kromatografisi —
Kiitle Spektroskopisi)

M-H : Mueller Hinton

MHA : Mueller Hinton Agar

MHB : Mueller Hinton Broth

MIK : Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

MTT : (3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide)

PVA : Polivinil Alkol

Rf : Retention Factor (Alikonma zamani)

Rm : Rosa damascena Mill. (Giil)

S. aureus : Staphylococcus aureus

SSi : Surgical Site Infection (Cerrahi Alan Enfeksiyonu)

TLC : Thin Layer Chromatography (ince Tabaka Kromatografisi)

Tv : Thymus vulgaris (Bilye Kekik)



DOGAL ANTIMIKROBIYALLER iLE GUCLENDIRILMiS BiYOPOLIMER
KAPLI SUTURLERIN IN-VITRO INCELENMESI

OZET

Caligmamizin amaci, cerrahi operasyonlardan sonra yara iyilesmesini hizlandirici
olarak kullanilan siitiir metaryallerinin enfekte olmas1 sebebiyle olusan nozokomiyal
enfeksiyonlarin dnlenmesidir. Tez {i¢ ana bolimden olugmaktadir. Birinci boliimde
dogal antibiyotik kaynagi olarak, bilye kekik (Thymus vulgaris), altin otu
(Helichrysum arenarium) ve giil (Rosa damascena Mill.) bitkilerinin etanol ekstratlari
elde edildi. Bu ekstratlarin fitokimyasal bilesimleri ince tabaka kromatografisi ve LC-
MS teknikleri kullanilarak analiz edildi. Bu analiz sonuglarinda kafeik asit biitiin bitki
ekstratlarinda tayin edilirken (Rf=0.68), vanillik asit (Rf= 0.75) ve gallik asit
(Rf=0.51) bilye kekik ekstratinda tespit edildi. Giil ekstratinda ise kojik asit (Rf=0.36)
tespit edildi. Tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarsal analizleri LC-MS analizleri ile
belirlendikten sonra ekstratlarin E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 25923)
tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri ince tabaka kromatografisi, disk difiizyon ve
well difiizyon yontemleri ile tespit edidi. Ekstratlar ¢alismada kullanilan bakteri
tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite gdsterdi. Tezin ikinci boliimiinde bitkilerden
elde edilen antibiyotik ekstratlarin siitiir yilizeyine tutunmasini saglayacak
biyopolimerler ile karisimlari hazirlandi ve antimikrobiyal aktiviteleri ayni bakteri
tiirlerine kars1 belirlendi. Hidroksipropil metil seliiloz, karboksi metil seliiloz, arabik
gum, gellan gum ve polivinil alkol ile ekstrat karisimlart hazirlandi. Hazirlanan
biyopolimer-ekstrat ~ karigimlarmin  antimikrobiyal —aktiviteleri ince tabaka
kromatografisi ve well difiizyon yontemleri ile belirlendi. Biyopolimerler tek baslarina
aktivite sergilemezken, ekstratlar ile olan karigimlar1 antimikrobiyal aktivite sergiledi.

Tezin son boliimiinde ise hazirlanan biyopolimer-ekstrat karisimlari, poliglaktin (1),
polipropilen (2), ipek (3) ve poliester (4) mono-multi falment yapida, emilebilen ve
emilemeyen Ozelliklere sahip siitlirlere kaplandi ve antimikrobiyal aktiviteleri agar
difiizyon yontemi ile belirlendi. Ekstrat-biyopolimer karisimlari poliglaktin (1) ve
poliester (4) yapisinda olan emilebilir siitiirlere kaplandiginda 6zellikle gram pozitif
tiire kars1 daha etkili olmak tizere her iki tiire kars1 da antimikrobiyal aktivite gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Fitokimyasal, Sttiirler, TLC-Biyootograf.
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IN-VITRO INVESTIGATION OF THE BIOPOLYMER COATED SUTURES
ENHANCED BY NATURAL ANTIMICROBIALS

ABSTRACT

The aim of our study is to prevent nosocomial infections caused by the suture materials
used as an accelerator to heal wound healing after surgical operations. The thesis
contains three main sections. In the first part, ethanol extracts of bilye kekik (Thymus
vulgaris), altin otu (Helichrysum arenarium) and giil (Rosa damascena Mill.) plants
were obtained as a natural source of antibiotics. The phytochemical compositions of
these extracts were analyzed using thin layer chromatography and LC-MS techniques.
In these analysis results, caffeic acid was determined in all plant extracts (Rf = 0.68),
while vanillic acid (Rf = 0.75) and gallic acid (Rf = 0.51) were detected in bilye kekik
extract. Kogic acid (Rf = 0.36) was found in giil extract. Quantitative analysis of the
detected phenolic compounds was elucidated by LC-MS analysis. Then, the
antimicrobial activities of the extracts against E. coli (ATCC 25922) and S. aureus
(ATCC 25923) species were evaluated by thin layer chromatography, disc diffusion
and well diffusion methods. The extracts exhibited antimicrobial activity against the
bacterial species used in the study. In the second part of the thesis, antibiotic extracts
obtained from plants were prepared with biopolymers to attach to the suture surface
and their antimicrobial activities were tested against the same bacterial species.
Hydroxypropyl methyl cellulose, carboxy methyl cellulose, arabic gum, gellan gum
and polyvinyl alcohol and extract mixtures were prepared. Antimicrobial activities of
the prepared biopolymer-extract mixtures were assessed by using thin layer
chromatography and well diffusion methods. While biopolymers did not show activity
alone, their mixtures with extracts exhibited antimicrobial activity.

In the last part of the thesis, the prepared biopolymer-extract mixtures coated to
polyglactin (1), polypropylene (2), silk (3) and polyester (4) mono-multi falment,
absorbable and non-absorbable sutures and their antimicrobial activities were studied
by agar diffusion method. When the extract-biopolymer mixtures were coated in
absorbable sutures in the structure of polyglactin (1) and polyester (4), they showed
antimicrobial activity against both species, especially more effective against the gram
positive ones.

Keywords: Antimicrobial, Phytochemicals, Sutures, TLC-bioautography.
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GIRIS

Nozokomiyal enfeksiyonlar, genellikle hastanede kalinan siire boyunca gelisen ve
hastanin saglik harcamalarini etkileyen, hastane kaynakli enfeksiyonlardir. Hastay1
nozokomiyal enfeksiyona egilimli kilan temel faktorler arasinda eszamanl
enfeksiyonlar, tibbi cihazlar, cerrahi, immiinsiipresif ajanlar ve ¢oklu ilaca direngli
patojenlerin ortaya cikmasi sayilabilir. Patojenler, nozokomiyal patojenler olarak
bilinen bu tiir enfeksiyonlardan sorumludur. Bunlarin %90’ nin1 bakteriyel patojenler
olusturur; ancak mikrobakteriyel, viral, fungal veya protozoal ajanlar da daha az
siklikla dahil edilirler (Kumara ve Goelb, 2009). Verilere gore Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, enterococci ve Pseudomonas aeruginosa en sik goriilen

nozokomiyal patojenlerdir (Alves ve Rosa, 2007).

Nozokomiyal enfeksiyonlarin nedenlerinden biri, cerrahi enfeksiyonlarda ve tibbi
implantlarda kullanilan enfekte siitlir materyallerinden kaynaklanan cerrahi alan
enfeksiyonlaridir (SSI) (Ekor, 2013). Bilim adamlari cerrahi alan enfeksiyonlarini
onlemek i¢in, cerrahi implantlar veya siitiirler gibi tibbi cihazlarin yiizeyinde kaplama
malzemesi olarak kullanilabilecek bitki 6zleri ve polimerler gibi g¢esitli dogal ve
sentetik materyaller kullanmaktadirlar. Bu kaplamalar biyo-malzemelerine
antibiyotiklerin eklenmesi, dogrudan implantasyon veya siitiir bdlgesinde
antibiyotigin lokal olarak verilmesini saglayabilmekte ve bdylece enfeksiyonun

baslangicini azaltabilmektedir (Huang ve dig., 2010).

Calisma kapsaminda; once biyopolimerler (polivinil alkol, karboksimetil seliiloz,
hidroksipropil metil seliiloz, gellan gum ve arabic gum) ile iltihapli hastalik ve yara
tedavisinde kullanilan Isparta giilii (Rosa damascena Mill.), Altin otu (Helichrysum
arenarium), Bilye kekik (Thymus vulgaris), bitki ekstratlar1 karistirilarak kaplama
materyalleri elde edilmistir. Bu materyaller cerrahi bolgelerde kullanilan siitiirlere
kaplanarak enfeksiyona sebep olan bakteri tiirleri {izerindeki etkileri in vitro

arastirilmastir.



1. GENEL BILGILER

Insanlik tarihinde, bitkiler her zaman bir saglik kaynag1 olarak var olmustur. Bitkilerin
cesitli iyilestirici Ozelliklerinin bilgisi ampirik (deneysel) bir sekilde aktarilmistir.
Bununla birlikte, zamanla, insanlar bitkilerin &zelliklerinin nereden geldigiyle
ilgilenmeye baslamis ve bilgi iiretimi siirecinde, bitkilerin iyilestirici 6zelliklerinden
sorumlu organik bilesiklerin yapilarin1 6grenmek igin birgok yontem gelistirmislerdir.
Bitkilerde bulunan bilesiklerin incelenmesinden sorumlu bilim olarak tanimlanan
fitokimya da boyle dogmustur. Bu alanda, bitki doku numunesinin hazirlanmasindan
organik yapilarin aydinlatilmasi i¢in sofistike tekniklere kadar ¢esitli metotlar

gelistirilmistir (Mendoza ve Silva, 2018).

Insanlar, eski zamanlardan beri gida, kiyafet, barmak, tip ve diger endiistriyel amaglar
gibi temel ihtiyaglari i¢cin dogal maddeleri siirekli olarak kullanmislardir. 2600 yilinda
Mezopotamya'da yaklasik 1000 bitki tiirevi madde i¢in bulunan en eski kayitla, tiim
etnik kokenlerden gelen insanlarin ya tiim bitkiyi ya da onun tibbi bdliimiinii tibbi
amagcla kullandiklar1 belgelenmistir. Benzer sekilde, yaklagik 5.000 yillik eski Hint
Ayurveda sistemi de dogal ilag molekiilleri igin belgelere sahiptir. Cin kaynaklar: da
2500 yi1l once bitkisel ilag kullanimi ile doludur (Alves ve Rosa, 2007). Son yirmi
yildan beri yapilan arastirmalar, yeni dogal ilaglarin gelistirilmesi ve kesfinde
inovasyon i¢in umutlar sunmakta ve ila¢ ve diger endiistrilerde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Kumar ve dig., 2019) Epidemiyolojik kanitlar, bitki kaynakli gidalar
acisindan zengin bir diyetin bir¢ok kanser tiirli ve kardiyovaskiiler hastalik riskini
onemli 6lciide azalttigini ve bazi diyet antioksidanlarinin kanser olusumu ve o6liim
oranlarinin 6nlenmesi igin etkili ajanlar olabilecegini diisiindiirmektedir (Wahle ve
dig., 2010). Bu ilaglarda bulunan polifenoller, biyolojik fonksiyonlara sahip ve
hastalik tedavisinden sorumlu baglica ajanlar olarak kabul edilmektedir (Kumar ve
dig., 2015). Basit fenoller, fenolik asitler, flavonoidler, kumarinler, stilbenler,

hidrolize edilebilir ve yogunlastirilmis tanenler, lignanlar ve ligninler dahil olmak



tizere bitki fenolikleri ise ikincil metabolitlerdir ve aromatik halkaya direk bagh bir ya
da daha fazla hidroksil iyonu igerirler (Chirinos ve dig., 2009; Kumar ve Pruthi, 2014).
Ikincil metabolitler, esas olarak UV radyasyonuna kars1 koruma, viriislere, bakterilere,
boceklere ve diger bitkilere karsi rekabetci savasin yani sira bitki tirinlerinde koku,
renk ve lezzetten sorumlu birincil metabolitlerden (karbonhidratlar, amino asitler ve
lipitler) kaynaklanmaktadir (Heleno ve dig., 2015). Bitki biiylimesi, gelisimi ve
savunmasi da dahil olmak tizere ¢esitli islevlere sahip bitki fenolikleri birgok agidan
alifatik alkollere benzer, ancak aromatik halkanin varligi ve fenolik hidroksil grubunun
hidrojen atomu onlar1 zayif asitler yapmaktadir. Bu bilesikler; antienflamatuar,
antikanser, antimikrobiyal, antialerjik, antiviral, antitrombotik, hepatoprotektif, gida
katki maddesi, sinyal molekiilleri ve ¢cok daha fazlasi gibi cok ¢esitli biyolojik ve
farmakolojik 6zelliklerde kilit rol oynayan giiglii dogal antioksidanlar olarak kabul
edilmektedirler (Mori ve dig., 1999; Middleton ve dig., 2000; Medina ve Dig., 2007,
Badhani, 2015; Bodini ve dig., 2009; Kumar ve Pruthi, 2015).

1.1. Fitokimyasallar

Yiizyillardan beri, bitkiler biiyiik ve degerli fitokimyasal rezervuari olarak
calisilmistir. Fitokimya, bu kimyasallarin bitkilerde incelenmesi olarak tanimlanmakla
birlikte; bunlarin izolasyonu, yapisal analizi, biyosentezi ve bitkiler, hayvanlar ve
insanlardaki islevlerini igermektedir. Simdiye kadar yaklasik 400.000 cicekli bitki
smiflandirilmis fakat sadece yaklasik % 5'i tibbi amaglar igin kullanilmig ve kimyasal
bilesim ve biyolojik etkiler agisindan ayrintili olarak incelenmistir (Socaciu, 2019).
Dogal Uriinler Sozliigii, bitkilerden ve mikro-organizmalardan izole edilmis yaklasik
160.000 kimyasal igermektedir (Buckhingam, 1993). Tibbi bitkiler eski zamanlardan
beri hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilmis, ancak bitkisel preparatlarin aktif
bilesenleri hakkindaki bilgiler yetersiz kalmistir, ¢iinkii farmakolojik 6nemi olan
bircok ikincil metabolitin biyosentetik yollar1 sadece birkac tiirde acikliga
kavusturulmusken, kimyasal ¢esitlilikleri biiyiik 6l¢iide kesfedilememistir (Scossa ve
dig., 2018).

Fitokimya, filogenetik bir yaklagimi benimser ve bitkileri analiz eden, onlarin
tiremeleri icin iiretilen ¢ok sayida kiiclik molekiiliin (ikincil metabolitler) yapilarini

tanimlayan bagimsiz bir botanik veya kimya alt alan1 olarak diistintlir. Birincil
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metabolitler bitkilerin ve gidalarin besin kalitesi ile ilgiliyken, fitokimyasallar “besin
dis1” ancak insan sagligi iizerinde olumlu veya olumsuz etkileri olan yiiksek oranda
biyoaktif bilesikler olarak tanimlanir. Bu tiir ikincil metabolitler, daha yiiksek bitki
fenotipi ve ¢esitli ekolojik ortamlara adaptasyonlar1 yansitan biiyiikk bir yapisal
cesitlilik gosterir (Wurtzel ve Kutchan, 2016) ve bunlarin bitkilerdeki biyosentezleri
ve islevleri, eylemleri ile tamamlanmaktadir, bu da fitofarmasi ve fitomedisin
gelisimini belirleyerek, sagliga olan faydalar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. Bilinen
fitokimyasal gruplar; fenolikler (yaklasik % 45'i temsil eder), terpenoidler ve steroidler
(% 27), alkaloidler (% 18) ve diger organosiilfiir veya organo-azot tiirevlerinden
olugmaktadir. Fenolikler, farkli bitki ve gida kaynaklarinda bulunan suda ¢oziiniir
bilesiklerdir, terpenler ve terpenoidler ise biiyiik fitokimyasallarin lipofilik gruplaridir.

Alkaloidler ve siilfiir veya azot igeren fitokimyasallar da bu gruba dahil olmaktadir.

Fitokimyasallarin en biiyiik kategorisi olan fenolik fitokimyasallar bitki kralliginda
cok yaygin bir sekilde dagilmistir (Sekil 1.1). Diyet fenoliklerinin en énemli 3 grubu
flavonoidler, fenolik asitler ve polifenollerdir. 4000'den fazla fenolik fitokimyasal
tanimlanmustir ve diyet fenoliklerin ana siniflar1 gidalarda 1 mg / kg ile 3000 mg / kg
arasinda bulunmaktadirlar. Fenolik fitokimyasal aliminin miktarini belirlemek, fenolik

fitokimyasallarin sayist ve igerigini etkileyen faktorler nedeniyle zordur (Lea ve

Beech, 1978; Fukutake ve dig., 1996).

| Karotenoidier | Fenolikler l Akaloldher Nitrojen-igeren Orgamosaltir
I Bilegikier Bilegiklen

I Fenolik ashk‘r| Flavancadler l | Stilbenler | Kismarinker Tansinler

Hidroksibenzoik
asitler | | | |

I Flavondller |

Flawanosilar inoflavanoadler

Flavonlar |

| Antosiyasidinier

Hidroksisinamik
asither

Sekil 1.1. Fitokimyasallarin simiflandirilmasi



1.1.1. Flavonoidler

Biyoflavonoidler olarak da adlandirilan flavonoidler, bitkilerde dogal olarak bulunan
polifenol antioksidanlardir. Flavonoidler, bitki fenollerinin en biiyilk ve en ¢ok
calisilan grubudur. Bunlar ikincil metabolitlerdir, yani bitkilerin biiyiimesi veya
gelismesi ile dogrudan ilgisi olmayan organik bilesiklerdir. Flavonoidler, meyve ve
sebze seklinde tiiketildiginde toksik olmayan ve ayni zamanda insan viicudu igin
potansiyel olarak faydali olan bitki besinleridir. Bu bilesikler, bitki boyunca yaygin
olarak dagilir, bir¢ok bitkinin ¢igek ve meyvelerine canli renkleri verir. Ayrica
bitkilerin mikrop ve bocek saldirilarindan korunmasinda da rol oynarlar. Daha da
onemlisi, flavonoid iceren gidalarin tiiketimi birgok saglik yarariyla
iligkilendirilmistir. Arastirmalar, flavonoidlerin tek basina viicut tarafindan yavas
emiliminden dolay1 minimal antioksidan fayda sagladigini gostersede, biyolojik olarak
hastalikla miicadele eden dogal enzimlerin iiretimini tetikledigine dair kanitlar
bulunmustur (Keller, 2009). Flavonoidler, polifenol yapisinda bir¢ok alt grup
molekiilii de kapsarlar bunlardan en yaygm olanlar1 flavonoller, flavonlar ve

flavanollerdir.

Flavonoller ve Flavonlar; Fenilpropanoidlerin ortak iskeletine sahip flavonoidler,
bitkilerde yaygin olarak goriiliir. Esas olarak monomerik flavanollerden (katesinler,
l6kosantosiyanidinler), proantosiyanidinlerden, antosiyanidinlerden, flavonlardan ve
flavonollerden, flavanonlardan ve kalkonlardan olusurlar. Flavonoller, 3-
hidroksiflavonlar ve flavonlarin aksine, 3-deoksiflavonoller olarak kabul edilebilir.
Bireysel farkliliklar, hidroksil gruplarmin sayist ve dagilimi ile bu gruplarin
alkilasyonu ve / veya glikozilasyonunun dogasi ve kapsamindan kaynaklanmaktadir.
Diger flavonoidlerle ortak olarak, bitkilerde en sik bulunan flavonlar ve flavonoller,
3'- ve 4'-pozisyonlarinda B-halkali hidroksilasyona sahip olanlari, ardindan sadece 4'
pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahip olanlardir. Quercetin ve kaempferol bu tip

tipik flavonollerdir (Herrman, 1976).

Flavanoller; Diyet flavonoidleri katesin ve epikatesin, caydaki gallik asit ile birlikte
kombine formda veya meyveler, baklagiller ve tahillarda yogunlastirilmis tanen

polimerleri olarak bulunabilmektedir. Olgunlasmamis meyvelerde flavanol



konsantrasyonlari daha yiiksektir ve kis boyunca depolanan meyveler orijinal flavanol

bilesiklerinin sadece yarisina sahip olabilir (Pierpont, 1986).
1.1.2. Fenolik asitler

"Fenolik asitler" terimi genellikle bir karboksilik asit grubuna sahip fenolik bilesikleri
tarif eder. Fenolik veya fenolkarboksilik asitler (polifenol ad1 verilen bir fitokimyasal
tiirti), bitki fenolik bilesiklerinin ana siniflarindan biridir. Bunlar bitki bazli gidalarin
tohum, meyve kabuklart ve sebze yapraklarinda en yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Tipik olarak, amidler, esterler veya glikozitler gibi bagh halde, nadiren de
serbest formda bulunurlar (Pereira ve dig., 2009). Fenolik asitler esas olarak iki alt
gruba ayrilir (Sekil 1.2). Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler. Fenolik asitler,
iyi bilinen antioksidan vitaminlerden ¢ok in vitro antioksidan aktiviteye sahiptir.
Sinnamik asitten tiiretilen hidroksisinnamik asitler, gidalarda genellikle kinik asit veya
glikoz ile basit esterler halinde bulunur. Mevcut en bol ¢6ziinen bagli hidroksisinnamik
asit, klorojenik bir asittir (kafeik ve kinik asitten olusan bir kombinasyon). En yaygin
dort hidroksisinnamik asit ise ferulik, kafeik, p-kumarik ve sinapik asitlerdir. Diger
yandan, hidroksibenzoik asitler, Ce-C1'in ortak bir yapisina sahiptir ve benzoik asitten
tiiretilmigtir. Coziinlir formda bulunurlar (sekerler veya organik asitlerle konjiige
edilir) ve lignin olarak hiicre duvari fraksiyonlar1 ile baglanirlar (Strack, 1997,
Khoddami ve dig., 2013). Hidroksisinnamik asitlerle karsilastirildiginda,
hidroksibenzoik asitler genellikle kirmizi meyvelerde, soganlarda ve siyah turplarda
diisiik konsantrasyonda bulunur. Yaygin olarak bulunan dort hidroksibenzoik asit, p-

hidroksibenzoik, protokatekuik, vanilik ve siringig asittir.

Fenolik asitler, fekal suda bulunan tiim fenolikler arasinda en bol bulunan bilesikler
olarak bilinmektedir. Antimikrobiyal aktivite sergiler ve ayrica gida koruyucu olarak
caligirlar. Fenolik asitlerin antimikrobiyal potansiyelleri, kimyasal yapi yoluyla
Ozellikle doymus zincir uzunlugu, ¢ekirdek benzen halkasindaki substitue sayisi ile
belirlenmistir. Fenolik asitler antimikrobiyal aktivitede metil ve butil esterlerinden
daha az etki gostermektedir (Cueva ve dig., 2010). Alkil zincir uzunlugundaki bir arts,
oligomerlerin monomerlerine kiyasla daha yliksek aktiviteye sahip oldugu fenolik
asitler gibi aktiviteyi biiyiik 6l¢iide arttirir (Elegir ve dig., 2008). Hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asitler ayrica belirli bir bilesikteki hidroksil (-OH) ve metoksi (-
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OCHg) fonksiyonel gruplarinin sayisina baglh olarak farkli antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler. Diger zayif organik asitler gibi hidroksibenzoik asitler de hiicre
Oliimiine yol agan, sitoplazmanin asitlestirilmesi yoluyla antimikrobiyal aktivite
gosterirler ve bu asidik sitoplazma membrani boyunca difiize olurlar. Bu nedenle pKa
ve lipofiliklik, mikrobiyal zardaki fenolik asitlerin ¢oziiniirliigiinii ve karsilik gelen

antimikrobiyal kabiliyeti belirlemede anahtar faktorlerdir (Campos ve dig., 2009).

8] {0 4]
I 0 I ~
S ‘T’ OH HO~ ‘:?:r]/ “OH J’ ““l -~ ™OH
| N
L P HOT TR
HO > HO \[
o QCH,
OH
Protokateknik asit Gallik asit Vanilik asit
iH O
8] R JOH
T NT{’ \HM " “OH
i P [ |
e T N Mo -
- | L =" o
OH
Ellajik asit Salsilik asit

Sekil 1.2. Bazi fenolik asitler
1.1.3. Tanenler

Tanenler, 6nemli sayida bitkisel gidada bulunan heterojen bir polifenolik bilesik
grubunu olusturur. Tanen terimi, bu bilesiklerin proteinler gibi makromolekiilleri
etkilesime sokmak ve ¢oktiirme 6zelliklerinden tiiretilmistir. Daha sonra tanenler igin
genel bir tanim ortaya ¢ikarilmis ve bu molekiiller, ¢ozeltiden protein ¢oktiiren yiliksek

molekiil agirlikli polifenoller olarak ifade edilmistir.

Tanenler, insan ve hayvan yemi olarak kullanilan gesitli bitkilerde de bulunmaktadir
ve yapisal olarak, iki farkli gruba ayrilabilir: hidrolize edilebilir ve yogunlastirilmig

(King ve Young, 1999).

Birinci grup, gallik asit veya galloil gibi molekiillerin oksidasyonu ile elde edilen

asitlerin esterleri olan tanenlerden ve glikozdan olusan poliollerden olusmaktadir.

Yogunlastirilmig tanenler ise, genellikle C-C ve bazen de C-O-C baglari ile baglanan
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katesin ve / veya epikatesin oligomerleridir (Haslam, 1998). Proantosiyanidinler
olarak da adlandirilan yogunlastirilmis tanenler, bitkilerde en bol bulunan polifenoller

arasindadir.

Tanenler, proteinleri ve diger makromolekiilleri baglama kapasiteleri nedeniyle ¢esitli
calismalarin odak noktasi olmustur. Etkilesimlerin dogasi, taninin yapisina,
makromolekiil tipine ve etkilesimin gerg¢eklestigi ortamin kosullarina (6rn., pH, iyonik

gii¢) baglh olarak degismektedir.
1.1.4. Terpenler

Terpenler terimi terebentin (balsamum terebinthinae) kokenlidir. "Cam agac¢larinin
recinesi" olarak adlandirilan terebentin, kabugu ve birkag ¢am agaci tiirlinlin yeni
ahsabini keserek veya oyduktan sonra akan viskoz hos kokulu balsamdir. Terebentin,
"recine asitleri" ve baslangicta terpenler olarak adlandirilan bazi hidrokarbonlari igerir.
Geleneksel olarak, izopren alt birimlerinden olusan ve ¢ogunlukla bitkilerden
kaynaklanan tiim dogal bilesikler terpen olarak kabul edilir. Tiim canli organizmalar,
bazi temel fizyolojik fonksiyonlar i¢in terpen iiretir ve bu nedenle terpenler dogal

tirtinleri iiretme potansiyeline sahiptirler.

Terpenoidlerin siiflandirilmasi, yapilarinda bulunan izoprenoid birimlerinin sayisina
dayanmaktadir. En biiylik kategoriler iki (monoterpenler), li¢ (seskiterpenler), dort
(diterpenler), bes (sesterterpenler), alt1 (triterpenler) ve sekiz (tetraterpenler)
izoprenoid birimine sahip bilesiklerden olusur (Ashour ve dig., 2010).

1.1.5. Stilbenler

Stilbenler, fenilpropanoid yolundan tiiretilen fenolik bilesiklerdir ve temel
ozelliklerinden biri, bir etan kopriisiine bagl aromatik halkalarin varligidir (Fresco ve
dig., 2006). Sayilar1 ve olusumlar1 diger polifenoller kadar degildir, ancak genis bir
profilaktik aktivite spektrumuna sahiptirler. Stilbenler, enflamatuar sitokin
ekspresyonunu diisiirerek, oksidatif stresi baskilayarak ve inflamasyonla iligkili gen
ekspresyonunu kullanarak biyoaktif 6zelliklerini sergilerler (Shiby ve dig., 2009; Yao
ve dig., 2018).



1.1.6. Lignanlar

Lignanlar fenilpropanoid kisimlardan olusan fenolik bilesiklerdir ve bitkilerde serbest
formda bulunurlar. Lignanlarin baslica bilesenleri lignanolidler, siklolignaolidler,
neolignans ve bisepoksiglikanlardir. Ana formlarmin yam sira, bagirsak bakterileri
lignanlar1 metabolize eder ve entero lignanlar olarak bilinen memeli lignanlarini

olustururlar (Fresco ve dig., 2006).
1.1.7. Glukozinolatlar

Glukozinolatlar, turpgiller tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdir ve amino asit
onciillerinin yapisina bagli olarak ti¢ sinifa ayrilir; alifatik glukozinolatlar, aromatik
glukozinolatlar ve indol glukozinolatlar (Masahiko ve dig., 2014). Canli viicuduna
alindiklarinda normalde inaktif haldedirler, ancak enzim aktivitesine bagh
bozulmadan sonra izotiyosiyanatlar dahil olmak {izere ¢ok sayida aktif iirlin
olustururlar. Bu metabolitler antikanserojenik, antienflamatuar ve antioksidatif

ozelliklere sahip olduklari i¢in biiyiik tibbi 6neme sahiptirler (Jeffery ve Araya, 2009).
1.2. Potansiyel Fitokimyasal Kaynaklar:

Sebzeler insan beslenmesinde onemli bir rol oynar, mikrobesinlerin (vitaminler ve
mineraller) ve diyet lifi ve prebiyotiklerin yani sira sindirilebilir karbonhidratlarin ve
proteinlerin (yumrular, bakliyatlar vb) alimina katkida bulunan 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica, besin bilesimlerinin Gtesinde, bitkilerin yapisinda 6nemli olan
biyoaktif bilesikler (fitokimyasallar); flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler, lignanlar
veya tanenler gibi karotenoidler ve polifenollerin (Brassicaceae'de) de dahil oldugu

bilesikler bulunmaktadir.

Fitokimyasallar, sebze ve diger bitkisel gida maddelerinin tiikketimine ek saglik
yararlar1 saglayabilecegi i¢in son zamanlarda olduk¢a O6nem kazanmislardir. Bu
bilesiklerin diyet alimi, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip II diyabet, baz1 kanser tiirleri
veya Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi néro dejenerativedis bozukluklar gibi
gelismis tilkelerde 6nemli 6liim ve is géremezlik nedenlerini olusturan bazi kronik ve
dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nemi biiyiiktiir. Gliniimiizde koruyucu

etkisi olan meyve sebzelerin bir¢ogunun fitokimyasal agidan zengin olduklari
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disiiniilmektedir, boylece insan beslenmesindeki rollerinin arastirilmast gida
aragtirmalarinda merkezi bir konu haline gelmistir. Meyve sebzelerin yani sira
fitokimyasal acidan zengin olan bircok bitki tiirii mevcuttur. Ozellikle tibbi (sifalr)
bitkiler bunlarin basinda yer almaktadir, ¢ogu ya ila¢ yapiminda ya da baharat olarak

lezzet verici katkilar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
1.2.1. Bilye kekik (Thymus vulgaris L.)

Lamiaceae (nanegiller) tiyelerinin ¢ogu yillik veya ¢ok yillik bitkilerdir (Sekil 1.3),
ancak molekiiler calismalar bazi odunsu cinslerin Lamiaceae'ye ait oldugunu
gostermektedir. Bu sekilde sinirlandirilan Lamiaceae'de 236 cins ve 7.173 tiir vardir.
Nane ailesinin ana merkezi, Kanarya Adalari'ndan Himalayalara kadar olan Eski
Diinya'dir; Etiyopya, Madagaskar, Afrika'nin gliney bolgeleri ve Hindistan, Sri Lanka
ve dogudaki okyanus bolgelerinde daha az yayilima sahiptir. Lamiaceae iiyeleri
genellikle zit, testere disli yapraklari, diizenli veya yogun ¢i¢ek kiimeleri ve kare
govdeleri ile taninirlar. Cigekleri genellikle yumurtaligin derin loblari (jinekobasik

stil) arasinda ortaya ¢ikan bir stile sahiptir.

s
o

Nane ailesinin iiyeleri karakteristik olarak aromatiktir ve bircogu tibbi olarak
kullanilan eterik veya ugucu yaglari, yiyecek ve iceceklerin lezzetlendirilmesi i¢in ve
parfiimeride kullanilmak iizere yetistirilir. Marrubium vulgare (horehound) ve Salvia
sclarea (klar adacay1) yaglar tibbi degere sahiptir. Baharatlar arasinda Origanum
majorana (mercankosk), Origanum vulgare (kekik), Ocimum basilicum (tath
feslegen), Salvia officinalis (adagay1), Satureja hortensis (tuzlu), Melissa officinalis
(limon balsami), Thymus vulgaris (kekik) ve Rosmarinus officinalis (Biberiye) en

bilinen tirleridir.
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T. vulgaris L. (Lamiaceae) Akdeniz bdlgesinden gelen aromatik ¢ok yillik bir bitkidir
(Ismaili ve dig., 2004) ve diinyanin birgok yerinde aromatik bitki, tibbi bitki ve gida
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Timus tiirleri, ¢ok sayida farmakolojik aktiviteden
sorumlu gesitli fito-bilesikler icermektedir. Igerdigi bilesiklerinin énemli bir kismini
timol, karvakrol, p-simen, y-terpinen, Kkaryolfilen vb. gibi terpen tiirleri

olusturmaktadir (Jamali ve dig., 2012).

Kekik, (Thymus vulgaris), kuru yapraklarinin ve ¢igekli iistlerinin aromasi ve lezzeti
ile bilinen nane ailesinin (Lamiaceae) keskin kokulu bir tiyesidir. Avrasya'ya 6zgii ve
tiim diinyada yetistirilen kekik; kiimes hayvanlari, doldurma, balik, yumurta, et, sos,
corba, sebze, peynir ve makarna gibi ¢ok ¢esitli yiyeceklerin tadini artirmak igin
kullanilir. Esansiyel yaginin ana bileseni, parfiimlerin ve dis macunlarinin iiretiminde
kullanilan timol veya kekik kafurdur. Kekik, fazla uzun olmayan kiigiik bir ¢alidir ve
genellikle sicak iklimlerde yetistirilir, ancak 1lik iklimlerde de her zaman yesil kalan
¢ok yillik bir bitkidir. Saplari biraz odunsu ve ovalden dogrusal ve tersine diizenlenmis
basit yapraklari tagir. Kiigiik tiibiiler ¢icekler saplar boyunca kivrimlarda tasinir ve
genellikle mor veya beyaz renktedir. Arilar kekik ciceklerini severler ve avrupa ve
asyada kekik bal1 yiizlerce yildir tinliidiir (Al Laham ve AL Fadel, 2014).

Timus tiirleri bir¢ok arastirmaya konu olmus ve bunlardan bazilari antimikrobiyal (Al
Laham ve Al Fadel, 2014), antiviral (Sanchez ve Aznar, 2015), antifungal (Kohiyama
ve dig., 2015), antienflamatuvar (Aazza ve dig., 2014), antikanser (Al-Manhali ve dig.,
2015), anti-hipertansif (Alamgeer ve dig., 2014), antioksidan ve anti timor (Aazza ve
dig., 2014) aktivite ¢aligmalarindan olugsmaktadir.

1.2.2. Altin otu (Helichrysum arenarium)

Asteraceae familyasma ait Helichrysum cinsi yaklagik 500 tiirden olusur ve
cogunlukla dogu yarimkiirede, Ozellikle de bircok tiiriin yetistigi Afrika ve
Madagaskar'da bulunmaktadir. Tercih edilen yetistirme habitatlari orman veya ¢ayirda
kuru ve kumlu topraktir. Helichrysum arenarium, 50 cm'ye kadar ulasan, grimsi
yapraklar1 ve beyaz kaplamali govdeleri ile ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 1.4). Dogal
yasam alanlarindan H. Arenarium {izerine yapilan fenotipik ¢alismalar, gigeklerin

renginin saridan turuncuya degistigini gostermektedir (Radusiene, 2002). Cigek
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salkimlariin ¢ogu sar1 renk tonlarindadir ve sadece birkag bitki (tiim bitkilerin sadece

yaklasik % 7'si) turuncu veya hatta kahverengi rasemlere sahiptir.

Sekil 1.4. Altin otu (Helichrysum arenarium)

Helichrysum tiirlerinin ¢ogu, gli¢lii farmakolojik 6zelliklere (Vernin ve Poite, 1998)
sahip olan ugucu yaglar1 veya 6zleri i¢in incelenmistir. H. arenarium’'un (Helichrysi
flos) cicekleri, uzun zamandir Avrupa fitoterapi uygulamalarinda koloretic diiiretik,
anti-inflamatuvar, hepatoprotektif, detoksifiye edici ve antiradikal aktivite 6zellikleri
sebebi ile kullanilmaktadir. H. arenarium bobrek tasi, iiro genital bozukluklar, mide
agrisi, sarilik, ishal, astim, safra kesesi ve mide rahatsizliklari, sistit ve artrit
tedavisinde de kullanilmaktadir. Oksiiriik ve soguk alginhg: icin de cay seklinde
hazirlanmakta veya yapraklar: siitte kaynatilarak igilmektedir. Agri kesici etkisi
sebebiyle de vyapraklari yakilarak duman: solunmaktadir. Yapraklar ayrica
enfeksiyonu 6nlemek i¢in yaralarda yaygin olarak kullanilmaktadir. H. arenarium'un
bu etkileri icerdikleri flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Tiim fenolik siniflar,
serbest radikal giderimi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite dahil olmak iizere

fizyolojik islevleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir (Moghadam ve dig, 2014).
1.2.3. Giil (Rosa damascena mill.)

Giil, ¢igekeilik endiistrisi i¢in en dnemli tirlinlerden biridir. Rosaceae familyasina ait
Rosa cinsi 200 tir ve 18.000'den fazla ¢esidi igermektedir. Cogunlukla, kuzey
yarimkiirenin 1liman bélgelerine dagilmislardir. Kesme ¢icekler, saksi bitkileri ve
bahce bitkileri olarak kullanilmasinin yan sira, giiller dogal koku ve lezzet kaynagi

olarak da yapraklari i¢in ekonomik 6neme sahiptir. Giil yag tiretimi i¢in temel olarak
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dort tur vardir ve bunlar R. damascena Mill., R. moschata Hemmer., Centifolia L. ve

R. gallica L.’dir.

Ekstraksiyon ile elde edilen giil ¢icegi kokusu, iiretilen en degerli lezzet ve kokulardan
biridir. Giiliin en yaygin aroma konsantreleri, buhar damitma ile elde edilen giil yag:
ve giil suyudur. R. damascena, yiiksek yag icerigine ulasmak i¢in ¢igeklenme sirasinda
tlimlr sicakliklara ve nemli havaya ihtiya¢ duyar. Bu tiir giiller cogunlukla 1liman
iklimlerde, genellikle 300-1500 m arasindaki bir yiikseklikte yetistirilmektedir (Sekil
1.5). R. damascena'nin ugucu yaglari, parfiim uygulamalar1 ve kozmetik preparatlarda

kullanimlari ile bilinmektedir (Ardogan ve dig., 2002).

Sekil 1.5. Isparta giilii (Rosa damascena Mill.)

Gl yagi sadece parfiimeri ve kozmetikte genis uygulamasiyla degil, ayn1 zamanda
aroma Ozellikleriyle birlikte, bakteriyostatik, safra iyilestirici, antispazmodik ve
rahatlatici 6zelliklerini islemek i¢in taninmis degerli bir dogal ilag ajanidir (Ozel ve
dig., 2006). Ayrica bu bitkinin farmakolojik etkileri de incelenmistir. Son yillarda
yapilan arastirmalarda R. damascena esansiyel yaginin antioksidan, antibakteriyel ve
antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir. Diinyadaki ana giil yagi
treticileri Tirkiye ve Bulgaristan'dir ve giil yagim1 R. damascena'dan temin

etmektedirler (Nejem ve dig., 2011).
1.2.4. Dogal ekstratlarin antimikrobial aktiviteleri

Calismamizda kullanilan kekik (Thymus vulgaris), altin otu (Helichrysum arenarium)
ve giil (Rosa damascena mill) bitikileri ge¢misten giliniimiize diinyanin birgok

tilkesinde biyolojik aktiviteleri nedeni ile hem endiistride hem de halk tibbinda bir¢ok
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uygulamada kullanilmaktadir. Bu {ig tiir ile ilgili yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalari

Tablo 1.1, 1.2. ve 1.3°de verilmistir.

Tablo 1.1. Kekik (Thymus vulgaris) antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1

Aktivite Organizma Metod Fitokimyasallar Bolge Referans
y-terpinen,
Timol,
Antibakterivel S. qureus Disk a-pinen, iran Zhiani ve dig.,
¥ P. Aeruginosa  diflizyon camphen, 2016
oleik asit
T.
mentagrophytes ) .
Antifungal T. rubrum Hayvarll Thymol Sirbistan Sokovic ve dig.,
T. Tonsurans deneyi 2008
S. aureus
, . S. epidermidis Disk carvalsy Benmoussa ve dig.,
Antibakteriyel E. coli difile y—terp.lnen Tunus 2016
para-simen
C. albicans H37 Das Nevex ve dis
Antifungal C. glabrata H16 M.I.K - Portekiz 5009 &
C. Krusei H9
E coli Fournomuti ve
Antibakteriyel K. oxytoca M.I.K - Yunanistan iy
. dig., 2015
K. Pneumoniae
T.
mentagrophytes
Antibakteriyel g rub'rum Agar well gjgzgf:;:g: Suudi
: y C. Albicans diftizyon o : Assiri ve dig., 2016
Antifungal A. Flavus MLLK linoleic asit Arabistan
S. aureus o oleik asit
E. coli
L.
Monocytogenes
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Tablo 1.2. Altin otu (Helichrysum arearium) antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari

S. typhimurrium
S. aureus
S. epidermidis

a-ylangene

Aktivite Organizma Metod Fitokimyasallar  Bolge Referans
E. coli
P. aeruginosa
P. mirabilis
Antibakteriyel Mik .
nt ? erlye K. Pneumoniae . kro - Tarkiye  Kutluk ve dig., 2018
Antifungal dilusyon
A. Baumann
S. aureus
E. faecalis
A. Hydrophila
B. brevis Acar Chlorogenic
Antibakteriyel B. cereus . "g acid Turkiye Albayrak ve dig., 2010
. difiizyon L
B. subtilis Apigenin
E. coli
B. subtilis Kafeik asit
E. coli Syringic asit
Antibakteriyel 5 aureus Mikro H|dr0k5|lf)en20|k ; Moghadam ve dig.,
Antifungal Qacerevicioe dilisyon 2 i 2014
g C. albicans y Kumarik asit
A. Flavus Apigenin
A. Parasiticus Kuersetin
C. Albicans
E. coli
M. Luteus Limonen
Antibakteriyel P. tolaasii Mikro - ) . .
-Q- R .2
Antifungal S enteritidis diltisyen diepi-a-cedrene Sirbistan ancic ve dig., 2005

Tablo 1.3. Giil (Rosa damascena Mill.) antimikrobiyal aktivite calismalari

Aktivite Organizma Metod Fitokimyasallar Boélge Referans
E. coli
S. piyogenes
B. subtilis .
B-citronellol
B. cereus eraniol
Antibakteriyel S. epidermidis Mikro dilusyon & iran  Mahboubi ve dig., 2011
B-phenyl ethyl
S. aureus
S benzoate
saprophyticus
E. faecalis
Kafeik asit
. . E. coli . - Vanilik asit . . -
Antibakteriyel S. aureus Disk diflizyon Gallik asit Tarkiye Akin ve dig., 2019
Kojik asit
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1.3. Fitokimyasal Analiz Yontemleri

Bitkiler ila¢ endiistrisinde genis yapisal cesitliliklerinin yani sira ¢ok cesitli
farmakolojik aktiviteleri nedeniyle de taninmaktadir. Fitokimyasallar ise bitkilerde
bulunan biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Bu fitokimyasallar, yaprak, ¢i¢ek, tohum,
kabuk, kok ve hamur gibi bitkilerin ¢esitli kisimlarindan tiiretilir ve dogrudan tibbi
ajanlarin kaynagi olarak kullanilir. Ayrica daha karmasik olan yari sentetik kimyasal
bilesiklerin islenmesi i¢in bir hammadde tabani1 gorevi de goriirler. Bu kisimda temel
olarak bitkilerin toplanmasi, gesitli kisimlarindan aktif bilesiklerin ekstraksiyonu ve

fitokimyasallarin kalitatif/kantitatif analizleri hakkinda bilgi verilecektir.
1.3.1. Bitkilerin toplanmasi ve temizlenmesi

S6z konusu bitkiler ya vahsi dogadan ya da herbaryumlardan toplanabilir. Bitkiler
vahsi dogadan toplandiginda, yanlis tanimlanma riski vardir. Yaban hayat1 bitkilerinin
en biliyiik avantaji, herhangi bir bocek ilaci icermemesidir. Bitkiler vahsi veya
herbaryumdan toplandiktan sonra, bitkilerde bulunan fitokimyasallarin bozulmasini
onlemek i¢in uygun bir sekilde temizlik icin islenmelidirler. Temizleme islemi,
yapraklarin govdelerinden temizlenmesi, yikanmasi ve soyulmasi adimlarini igerebilir

(Altemimi ve dig., 2017).
1.3.2. Kurutma

Kurutmanin temel amaci, bitkinin depolanabilmesi i¢in su igerigini uzaklastirmaktir.
Bitkiler, toplanir toplanmaz hemen kurutulmalidir, aksi takdirde bitki materyallerinin
bozulmasina neden olur. Kurutma iki yontemle yapilabilir; bunlardan biri dogal islem

digeri ise yapay islemdir.

Dogal siire¢ giineste kurutmayi igerir. Bazen bitkiler, ahirlarda veya kuliibelerde hava
ile kurutulacak kurutma cercevelerine veya stantlara yerlestirilir. Ancak bu tam

kuruma igin birkag hafta siirebilir. Zaman; Sicakliga ve neme baghdir.

Yapay kurutma, yapay kurutucular yardimiyla yapilabilir. Bu islem, kuruma stiresini
birkag¢ saat veya dakikaya indirebilmektedir. Tibbi bitkilerin kurutulmasinda izlenen
yaygin yontem, sicak hava ile kurutmaktir. Bu islemde bitkiler, 1lik havanin iiflendigi

kurutucu plakalarma yerlestirilir. Bu yontem esas olarak kirilgan ¢icek ve yapraklara
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uygulanabilir ve bitkilerin yiliklenmesi ve bosaltilmasi manuel olarak yapilmasi

gerektiginden, dogal kurutmaya gore daha zordur (Altemimi ve dig., 2017).
1.3.3. Ekstraksiyon metotlari
1.3.3.1. Bitki dokusu homojenizasyonu

Coziicide bitki dokusu homojenizasyonu arastirmacilar tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemde; kurutulmus veya islak, taze bitki kisimlart bir
karistiricida ince parcaciklar halinde ogiitiiliir, belirli bir miktarda ¢6ziicii igine konur
ve 5-10 dakika boyunca kuvvetlice calkalanir veya 24 saat bekletilir, daha sonra 6zii
stiziiliir. Siiztintii daha sonra indirgenmis basing altinda kurutularak konsantrasyonu

belirlemek i¢in ¢oziicii iginde yeniden ¢oziindiiriiliir (Das ve dig., 2010).
1.3.3.2. Seri kapsamh ekstraksiyon

Cok cesitli bilesiklerin ekstre edilebilmesini saglamak i¢in polar olmayandan (heksan)
daha polar bir ¢oziiciiye (metanol) artan polariteye sahip c¢oziiciilerle ardisik
ekstraksiyonu iceren bir baska yaygin ekstraksiyon yontemidir. Bu yontem sicaklikla
bozunmaya ugrama ihtimali olan bilesikler i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir

(Das ve dig., 2010).
1.3.3.3. Sokslet ekstraksiyon

Sokslet ekstraksiyonu sadece istenen bilesigin bir ¢6ziicii iginde sinirh bir ¢oziiniirliige
sahip olmast ve safsizligin bu ¢oziicii i¢inde ¢6ziinmedigi durumlarda gereklidir.
Istenen bilesik, bir ¢dziicii iginde yiiksek bir ¢oziiniirliige sahipse, bilesigi cdziinmeyen
maddeden ayirmak igin basit bir filtrasyon kullanilabilir. Bu sistemin avantaji,
numuneden ¢ok sayida 1lik ¢Oziicii gecirilmesi yerine, sadece ¢Oziiciliniin geri

dontstiiriilmesidir (Nikhal ve dig., 2010).
1.3.3.4. Maserasyon (Islanip-yumusatma)

Maserasyonda (s1v1 ekstrakt i¢in), biitlin veya iri toz haline getirilmis bitki pargalari,

¢Oziinlir madde eriyene kadar sik sik g¢alkalama ile belirli bir siire boyunca
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dondurulmus bir kap i¢inde ¢oziicii ile temas halinde tutulur. Bu yontem, termolabil

ilaglar durumunda kullanim i¢in en uygun yontemdir (Ncube ve dig., 2008).
1.3.3.5. Perkolasyon

Bu, tentiirlerin ve sivi ekstraktlarinin hazirlanmasinda aktif bilesenleri ¢ikarmak icin
en sik kullanilan prosediirdiir. Genel olarak bir siiziicii (her iki ugta agik, koni seklinde
dar bir kap) kullanilir. Kat1 bilesenler, belirtilen ¢oziictiniin uygun bir miktar ile
nemlendirilir ve iyi kapanmis bir kapta yaklasik 4 saat bekletildikten sonra analiz
edilmek istenen kisim toplanarak siizgecin tstii kapatilir. Analiz edilecek bitki
parcalarinin iizerinde s1g bir tabaka olusturmak i¢in ek ¢oziicii eklenir ve karigimin
kapali siiziictide 24 saat boyunca maserasyonuna izin verilir. Ardindan da siiziicii ¢1kisi
acilarak i¢inde bulunan s1vinin yavas¢a damlamasi saglanir. Daha sonra posa preslenir,
elde edilen siv1 perkolata ilave edilir ve ekstra ¢oziicii eklenerek tekrar siizme islemi
ile berraklastirilir (Handa ve dig., 2008).

1.3.4. Kalitatif analizler
1.3.4.1. Alkaloidler

Mayer testi; Birka¢ ml bitki 6rnegi ekstraktina, test tlipiiniin kenarlar1 boyunca iki
damla Mayer reaktifi eklenir. Beyaz kremali ¢okeltinin ortaya ¢ikmasi alkaloitlerin

varligini gosterir.

Wagner testi; Test tiipiiniin kenarlar1 boyunca birkag ml bitki ekstraktina birka¢ damla
Wagner reaktifi eklenir. Kirmizimsi kahverengi bir ¢okelti testi pozitif olarak teyit eder
(Evans, 1997).

1.3.4.2. Amino asitler

Ninhidrin testi; 2 ml sulu filtrat’a iki damla ninhidrin ¢6zeltisi (200 ml asetonda 10 mg

ninhidrin) ilave edilir. Mor rengin ortaya ¢ikmasi, amino asitlerin varligini gosterir.
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1.3.4.3. Karbonhidratlar

Molish testi; 2 ml bitki 6rnegi ekstraktina, iki damla alkollii a-naftol ¢ozeltisi eklenir.
Karisim iyice calkalanir ve test tlipiiniin kenarlar1 boyunca birkag damla konsantre

stilfiirik asit eklenir. Mor bir halka karbonhidratlarin varligini gosterir.

Benedict testi; 0.5 ml filtrata, 0.5 ml Benedict reaktifi eklenir. Karigim, sicak Su

banyosunda 2 dakika 1sitilir. Karakteristik bir renkli ¢okelti sekerin varligini gosterir.
1.3.4.4. Kat1ve siv1 yaglar

Spot testi; Iki filtre kagidi arasina az miktarda ekstrakt preslenir. Kagit iizerindeki yag

lekesi, sabit yaglarin varligin1 gosterir.

Sabunlagma testi; Bir damla fenolftalein ile birlikte az miktarda ekstrakta birka¢ damla
0.5 N alkollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi eklenir. Karigim bir su banyosunda 2 saat
wsitilir. Sabun olusumu veya alkalinin kismi nétralizasyonu, sabit sivi ve kat1 yaglarin

varligii gosterir (Kokate, 1999).
1.3.4.5. Glikozitler

50 mg oziit, bir su banyosu {izerinde 2 saat boyunca konsantre hidroklorik asit ile

hidrolize edilerek siiziiliir ve hidrolizat asagidaki testlere tabi tutulur.

Borntrager testi; 2 ml filtrelenmis hidrolizata 3 ml kloroform eklenerek galkalanir,
kloroform katmani ayrilir ve buna %10 amonyak c¢o6zeltisi eklenir. Pembe renk

glikozitlerin varligini gosterir.

Legal testi; 50 mg 6ziit piridin i¢inde ¢oziiliir, sodyum nitroprussid ¢ozeltisi eklenir ve

%10 NaOH kullanilarak alkali haline getirilir. Glikozit varlig1 pembe renk olusturur.
1.3.4.6. Fenolik bilesikler ve taninler

Ferrik klorit testi; Ekstrakt (50 mg) 5 ml damitilmis su iginde ¢6ziiliir ve birkag damla
notr %5 demir kloriir ¢ozeltisi eklenir. Koyu yesil renk fenolik bilesigin varligini

gosterir.
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Jelatin testi; Ekstrakt (50 mg) 5 ml damitilmis su i¢inde ¢oziiliir ve buna %10 NaCl
iceren 2 ml %1 jelatin ¢gozeltisi eklenir. Beyaz ¢okelti, fenolik bilesiklerin varligini

gosterir.

Kursun asetat testi; Ekstrakt (50 mg) damitilmis su i¢inde ¢oziilerek 3 ml %10 kursun

asetat ¢cozeltisi eklenir. Hacimli beyaz bir ¢okelti, fenolik bilesiklerin varligini gosterir.

Alkali reaktif testi; Ekstraktin sulu bir ¢ozeltisi, %10 amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile

islenir. Sar1 floresans flavonoidlerin varligini gosterir (Mace, 1963).
1.3.5. Kantitatif analizler
1.3.5.1. Toplam fenolik madde

Fenolik bilesikler, meyve ve sebzeler de dahil olmak iizere ¢ogu bitki dokusunda
yaygin olarak bulunan fitokimyasallardir. Bu fitokimyasallar, sikimik asit ve
fenilpropanoid biyoreaksiyonlari yoluyla sentezlenen sekonder metabolitlerdir.
Fenolik bilesikler ¢ok sayida biyoaktif Ozellige sahiptirler ve besin maddesi
olmamalarina ragmen, diyet ile alimlar saglhiga koruyucu etkiler saglar. Bu nedenle
hasat sonrasi uygulamalar meyve ve sebzelerdeki fenolik bilesiklerin igerigini

arttirmak veya korumak i¢in kullanilmaktadir.

Bitkilerde toplam fenolik bilesiklerin hesaplanmasinda en yaygin olarak kullanilan
yontem Folin-Ciocalteu yontemidir. Uygun kosullar altinda, test monofenoller ve
dogada bulunan fenol tipleri ile ongoriilebilir reaksiyonlar verir. Bu analiz yonteminde
farkli fenoller farkli derecelerde tepki verdiginden, sonuclarin litre gallik asit denkligi
bagma miligram gibi tek bir say1 olarak ifade edilmesi ile sonuglar belirlenir.
Reaksiyon bagimsiz, kantitatif ve ongoriilebilir oldugundan, bir fenol karisiminin
analizi, baska herhangi bir standart yontem kullanilarak da paralel olarak

hesaplanabilir (Singleton ve dig., 1999).
1.3.5.2. Toplam flavanoid madde

Flavonoidler, degisken fenolik yapilara sahip meyve, sebze, tahil, aga¢ kabugu, kok,
sap, cicek, cay ve sarapta bulunan dogal maddelerdir. Bu dogal iirlinler saglk

tizerindeki yararli etkileri ile bilinir ve flavonoidlerin kaynaklarindan izole edilmesine
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yonelik calismalar hizla artmaktadir. Bu molekiiller artik ¢esitli nutrasotik, farmasatik,
tibbi ve kozmetik uygulamalarda vazgegilmez bir bilesen olarak kabul edilmektedir.
Anti-oksidatif, anti-enflamatuar, anti mutajenik ve anti-kanserojen ozellikleri ile 6n
plana ¢ikmaktadirlar. Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi igin aliiminyum kloriir

kolorimetrik yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Panche ve dig., 2016).
1.3.6. Kromatografik analizler

Bitki arastirmalarinda kullanilan kimyasal yontemler arasinda olan kromatografik
analiz, kromatografik yontemlerin sayisiz avantaji olmasi nedeniyle tibbi bitki
analizinin ayrilmaz bir parcasi olarak ¢ok oOnemli bir rol oynar. Kromatografik
yontemler arasinda fitokimyasal analizlerde en sik kullanilan yontemler; bir ve iki
boyutlu kagit kromatografisi, bir ve iki boyutlu ince tabaka kromatografisi (TLC),
yiiksek performansli kolon kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve kars1
akim kromatografisi (CCC)’dir (Tablo 1.4). Bu yontemler, bilesenlerin bilesen
karisimlarindan ayri ayri preparatif ve mikro preparatif 6l¢ekte izole edilmesi i¢in de

kullanilabilmektedir.

Tablo 1.4. Yaygin olarak kullanilan fitokimyasal ayirma ve tanilama teknikleri

ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Gaz Kromatografisi (GC)

Kromatografi
Yikek Cozunarluklu Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kilcal sivi kromatografisi (u-LC)

ince Tabaka Elektroforezi (TLE)

Elektroforez
Kapiler Elektroforez (CE)

UV spektroskopisi

Kizil 6tesi spektroskopisi (IR)

Spektroskopik

Teknikler Yakin Kizil Otesi Spektroskopisi (NIR)

Nukleer Manyetik rezonans Spektroskopisi (NMR)

Kitle Spektroskopisi (MS)
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1.3.6.1. Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Hem biyolojik hem de kimyasal tespit yontemleri ile ince tabaka kromatografisi, bitki
Ozlerinin incelenmesi igin etkili ve ucuz bir tekniktir. BOylece hem sofistike
laboratuvarlarda hem de minimum ekipmana erisimi olan kii¢iik laboratuvarlarda
gerceklestirilebilmektedir. TLC biyolojik bir tespit yontemi ile birlestirildiginde TLC
biyo-otografi olarak tanimlanmakta ve bu yontem tarihsel olarak 1946'dan beri
bilinmektedir (Goodall ve Levi, 1946).

Ince tabaka kromatografisi plakalar iizerinde uygun bir ¢dziicii ile yiiriitiilen bir
ornegin biyolojik aktivitesini saptamanin bir yoludur. Sadece kii¢ciik miktarlarda
numune gerektirir ve siklikla karmagik karisimlar olarak ortaya cikan bitki
bilesenlerinin arastirilmasi i¢in idealdir. Bu bilesenlerin hedefe yonelik izolasyonu i¢in
kullanilabilir (Sekil 1.6). HPLC'nin aksine, bircok numune ayni anda TLC iizerinde
calistirilabilir ve enzimlerin inaktivasyonuna veya canli organizmalarin oliimiine
neden olan organik c¢oziiciiler, biyolojik saptamadan Once tamamen g¢ikarilabilir.
Bir¢ok biyo-deney TLC ile uyumludur. Kullanilan testler arasinda antimikrobiyal,
radikal stiptiriicii, antioksidan aktiviteler ve enzim inhibisyon 6zelligi bulunmaktadir

(Marston, 2011).
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Sekil 1.6. TLC uygulamasina
bir 6rnek
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1.3.6.2. Gaz kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi gogunlukla ugucu yaglarin polar olmayan bilesiklerinin analizi i¢in
kullanilir. Son zamanlarda genellikle kiitle spektrometresi (GC-MS) ile birlestirilerek
kullanilmaktadir. Bu teknik, bir bilesigin molekiil agirliginin belirlenmesine izin verir
ve bir molekiiler iyon belirlendikten sonra, bu iyonu, hidrojen, karbon, oksijen ve
icinde bulunabilecek diger atomlarin tam sayisini belirlemek i¢in dogru bir sekilde
Olcmeyi miimkiin kilar. MS'de elektron etkisi yaygin olarak kullanilan ¢esitli teknikler
mevcuttur. Bu teknikler molekiiliin pargalanmasini saglar ve fragmanlar molekiilde
bulunan fonksiyonel gruplara tahsis edilebildiginden yap1 aydinlatilmasinda
faydalidir. Kimyasal iyonizasyon (CI), elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve hizli atom
bombardiman1 (FAB) kiitle spektrometresi gibi daha yumusak teknikler molekiilii
daha az enerji ile iyonize eder; sonug olarak, molekiiler iyonlar genel olarak mevcuttur,
fakat yap1 aydinlatilmasi amaciyla daha az par¢alanma asamasi vardir (Gherman ve

dig., 2000)
1.3.6.3. Yiiksek ¢oziiniirliiklii sivi kromatografisi

Yiiksek performansh sivi kromatografisi dogal {iriinlerin analizi ve izolasyonu ig¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Teknigin analitik duyarliligi, 6zellikle fotodiyot dizisi
gibi UV saptamasi ile birlestirildiginde, 190 ile 800 nm arasinda eliisyon piklerinin
UV spektrumlarinin elde edilmesini saglar. Bu sistemin akis hiz tipik olarak 0,5 — 2,0
mL / dakikadir ve analitik modda numune yiiklemesi bitki ekstresi bilesenlerinin

saptanmasina ve ayrilmasina izin verir.
1.3.6.4. Birlestirilmis yontemler

Biyolojik olarak aktif dogal iirlinlerin hizli tespiti, ham bitki ekstraktlarinin
fitokimyasal incelemesinde stratejik bir rol oynamaktadir. UV fotodiyot dizi tespiti ve
kiitle spektrometresine (LC-MS, LC-MS-MS, GS-MS) bagli HPLC kullanilan
teknikler (Sekil 1.7), izolasyondan 6nce metabolitler iizerinde ¢evrimici ¢ok sayida
yapisal bilgi saglamaktadir. Tiim bu birlesik tekniklerin kullanimi, bilinen bitki
bilesenlerinin sadece bir miktar bitki materyali ile hizli bir sekilde yapisal olarak
belirlenmesini saglar. Boyle bir yaklagimla, ortak dogal iiriinlerin zaman alici

izolasyonundan kag¢milir ve araya giren spektroskopik veya biyolojik ozellikler
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gosteren bilesiklerin etkili bir sekilde hedeflenmis izolasyonu gergeklestirilebilir

(Wolfender ve dig., 1998).
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Sekil 1.7. Bitkiden elde edilen ekstratlarin fitokimyasal ve
biyolojik aktivite belirlenmesinde izlenen yol semasi

1.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal duyarlilik testi yeni ilaglarin kesfi, epidemiyoloji ve terapotik
calismalarin tahmini i¢in kullanilmaktadir. Neredeyse tiim Onemli antibiyotik
gruplarin (tetrasiklinler, sefalosporinler, aminoglisozitler ve makrolidler) kesfedildigi
"Altin ¢ag" da ki devrimden bu yana antibiyotiklere karsi olusan mikrobiyal direng
artmaktadir ve bu nedenle antibiyotikler etkinliklerini kaybetme tehlikesiyle kars
karsiyadir. Coklu ilaca direngli bakterilerin gilinlimiizdeki etkisi, iligkili tedavi
yontemlerindeki basarisizliklar ve halk sagligi i¢in kiiresel bir endise haline gelmistir

(Mayers ve dig., 2009).
1.4.1. Dogal ekstratlarda antimikrobiyal aktivite

Yeni antibiyotiklerin kesfi olduk¢a 6nemli bir amag olarak arastirmacilarin en bagta
ilgilendigi konular arasindadir. Dogal iiriinler, hala yeni ila¢g molekiillerinin en 6nemli
kaynaklarindan biri konumundadir ve hali hazirda yeni antibiyotikler; prokaryotik
bakteriler, 0karyotik mikroorganizmalar, bitkiler ve ¢esitli hayvan organizmalarindan
tiretilmektedirler. Bu baglamda yeni antibiyotik maddelerin kesfedildigi kaynaklar
arasinda bitkiler ve mikrobiyal kaynaklar ilk sirada yer almaktadir (Bredy, 2005).
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Bitkiler ve diger dogal kaynaklar ¢ok cesitli kompleks ve yapisal olarak gesitli
bilesikler saglayabilir. Son zamanlarda, birgok arastirmaci potansiyel antimikrobiyal
ajanlar olarak bitki ve mikrobiyal ekstraktlar, ugucu yaglar, saf ikincil metabolitler ve
yeni sentezlenmis molekiillerin arastirilmasina odaklanmistir (Mabona ve dig., 2013).
Bununla birlikte, bu dogal iiriinlerin antimikrobiyal etkisi hakkindaki yayinlanmis
makaleler incelendiginde, sus hazirlama teknikleri, sus asilama boyutu, biiyiime
ortami, kulucka kosullar1 gibi farkli standartlastirilmamis yaklasimlar nedeni ile

sonuglar arasindaki karsilastirma genellikle zordur.
1.4.2. Antimikrobiyal aktivite belirleme yontemleri

Bir ekstraktin veya saf bir bilesigin in vitro antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek
i¢in gesitli laboratuvar yontemleri kullanilabilmektedir. En bilinen ve temel yontemler,
disk diflizyon, well diflizyon ve siv1 agar veya agar seyreltme yontemleridir. Bunun
yani sira; birgok fitokimyasal bilesigi yapisinda bulunduran bitki ekstratlarinin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden
biri de TLC-biyootografi yontemidir. Bu yontem digerlerine gore daha az zaman
gerektiren ve uzun 6n hazirlik islemleri olmayan bir yontem oldugundan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle diger bilinen ydntemlerde bitki ekstratlarinin fitokimyasal
bilesiminin aktiviteleri 6l¢iilebilirken, bu yontemde ekstratta bulunan fitokimyasal

maddelerin ayr1 ayr1 aktiviteleri tespit edilebilmektedir.
1.4.2.1. TLC-Biyootografi

TLC biyo-otografisi, bench-top biyo-analizler kategorisine giren ve kisa siirede
minimum numune ile yapilabilen kompakt ve basit testlerdir. Biyo-analizler, canli bir
organizmadan elde edilen bir ekstraktin veya saf bir maddenin biyolojik aktivitesini
saptamak icin kullanilan testler olarak tanimlanirken, “bench-top” yontemleri

kullanildiginda zaman tasarrufunun oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir.

Biyo-otografi genellikle biyolojik bir etki veya siireci tespit etmek i¢in kullanilan
kimyasal bir yontemin uygulanmasidir (Sekil 1.8). TLC-biyo-otografi ise karmasik bir
karisim1 ayiran ve ayni zamanda aktif bilesenleri TLC plakasi lizerinde lokalize eden
basit bir ¢evrimigi veya yerinde yontem olarak bilinmektedir. Bu yontemde, bir¢ok

bileseni bir arada igeren dogal ekstratlarin yapisindaki bilesenler uygun bir mobil faz
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ile ayrilarak olusan her bir bandin antimikrobiyal aktivitesi ayr1 ayri

belirlenebilmektedir.

Sekil 1.8. TLC-Biyootografi ¢alisma 6rnegi

Bu durum, TLC uygulamasi olmadan belirlenen antimikrobiyal aktivite yontemlerine
gore oldukga biiylik bir avantajdir. TLC uygulamasi olmayan yontemlerde, tek bir

bilesigin aktivitesi degil de sadece bir 6rnegin biyoaktif toplami belirtilir.

HPLC'den farkli olarak, bu yontemde ayni anda birka¢ numune uygulanabilir ve
numunelerin kromatografisi kesinlikle ayni kosullar altinda elde edilir. Bu yontemin
HPLC'ye gore bir baska avantaji da enzimlerin veya canli organizmalarin
inaktivasyonuna neden olabilecek organik mobil fazin TLC de buharlagmasi ve

bdylece tespiti engellememesidir.

HPLC ¢evrimi¢i biyodeneylerin, mobil faz ile de uyumlu olmasi gerekmektedir
(Marston ve dig., 1999). TLC yonteminin uygulanabilirliginin kolay olmasi ve diger
yontemlere gére daha az maliyetli olmas1 bu yontem i¢in gelistirilen antimikrobiyal
aktivite calismalarinin da artmasina sebep olmustur. Bunlardan en yaygin olanlar
TLC-agar difiizyon, TLC-dogrudan biyootografi ve TLC-agar overlay yontemleridir
(Sekil 1.9).
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Agar diflizyon Dogrudan biyootografi Agar-overlay

inhibisyon alani Inhibisyon alani inhibisyon alani
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Sekil 1.9. TLC-Biyotografi ¢esitleri

TLC-agar diflizyon,;

Agar difiizyonu (veya temas biyootografisi), antimikrobiyal ajanin kromatogramdan
bir mikroorganizma ile inokiile edilmis bir agar plakasina diflizyonu yoluyla
transferini igerir. Bitki 06ziiti uygun mobil faz kullanilarak yiriitiilir ve plaka
kurutulduktan sonra, calisilacak bakteri ile inokiile edilmis agar ortamina plakanin

ekstratin yuritildigi ylizi gelecek sekilde agar ile temas ettirilir.

Uygun ortamdaki iireme sonrasi, agar yiizeyinde ekstratin bantlarinin geldigi alanlarda
tireme olmayan noktalar tespit edilir. Bu yontemde bilesiklerin kromatogramdan agar
plakasina diferansiyel difiizyonundan kaynaklanan sorunlar ortaya e¢ikabilir. Bu
durum, ozellikle suda ¢oziinmeyen numuneler i¢in gegerlidir (Chomnawng ve dig.,
2009).

TLC-Dogrudan biyootografi;

Dogrudan biyo-otografide, gelistirilen TLC plakasina bir mantar veya bakteri
slispansiyonu piiskiirtiiliir veya icine daldirilir. Bu yontem, dogrudan TLC plakasi
tizerinde biiyliyebilen mikroorganizmalar i¢in gecgerlidir ve 6zellikle bulagsma riski
olan patojen mikroorganizmalar ile ¢alisildiginda, uygulanan piiskiirtme ve daldirma

islemleri nedeniyle ekstra dikkatli olunmasini gerektirir.

Dogrudan biyootografik prosediirler, Aspergillus, Penicillium ve Cladosporium
(Humans and Fuchs, 1970) gibi spor iireten mantarlar ve ayrica bakteri (Hamburger

and Cordell, 1987) ¢alismalari igin tanimlanmustir.
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TLC-Agar overlay (bindirme);

Agar-bindirme teknigi diger iki yontemin (Direk biyootografi ve Agar difiizyon) bir
karistmidir ve genis bir mikroorganizma spektrumuna uygulanabilir. Iyi tanimlanmis
inhibisyon bolgeleri saglar ve kontaminasyona duyarli degildir. Agardaki belirli
mikroorganizmalarin uygun bir siv1 besi yerinde hazirlanan siispansiyonu, gelistirilen
TLC plakasi tlizerine hafif¢e eklenir ve daha sonra nemli bir atmosferde birkag saat

inkiibe edilerek mikroorganizmalarin biiyiimesine izin verilir.

Aktif bilesikler, sabit fazdan mikroorganizmaya bir diflizyon islemi ile aktarilir

(Hockett ve Baltrus, 2017).
1.4.2.2. Disk difiizyon

Ik olarak 1940 yilinda gelistirilen Agar disk difiizyon testi (Heatley, 1944), bircok
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin antimikrobiyal duyarlilik testi igin

kullanilan resmi bir yontemdir.

Gilintimiizde, bakteri ve maya testi i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) tarafindan kabul edilmis ve onaylanmis bir¢ok standart yayinlanmaktadir
(Tablo 1.5) Biitiin direngli bakteriler bu yontemle dogru bir sekilde test edilemese de,
streptokok, Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Neisseria
gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis gibi baz1 direngli bakteriyel patojenleri test
etmek i¢in belirli kiiltiir ortamlari, ¢esitli inkiibasyon kosullar1 ve yorumlayici kriterler

kullanilarak standardizasyon yapilmistir (CLSI dokiimani, 2012).

Bu iyi bilinen prosediirde, agar plakalari test mikroorganizmasinin standart bir
konsantrasyonunu i¢eren mikroorganizma siispansiyonu ile inokiile edilir. Ardindan
da, istenen konsantrasyonda test bilesigini i¢eren filtre kagidi diskleri (yaklasik 6 mm
capinda) agar yiizeyine yerlestirilir ve petri kaplar1 uygun kosullar altinda inkiibe
edilir. Genel olarak, antimikrobiyal ajan agar i¢ine yayilarak test mikroorganizmasinin
gelismesini ve biiylimesini engeller ve daha sonra inhibisyon biiylime bolgelerinin

caplar Slgiiliir.
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Tablo 1.5. CLSI tarafindan o6nerilen antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri i¢in
kiltlir ortami, mikrobiyal inokulum boyutu ve inkiibasyon kosullari

Nihai
Metot Mikro Biiyiime inokulum inkiibasyon inkiibasyon
organizma  ortami kons. Sicakhig: (°C) siiresi (saat)
(CFU/mL)
. (1-2)x108 )
Bakteri MHA (0.5 McFarland) 35+2 16 - 18
Maya  MHA+GMmB  (19X10° 3542 20-24
Disk difiizyon (0.5 McFarland)
Non-
Kiif suplemented (0.4 - 5)x108 - -
MHA
Bakteri MHB 5x 10° 35+2 20
Mikrodiliisyon Maya RPMI 1640 (0.5-2.5) x 10° 35 24 - 48
Kiif RPMI 1640 (0.4 - 5)x10* 35 48
Bakteri MHB 5x 10° 35+2 20
Makrodiliisyon Maya RPMI 1640 (0.5 -2.5) x 10° 35 46 - 50
Kiif RPMI 1640 (0.4 -5) x 10* 35 48
Agar diliisyon Bakteri MHA 10* CFU/spot 35+£2 16 - 20
Time-Kkill Bakteri MHB 5x10° 35+2 0,4,18,24

MHA: Mueller Hinton Agar. MHB: Mueller Hinton broth GMB: ortam,% 2 glikoz ve 0.5 mg / mL
metilen mavisi ile desteklenmigtir. RPMI: Roswell Park Memorial Enstitii besi yeri (glutamin ile,
bikarbonat olmadan ve pH gostergesi olarak fenol kirmiziyla), 0.165 M'de MOPS (morfolin propan
stilfonik asit) ile pH 7.0'a tamponlandi.

1.4.2.3. Agar well difiizyon

Agar well (kuyu) diflizyon yoOntemi, bitkilerin veya mikrobiyal ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Disk
diflizyon yonteminde kullanilan prosediire benzer sekilde, once agar plak yiizeyi
mikrobiyal inokiilumun bir hacminin tiim agar ylizeyi lizerine yayilmasi ile inokiile
edilir, daha sonra ise, ¢ap1 6 ila 8 mm olan bir delik, steril bir mantar delici veya bir ug
ile septikal olarak delinerek kuyuya istenen konsantrasyonda bir hacim (20-100 mL)
antimikrobiyal ajan veya ekstrakt c¢ozeltisi eklenir. Agar plakalarinin test

mikroorganizmasina bagli olarak uygun kosullar altinda inkiibe edilmesinin ardindan
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antimikrobiyal ajan agar ortaminda yayilir ve test edilen mikrobiyal susun biiyiimesini

engeller (Magaldi ve dig., 2004).
1.4.2.4. Mikro- ve makro- diliisyon

Sivi mikro veya makro diliisyon, en temel antimikrobiyal duyarlilik test
yontemlerinden biridir. Prosediir, minimum 2 mL (makrodiliisyon) iceren tiiplerde
veya 96 oyuklu mikrotitrasyon plakasi (mikrodiliisyon) kullanilarak daha kiigiik
hacimlerde dagitilan bir sivi biiyiime ortaminda antimikrobiyal ajanin iki kat
seyreltilerinin hazirlanmasini icerir. Daha sonra her tiip veya oyuk, 0.5 McFarland
Olcegine ayarlanmig standart mikrobiyal slispansiyonun seyreltilmesinden sonra ayni
ortamda hazirlanan bir mikrobiyal siispansiyon ile inokiile edilir. Inokiile tiipler veya
96 oyuklu mikrotitrasyon plakast, iyi bir Karistirmadan sonra, test mikroorganizmasina
bagli olarak uygun kosullar altinda (¢ogunlukla ¢alkalama olmadan) inkiibe edilir
(Balouiri ve dig., 2016) (Selil 1.10).

. F -‘ Steril MHB
1. Steril MHB de 1/10
seyreltme A .
2. 100 mlL tarnsfer et. 3. Her kuyucuga 50 mL

Steril damitilmig su, etanol veya broth ekle (2 den 12 ye)

DMSO igerisinde arzu edilen bir
konsantrasyonda ilag gozeltilerinin
hazrianmast.
Kontrol
= Qo \<

o |
10 l

4.
SFUfL MHB de 1/150 seyrelt |

\ |

5. Her bir kuyucuga 50

0.5 McFariand bakteri
ml ekle

slspansiyor 6. 35 C de 18 saat ikiibe et

Sekil 1.10. CLSI tarafindan onerilen stvi mikrodiliisyon test
protokolii

MIK (Minumum inhibitér konsantrasyonu), tiiplerde organizmanin biiyiimesini veya
mikro-diliisyon kuyularmi tamamen inhibe eden en diigiikk antimikrobiyal ajan
konsantrasyonudur (CLSI metot, M07-A9). Mikrodiliisyon yonteminden farkl olarak,
makrodiliisyon yonteminin baslica dezavantajlari; uzun zaman gerektirmesi, manuel
islemlerin gok fazla olmasi, her test i¢in antimikrobiyal ¢6zeltilerin hazirlanmasindaki

hata riski ve nispeten biiylik miktarda reaktif gerektirmesi olarak siralanabilir. Bu
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nedenle, testin basitlestirilmesiyle, olusan reaktiflerin ve alanin hem ekonomik hem de

tekrarlanabilirlik 6zelligi mikrodiliisyon yonteminin baslica avantajlaridir.
1.4.2.5. Agar diliisyon

Agar seyreltme yontemi, antimikrobiyal ajanin arzu edilen ¢esitli konsantrasyonlarinin
seri iki kat seyreltmeler kullanilarak bir agar ortamina (erimis agar ortami1) eklenmesini
ve ardindan da tanimli bir mikrobiyal sus ile agar yiizeyine inokiile edilmesini igerir.
MIK degeri, uygun inkiibasyon kosullar1 altinda biiyiimeyi tamamen inhibe eden en
diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonu olarak kaydedilir. Bu teknik hem
antibakteriyel hem de antifungal duyarlilik testi i¢in uygundur. Birden fazla izolat tek
bir bilesige karsi test ediliyorsa veya test edilen bilesik (veya ekstrakt) sivi ortamdaki
mikrobiyal bilyiimenin renklendirilmesiyle saptanmasini maskeliyorsa, MIK tayini
icin agar seyreltme yontemi tercih edilir. Bu yontem hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilere karst uygulanabilir ve E-Test ile iyi bir korelasyon sunar (Baker ve
dig., 1991).

1.4.2.6. Time-kill

Time-Kkill testi, bakterisidal veya fungisidal etkiyi belirlemek igin kullanilan en uygun
yontemdir ve antimikrobiyal ajan ile mikrobiyal sus arasindaki dinamik etkilesim
hakkinda bilgi elde etmek i¢in gii¢lii bir aractir. Ayrica; zamana veya konsantrasyona
bagli antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde de etkilidir. Bu test bakteriler i¢in iyi
standardize edilmis ve CLSI'nin M26-A belgesinde aciklanmigtir (CLSI, M26-A).
Calisma sivi besi yeri ortaminda igerisinde 5x10° CFU/mL bakteri siispansiyonu
iceren 3 tiip kullanilir. Tlk iki tiip test edilecek antimikrobiyal maddenin 1xMIK ve
0.25XxMIK konsantrasyonlarimi icerirken, 3. tiip ise kontrol olarak kullanilir. Farkl
zaman araliklarinda inkiibe edilen Orneklerden alinan numuneler agar ortamina
inokiile edilerek, agar plak sayma yontemi kullanilarak numune alinan her bir tiipiin

canli hiicre sayis1 CFU/mL cinsinden hesaplanir. (Konate ve dig., 2012
1.5. Siitiirler (Dikis iplikleri)

Yara iyilesmesi saglanana kadar yara dudaklarimi yaklastirmak ya da karsi karstya

getirerek tespit etmek ve meydana gelen kanamalarin kontroliinii saglamak amaciyla
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kullanilan dogal ya da sentetik malzemelere ameliyat ipligi ve Latince “suture”

denilmektedir.

Siitiirler son 4000 yildir kullanilmaktadir. Eski Misir'dan yapilan arkeolojik kayitlar,
Misirhilarin yaralart kapatmak i¢in keten ve hayvan tendonlarim1 kullandiklarini
gostermektedir. Dikisler, yara kapanmasi ve doku yaklasimi i¢in en sik kullanilan
biyomateryaldir. Yaralanmalarin neden oldugu kesikleri veya cerrahi ve yara
yaklasimi gibi diger tibbi prosediirlere bagli insizyonu kapatmak i¢in kullanilirlar.
Deride, i¢ dokularda, organlarda ve kan damarlarinda yaygin olarak kullanilirlar. ki
farkli siitiir ¢esidinden biri kendi kendine ¢6ziilen emilebilir siitiirler, bir digeri ise,
belirli bir siire sonra ¢ikarilan emilemeyen siitiirlerdir. Siitlir pazar1 su anda yillik 1.3
milyar dolar1 asmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa ve Ingiliz
Farmakopeseleri, siitiir liretimi i¢in standartlar ve yonergeleri belirleyen siitiir
endiistrisinin basinda gelen kuruluslardir. Siitiir boyutlari, 10'dan 1'e kadar verilen
sayilar ile adlandirilir ve 1-O ila 12-O arasinda degisen ¢ap1 temsil eden bir say1 da
verilir, 10-O gap1 en biiyiiktir ve 12-O, bir insan sag1 ile ayni ¢apta olmaktadir
(Chellamani ve dig., 2013).

1.5.1. Sitiirlerin siniflandirilmasi

Dikisler, iiretim siireclerine gore genis bir sekilde 3 gruba ayrilabilir. Bunlar 1)
Monofilament siitiirler, ii) Multifilament siitiirler, iii) Emilebilen siitiirler ve iiii)
Emilemeyen siitiirler (Adanur, 1995). Siitiirlerin kapsamli bir siniflandirmasi Sekil

1.11'de gosterilmektedir.
1.5.1.1. Monofilament siitiirler

Piirtizsiiz bir yiizeye sahip olan monofilament siitiirler, sadece polimer ekstriizyon
yontemi ile sentetik malzemeden iiretilmektedirler ve en 6nemli 6zellikleri minimal
doku reaksiyonu vermeleridir. Bunun nedeni de bu siitiirlerin piiriizsiiz bir yiizeye
sahip olmasidir. Monofilament siitiirlerin, multifilament siitiirlere kiyasla yilizeylerinde
daha az bakteri hayatta kalabilmektedir ve viicudun deri altinda bulunan derin
kisimlarina da diigiim yapmak veya yerlestirmek kolaydir. Ayrica bu siitiirler,
multifilament siitlirlere oranla daha az esnek yapidadir ve diigiim dayaniklilig
diisiiktiir. Monofilament siitiirlerin iretiminde polyester, poliamid, polipropilen ve
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polidioksanon kullanilmaktadir. Polyester, yiiksek bir diigiim ¢ekme mukavemetine,
iyi esneklige ve diisiik bozulmaya sahiptir. Polipropilen miitkemmel doku siiriiklemesi
ve stabilitesine sahiptir. Polidioksanon ve poliglikolik asit-polikarbonat kopolimeri

ise, viicut dokusunda hidrolitik islem vasitasiyla kademeli olarak ¢oziinebilmektedir.

SUTURLER

m | MULTIFILAMENT ! PSEDO MONOFILAMENT

[ Emiteeive ] | evemeven |
EMILEBILIR EMILEMEYEN I I
NTETIK
| ooda | | sewemin |
L |
Polighkolik asit ek .
I DOEAL I I iENHTIh:I SENTETIK Poliester
Poliglaktin 910
| | T glaktin Keten Paliamid
Mising Pedidiokasnan Poliamid Pkt Pastanmay gelik
Kallgjen Pofiglikonst Polipropiien
Foligickapron 25 Polibitester
Podiglikolik ash PR —
Pazlanmaz edik

Sekil 1.11. Siitiirlerin yapilarina gore siniflandirilmasi
1.5.1.2. Multifilament siitiirler

Multifilament iplikler &rgiilii dikisler olusturmak icin birlikte biikiilebilir. Orgiilii bir
stitiir olusturmak igin, genellikle sekiz ila on altt monofilament iplik kullanilmaktadir.
Uretim ydntemi nedeniyle, orgiilii siitiirler piiriizlii bir yiizeye sahiptir ve bu da doku
stiriklenmesinin (asinmasinin) yiiksek olmasina neden olur. Doku asinmasin
azaltmak ve daha iyi biikiilebilirlik saglamak i¢in 6rgiilii siitiir malzemesinin yiizeyine
bir yaglayici uygulanir. Orgiiler, monofilament siitiirlere kiyasla esnek ve kullanimlar:
kolaydir. Poliesterler, poliamidler ve ipekler orgiilii siitiirlerin iiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Monofilament ve multifilament siitiirlerin yapisal goriintiileri,

avantaj ve dezavantajlar1 Sekil 1.12°de verilmistir (Erol ve dig., 2014).
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MONOFILAMENT MULTIFILAMENT

AVANTAILARI AVANTAILARI

-PlUrlssuz yuzey -Dayanim
-Daha az doku travmasi -Yumusak ve esnek
-Bakteri tutunmasi zor -Tasima
-Kilcallik yok -Dugumlenmesi kolay

DEZAVANTAILARI DEZ AVANTAILARI
-Tasima ve digim -Bakteri tutunmasi kolay
-Esnekliik -Kilcal etki
-Kolay kinlma -Doku travmasi

Sekil 1.12. Monofilament ve multifilament siitiirlerin avantaj ve
dezavantajlart

1.5.1.3. Emilebilen siitiirler

Emilebilir siitiirler, enzimatik bozunma ve birbirini izleyen hidrolitik veya tek basina
hidrolitik olarak 60 giin i¢inde bozunur ve gerilme mukavemeti kaybina ugrar. Bu

stitiirler dogal ve sentetik olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar.

Katgut (dogal): Yaygin olarak kullanilan siitiir hayvan bagirsaklarindan elde edilir ve
%99'dan fazla saf kollajendir. Koyun bagirsaklarinin submukozundan veya sigir
bagirsaklarinin serolarindan elde edilir. Monofilamenttir ve bir enzimatik sindirim
slireci sonunda eriyerek emilir. Emilim orani biiyiikliige ve ayrica bagirsagin diiz veya
kromize olup olmadigina baglidir. Katgut'un en biiyiik avantaji, emilebilir olmasi1 ve
enfeksiyon varliginda bile kullanilabilmesidir. Cekme mukavemeti kayb1 emilimden

daha hizlidir.

Kollajen (Dogal): Geleneksel katgutun dezavantajlarmin istesinden gelmek igin
gelistirilmistir. Kollajen eldesinde; sigir etlerinin fleksor tendonlart dagilmis fibrillere
dontistiirtilerek ekstriide edilir ve kolajen siitiirleri olusturmak iizere yeniden isleme

alinir.

Polidioksanon (sentetik): Monofilament formdadir ve polidioksanon polimerinden

tiretilir. 180 — 190 giinde hidrolize olarak emilir. 14 giin implantasyondan sonra
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gerilme direncinin % 26'sin1, 28 giin sonra % 42'sini ve 56 giin sonunda ise % 86'sin1
kaybeder. 6 haftalik implantasyondan sonra hala gerilme mukavemeti yari dmriine
sahiptir. Digiim dayanimi yiiksek, minimal doku siiriiklemesi ve minimal yabanci

cisim reaksiyonu vardir.

Poliglikonat (sentetik): Glikolik asit ve trimetilenin kopolimeridir. Monofilament
yapidadir. 60. giinden baslayip 180. giinden itibaren hidroliz yolu ile emilimi
tamamlanir. Cekme mukavemetini 21 giinden daha fazla korur. Kopma
mukavemetinin yar1 omrii ise 28 giin civarindadir. Kullanimi kolay ve tiim sentetik
monofilament emilebilir siitiirlerin arasinda en iyi diigim giivenligine sahiptir. Tendon

onarimi i¢in naylon ve polibutesterden daha etkilidir.

Poliglecarprone (Sentetik): Monofilament formdadir ve kaprolakton ve glikolidin
kopolimeridir. Dokuda 90 ila 120 giinde hidrolize olarak emilir. Implantasyonun 7.
giininde ¢ekme dayaniminin %350'sini, 14. giinde %75'ini ve 21. giinde ¢ekme
dayaniminin tiimiini kaybeder. Yiiksek digiim giivenligi, minimal doku reaksiyonu
ve azalan esnekligi sayesinde iyi kullanim 6zelliklerine sahiptir. Implantasyon sonrasi

hizli gerilme mukavemeti kayb1 nedeniyle, hizla iyilesen dokular i¢in kullaniimalidir.

Poliglikolik asit (sentetik): Orgiilii yapida olan siitiirlerdendir. Glikolik asitten
sentezlenir. 100 ila 120 giin i¢inde hidroliz ile emilir. Implantasyondan sonraki 7 giin
iginde gerilme mukavemetini %33, implantasyondan sonraki 14 giin i¢inde ise %80
kaybeder. Temiz ve kontamine yaralarda yaygin olarak kullanilir. Katgut siitiirlere
gore Ustlin gerilme mukavemetine sahiptir ve dokuya tutunma ozellikleri oldukca
iyidir. Alkali ortamda digim giivenligi zayiftir ve stabilitesini kaybetme gibi

dezavantajlar1 vardir.

Polyglactin 910 (sentetik): Orgiilii formda mevcuttur. Glikolik asit ve laktik asit
kopolimeridir ve kalsiyum stearat ile kaplanmistir. 100 -120 giin igerisinde hidrolize
olur. 1k 14 ila 21 giin implantasyon i¢in gekme mukavemetini korur. Ayrica kaplanmis
formda da mevcuttur. Kaplanmis formdaki poliglactin 910 siitiiriin kullanimi1 daha
kolaydir ve daha az doku siiriiklemesi, minimal doku reaksiyonu verir bu sebeple
kontamine olmus yaralarda kararhidir. Alkali ortamda kararli, daha yiliksek ¢ekme

mukavemeti ve diigiim mukavemeti gibi avantajlara sahiptir (Abdesselam, 2009).
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1.5.1.4. Emilemeyen siitiirler

Emilemeyen siitiirler gerilme mukavemetini 60 giinden daha uzun siire korur.

Emilebilen siitiirlerde oldugu gibi dogal ve sentetik olarak iki ana gruba ayrilirlar.

Ipek (dogal): Orgiilii formda mevcuttur. ipek solucan larvalarinin kozasindan yapulir.
Bazi durumlarda vaks ya da silikonla kaplanmaktadir. iki y1l sonra giiciinii kaybeder.
Mikemmel kullanim ozelliklerine ve diiglim giivenligine sahiptir. Daha ¢ok
oftalmolojide kullanilir. Bu siitiirlerin ana dezavantajlari, diigiim glivenligini azaltan,
doku reaksiyonunu, enfeksiyonu ve kilcalligi tesvik eden kaplamadir (Chatterjee,
1975).

Keten (dogal): Ketenden yapilir. Biikiilmiis bigimde mevcuttur. Genel cerrahi,
jinekoloji, kardiyovaskiiler cerrahi, gastrointestinal cerrahi ve plastik cerrahi i¢in
kullanilmaktadirlar. Keten siitiir emilmez ve bu nedenle gerilme mukavemetini
kaybetmez. Islak oldugunda %10 gerilme mukavemeti kazanir. Silikon ve polivinil

¢ozeltisi ile islenmis olarak da mevcuttur (Shalon, 2013).

Pamuk (dogal): Il. Diinya Savasi sirasinda ipek siitiiriin yerini almak tizere 1939'da
siitir malzemesi olarak kullanilmaya baglanmigtir. Pamuk bitkisinin tohum
tiylerinden ¢ikarilir. Islakken c¢ekme mukavemeti ve diigiim giivenligi kazanir.
Implantasyondan sonra gerilme mukavemetini yavas yavas kaybeder, 6 ayda % 50
gerilme mukavemeti kayb1 ve 2 yilda % 70 gerilme mukavemeti kaybi gergeklesir.
Ipekten daha iyi diigiim giivenligi vardir. Pamuk siitiiriin dezavantajlari; kilcalligs,
doku reaktivitesi, elektrostatik Ozelliklerden otiirii diigiik kullanim kabiliyeti ve

enfeksiyonu artirict 6zelligidir (Boothe, 1993).

Polyester (sentetik): Polyester siitiir, diiz ve kaplanmis formlarda bulunan 6rgiilii bir
multifilamenttir. Dikis dokuya uygulanirken i¢inden Siirtiinmeyi azaltan polibiitilat,
teflon ve silikon igeren kaplamalar uygulanmaktadir. Bu siitlir, mevcut en giiclii
metalik olmayan siitiirlerden biridir ve dokulara implantasyondan sonra gerilme
mukavemetinde ¢cok az kayip olur veya hi¢ kaybolmaz. Uygun sekilde yerlestirildikten
sonra polyester dikisler, dokular1 yavasea iyilestirmek icin uzun siireli destek sunar.
Polyester siitiiriin dezavantajlari ise; zay1if diigiim dayanimu, yiiksek siirtiinme katsayisi

ve Ozellikle kontamine ortamlarda doku reaktivitesidir.
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Poliamid (sentetik): Naylon ve polimerize kaprolaktam, kolayca temin edilebilen
poliamid siitiirlerin 6rnekleridir. Hem monofilament hem de multifilament formda
iiretilmektedirler. Implantasyondan sonra, monofilament naylon siitiirler kimyasal
bozulma nedeniyle 2 yil boyunca orijinal gerilme mukavemetinin yaklasik % 30'unu
kaybeder. Multifilament naylon, dokuda 6 ay sonra gerilme mukavemetinin timiinii

kaybeder.

Polipropilen(sentetik): Monofilament formunda mevcuttur. Poliolefin plastiklerinden
sentezlenir. Implantasyon sonrasi gerilme mukavemetini azaltir. Tiim monofilament
metalik olmayan sentetik dikis malzemelerinden daha yiiksek diigiim giivenligine
sahiptir. Cildin kapatilmasi i¢in en iyi siitiirdiir. Bununla birlikte, gerilme mukavemeti,

tiim monofilament metal olmayan siitiirlere kiyasla daha azdir.

Paslanmaz celik: Paslanmaz celik hala yaygin olarak kullanilan tek metalik siitiirdiir.
Hem monofilament hem de o6rgiilii formda mevcuttur. Biyolojik olarak inerttir ve
dogada kendiliginden var olmaz. Otoklavlama islemi ile kolayca sterilize edilebilir.
Tiim dikis malzemelerinin en yiiksek gerilme mukavemeti ve diigiim dayanimina

sahiptir ve bu mukavemeti dokulara implantasyonda korur.
1.5.2. Antimikrobiyal siitiirler

T1p biliminde polimerik biyo-malzemelerin kullanimi son birka¢ yilda 6nemli 6l¢iide
artmistir. Bu malzemelerin 6nemli uygulamalarindan biri cerrahi siitiirler alanindadir.
Yara bolgesinde bir siitiiriin varligi, dokunun enfeksiyona duyarliligini artirabilir. Yara
enfeksiyonu ile iligkili mikroorganizmalar hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterileri icerir. Johnson & Johnson'dan Vicryl plus, antimikrobiyal davranis
sergileyen biyolojik olarak ¢dziinebilen tek siitiirdiir. Bununla birlikte, Edmiston ve
arkadaglar1  (2004), triklosan ile kaplayarak antimikrobiyal Vicryl siitiir
gelistirmiglerdir. Bu siitiirlerin Gram pozitif ve Gram negatif klinik izolatlara kars1
mikrobik yapismay1 6nlemede etkili oldugu gézlenmistir. Halihazirda mevcut olan
biyo-siitiirler antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir ve yara iyilesme siirecinde
enfeksiyon olusabilmektedir. Bu nedenle, ¢esitli bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gosterecek sekilde fonksiyonel modifikasyon ile siitiir gelistirme ¢alismalari

oldukg¢a 1lgi cekmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin polimerik materyallere dahil
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edilmesiyle antibakteriyel aktiviteye sahip polimerik materyaller gelistirmek igin
kapsamli ¢alismalar yapilmistir (Chung ve dig., 1998; Stevanato ve Tedesco, 1998;
Naagiep ve Gammal, 1986; Freddi ve dig., 2001).

Ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlari hala sik goriilen nozokomiyal enfeksiyon
tipleridir ve zayif iyilesme, ameliyat sonrast da en sik goriilen komplikasyonlar
arasinda olmaya devam etmektedir. Enfeksiyon riski nedeniyle, dikis malzemelerinin
antimikrobiyal aktivite ile kaplanmasi stratejisi, tibbi malzemelerin bakteriyel

kolonizasyonunu en bastan énlemek i¢in diistiniilmiistiir.

Howell (1965), dikise baglamadan once tiim siitiir materyallerinin 1/2.000 Klorheksidin
¢ozeltisine batirilmasini dnermistir, ancak bircok {iretici kendisine karst ¢ikmustir.
Yapilan ¢alismalarda onleyici strateji olarak, biyofilmler olugsmadan 6nce profilaktik
antibiyotikleri veya kolonizasyonu onleyen ya da antimikrobiyal 6zelliklere sahip
"akill' yiizeyler calisilmigtir. Kaplama ylizeyleri i¢in potansiyel antiseptikler arasinda
klorheksidin poliheksametilen biguanid (PHMB), oktenidin ve triklosan bulunur.
Bakteriyel yapisma ve biyofilm olusumunu Onleyen antimikrobiyal emdirilmis
implantlar, uzun siireli, etkisiz, sistemik antibiyotik kullanimin1 azaltirken, mikrobiyal
direng {iretimi riskini ve implantin ¢ikarilmas: ihtiyacini azaltabilir. Ideal olarak,
antiseptikler, uzun siireli etkileri olan ve antimikrobiyal diren¢ gelistirme riski
olmayan hizli ve giiclii bir mikrobiyosidal spektruma sahip olmalidir. Tibbi iiriinlerle
biyolojik olarak uyumlu olmali, iyilesme siireglerini bozmamal1 ve toksisitesi veya
sistemik emilimi olmayan yaralarda iyi tolere edilmelidir (Leaper ve dig., 2010). Son
zamanlarda siitiirlere antimikrobiyal aktivite kazandirmak i¢in kullanilan en yaygin

madde triklosandir (Sekil 1.13).

G_C%_o@_m

1 Ho
Sekil 1.13. Triklosanin

yapisi
Triklosan 5-kloro-2 (2,4-diklorofenoksi fenol), 40 yil Once gelistirilmis genis
spektrumlu bir antimikrobiyal maddedir (Sekil 9). Baslangigta, etki mekanizmasinin

bakteri hiicre zarnin spesifik olmayan bozulmasi yoluyla oldugu diisliniilmekteydi.
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Bununla birlikte, daha yeni ¢alismalar, triklosan hedefinin, bakteriyel yag asidi
sentezini (6zellikle enzim enoil-asil tasiyici protein rediiktaz) bloke eden Fab I geni
oldugunu ortaya koymustur (Fleck ve dig., 2007). Triklosanin amoksisilin, gentamisin,
nitrofurantoin ve florokinolon gibi diger antibiyotikler ile sinerjitik etkisinde de

Oonemli artiglar gozlemlenmistir.
1.5.3. Nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan bakteriler

Cerrahi bolge enfeksiyonu (CBE), cerrahi miidahaleden sonra sik goriilen bir
komplikasyondur ve CBE orani, cerrahi alanin anatomik konumuna bagli olarak %
25'e kadar ¢ikabilir. CBE baslangici, cerrahi dikigler de dahil olmak iizere ¢esitli
faktorlerle iliskilendirilmektedir (Owens ve dig., 2008). Bakterilerin siitiir ylizeyine
tutunabilmeleri siitiiriin yapisi ile alakalidir ve bu tiir enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasini
tesvik eder. Bu enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin basinda, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococci ve Pseudomonas aeruginosa yer almaktadir
(Alves ve Rosa, 2007).

1.5.3.1. Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli, insan kolon florasinin baskin fakiiltatif anaecrobudur. Organizma tipik
olarak bebeklikten baslayarak gastrointestinal sistemi yasami boyunca kolonize eder
ve daha sonra bakteri ve konakg1 karsilikli yarar saglar (Drasar ve Hill, 1974). E. coli
genellikle bagirsak liimeniyle zararsiz bir sekilde simirlidir; bununla birlikte,
zayiflatilmig veya bagisikligt baskilanmis konakgida veya gastrointestinal bariyerler
ihlal edildiginde, bakterinin normal "patojenik olmayan" suslari bile enfeksiyona
neden olabilir. Patojenik E. coli'ye bagli enfeksiyonlar mukozal yiizeylerle sinirl
kalabilecegi gibi viicutta da yayilabilir. Ug genel klinik sendrom, patojenik E. coli
suslari ile enfeksiyondan kaynaklanir: (i) idrar yolu enfeksiyonu, (ii) sepsis / menenjit

ve (iii) enterik / ishal hastaligi.

Bakteri, Enterobacteriaceae ve Escherichia ailesinde gogunlukla hareketli gram negatif
basiller igeren Escherichia cinsinin bir alt tiiridiir (Bettelheim, 1994), aerobik kosullar
altinda 37 °C'de genel veya segici ortam tizerinde klinik orneklerden kolayca
tiretilebilir (Sekil 1.14). Epidemiyolojik veya klinik amaglar i¢in, E. coli suslari,
varsayimsal gorsel tantmlamadan sonra genellikle agar plakalarindan segilir.
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Sekil 1.14. E. coli elektron
mikroskop goriintiisii

1.5.3.2. Staphylococcus aureus (S. aureus)

Staphylococcus aureus, ¢ok ¢esitli klinik belirtilere neden olan énemli bir bakteriyel
insan patojendir. Enfeksiyonlar hem toplum kokenli hem de hastane kaynakli
ortamlarda yaygindir ve¢ MRSA (Metisiline Direngli Staphylococcus aureus) gibi
coklu ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle tedavinin yonetilmesi oldukca
zorlagmaktadir. S. aureus cevremizde bulunur ve ayni zamanda normal insan
florasinda, cilt ve mukoza zarlarinda (¢ogunlukla burun bolgesi) bulunmaktadir.
Bakteri normalde saglikli ciltte enfeksiyona neden olmaz; ancak, kan dolagimina veya
i¢ dokulara girmesine izin verilirse, gesitli ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (Lowy,
1998).

Bakteri, kok-sekilli olan ve “liziim benzeri” olarak tanimlanan kiimelerde
diizenlenmeye meyilli olan Gram-pozitif bakterilerdir (Gram lekesi ile mor leke).
Bulunduklari ortamda %10'a kadar tuzda biiyiiyebilir ve koloniler genellikle altin rengi
veya saridir. Bu organizmalar aerobik veya anaerobik (fakiiltatif) olarak ve 18 °C ile
40 °C arasindaki sicakliklarda biiyiiyebilirler. Tipik biyokimyasal tanimlama testleri
arasinda katalaz pozitif (tim patojenik Staphylococcus tiirleri), koagiilaz pozitif (S.
aureus'u diger Staphylococcus tiirlerinden ayirmak i¢in) ve manitol fermantasyon
pozitif (Staphylococcus epidermiden ayirt etmek igin) bulunmaktadir (Rasigade ve
Vandenesch, 2014).

S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi biiyiik 6l¢iide enfeksiyon tipine ve ilaca direngli

suslarin varligina veya yokluguna baghdir. Antimikrobiyal tedaviye ihtiyag
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duyuldugunda, tedavi siiresi ve modu biiyiikk 6l¢iide enfeksiyon tipine ve diger
faktorlere baglidir. Genel olarak, izolatlar duyarliysa penisilin (MSSA veya metisiline
duyarli S. aureus suslari) ve MRSA suslar1 i¢in vankomisin tercih edilen
antibiyotiklerdir (Tong ve dig., 2015).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri Tablo 2.1°de liste halinde

verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasallar

Adi Firma Adi Firma
Deiyonize su Aldrich Sulfirik asit Merck
Heksan Sigma Timol Merck
Etanol Sigma 2,4 metil katekol Merck
DMSO Aldrich Vanilik asit Merck
Kloroform Sigma Gallik asit Merck
Metanol Merck Sinamik asit Merck
Formik asit Merck Kojik asit Merck
Etil asetat Merck Naringin Merck
Toluen Merck Kafeik asit Merck
Aseton Merck Kuersetin Merck
p-Anisaldehit Sigma Pirokatekol Merck
Asetik asit Merck ATCC 25922 sus ATCC
Seftriakson Merck ATCC 25923 sus ATCC
Hidroksi propil metil Acar
selliloz Kimya ATCC 29213 sus ATCC
Acar
Karboksi metil seliiloz Kimya Mueller Hinton Broth Merck
Acar
Arabik gam Kimya Mueller Hinton Agar Merck
3-(4,5-dimethyldiazol-2-
Cellan gam Acar yl)-2,5 diphenyltetrazolium Sigma
Kimya .
bromide
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2.2. Bitki Materyalleri
2.2.1. Bitki materyallerinin hazirlanmasi

Thymus vulgaris (Tv) ve Helichrysum arenarium (Ha) bitkileri, May1s 2018'de Uludag
(Bursa-Tiirkiye) Kocayayla platosundan 1400 m yiikseklikte toplandi. Bitkiler musluk
suyu ve deiyonize su ile yikandi ve su buharlagana kadar oda sicakliginda tutuldu.
Helichrysum arenarium ve Thymus vulgaris'in ¢igekleri bitki govdesinden manuel
olarak ayrildi ve ¢igek acan boliimler, 10 giin boyunca (30°C ve %15 nem
kosullarinda) filtre kagidi iizerinde nem kabininde (memmert) kurutuldu. Kurutulmus
kirmizi Rosa damascena Mill. (Rm) gigekleri yerel bir aktardan (Isparta-Tiirkiye) satin
alindi. Kurutulmus bitki kisimlari, laboratuvar tipi bir degirmende Ogiitlilerek toz

haline getirildi ve deneyler yapilana kadar 4°C'de saklandi.
2.2.2. Bitkilerin ekstraksiyonu

flk olarak 100 g toz haline getirilmis bitki, oda sicakliginda 24 saat boyunca 500 mL
heksan ile ekstrakte edildi. Whatman (no 6) filtre kagidindan iki kez filtre edildikten
sonra, ¢dzlicii evaparatdrde uguruldu ve tortu, bir stok ¢ozelti verecek sekilde hekzan
igerisinde ¢ozilindiiriildii. Ekstraksiyon igleminden sonra yapilan filtreleme isleminden
elde edilen bitki oda sicakliginda 5 giin boyunca kurutuldu. Hekzan ekstraksiyon
islemi ile bitkinin yapisinda bulunan yag ve yag asitlerinden arindirilan bitki
materyalleri 300 mL etanolde 24 saat boyunca oda sicakliginda otomatik ¢alkalayicida
ekstrakte edildi. 3 kez filtre edildikten sonra ¢6ziicii evaparatorde uzaklastirildi, kalan
kistm 50 mL DMSO da c¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi ve deneyler yapilana dek
buzdolabinda amber renkli sisede muhafaza edildi (20Y).

2.3. Bitki Ekstratlarimin Fitokimyasal Analizi
2.3.1. Ince tabaka kromatografisi

10 mg/mL konsantrasyonda ki bitki ekstrati ¢ozeltileri daha 6nce elde edilen stok
cozeltilerden hazirlandi. Ticari olarak satin alinan silika jel TLC aliiminyum levhalar
(60 F254), 10 cm x 10 cm boyutlarinda kesildi. 5 pL ekstrat ve test edilen standart
bilesiklerin 3 pL standart c¢ozeltileri (2 mg/mL), plakanin tabanindan 10 mm ve

kenarlardan 10 mm kalacak sekilde 8 mm genisliginde bantlar halinde plakalara
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yiiklendi. Ornekler levhalara manuel olarak 0-100 pL lik otomatik bir pipet
kullanilarak yiiklendi. Camag ikiz oluklu cam haznesi, bitki ekstratlarinin yiiriitiilmesi
(20 cm x 20 c¢m) igin kullanildi ve kromatogramlar, mobil faz buharina 20-30 dakika
maruz birakildi. Bitki ekstratlart uygun mobil faz kullanilarak plakaya yiiklendikleri
noktadan itibaren 7 cm yiititildi ve kromatografik kosullar, bitkilerin etanol
ekstratlari i¢in optimize edildi. Bu ¢alismada dort farkli mobil faz kullanildi. mobil faz
1, kloroform: heksan: metanol: formik asit (50: 50: 10: 1 v/v); mobil faz 2, etil asetat:
toluen: formik asit (70:30:10 v/v); mobil faz 3, kloroform: heksan: metanol: su:
etilasetat (25: 25: 15: 3,5: 45 v/v); ve mobil faz 4 (DPPH analizi), kloroform: etil asetat:
aseton: formik asit (40: 30: 20: 10 v/v) olarak hazirlandi. Uygun mobil faz kullanilarak
gelistirilen plakalar oda sicakliginda 5 giin kurutuldu. Kimyasal tiirevlendirme,
anisaldehit-asetik asit-konsantre siilflirik asit-metanolden (5-100-50-850 mL) olusan
anisaldehit-stilfiirik asit reaktifi ile gerceklestirildi. Reaktif, 500 mL'lik bir behere
alindi, kurutulmus plakalar behere 3 saniye boyunca manuel olarak daldirildi ve 110
°C'de 5 dakika boyunca bir etiivde tiirevlendirildi.

2.3.2. LC-MS

Bitki esktraktlarinda bulunan fenolik asitlerin belirlenmesi i¢in yiiksek ¢ozlniirliiklii
s1vi kromatografisi ve kiitle spektrofotometre kullanilmistir. Bu amagla timol, vanilik
asit, gallik asit, kafeik asit ve kojik asitin 10 ppm’lik standart karisimlar1 olusturulup

bitki ekstratlarinda tarama yapildi.

LC-MS analizi, Agilent 1200 serisi HPLC ile birlestirilmis Agilent 6460 iiclii
kuadrupol sistemi (ESI + Agilent jet akisi) ile yapildi. Sivi kromatografi ¢alismalari
i¢in; kromatografik ayirma, 2.1x50 mm, 1.8 mm pargacik boyutlu Zorbax SB-C18
kolonu kullanilarak yapildi (kolon sicaklig1 35°C; calisma siiresi 13 dakika; gradyan
akis modu). Mobil faz, % 0.05 formik asit + 5 mM amonyum format (solvent A) ve
metanol’den (solvent B) olusmaktadir. Akis hiz1 0.3 mL dk ve enjeksiyon hacmi 5
mL olarak ayarlandi. Standart egri araligi 0.025-0.05-0.1-0.2-0.5-1-2-5-10 ppm

olarak tarandi.

Kiitle spektrometrik analiz; Agilent BinPump-SL (G1312B9), Agilent h-ALS-SL +
(G1367D) otomatik ornekleyici, Agilent G1316B 1200 serisi Thermost ile bir ESI +
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Agilent jet akis1 iyonizasyon kaynagi kullanilarak gergeklestirildi. SL siitun bélmesi,
G1379B mikro degazor, MRM tarama modu ve asagidaki ¢alisma parametreleri; 350
C gaz sicakligi, 10 mL/dak gaz akisi, 45 psi nebulizator, 4000V kilcal, kullanilarak
analizler yapildi. Veri analizi i¢in Agilent G3793AA masshunter optimizer yazilimi
kullanildi. LC-MS analizleri Ortadogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.
2.4. Antimikrobiyal Aktivite
2.4.1. Mikroorganizmalar ve ortam

Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus'un (ATCC 25923)
mikrobiyal kiiltiirleri, ATCC (American Type culture Collection)’ den tedarik edildi.
Bakteriyel siispansiyonlar daha once Grzelak (2013) tarafindan optimize edilen
prosediire gore hazirlandi. Bakteriyel koloni stok kiiltiirlinden alindi, 10 mL M-H
(Mueller Hinton) siv1 besi yerine konuldu ve 37°C 'de 20 saat inkiibe edildi. On
inkiibasyondan elde edilen bakteri siispansiyonu, 1: 200 oraninda M-H s1v1 besi yeri
ile seyreltildi. Daha sonra 20 mL M-H sivi1 besi yerine 5 mL seyreltilmis siispansiyon
ilave edildi ve manyetik karistirici da 5 saat 37°C 'de karistirildi. 20 mL'lik bir M-H
s1vi besi yeri (pH 7.2 + 0.2), 6n inkiibasyondan elde edilen 1 mL bakteri siispansiyonu

ile karistirild1 ve 7 saat 37°C 'de manyetik karistiricida karistirildi.
2.5. Bitki ekstratlarimin antimikrobiyal analizleri
2.5.1. TLC Biyootografi

10 mg/mL stok ekstrat ¢ozeltilerinden 5 pL TLC tabakalarina ytiklenerek ‘2.3.1° de
anlatildigi gibi uygun mobil faz kullanilarak tiirevlendirildi. TLC plakalar oda
sicakliginda 5 giin kurutuldu. Bakteriyel siispansiyonlar daha oOnce tarif edilen
prosediire gore hazirlandi (2.4.1). TLC plakalari, hazirlanan bakteriyel sispansiyona 8
saat boyunca daldirildi ve nem kabininde bir gece 37°C 'de inkiibe edildi. Daha sonra
kromatogramlara, bir EMD Millipore TLC piiskiirtiicti kullanilarak %0.2 MTT (3-
(4,5-dimethyldiazol-2-yI)-2,5  diphenyltetrazolium  bromide) sulu ¢ozeltisi
piskiirtiildii, 37°C 'de 0.5 ile 3 saat siireyle yeniden inkiibe edildi ve biyootogramlarin
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fotograflari, bir KODAK pixpro astro zoom AZ421 dijital kamera ile alind1 (Jesionek
ve dig., 2017).

2.5.2. Disk difiizyon

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, disk difiizyon yontemi kullanilarak E.
coli ve S. aureus tiirlerine kars1 aragtirildi (Saki ve dig., 2018). Bakteriyel kiiltiirler,
gece boyunca 37°C 'de Mueller-Hinton (M-H) s1v1 besi yeri ortaminda inkiibe edildi.
5 mL saf su igeren steril tiiplere inkiibe edilmis mikroorganizmalar ilave edildi ve
spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland standardma (1.5x108 CFU / mL bakteri)
ayarlandi. Steril swab kullanilarak tiiplerden alinan kiiltiirler, Mueller Hinton agar
(Kat1 besi yeri) iceren petri kabi lizerine ekildi. Bitki ekstratlari, seri seyreltmelerle 50
mg/mL nihai konsantrasyona ayarlandi. Iki disk ayr1 ayr1 20 uL ve 10 uL hazirlanan
cozeltilerle emdirildi ve ekim yapilmis kati besi yeri tizerine yerlestirildi. Bos diskler,
negatif kontrol olarak etanol (her bir bos disk i¢in 20 pL) ile emprenye edildi,
seftriakson (30 ug / disk) pozitif referans standartlar1 olarak kullanildi. Son olarak,
ekim yapilan petri kaplar1 37°C 'de 24 saat boyunca inkiibe edildi ve antimikrobiyal
aktiviteler test organizmalarina karsi olusan inhibisyon bélgesinin ¢aplari dlgiilerek

degerlendirildi.
2.5.3. Well difiizyon

Agar well difiizyon yontemi, bitki etanol ekstraktlarmin test edilen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin kullanildi
(Prakash ve dig., 2016). ilk olarak, test edilen bakteriler gece boyunca 37°C 'de M-H
s1v1 besi yerinde inkiibe edildi. Daha sonra, bakterilerin optik yogunluklari 600 nm'de
UV spektrofotometre kullanilarak 0.5 McFarland standardina (1.5x108 CFU/mL)
ayarlandi. Her bir petri kabina 30 mL Mueller-Hinton agar dokiildii, katilastiktan sonra
steril cork-borrer yardimi ile 6 mm ¢apli kuyucuklar agildi. Test bakteri suslar1 agarin
ylzeyine yayildi ve agilan kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda bitki esktratlari
yiiklendi. Petri kaplar1 24 saat 37°C 'de inkiibe edildi ve inhibisyon bolgeleri milimetre

(mm) cinsinden Sl¢iildii.
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2.6. Bitki Ekstrati-biyopolimer Karisimlarinin Hazirlanmasi

Biyopolimer-ekstrat karisimlarinin hazirlanmasinda hidroksi propil metil seliiloz
(HPMC), karboksi metil seliloz (CMC), arabik gam (AG) ve cellan gam (GG)
kullanildi. 3gr biyopolimer, 100 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve her bir karigim 45°C
’de 3 saat karistirilip tamamen ¢oziilerek biyopolimer jelleri elde edildi. Daha sonra
10 mg/mL konsantrasyondaki bitki ekstratlar1 ile biyopolimer ¢ozeltileri hacimce
50/50 olacak sekilde hazirlandi. 1 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra her bir
polimer-ekstrat karisimi santrifiijde 1000x10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
hicbir karigimda faz ayrismasi olmadigindan emin olundu ve elde edilen karigimlar

deneyler yapilana kadar buzdolabinda saklandi (Ghafoor ve dig., 2016).
2.7. Ekstrat-biyopolimer Karisimlariin Antimikrobiyal Analizleri
2.7.1. Well difiizyon

Bolim 2.6’da anlatildigi  gibi hazirlanan ekstrat-biyopolimer karigimlariin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde well difiizyon yontemi kullanildi
(Prakash ve dig., 2016). Test mikroorganizmalar1 gece boyunca 37°C 'de M-H sivi
besi yerinde inkiibe edildi. Daha sonra, bakterilerin optik yogunluklar1 600 nm'de UV
spektrofotometre kullanilarak 0.5 McFarland standardina (1.5x108 CFU / mL)
ayarlandi. Her bir petri kabina 30 mL Mueller-Hinton agar dokiildii, katilastiktan sonra
steril cork-borrer yardimi ile 6 mm c¢aph kuyucuklar agildi. Kuyucuklara 20 pL
biyopolimer ve biyopolimer-ekstrat karisimlari yiiklenerek kati besi yerleri 37°C de
24 saat inkiibe edildi. Test mikroorganizmalarina karst olusan inhibisyon alanlarinin

caplar olgiilerek hesaplamalar yapildi.
2.8. Siitiirler
2.8.1. Cerrahi siitiirler

Calisma kapsaminda bitki ekstrati-biyopolimer karisimi ile kaplanarak antibakteriyel

aktiviteleri belirlenen siitiirlerin yapisal 6zellikleri Tablo 2.2 de verilmistir.
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan siitiirler ve yapisal 6zellikleri

Uretici Marka ismi Yapi Kodu
Coated Vicryl Polyglactin 910 Multi flament  Absorbable W9230

Prolene Polypropylene Monoflament Non-absorbable W8522

ETHICON Permahand Silk Multiflament Non-absorbable  7733G
PDS Il Polyester Monoflament ~ Absorbable Z370T

Coated Vicryl Plus antibacterial Polyglactin 910 Multiflament  Absorbable  VCP332

2.8.2. Siitiirlerin kaplanmasi

Boliin 2.6’da hazirlanisi anlatilan bitki ekstrati-biyopolimer karigimlarinin stitiirlere
kaplanmasi i¢in daldirma kaplama yontemi kullanildi. Daldirma kaplama ¢ozeltisi, 40
mL dimetilsiilfoksit’e (DMSQ) 20 gr biyopolimer-ekstrat karisimlar1 eklenerek
hazirlanmugtir. Sitiirler 3’er cm uzunlugunda kesilerek UV lamba altinda sterilize
edildi ve daha sonra kaplama ¢ozeltisine 1 saat daldirilip, ardindan 24 saat boyunca
oda sicakliginda kurutuldu. Siitiirlerin kaplandigindan emin olmak i¢in, kaplamadan

once ve sonra ipliklerin agirliklar1 6l¢iilerek kayit altina alindi.
2.8.3. Antimikrobiyal aktivite

Ekstrat-biyopolimer karisimi  kapli  siitiirlerin  antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde agar difiizyon yontemi kullanildi (Obermeier ve dig., 2015).
Bakteriyel kiiltiirler, gece boyunca 37°C 'de Mueller-Hinton (M-H) siv1 besi yeri
ortaminda inkiibe edildi. 5 mL saf su iceren steril tiiplere inkiibe edilmis
mikroorganizmalar ilave edildi ve spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland standardina
(1.5x108 CFU / mL bakteri) ayarlandi. Steril swab kullanilarak tiiplerden alinan
kiiltirler, Mueller Hinton agar (Kati besi yeri) iceren petri kabi {lizerine ekildi. Daha
sonra kaplamali siitiirler agar ortamina yerlestirildi. Triclosan kapli Coated Vicryl Plus
antibacterial siitiir pozitif kontrol olarak kullanildi. Petriler 37°C *de 24 saat inkiibe
edildikten sonra siitiirlerin etrafinda olusan inhibisyon alanlariin ¢aplar 6Slgiilerek

antimikrobiyal aktiviteler hesaplanda.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Bitki Ekstratlarinin Fitokimyasal Analizi

Bitki ekstratlarinin fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi ¢alismanin ilk asamasini
olusturdu. Bu amagla; Anadolu’da endemik tiirler olan Isparta giilii-Rosa damascena
Mill. (Rm), Altin otu-Helichrysum arenarium (Ha) ve Bilye kekik-Thymus vulgaris
(Tv) bitkilerinin ekstratlar1 elde edilerek fitokimyasal analizleri yapildi. Bitki etanol

ekstratlarinin analizlerinde TLC ve LC-MS yo6ntemleri kullanildi.

[lk olarak, bitki ekstratlarmnda bulunan fenolik asitlerin varligini tespit etmek igin TLC
yontemi kullanildi. Bu yontemde ticari olarak elde edilen fenolik asitlerin ¢ozeltileri
hazirlanarak bitki ekstratlar1 ile birlikte uygun mobil faz kullanilarak yiiriitildi ve
olusan bantlarin Rf degerleri hesaplandi. TLC yontemi ile varligi belirlenen fenolik
asitlerin miktarsal analizlerinin yapilabilmesi i¢inde bitki ekstratlart LC-MS analizine
tabi tutuldu.

3.1.1. ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, yaygin olarak kullanilan tiim kromatografik yontemlerin
en basitidir. Uygun mobil faz ve kaplanmis bir plaka igeren uygun bir kapali kap,
bilesiklerin ayrilmasi ve kalitatif ve yar1 kantitatif analizlerin gergeklestirilmesi i¢in
yeterlidir. TLC uygulamalari, 6zellikle yapisinda birgok bilesigi bir arada bulunduran

bitki ekstratlarina yaygin olarak uygulanmaktadir.

Bitkilerden elde edilen ekstratlarin TLC plakalara uygulanmasinda en verimli sonuca
ulasabilmek i¢in dogru mobil fazin belirlenmesi oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir.
Bitki ekstratlarinin yapisinda bulunan bilesiklerin farkli polaritelere sahip olmasi,
kullanilacak mobil fazin polaritesi ile ayrilma performansina direkt etki etmektedir.
Ug farkl bitkiden elde edilen ekstratlarm her biri igin ayr1 ayr1 mobil faz ¢alismalart
gerceklestirilerek her ti¢ bitki ekstrati i¢in de en uygun mobil faz belirlenmistir (Tablo
3.1).
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Tablo 3.1. Mobil faz belirleme galismalar1 (x: Ayrisma hig
olmadi, V: Ayrisma oldu)

Mobil Faz Bilye kekik Altin otu Gul

Hekzan
Etanol
Etil Asetat
Kloroform
Su
Toluen
Metanol
Aseton
Mobil faz 1
Mobil faz 2
Mobil faz 3

Mobil faz 1: Kloroform: Hekzan: Metanol: Formik asit (50:50:10:1
(v/v)); Mobil faz 2: Etil asetat: Toluen: Formik asit (70:30:10
(v/v)); Mobil faz 3: Kloroform: Hekzan: Metanol: Su: Etil asetat
(25:25:15:3.5:45 (V/Vv)))

X

2 2 2 X X X X X X X X

2 2 2 X X X X X X X

2L 2 2 X X X X X X X X

Yapilan denemelerde solventlerin tek basmna kullanimlarimin bitki ekstratlarinin
ayrigsmalar1 lizerinde olumlu bir etkileri goriilmedi. Farkli solventlerin karistirilmasi
ile elde edilen karigimlarda ise bitki ekstratlarinin bilesenlerine ayrigsmasi gézlemlendi.
Her ii¢ bitki ekstrati i¢in de en uygun tasiyici faz mobil faz 1 olarak belirlendi. Bitki
ekstratlarinin farkli mobil fazlarda plakalardaki ayrigmalar1 Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3 de

verilmistir.

Sekil 3.1. Bitki ekstratlarimin TLC
kromatogramlar1 (mobil faz 1) A, anizaldehit
ajani ile goriintiileme; B, UV366 lamba altinda
goriintiileme
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Sekil 3.2. Bitki ekstratlarinin TLC
kromatogramlar1 (mobil faz 2) C, anizaldehit
ajani ile goriintiileme; D, UV366 lamba altinda
goriintiileme

Sekil 3.3. Bitki ekstratlarinin TLC
kromatogramlar1 (mobil faz 3) E, anizaldehit
ajani ile goriintiileme; F, UV366 lamba altinda
goriintiileme

TLC kromatografisi kullanilarak yapilan fitokimyasal tarama, farkli bitki
ekstratlarinda farkli kimyasal bilesenlerin varligin1 desteklemektedir. Bu durum,
kullanilan goriintiileme ajaninin sprey reaktifi ile reaksiyonlart nedeniyle farkli
renklerde bantlar vermeleriyle agiklanabilmektedir. Ornegin terpenler, goriintiileme
ajan1 olarak vanilin/siilfiirik asit reaktifi kullanildiginda kromatogramlarinda kirmizi

veya mavi renk verirler (Gibbons and Gray, 1998).

Jesionek ve ark. (2015), bitki ekstratlarindaki polifenollerin analizinde kullanilan en

yaygin mobil fazi etil asetat; asetik asit; formik asit; su (100: 11: 11: 26 v/v) olarak
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belirlemislerdir. Fenolik asitler polaritesi yiiksek olan mobil fazlarda daha iyi
ayrilmaktadir. Calismamizda kullanilan her ii¢ faz da polaritesi yiiksek fazlardan

olusmaktadir.

Bitki ekstratlarinin fitokimyasal analiz taramalarinda, ekstratlarin yapisinda bulunan
fenolik asit ve polifenollerin tespiti; timol, 4 metilkatekol, vanilik asit, gallik asit,
sinamik asit, kojik asit, naringin, kafeik asit, kuersetin ve pirokatekol gibi fenolik
asitleri iceren on standart bilesik kullanilarak gerceklestirildi. Standart fenolik
malzemeler ile bitki ekstratlari, kloroform: etil asetat: aseton: formik asit (40:30:20.10
v/v) mobil faz kullanilarak tiirevlendirildi ve alikonma siireleri (retention time)
belirlendi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Bitki ekstratlarinda bulunan standart fenolik bilesiklerin TLC yontemi ile
UV 254 nm altindaki kromatogram goriintiisii. Mobil faz: kloroform: etil asetat:
aseton: formik asit (40:30:20:10 v/v). Rm:Rosa damascena Mill., Ha:Helichrysum
arenarium, Tv:Thymus vulgaris. 1:timol, 2:4-metilkatekol, 3:vanilik asit, 4:gallik asit,
5:sinamik asit, 6:kojik asit, 7:naringin, 8:kafeik asit, 9:quercetin, 10:pirokatekol

Her ti¢ bitki ekstratinda da kafeik asit (Rf = 0.68) tespit edildi ve bu sonuglar Jesionek
ve ark. (2015) 'nin calismasiyla benzerlik gosterdi. Bu calismada bes farkli bitki
tirtinde (Hypericum perforatum L., Matricaria recutita L., Achillea millefolium L.,
Thymus vulgaris L., ve Salvia officinalis L.,) yapilan ¢alismalarda on farkli fenolik
bilesik ince tabaka kromatografisi kullanilarak tespit edilmistir. Goriintiileme ajani
olarak polietilen glikol reaktifi kullanildi ve kafeik asit (Rf = 0.68) biitiin ekstratlarda
tespit edildi.
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Calismamizda; vanilik asit (Rf = 0.75) ve gallik asit (Rf = 0.51) Tv ekstratinda tespit
edilirken, kojik asit (Rf = 0.36) Rm ekstratinda tespit edildi. Dogal ekstratlarin
analizlerinde TLC ydnteminin yan1 sira baska yontemlerde kullanilmaktadir. Onemli
bir tibbi bitki olan Oxalis corniculata nin fenolik asit profili, yiiksek ¢oziintirliiklii ince
tabaka kromatografisi kullanarak tespit edildi. Bitkinin etanolik ekstratlarinda kafeik
asit, vanilik asit ve siringik asit tespit edildi (Gupta ve dig., 2018).

3.1.2. LC-MS analizi

Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS), sivi kromatografisinin (HPLC)
fiziksel ayirma yeteneklerini kiitle spektrometrisinin (MS) kiitle analiz kabiliyetleriyle
birlestiren analitik bir kimya teknigidir. Sivi kromatografisi, karisimlar1 c¢oklu
bilesenlerle ayirirken, kiitle spektrometrisi, yiiksek molekiiler 6zgiilliikk ve algilama
duyarlilig1 ile bilesenlerin yapisal kimliginin saptanmasini saglar. Bu yontem dogal

ekstratlarin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda fitokimyasal bilesimleri incelenen Rm, Tv ve Ha ekstratlarinin TLC
yontemi kullanilarak tespit edilen fenolik bilesikleri LC-MS yontemi ile de teyit
edilerek fenolik asitlerin varligi kanitlanmistir. Bu amagla; TLC ¢alismalarinda tespit
edilen kafeik asit, vanilik asit, kojik asit ve gallik asitin 10 ppm lik standart ¢ozeltileri

hazirlanarak standart garfikleri elde edilmistir (Sekil 3.5).

Kafeik asit

Gallik asit

Kojik || Vanilik Asit
= asit =

[

Sekil 3.5. Gallik asit, kojik asit, kafeik asit ve vanilik
asitin 10 ppm lik standart LC-MS grafigi
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Taranan standart fenolik asitlerin alikonma siireleri (dak.); kojik asit-0.494, Gallik asit-

0.550, vanilik asit-2.203 ve kafeik asit-2.223 olarak tespit edilmistir. Tespit edilen
fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 3.6 *da verilmistir.

0} 0
11| OH
HO HO
OCH; OH

Vanilik asit

Kafeik asit
O.._.0OH
- D DH
& |
HO
HO™ ™7 “OH
OH O
Gallik asit Kojik asit

Sekil 3.6. LC-MS yontemi ile ekstratlarda tespit
edilen fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari.

Thymus vulgaris (Bilye kekik-Tv) etanol ekstratinda yapilan analizlerde gallik asit

(Sekil 3.7), vanilik asit (Sekil 3.8), kafeik asit (Sekil 3.9) ve timol (Sekil 3.10) tespit
edilmistir.

10%  -E51 MM Frag=T0.0V CF=0,000 DF=0.000 SO

| Tv etanol ekstrati gallik asit

A o
\ i\ |
[ R R, S S S W N

U} M
B & T N A —

b 55 kd
Courts vs_ Acquisition Tme (i

Sekil 3.7. Tv (Bilye kekik), gallik asit 0,2 ppm
standart ¢cozelti ve etanol ekstratt LC-MS grafigi.
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\

o i [-251 MA Frge TRy OTe00N OT=0.000 CISEE.0 (WLI000 - MSLE0T SUNIET-LY

‘ ——= Tv etanol ekstrativanilik asit
- \ ||
_____ . ___JlI\J lkn-.m_.'\_._u,.__. | E— S B

2 23 L | LL} B (L} 2
{Dry v Asgation Tima (i)

Sekil 3.8. Tv (Bilye kekik), vanilik asit 0,2 ppm standart
cozelti ve etanol ekstratt LC-MS grafigi

- <5 NPT Frage LTV OO0 = 0000 OGNV (TS990 < W00 Sl

5 ppm mixte Kafeik Asit

;

x| L P rage 3TV Oei0.000 O 0000 DG VLA (TRLS00T S T3S WOOT) MR- 1A

F] Tv etanaol ekstrat Kafeik Asit

{
J| ll' -, x = A

z 23

T Do Asasstion Time i

Sekil 3.9. Tv (Bilye kekik), kafeik asit 0,5 ppm standart
¢ozelti ve etanol ekstratt LC-MS grafigi.
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. 5 ppm mixte Thymol

B )\

107 <SS TIC MR Pl 00 TR0 00 D=0 000 CIDGTE 00 =) EXM1433.01-14

35 [|
: |

25 ‘

‘ Tv etanol ekstrati Thymol

| — E e e e RIS, R S | R S

3
Counds v Acquisifion Tme

Sekil 3.10. Tv (Bilye kekik), timol 0,5 ppm standart ¢ozelti
ve etanol ekstrati LC-MS grafigi.

Helichrysum arenarium (Altin otu-Ha) etanol ekstratinda yapilan analizlerde vanilik
asit (Sekil 3.11) ve kafeik asit (Sekil 3.12) tespit edilmistir.

200 [ AT PragmTILITY L0000 IR (95000 < LS00 ZeEmiold

%1
2 ppm mix igindeki vanilik asit
-5 ‘
[
I
207 & 4= AT FrageTOOV CTwQ000 OWL000 OOEAT (I9L9000 S 1S18000) ENINMIMEA-1d
aq.
——= Ha etanol ekstrativanilik asit

e

2 2= E] E] 4 B H as

Courts va. Asguation Tima (i

Sekil 3.11. Ha (Altin otu), vanilik asit 0,2 ppm standart
cozelti ve etanol ekstrat1 LC-MS grafigi
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Sekil 3.12. Ha (Altin otu), kafeik asit 0,5 ppm standart
cozelti ve etanol ekstratt LC-MS grafigi.

Rosa damascena Mill. (Giil-Rm) etanol ekstratinda yapilan analizlerde kafeik asit
(Sekil 3.13) ve kojik asit (Sekil 3.14) tespit edilmistir.

up B | R R M rmge B T el 300 D0 000 D35 [TES307 S» RS U337 T Smmmemin-td

i

- ‘ 0.5 ppm mixte Kafeik Asit

: |

2

o ll.

o] I R N B
i S Tage 3l Ty C"eQ.00 o Q00 QD0 (178000 - 322 9000) S-S d

a

= |1 Rm etanol ekstratinda Kafeik Asit

as L 13 E FiC

Coure v Aemztion Trme (i

Sekil 3.13. Rm (Giil), kafeik asit 0,5 ppm standart ¢ozelti ve
etanol ekstratt LC-MS grafigi
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Sekil 3.14. Rm (Giil), kojik asit 0,1 ppm standart
cozelti ve etanol ekstratt LC-MS grafigi

LC-MS yontemi ile varligi tespit edilen fenolik asitlerin ppm cinsinden miktarsal

analizleri de gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Bitki ekstratlarinda tespit edilen fenolik asitlerin ppm degerleri

ppm
Vanillic acid Gallic acid Caffeic acid Kojic acid
Thymus vulgans 14291 + 0.0214 0.1371 + 0.0008 2.454% + 00242
Helichrysum arenariim 46297 £0.1195 - 16.36 + 0.4820 <0.1
Rosa damascena Mill. 1579.9 = 1.2058 02829 + 0.0241 <01

Bitkilerden elde edilen ekstratlar; antimikrobiyal aktivite basta olmak iizere,

antioksidan, antifungal ve enzim inhibiyonu gibi bir¢cok aktivitesi agisindan

incelenmistir (Hasan ve dig., 2017; Akin ve dig., 2013). Bu caligsmalarda genellikle

ekstrat bilesenleri analiz edilmeksizin aktivite 6lglimleri alinmustir.

Son yillarda yapilan calismalarda ise arastirmacilar dogal ekstratlarin kimyasal

bilesenlerini tespit ettikten sonra biyolojik aktivitelerini belirleme c¢alismalarina

yogunluk vermektedirler.

Literatiirde yer alan bazi g¢aligmalarin sonuclar1 bizim elde ettigimiz sonugclarla

paralellik gostermektedir. Thymus vulgaris extratinin kimyasal bilesiminin incelendigi

bir calismada toplam igerigin yaklasik %40’min timol oldugu tespit edilmistir

(Vinciguerra ve dig., 2019) ve yine yapilan baska bir ¢alismada Thymus vulgaris
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esansiyel yaginda GC-MS analiz yontemi kullanilarak timol varligi tespit edilmistir
(Scalas ve dig., 2018). Thymus vulgaris esansiyal yagi ve etanol ekstratlarinin
kimyasal iceriginin incelendigi bagka bir ¢alismada ise, esansiyal yag bilesiminin %
50’sinin timol bilesiginden olustugu ve etanol ekstratinda yapilan HPLC analizinde ise

gallik asidin varligi tespit edilmistir (Gedikoglu ve dig., 2019).

Helichrysum arenarium bitkisinden elde edilen metanol ve etanol ekstratlari asit
hidrolizine tabi tutularak fenolik bilesikler LC-MS yontemi ile analiz edilmis ve en

yiiksek fenolik bilesik igerigi kuersetin olarak ifade edilmistir (Babota ve dig., 2018).

Helichrysum arenarium sar1 ve portakal rengi ¢igeklerinin esansiyel yag igerikleri
incelendiginde ise, i¢eriginde 80’den fazla bilesigin oldugu ve bu bilesenlerin arasinda
da B-caryophyllene baskin olan bilesik olarak belirlenmistir (Judzentiene ve Butkiene,
2006).

Rosa damascena Mill ve R. Alba hydrosol tiirleri {izerine yapilan bir ¢aligmada
bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarda fitokimyasal bilesenler analiz edilmis ve en
yiiksek oranda B-citronellol (%28) bilesigi tespit edilmistir (Georgieva ve dig., 2019).
Isparta Giineykent bolgesinde yetisen giiller iizerinde yapilan bir ¢alismada ise polar
kimyasal bilesen analizlerinde 2-methyl-4-keto-pentan-2-ol (%25.99) en yiiksek

miktarda bulunmustur (Ozcana ve Dénmez, 2018).
3.2.  Antimikrobiyal Aktivite

Tez kapsaminda ilk agamada fitokimyasal profilleri aragtirilan bitki ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri TLC-Biyootografi, disk difiizyon ve well diflizyon
yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. Daha sonra, bu bitki ekstratlar
biyopolimerler ile karistirilarak hem TLC-biyootografi hem de well difiizyon yontemi
ile antimikrobiyal aktivitileri belirlenmistir. Son asamada ise, hazirlanan biyopolimer-
ekstrat karigimlar farkli 6zelliklerdeki siitiirlere kaplanarak agar difiizyon yontemi ile

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
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3.2.1. Bitki ekstratlarimin antimikrobiyal aktivitesi
3.2.1.1. TLC-Biyootografi

Bir diizlemsel tabaka kromatografi tekniginin (TLC) bir biyo-tahlil ile kombinasyonu
olan TLC-DB (TLC-Biyootografi), Rosa damascena Mill., Helichrysum arenarium,
ve Thymus vulgaris etanol ve heksan ekstraktlarmin, E. coli ve S. aureus'e karsi
antibakteriyel aktivite sergileyen fraksiyonlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Bu
amacla, bitki ekstratlarinin bilesiklerinin TLC ile ayrilmasi, mobil faz 1, 2 ve 3
kullanilarak gergeklestirildi. Bitkilerin etanol ekstratlarinin  TLC-Biyootografi

kromatogramlari Sekil 3.15 de verilmistir.

Thymus vulgaris

=

1 E. coli S. aerous 2 E. coli S. aerous E E. coli S. aerous

1 E. coli S. aerous E_ coli S. aerous E. coli S. aerous

1 E. coli S. aerous E. coli S. aerous 3 E_ coli S. aerous

Sekil  3.15. TLC biyo-otografi kromatogramlari; Thymus vulgaris,
Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill etanol ekstratlari.
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC
25923) bakteriyel siispansiyonlari ile pliskiirtiilmiis ti¢ farklt mobil faz
kullanilarak TLC plakalari lizerinde ayrilmistir. 1, 2 ve 3 sayilart mobil
faz 1, 2 ve 3" temsil etmektedir
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Thymus vulgaris etanol ekstratt her {i¢ mobil faz kullanilarak yapilan
tirevlendirmelerde E. coli iizerinde inhibisyona sebep olan herhangi bir fraksiyon
gozlemlenmedi. Gram pozitif tiir olan S. aureus tiirii iizerine her ti¢ mobil fazla yapilan

tirevlendirmede ise farkli fraksiyonlarda inhibisyon etkisi gozlemlendi.

Helichrysum arenarium etanol ekstratlar1 i¢in de ayni sonuglar elde edildi. Gram
negatif bir tiir olan E. coli lizerinde inhibisyon aktivitesi gostermezken, gram pozitif
bir tir olan S. aureus iizerine her iic mobil fazla yapilan tlirevlendirmelerde

antimikrobiyal aktivite goriildii.

Rosa damascena Mill etanol ekstratlarinin mobil faz 1 kullanilarak yapilan
tiirevlendirmede hem E. coli hem de S. aureus tiirleri {izerine inhibisyon aktivitesi
tespit edildi. Mobil faz 2 ile yapilan tiirevlendirmede ise elde edilen fraksiyonlardan

sadece E. coli lizerinde antimikrobiyal aktivite goriildi.

Mobil faz 3 ile yapilan tirevlendirmede ise her iki tiir i¢in de fraksiyonlar
antimikrobiyal aktivite gosterdi. Yapilan ¢alismada TLC plakalarda farkli mobil
fazlarda tiirevlendirilerek inhibisyon aktivitesi gosteren fraksiyonlarin alikonma

zamanlar1 Tablo 3.3 de verilmistir.

Tablo 3.3. Antimikrobiyal aktivite gosteren fraksiyonlarin alikonma degerleri
Mobil faz1l Mobil faz 2 Mobil faz 3

Thymus Vulgaris E.coli TE TE TE
Bilye kekik 0-0.481 0.324 - 0.505
S.aureus || 0.035-03 o1/ 0843 0.614 - 0.983

Helichrysum arenarium E.coli TE TE TE
Altin Otu 0-0.277 0.107-0.59
S.aureus || ces5.0.843  0.686-00903 010770445
Rosa damascena Mill E.coli 0.241 0.241 0.33
Gul
S. aureus
0-0.237 TE 0.33

Bitkilerin fitokimyasal analizleri yapilirken hem TLC hem de LC-MS teknikleri
kullanilarak fenolik asit tayini yapilmis ve bu fenolik asitlerin bir kismi bitkilerin

yapilarinda tespit edilmistir.
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Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 gerceklestirilirken standart fenolik asit karigimi
olusturularak TLC-Biyootografi yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri tespit

edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.16’da verilmistir.

Quercetin —

Thymol ——
Vanilik asit —

Cafeik asit ——
Gallik asit ——
Kojik asit ——

4 metil katekol —

Cinamik asit —

|

Phenolik S.aureus E coli
karisim

Sekil  3.16. Standart fenolik asit

karisiminin TLC-Biyootogram

grafigi
Bu yontem ile antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen standart fenolik asitlerden timol
hem S. aureus ham de E. coli {iizerine inhibisyon aktivitesi gosterirken, vanilik asit ve
kafeik asit sadece S. aureus iizerine inhibisyon aktivitesi gostermistir. Bu baglamda,
yapisinda bu fenolik asitleri iceren bitki ekstratlarinin antimikrobiyal aktivitelerine

katkilar1 oldugu sdylenebilir.

Bitki ekstratlar1 hazirlanirken elde edilen hekzan ekstratlart da TLC-Biyootografi
yontemi ile analiz edilmistir. Burada, solvent polaritesine bagl olarak ekstrata gegen

fitokimyasallarin  yapilarindaki farkliliklarin  test sonuglarina da  yansidigi

goriilmektedir (Sekil 3.17).
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ATCC 25923

-—
— —h

ATCC 14579

HA

ATCC 25922 iy
v | A | RM
Sekil 3.17. TLC biyo-otografi kromatogramlari; Thymus vulgaris (TV), Helichrysum
arenarium (HA), Rosa damascena Mill. (RM) hekzan ekstratlari. Escherichia coli
(ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakteriyel siispansiyonlari

ile piiskiirtiilmiis TLC plakalar iizerinde ayrilmistir. Mobil faz: hekzan: etanol (80:20
vIV)

Hekzan ekstratlari ile yapilan TLC-Biyootografi ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
incelendiginde her {i¢ ekstrat da ATCC 25923 {izerine inhibisyon etkisi géstermistir.
Gram pozitif tiirlere kars1 inhibisyon aktivitesi gdsteren ekstratlar gram negatif tiir olan

ATCC 25922 {izerine inhibisyon aktivitesi gostermemistir.

Dogal ekstratlarin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili 6n bilgi edinme amagli hem hizl
hem de kolay uygulanabilen bir teknik olan TLC-Biyotografi yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun yani sira, dogal ekstratlar mobil faz kullanilmadan yani
tiirevlendirme yapilmaksizin direk TLC plaka iizerine uygulanarak da anti mikrobiyal

aktivite testleri yapilmaktadir (TLC—direkt (dogrudan) biyoootografi yontemi).
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Calismamizda, bitkilerin etanol ve hekzan ekstratlarinin antimikrobiyal aktiviteleri bu

yontem kullanilarak da belirlenmistir (Sekil 3.18).

Thymus Vulgaris Helichrysum arenarium Rosa damascena Mill
ATTC 25923 ATCC 25922 ATTC 25923 ATCC 25922 ATTC 25923 ATCC 25922

N

Sekil ~ 3.18. TLC-dogrudan biyootografi kromatogramlari; Thymus vulgaris,
Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill. hekzan ve etanol ekstratlari.
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakteriyel
siispansiyonlari ile piiskiirtiilmiis TLC plakalari tizerine dogrudan uygulanmistir. 1 ve
2 hekzan ekstrati 10 ve 20 pL uygulanmis, 3 ve 4 etanol ekstrat1 10 ve 20 pL
uygulanmistir

TLC-DB (ince tabaka kromatografi-dogrudan kromatografi), C. incanus ekstratlarmin
B. subtilis ve A. Fischeri bakteriyel suslarina karg1 antibakteriyel aktivite sergileyen

bilesiklerinin hedeflenmemis taramasi i¢in uygulanmustir.

Bu amagla, C. incanus ham ekstrelerinin bilesiklerinin TLC ile ayrilmasi, kloroform -
etil asetat - metanol (75:10:15, V / V / V) mobil fazi kullanilarak gergeklestirilmis ve
caligmada B. subtilis tiirii iizerine inhibisyon aktivite tespit edilmistir (Szeremeta ve
dig., 2018).

Diger bir ¢alismada ise Chna natalitia, Khaya anthotheca, Loxostylis alata ve
Commiphora harveyi bitkilerinin hekzan, aseton, diklorometan ve metanol ekstratlar
3 farkli polaritede mobil faz kullanilarak TLC-Biyootografi yontemi kullanilarak

analiz edilmistir.

Calismada, bu bitkilerin E. coli ve S. aureus tiirlerine kars1 inhibisyon aktiviteleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde en iyi inhibisyon aktiviteleri
kloroform/etilasetat/formik aist: (5:4:1) mobil faz1 kullanilarak elde edilen

fraksiyonlarda gozlemlenmistir. Bu ¢alisma ile, bitki ekstratlarinin farkli polariteye
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sahip mobil fazlar ile tiirevlendirilmesinin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi ortaya

konmustur (Suleimana ve dig., 2010).

Sambucus nigra L. metanol ekstratlarinin TLC-biyootografi yontemi kullanilarak B.
subtilis tiirti lizerine inhibisyon aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada anti bakteriyel
aktivite gozlemlenen bantlarin alikonma zamanlari 0.18, 0.39 ve 0.47 olarak

belirlenmistir (Jesionek ve dig., 2014).

Farkli bolgelerden toplanan Thymus vulgaris L. ve Salvia officinalis L. esansiyel
yaglarinin B. subtilis tiirii lizerine inhibisyon aktiviteleri TLC-biyootografi yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Thymus vulgaris L. esansiyel
yaginin antimikrobiyal aktivitesinin yapisinda bulunan Timol ve Karvakrol maddeleri

kaynakli oldugu tespit edilmistir (Jesionek ve dig., 2017).

P. erecta, P. collina, P. Megalantha ve P. crantzi tiirlerinden elde edilen ekstratlarin
B. subtilis tiirii tizerine inhibisyon aktiviteleri belirlenirken ( kloroform-dietil eter-
metanol-formik asit (30:10:1:0,2 v/v)), oncelikle ekstratlar TLC tabakaya direk
damlatilarak daha sonrada tiirevlendirilerek antimikrobiyal aktiviteler belirlenmistir.
Buradan yola cikilarak, aktivite gosteren fraksiyonlar izole edilip kiitle spektroskopisi

ile yapilar1 aydinlatilmistir (Jozwiaka ve dig., 2016).
3.2.1.2. Disk difiizyon

Bitki ekstratlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan diger bir
yontem de disk diflizyon yontemidir. Bu yontem dogal bitki ekstratlariin ve
antibiyotik molekiillerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemede siklikla kullanilan
bir yontemdir. Calisma kapsaminda bitkilerden elde edilen etanol ve hekzan ekstratlari
bos disklere 10 uL ve 20 pL yiiklenerek S. aureus ve E. coli tiirleri tizerine inhibisyon
aktiviteleri incelenmistir (Sekil 3.19 ve 3.20).
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Control Rosa damascena Mill Thymweus vaulgaris Helichrysum Arenarinm

{TCC 25923

(TCC 25922

Helu‘hqsum Rosa damascena Mill ~ Thymus vulgans Ceftriaxone
arenwium =
30ug
10pL 20uL 10pL 20pL 10pL 20uL :
Escherichia coli 0 0 0 10 0 0 23+103
Staphplococcus | ... 003 |18 0143 0 154002 17+0071 22+011  20+072

AUreus

Sekil 3.19. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill. etanol
ekstratlarinin E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 25923) bakterileri iizerine

inhibisyon etkilerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi

Sekil 3.19 incelendiginde; Rosa damascena Mill. etanol ekstratlart, 10 pL yiiklenen
disklerde her iki tiir lizerinde de inhibisyon etkisi gostermemistir. 20 uL yiikleme
yapilan disklerde ise S. aureus bakterisine karsi 15 = 0.02 mm inhibisyon alani

olustururken, E.coli bakterisine karsi ise 10 £ 1.03 mm inhibisyon alan1 olugturmustur.

Thymus vulgaris etanol ekstrati 10 pL yiikleme yapilan diskte S. aureus tiiriine karst
17 = 0.071 mm inhibisyon alani olusturuken, E. coli tiirii izerinde inhibisyon etkisi
gostermemistir. 20 uL yiiklenen diskler ise S. aureus tiiriine kargt 22 = 0.11 mm
inhibisyon alan1 olustururken, E. coli tiirii iizerinde aktivite gostermemistir.
Helichrysum arenarium etanol ekstrati 10 pL yiikleme yapilan disklerde S. aureus
tiirtine kars1 16 £ 0.03 mm inhibisyon alan1 olusturmus ve 20 puL yiiklemede ise 18

+0.13 mm inhibisyon alan1 olusturmustur.
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Control Rosa damascena Mill. Thyweus vulgaris Helichrysum Arenarinm

{7CC 29213

Helichrysum arenasium  Rosa damascena Mill Thymus vulgans

10uL 20pL 10pL 20pL 10pL 20pL
Escherichia coli 0 0 0 6+0.02 0 0
Staphylococcus 10 007 10+0.20 0 164023 8+102 26+004
aureus

Sekil 3.20. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill. hekzan
ekstratlarinin E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 25923) bakterileri iizerine
inhibisyon etkilerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi

Sekil 3.20 incelendiginde, Rosa damascena Mill. hekzan ekstratlart 10 pL yiiklenen
disklerde her iki tiir lizerinde de inhibisyon etkisi gostermemistir. 20 uL yiikleme
yapilan disklerde ise S. aureus bakterisine karsi 16 + 0.23 mm inhibisyon alani
olustururken, E.coli bakterisine kars1 ise 6 + 0.02 mm inhibisyon alan1 olugturmustur.
Thymus vulgaris hekzan ekstrati 10 pL yiikleme yapilan diskte S. aureus tiiriine kars1
8 = 1.02 mm inhibisyon alan1 olusturuken, E. coli tiirii iizerinde inhibisyon aktivitesi
gostermemistir. 20 uL yiiklenen diskler ise S. aureus tiiriine karsit 26 + 0.04 mm
inhibisyon alani olustururken, E. coli tirii tizerinde aktivite gOstermemistir.
Helichrysum arenarium etanol ekstratt 10 pL ve 20 pL yiikleme yapilan disklerde S.
aureus tiiriine kars1 10 = 0.07 mm inhibisyon alan1 olusturmus ve E. coli tiirii tizerine

aktivite gostermemistir.

Bitki ekstratlarinin antimikrobiyal aktiviteleri incelenirken seftriakson 30 mg’lik
yiikli diskler pozitif kontrol olarak kullanilmis ve 6 farkli tiir iizerinde inhibisyon

degerleri belirlenerek Sekil 3.21 de verilmistir.
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ATCC 25922 ATCC 6051 ATCC 29213 ATCC 6633 ATCC 14579 ATCC 25923

Standard g
antibiotic
CRO-30 / |
] p
£ -

Sekil 3.21. Seftriakson (30 mg) standart antibiyotik ytklii disklerin farkli tiirler
tizerine inhibisyon degerleri. E.coli (ATCC 25922) 20 mm; B. subtilis (ATCC 6051)
38 mm; S. aureus (ATCC 29213) 21mm; B. subtilis (ATCC 6633) 38 mm; B. cereus
(ATCC 14579) 11 mm; S. aureus (ATCC 25923) 20 mm

Birgok bulasici hastaligin insanlik tarihi boyunca bitkisel ilaglarla tedavi edildigi
bilinmektedir. Bugiin bile, bitki materyalleri, gelismekte olan birgok iilkede tedavi
edici ilaglar olarak birinci basamak saglik hizmetlerinde 6nemli bir rol oynamaya
devam etmektedir. Bu baglamda yapilan bilimsel c¢alismalarda her gegen giin
artmaktadir.

Malezya’da, Andrographis paniculata, Vitex negundo, Morinda citrifolia, Piper
sarmentosum ve Centella asiatica gibi bazi yaygin tibbi bitkilerde antibakteriyel
aktivitenin varligin1 saptamak amacit ile bitki yaprak ekstratlarinin Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli tiirleri tizerine inhibisyon
aktiviteleri disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. M. citrifolia, P.
sarmentosum ve C. asiatica metanol ekstratlari ve A. paniculata (su ekstrati) hem gram
pozitif S. aureus hem de metisiline direngli S. aureus (MRSA) i¢in potansiyel

antibakteriyel aktivite gostermistir (Zaidan ve dig., 2005).

Bagka bir ¢alismada, Moringa oleifera'nin sulu ekstrakti, gida kaynakli bes bakteri
izolatina (Bacillus cereus, Staphyllococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi
ve Pseudomonas aeruginosa) karsi antimikrobiyal aktivite agisindan disk difiizyon
yontemi kullanilarak incelenmistir. M. oleifera sulu ekstresi, test edilen tiim
mikroorganizmalar karsilastirildiginda, gram pozitif tiirler tlizerine daha giigli
antimikrobiyal aktivite sergilerken, B. cereus ve S. aureus'a karsi sirasiyla 26.2 + 0.55
ve 24.26 +£0.71 (mm), gram negatif bakterilere kars1 ise inhibisyon etkisi 18.23 + 0.81
ile 21.73 + 0.55 arasinda degisen sonuglar vermistir (Sofy ve dig., 2017).
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On farkli bitkiden elde edilen esansiyel yaglarin bilesimlerinin GC-FID yontemi ile
belirlendigi ve her birinin antimikrobiyal aktivitelerinin disk difiizyon yontemi
kullanilarak belirlendigi bir diger ¢calisma da da Thymus vulgaris L. ugucu yaginin en
giiclii antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi tespit edildi. Thymus vulgaris L esansiyel
yag1 Staphylococcus aureus tiiriine karsi 33 £+ 0.25 mm, Escherichia coli tiiriine kars1
12.66 = 0.33 mm, Enterococcus faecalis tiiriine kars1 27.26 = 0.60 mm inhibisyon alan1

olusturmustur (Salamon ve dig., 2019).

Slovakya’da yapilan bir ¢alismada Tymus vulgaris esansiyel yaginin tek basina ve
sefotaksim ile kombinasyonlar1 yapilarak bakteri tiirleri {izerine inhibisyon aktiviteleri
disk difiizyon yontemi ile analiz edildi. Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae ve Salmonella sp tiirleri tizerine inhibisyon aktivitesi gosterdigi

tespit edildi (Benameur ve dig., 2019).

Helichrysum arenarium metanol ekstratlar1 hazirlanip Staphylococcus aureus ve
Streptococcus pneumoniae tiirleri iizerine inhibisyon aktiviteleri arastirildi. Elde
edilen sonuglara gére metanol ekstratlarinin minimum inhibitér konsantrasyonlari

(MIK) sirastyla 0.62 ve 1.25 mg/mL olarak tespit edilmistir (Gradinarua ve dig., 2014).

R. damascena yaginin antimikrobiyal aktivitesi, gram pozitif ve gram negatif
bakteriler ve maya dahil olmak iizere ¢cok sayida mikroorganizmaya karsi mikro-
diliisyon deneyi ile belirlenmistir. Yagin MIK degerleri 0.125-1 pl / ml arasinda tespit
edildi. Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Salmonella typhimurium ve
Pseudomonas aeruginosa’in, R. damascena yagma daha az duyarli oldugu tespit
edilmistir (Mahboubi ve dig., 2011).

3.2.1.3. Well difiizyon

Bitki ekstratlarinin  antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan
yontemlerden biri de well diflizyon yontemidir. Agar difiizyon veya agar well
diflizyonunun prensibi, agar disk difiizyon yontemiyle aynidir. Standart bir bakteri
kiltiirti kat1 agar yiizeyine esit olarak yayilir. Steril mantar delme aleti ile 6-8 mm
capinda kuyucuklar agilir ve antimikrobiyal madde buraya yiiklenerek aktivite dl¢limii

alinir.
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Calismada, etanol ve hekzan ekstratlar1 elde edilen bitkiler 5 — 50 mg/mL arasindaki
konsantrasyonlarda well difiizyon yontemi kullanilarak E. coli (Sekil 3.22) ve S.

aureus (Sekil 3.23) tiirlerine kars1 belirlenmistir.

Rosa damascena Mill. Thymus vulgaris Helichryswm arenarium

Etanol

Hekzan

Sekil 3.22. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill.
etanol ve hekzan ekstratlarinin 5- 50 mg/ml konsantrasyonlarda Escherichia coli
(ATCC 25922) bakterisi lizerine inhibisyon etkilerinin well diflizyon yontemi ile
belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen hekzan ve etanol ekstratlarinin E. coli iizerine inhibisyon
etkileri well difiizyon yontemi kullanilarak incelendiginde, Rosa damascena Mill.
etanol ekstratt 5 — 50 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda yapilan biitiin denemelerde

inhibisyon aktivitesi gosterdi.

Hekzan ekstrati ise hi¢ aktivite gostermedi. Thymus vulgaris etanol ekstrat1 20, 40 ve
50 mg/mL konsantrasyonlarda inhibisyon aktivitesi gosterirken hekzan ekstrati 5-50
mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda yapilan biitiin denemelerde inhibisyon aktivitesi
gosterdi. Helichrysum arenarium etanol ekstratt 50 mg/mL konsntrasyonda etkili
olurken, hekzan ekstratlar1 aktivite gostermedi. Calisma kapsaminda bitki

ekstratlarinin olusturdugu inhibisyon alanlar1 Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3.4. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill.
etanol ve hekzan ekstratlarinin 5- 50 mg/ml konsantrasyonlarda Escherichia coli
(ATCC 25922) bakterisi iizerine olusturduklari inhibisyon alanlari (mm).

) Rosa damascena Mill | Thymus vulgaris | Helichrysum arenarium
me/m Etanol Hekzan | Etanol Hekzan Etanol Hekzan
5 16 +0.02 0 11+1.17 | 10+1.09 0 0
10 18 +1.04 0 14+141 | 112112 0 0
20 20£0.75 0 19+0.74 | 15+0.06 0 0
40 20+0.41 0 23+1.58 | 18+0.19 0 0
50 20£0.19 0 25+1.03 | 20£0.39 0 0

Tablo incelendiginde E. coli tiiriine kars1 en biiyiik inhibisyon alan1 Thymus vulgaris
etanol ekstratinin 50 mg/mL konsantrasyonundaki denemede elde edilmistir (25 £+ 1.03
mm). Sadece Thymus vulgaris hekzan ekstratlar patojene karsi inhibisyon aktivitesi
gostermistir. Helichrysum arenarium bitikisinin etanol ve hekzan ekstratlar1 gram
negatif tlir lizerine higbir aktivite géstermezken, Rosa damascena Mill bitikisinin

etanol ekstratlar1 patojen tizerine aktivite gostermistir.

Rosa damascena Mill. Thymus vulgaris Helichrysum arenarium

Etanol

Hekzan

Sekil 3.23. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill. etanol
ve hekzan ekstratlarmin 5- 50 mg/ml konsantrasyonlarda S. aureus (ATCC 25923)
bakterisi lizerine inhibisyon etkilerinin well diflizyon yontemi ile belirlenmesi
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Bitkilerden elde edilen hekzan ve etanol ekstratlarinin S. aureus iizerine inhibisyon
etkileri well difiizyon yontemiyle incelendiginde, Rosa damascena Mill. etanol
ekstratt 5 — 50 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda yapilan biitiin denemelerde
inhibisyon etkisi gosterdi. Hekzan ekstrati ise hig aktivite géstermedi. Thymus vulgaris
etanol ekstrat1 10 - 50 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda aktivite gosterirken, hekzan
ekstrat1 ise c¢aligilan biitiin konsantrasyonlarda aktivite gostermistir. Helichrysum
arenarium etanol ve hekzan ekstrati ise biitiin kosantrasyonlarda patojene karsi
inhibisyon aktivitesi gostermistir. Ekstratlarin S.aureus tiirii lizerine olusturduklar

inhibisyon alanlar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium, Rosa damascena Mill.
etanol ve hekzan ekstratlarmin 5- 50 mg/ml konsantrasyonlarda S. aureus
(ATCC 25923) bakterisi tizerine olusturduklari inhibisyon alanlari (mm).

mg/mL Rosa damascena Mill ThmeS vulgaris Helichrysum arenarium
Etanol Hekzan | Etanol Hekzan Etanol Hekzan
5 20+ 1.02 0 0 20%1.09 22+1.13 20+0.61
10 25+ 1.04 0 0 23+1.11 23+0.07 23+0.17
20 29£0.75 0 0 30£0.06 25+ 0.49 26+ 1.06
40 32041 0 0 32+0.19 28+ 1.24 32+0.09
50 35+0.19 0 0 32039 28+0.81 32+1.73

Bitki etanol ekstratlar1 20 mg/mL ve tlizerindeki konsantrasyonlarda yaklagik 30 mm
civarinda inhibisyon alani olusturmuslardir. Helichrysum arenarium bitkisinin hem
etanol hem de hekzan ekstratlar1 inhibisyon yapmistir. Rosa damascena Mill etanol
ekstratlar1 ve Thymus vulgaris bitkisinin de hekzan ekstratlar1 ise S. aureus tiirii
tizerine etki gostermislerdir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda birgok bitki ekstratinin
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Mentha pulegium (30.4 + 1.12), Satureja
calamintha (16.9 + 1.18) ve Lavandula stoechas (28.0 * 0.7) ekstratlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde S. aureus tiirii iizerine olusturduklari
inhibisyon alanalarmin c¢aplar1 30.4 — 16.9 mm arasinda degisiklik gostermistir
(Cherrat ve dig., 2014). Coriandrum sativum esansiyel yagmin antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirildigr bagka bir ¢alismada ise, E. coli iizerinde olusturdugu
inhibisyon alan1 13.0 + 1.4 iken S. aureus iizerinde olusturdugu inhibisyon alani1 31.0
* 1.4 olarak tespit edilmistir (Matasyoh ve dig., 2009).
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Tez calismasinda well difiizyon yontemi ile bitki ekstratlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri 5 — 50 mg/mL konsantrasyon araliginda belirlenmistir. Konsantrasyon
artisina bagli olarak antimikrobiyal aktivitelerde de artis gozlemlenmistir. Ekstratlarin
patojen tiirler lizerine zamana bagli etkilerinin de incelenebilmesi i¢in inkiibasyon
siireleri 120 saate ¢ikarilarak caligsmalar tekrar edilmis ve olusturduklari inhibisyon
caplarinin zamana bagli degisimleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.24’de
verilmistir. Calismanin bu boliimiinde, E. coli (ATCC 5922) ve S. aureus (ATCC
25923) tiirlerinin yani1 sira Bacillus subtilis (ATCC 6051), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Bacillus cereus (ATCC 14579) ve S. aureus (ATCC 29213) tiirleri de

incelenmistir.

ATCC 6051 ATCC 29213 ATCC 25923

ATCC 14579 ATCC 25922 ATCCE633

Sekil 3.24. Thymus vulgaris (Tv), Helichrysum arenarium (Ha), Rosa damascena
Mill. (Rm) etanol ve hekzan ekstratlarinin 50 mg/ml konsantrasyonlarda S. aureus
(ATCC 25923), E. coli (ATCC 5922) ve S. aureus (ATCC 25923), B. subtilis (ATCC
6051), B. subtilis (ATCC 6633), B. cereus (ATCC 14579) ve S. aureus (ATCC 29213)
bakterileri lizerine etkilerinin well diflizyon yontemi ile 120 saat inkiibasyon sonrasi
olusturdugu inhibisyon alanlar1 (H; hekzan ekstrati, E; etanol ekstrat)

Yapilan calismada bitkilerden elde edilen hekzan ve etanol ekstratlarinin inhibisyon

aktiviteleri 37° C de 120 saatlik inhibisyon sonrasinda gram pozitif tiirler iizerinde
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etkili olmustur. Rm hekzan ekstrati deneme yapilan gram pozitif tiirlerde etkili
olmamistir. Gram negatif bakteri E. coli ile yapilan caligmalarda ise Tv etanol ve Rm
etanol ekstratlar1 etkili olmustur. Bu sonuglar incelendiginde ¢alismamizda kullanilan
bitki ekstratlarinin patojenler lizerindeki uzun siireli etkinlikleri de ortaya konmustur.
Ozellikle etanol ekstratlarinin hem gram pozitif hem de gram negatif tiirler {izerine
inhibisyon etkilerinin daha baskin oldugu goriilmustiir. Sekil 3.24’de elde edilen

inhibisyon alanlarinin ¢aplar1 Tablo 3.6’ da verilmistir.

Tablo 3.6. Thymus vulgaris (Tv), Helichrysum arenarium (Ha), Rosa damascena
Mill. (Rm) etanol ve hekzan ekstratlarinin 50 mg/ml konsantrasyonlarda bakteriler
iizerine etkilerinin well diflizyon yontemi ile 120 saat inkiibasyon sonrasi
olusturdugu inhibisyon alanlari (mm)

Helichrysum arenarium Thymus vulgaris Rosa damascena Mill.
(Ha) (Tv) (Rm)
Hekzan Etanol Hekzan Etanol Hekzan Etanol
Bacillus subtilis (ATCC 1 > 601 || 22+019 | 8+007 || 30014 0 5+0.61

6051)

Staphylococcus aureus

+ + + + + +
(ATCC 29213) 24 +£1.09 23+0.82 23+0.08 37+1.14 3+0.29 23+0.25

Staphylococcus aureus

24+1.13 || 23+019 | 23+1.24 +1.1 +1.2 2310.07
(ATCC 25923) 3 3019 3 38+1.18 | 3+1.26 3+00

Bacillus cereus

+ + + + +
(ATCC 14579) 20+0.58 22+0.11 8+0.19 30+1.34 0 6+0.19
Escherichia coli
+1. +1.12
(ATCC 25922) 0 0 0 9+1.03 0 8
Bacillus subtilis
+ + + + +
(ATCC 6633) 11+0.71 11+0.18 4+1.25 22+1.54 0 12+1.12

3.2.2. Bitki ekstrati-biyopolimer karisimlariin antimikrobiyal aktivitesi

Tez konusunun uygulama asamasi olan ameliyatlarda kullanilan siitiirlere
antimikrobiyal aktivite kazandirma asamasinda, daha Onceki bolimlerde

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen bitki ekstratlarinin uygulanabilmesi i¢in tasiyici
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biyomalzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu biyo malzemeler bitki ekstratlar1 ile

karistirilarak siitiir yiizeyine tutunmasini kolaylastirmaktadir.

Calismamizda tasiyici biyo malzemeler olarak hidroksi propil metil seliiloz (HPMC),
karboksi metil seliiloz (CMC), arabik gam (AG) ve cellan gam (GG) kullanilmistir.
Hazirlanan biyopolimer-ekstrat karigimlarinin  antimikrobiyal aktiviteleri TLC-

biyootografi ve well diflizyon yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.
3.2.2.1. TLC-biyootografi

Biyopolimer-ekstrat karisimlarinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in TLC-
Biyootografi yontemi kullanilmistir. Her bir biyo polimer ile bitki ekstrati hacimce
%50 oraninda kanigtillip TLC plakalarda uygun mobil fazda yiritilip

tiirevlendirilmistir.

Daha sonra plakalar S. aureus (Sekil 3.25) ve E. coli (Sekil 3.26) tiirlerinin hazirlanan
siispansiyonlar1 pliskiirtiilerek inhibisyon alanlar1 belirlenmistir. Bu yontem sayesinde
biyopolimerlerin bitki ekstratlarinin antimikrobiyal aktivitelerine olan etkisi ile ilgili

On bilgi sahibi olunmustur.

Sekil 3.25. Biyopolimer- bitki ekstratlarinin (etanol) S. aureus bakterisine karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin TLC-Biyootografi yontemi ile belirlenmesi. Tv; Thymus
vulgaris, Ha; Helichrysum arenarium, Rm; Rosa damascena Mill.
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Sekil  3.26. Biyopolimer- bitki ekstratlarmin (etanol) E. coli bakterisine karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin TLC-Biyootografi yontemi ile belirlenmesi. Tv; Thymus
vulgaris, Ha; Helichrysum arenarium, Rm; Rosa damascena Mill.

Sekil 3.25 ve 3.26 incelendiginde biyopolimerlerin bitki ekstratlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri iizerine olumsuz bir etkisi olmadig1 anlagilmaktadir. Bitki ekstratlarinin tek

basina TLC-biyotogramlari ile benzer sonuglar vermektedir.

Buradan yola ¢ikarak, secilen biyopolimerlerin kullanilabilirligi de agiklanmis
olmaktadir. TLC-Biyootografi yontemi, dogal maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri
konusunda 6n bilgi edinmek i¢in kullanilan hizli ve karmasik ekipman gerektirmeyen

bir yontemdir.

Bu yontem kullanilarak uygun mobil fazlarda yiiriitiillen biyopolimer-bitki ekstrati
karigimlarinin, bitki ekstratlarinin tek baglarina iken gosterdikleri antimikrobiyal
aktiviteleri tizerine bir etki gostermedikleri anlagilmistir. Hem garm (+) hem de gram
(-) tiir Gizerine inhibisyon aktiviteleri kromatogramlarda gézlemlenmistir. Elde edilen
bu sonuclarin daha net anlagilabilmesi i¢in baska antimikrobiyal aktivite tanimla

yontemleri de kullanilarak sonuglar desteklenmistir.
3.2.2.2. Well difiizyon

Biyopolimer- ekstrat karisimlarinin antimikrobiyal aktiviteleri well difiizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Karisimlarin olusturduklari inhibisyon alanlar1 Sekil. 3.27

de verilmistir.

76



Arabic Gum HPMC omc Gellan Gum PVA

ATCC 25923

ATCC 25922

ATCC 25923 ATCC 25922
P Tv Ha Rm P Tv Ha Rm
Arabik gum 0 21 15 8 0 20 0 20
HPMC 0 16 15 8 0 0 0 0
cMC 0 23 20 0 0 18 0 0
Gellan gum 0 22 19 10 0 20 0 22
PVA 0 0 14 15 0 0 0 20

Sekil 3.27. Biyopolimer-bitki ekstrat1 karisimlarinin well difiizyon yontemi ile analizi.
P- polimer, Tv- Thymus vulgaris, Ha; Helichrysum arenarium, Rm; Rosa damascena
Mill

Analiz sonuglarina gore; Tv ekstrati S. aureus tiirii i¢in en yiiksek inhibisyon
aktivitesini CMC ile olusturdugu karigimda gostermistir. Arabik gum ile olan
karisiminda 21 mm, HPMC ile olan karistminda 16 mm, Gellan gum ile olan
karisiminda 22 mm inhibisyon alani olusturmustur. Ha ekstrati da en yiiksek

inhibisyon aktivitesini CMC ile olan karigiminda gostermistir.

Arabik gum ve HPMC ile 15 mm, Gellan gum ile 19 mm, PVA ile de 14 mm
inhibisyon alani olusturmustur. Rm ise PVA ve Gellan gum ile olan karigimlarinda

kayda deger bir aktivite gostermistir.

E. coli tiirti igin ise Tv ekstrat1 Arabik gum, CMC ve gellan gum ile 18-20 mm arasinda
inhibisyon ¢ap1 olusturmustur. Ha ekstrati hi¢ aktivite gostermezken Rm ekstrati
Arabik gum, gellan gum ve PVA ile olan karisgimlarinda aktivite gostermistir.
Biyopolimerlerin bitki ekstratlar1 ile karismamis hallerinde ise higbir aktivite

goriilmemistir.
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3.3. Siitiirler
3.3.1. Siitiirlerin kaplanmasi

Dikiglerin kaplanmasi i¢in daldirma kaplama yontemi kullanilmis ve daldirma
kaplama igin, ¢ozelti 40mL DMSO icinde 20 gr ekstrat-biyopolimer karisimi
eklenerek hazirlanmistir. Sitiirler (3 cm uzunluk) sterilize edilip daldirma kaplama
¢ozeltisine (60 dakika) daldirildiktan sonra ¢ikarilarak 24 saat boyunca havada
kurumalar1 saglandi. Dikisin kaplanmasinin teyidi, kaplamadan 6nce ve sonra agirlik

olgtilerek yapild1 (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Biyopolimer-ekstrat karisimlarinin siitiirlere kaplanmadan
once ve sonraki % kiitle degisimleri. AG-Arabik gum, HPMC-
Hidroksipropil metil seliiloz, CMC-karboksi metil seliiloz, GG-gellan
gum, PVA-polivinil alkol.

Coted Vicryl Prolene Permehand PDS I
AG-Tv 0.78 0.71 0.27 0.66
AG-Ha 0.72 0.66 0.25 0.69
Ag-Rm 0.69 0.68 0.25 0.71
HPMC-Tv 0.84 0.77 0.18 0.68
HPMC-Ha 0.87 0.83 0.16 0.72
HPMC-Rm 0.81 0.81 0.14 0.7
CMC-Tv 0.92 0.88 0.21 0.82
CMC-Ha 0.96 0.9 0.19 0.86
CMC-Rm 0.89 0.85 0.16 0.79
GG-Tv 0.24 0.37 0.05 0.3
GG-Ha 0.33 0.38 0.11 0.27
GG-Rm 0.29 0.41 0.09 0.29
PVA-Tv 0.52 0.62 0.12 0.41
PVA-Ha 0.56 0.57 0.12 0.44
PVA-Rm 0.48 0.61 0.14 0.51

Stitiirlerin kaplanmasi islemi kaplama dncesi ve sonrasi kiitle degisimleri hesaplanarak

belirlenmigtir. Kiitlelerde meydana gelen % artislar siitiir yilizeyine kaplanan
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biyopolimer-ekstrat karisim oranint  vermektedir. Sitiirlerin - kaplama islemi

tamamlandiktan sonra antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 yapilmistir.
3.3.2. Kapl siitiirlerin antimikrobiyal aktivitesi

Sttiirlere antimikrobiyal aktivite kazandirmak amaci ile hazirlanan biyopolimer-
ekstrat karisimlari, daldirma yontemi ile siitiirlere kaplanmis ve antimikrobiyal aktivite
testleri i¢in saklanmigtir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar difiizyon
yontemi kullanilmistir. Calismada kullanilan farkli 6zelliklerdeki 4 adet siitiir kaplama
yapilmadan negatif kontrol olarak antimikrobiyal aktivite acisindan incelenmistir.
Ticari olarak antimikrobiyal siitiir olarak satilan Triclosan kapli Coated Vicryl Plus
antibakteriyel siitiir pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.28).

S. aureus E. coli
ATCC 25923 ATCC 25922

Polyglactin

Polypropylen

Polyester

Sekil 3.28. Kaplama yapilmamus siitilirlerin ve ticari olarak antimikrobiyal kaplamali
satilan siitliriin S. aureus ve E. coli bakterileri izerine inhibisyon aktiviteleri

Calisma kapsaminda; kaplama yapilarak antimikrobiyal aktivite kazandirilmasi
planlanan siitiirlerin, kaplamasiz hallerinin ¢alisma yapilan tiirler {izerinde herhangi
bir aktivitesinin olup olmadiginin belirlenmesi amagliyla negatif ve pozitif kontroller
analiz edilmistir. Bu baglamda siitiirlerin kaplamasiz hallerinin E. coli ve S. aureus

tiirleri lizerine herhangi bir aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol olan
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triclosan kapli antimikrobiyel siitiir ise E. coli lizerinde 3 + 0.04 mm ve S. aureus

tizerine 4 * 0.14 mm inhibisyon gostermistir.

il TH o
Sekil 3.29. Ha- Helichrysum arenarium etanol ekstratlar1 biyopolimer karigimlarinin
stitiirlere kaplanmasi ile elde edilen kaplamali siitiirlerin S. aureus iizerine inhibisyon
etkileri. 1; polyglactin 910, 2; polypropylene, 3; ipek, 4; polyester, 5; pozitif kontrol

Helichrysum arenariumetanol ekstrat1 — biyopolimer karigimlari ile kaplanan 4 farkli
stitiirlin S. aureus gram pozitif bakteri tiirli iizerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu
tespit edilmistir. Ha-CMC karisimi ile kapli olan Polipropilen (2) yapisindaki siitiir
haricindeki diger biitiin siitiirlerin inhibisyon alani olusturdugu goriilmektedir.
Polyglactin (1) ve Polyester (4) yapisinda olan siitiirlerin olusturduklar1 inhibisyon
alanlar1 diger tiirlere oranla daha biiyiiktiir. Biitiin denemelerde en biiyiik inhibisyon
alanmmi pozitif kontrol olusturmustur. Kapli siitlirlerin olusturduklari inhibisyon

alanlar1 Tablo 3.8’ de verilmistir.
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Tablo 3.8. Helichrysum arenarium etanol ekstratlart biyopolimer
karigimlart ile kapl siitiirlerin S. aureus tiirli {izerine inhibisyon ¢aplar1

(mm)
Pozitif
Polyglactin | Polypropylene Silk Poliester kont.
Ha-PVA | 097+1.13 0.2+2.07 0.92+1.09 | 1.2+1.42
Ha-GG 0.97 +1.07 0.2+0.17 0.41+0.03 T.E
Ha-
4+0.14
HPMC 0.97 +1.15 0.2+1.82 0.38+0.56 || 1.18 +0.81
Ha-AG 0.94 +0.91 0.2+0.23 0.41+0.91 || 1.05+0.79
Ha-CMC 2+0.07 0 0 T.E

Ha-HPMC

i s S

Sekil 3.30. Ha- Helichrysum arenarium etanol ekstratlar1 biyopolimer karigimlarinin
stitiirlere kaplanmasi ile elde edilen kaplamali siitiirlerin E. coli iizerine inhibisyon
etkileri. 1; polyglactin 910, 2; polypropylene, 3; ipek, 4; polyester, 5; pozitif kontrol

Helichrysum arenarium etanol ekstrati-biyopolimer karisimlari ile kaplanan siitiirler
E. coli iizerine inhibisyon aktivitesi gostermemis, sadece pozitif kontrol Triclosan

kapl siitiir aktivite gostermistir.
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Tv-HPMC

Sekil 3.31. Tv- Thymus vulgaris etanol ekstratlari biyopolimer
karigimlarinin siitiirlere kaplanmasi ile elde edilen kaplamali
stitiirlerin S. aureus lizerine inhibisyon etkileri. 1; polyglactin 910,
2; polypropylene, 3; ipek, 4; polyester, 5; pozitif kontrol

Sekil 3.31 incelendiginde Thymus vulgaris ekstrati — biyopolimer karigimlari ile
kaplanan 1 ve 4 numaral siitiirlerin S. aureus gram pozitif bakteri tiliri lizerinde
inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit edilmistir. Tv-CMC ve Tv-HPMC ile kapli olan
stitiirlerin tamam1 inhibisyon aktivitesi gosterirken, Tv-PVA ve Tv-GG ile kapli 2 ve
3 numarali siitiirlerde inhibisyon aktivitesi gdzlemlenmemistir. Kapli siitiirlerin

olusturduklart inhibisyon alanlar1 Tablo 3.9 da verilmistir.

Tablo 3.9. Thymus vulgaris etanol ekstratlar1 biyopolimer karigimlari ile

kapli siitiirlerin S. aureus tiirii {izerine inhibisyon ¢aplari (mm)

Polyglacti | Polypropyle Silk Polieste Pozitif
n(1) ne (2) (3) r(4) kont. (5)
Tv-PVA 0.91+0.63 0 0 T.E
Tv-GG 1.18 £ 1.27 0 0 T.E
Tv-HPMC | 0.938+0.36 0.21+1.24 0.34+1.92 T.E 4014
Tv-AG 0.94+0.72 0 0.95 + 0.026 T.E
Tv-CMC 1.4+1.09 0.87 +£0.04 0.91+1.93 |[1.23+0.51
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Tv-HPMC

Sekil ~ 3.32. Tv- Thymus vulgaris etanol ekstratlari
biyopolimer karigimlarinin siitiirlere kaplanmasi ile elde
edilen kaplamali siitiirlerin E. coli iizerine inhibisyon
etkileri. 1; polyglactin 910, 2; polypropylene, 3; ipek, 4;
polyester, 5; pozitif kontrol

Sekil 3.32 incelendiginde Tv-biyopolimer karigimlar ile kaplanan siitiirlerin E. coli
tizerine inhibisyon aktiviteleri goriilmektedir. Polyester (4) yapida olan siitiir biitiin
kaplama karigimlarinda aktivite gostermistir. Polyglactin (1) yapida olan siitiir ise AG
karigimi harig biitiin karisimlarda inhibisyon alani olusturmustur. Biitiin biyopolimer-
ekstrat karigimi kaplamalarinda en yiiksek aktiviteyi pozitif kontrol sergilemistir.

Kapl siitiirlerin olusturduklari inhibisyon alanlar1 Tablo 3.10° da verilmistir.

Tablo 3.10. Thymus vulgaris etanol ekstratlari biyopolimer karigimlari
ile kapl1 siittirlerin E. coli tiirii tizerine inhibisyon ¢aplari (mm)

Pozitif
Polyglact | Polypropylene Silk Poliester| kont.
in (1) (2) (3) (4) (5)

Tv-PVA 0.21+1.02 0.18+0.92 0 0.67 +1.09
Tv-GG 0.81+1.83 0 0 0.97+1.72
Tv-HPMC | 0.83 +0.07 0.76 £ 1.43 0.91+1.26 | 0.62+0.04 | 3%0.14
Tv-AG 0 0 0 0.35+1.38
Tv-CMC 1.09+1.73 0 0 0.85+0.41
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Rm (Rosa damascena Mill.) biyopolimer ekstrat karisimlari ile kaplanan siitiirlerin S.
aureus tiizerine inhibisyon aktiviteleri Sekil 3.33 de verilmistir. Rm-PVA kaplamali
siitiirler S. aureus tiiriine kars1 aktivite gostermemistir. Rm-GG kaplamali siitiirler
Polyglactin (1) ve Polyester (4) siitiirler aktivite gosterirken digerleri géstermemistir.
Rm-HPMC ve Rm-AG kaplamali siitiirler aktivite gostermezken, Rm-CMC kaplamali
stitiirlerden Polyglactin (1) ve polyester (4) yapida olanlar aktivite gostermistir. Kapli

stitiirlerin olusturduklari inhibisyon alanlar1 Tablo 3.11°de verilmistir.

Sekil 3.33. Rm- Rosa damascena Mill. etanol ekstratlari biyopolimer karisimlariin
stitiirlere kaplanmasi ile elde edilen kaplamali siitiirlerin S. aureus iizerine inhibisyon
etkileri. 1; polyglactin 910, 2; polypropylene, 3; ipek, 4; polyester, 5; pozitif kontrol
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Tablo 3.11. Rosa damascena Mill. etanol ekstratlari biyopolimer
karigimlart ile kapl siitiirlerin S. aureus tiirii {izerine inhibisyon ¢aplari

(mm)

Pozitif

Polyglactin | Polypropylene| Silk | Poliester | kont.
(1) (2) (3) (4) (5)

Rm-PVA 0 0 0 0
Rm-GG 2.01£0.71 0 0 1.96  1.02
Rm-HPMC 0 0 0 0 4+0.14
Rm-AG 0 0 0 0
Rm-CMC 1.320.72 0 0 0.97 £ 0.65

Rm-HPMC
[F;.T'.ﬁn T rEoh AR s i

4

o

Sekil 3.34. Rm- Rosa damascena Mill. etanol ekstratlar1 biyopolimer karigimlarinin
stitiirlere kaplanmasi ile elde edilen kaplamali siitiirlerin E. coli iizerine inhibisyon
etkileri. 1; polyglactin 910, 2; polypropylene, 3; ipek, 4; polyester, 5; pozitif kontrol

Sekil 3.34 incelendiginde Rm-biyopolimer karigimlarinin kaplanmasiyla elde edilen

sttiirlerin E. coli iizerine antimikrobiyal aktiviteleri goriilmektedir. Rm-PVA
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kaplamali siitiirler E. coli tiiriine kars1 aktivite gostermedi. Rm-GG kaplamal siitiirler
Polyglactin (1) ve Polyester (4) siitiirler aktivite gosteririken digerleri gostermedi. Rm-
HPMC, Rm-AG ve Rm-CMC kaplamali siitiirlerden polyester (4) yapida olan1 aktivite

gostermistir.

Antimikrobiyal aktiviteye sahip siitiirlere olan ilgi her gecen yil artmaktadir. Hali
hazirda Ethicon tarafindan iiretilip satilmakta olan Vicryl plus coated antimikrobiyal
stitlir bir ¢ok cerrahi operasyonda kullanilmaktadir. Bu siitiire antimikrobiyal aktivite
kazandiran madde triklosandir, gliniimiizde bir ¢ok gidada katki olarak kullanilmakta
olan madde siitlirlerde de bir ¢cok bakteriye karsi etki gostermektedir. Bilindigi iizere
patojen bakteriler zamanla antibiyotiklere kars1 direng gelistirmektedir. Bu durum goz
Ooniine alindiginda siitiirlere uygulanabilen yeni antimikrobiyal maddelerin
arastirilmasi onem kazanmaktadir. Bu durum g6z 6niine alindiginda literatiirde konu

ile alakal1 bir ¢ok arastirmaya rastlamak miimkiindiir.

Belirgin bir antibakteriyel ve fungisidal etkiye sahip genis bir spektrum antiseptik
olarak Decamethoxin'in ve bu maddenin tastyicisi olarak BF-6 phenol-polyvinylacetal
birlikte siitiirleri modifiye edici bir kompozit olarak kullanilmistir. Bu kompozitteki
Decamethoxin orani toplam igerigin %10 u oldugunda siitiiriin E. coli’ye olan
inhibisyon aktivitesinin 4 kat, S. aureus’a olan inhibisyon aktivitesinin de 8 kat arttig1
tespit edilmistir (Kovtun ve dig., 2000). Baska bir ¢alismada kitosan, orgiilii ipek
dikiglere ii¢ farkli konsantrasyonda uygulanmis ve kitosan kaplamanin orgiilii ipek
stitlirtin 6zellikleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Kitosan konsantrasyonu %1°e
yukseltiginde kapl siitiiriin S. aureus e kars1 olusturdugu inhibisyon alan1 3 mm iken
E. coli’ye karsi olusturdugu alan 4.5 mm olarak 6l¢tilmistiir (Viju ve Thilagavathi,
2011). Polivinil alkol ve Aloe vera karisiminin hazirlanarak siitiirlere kaplandigi ve
antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi  bagka bir c¢alismada, aloe vera
konsantrasyonunun % 5 oldugu kaplamada test edilen baktrerilere karst en yiiksek
inhibisyon aktiviteleri elde edilmis ve olusturulan PV A-aloevera kompozisyonu E.
coli’ye kars1 4.6 mm ik inhibisyon ¢ap1 olusturmustur (Ghafoor ve dig., 2016). Lokal
enfeksiyonlarin baglangicinda proliferasyon i¢in kritik bir faktoér olan klorheksidin
veya oktenidin kullanilarak kaplanmis cerrahi siitiirlerde, meydana gelen bakteri

yapismalar azaltilmistir.
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Klorheksidin-palmitat kullanilarak uygulanan kaplamada S. aureus iizerinde olusan
inhibisyon capt 2 mm’den 8§ mm’ye kadar yiikselmistir (Obermeier ve dig., 2018).
Ameliyatlarda kullanilan siitiirler i¢in gelistirilen bir kaplama kompozisyonunda
antimikrobiyal madde olarak totarol, Podocarpus totara bitkisinden izole edilen
diterpenoid ve tasiyict olarak da poly(lactide-co-glycolide)asit kullanilmigtir. Bu
kaplama monoflament yapida bir siitiire uygulanmis ve 15 giin boyunca S. aureus
tiirtine karsi etki gosterdigi tespit edilmistir (Reinbold ve dig., 2017). Antimikrobiyal
peptitlerden esinlenerek sentezlenen bir amfifilik polimerin, poli [(aminoetil
metakrilat) -co- (butil metakrilat)] (PAMBM) siitiir kaplama materyali olarak
kullanildig1 bir ¢calismada, S. aureus tiirii izerinde Etighon’un antimikrobiyal Vicryl
Plus siitiirline oranla 2 kat daha fazla antimikrobiyal aktivite gostermistir (Li ve dig.,

2012).
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4. SONUC VE ONERILER

Yara enfeksiyonu, ameliyat sonrasi tedavide korkulan bir komplikasyondur, hasta i¢gin
onemli sonuglara ve toplum i¢in yiliksek tibbi maliyetlere yol acar. Yara
enfeksiyonlarindaki en yaygin patojenler, cerrahi implantlar1 veya siitiirleri kolonize
eden Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’dir. Bu enfeksiyonlardan miimkiin
oldugunca kacinmak ¢ok dnemlidir. Olas1 bir yol, cerrahi dikislerin antiseptikler gibi
antimikrobiyal ilaglarla kaplanmasidir. Bu kaplamalar1 bir¢ok durumda, son derece
lipofilik biyomalzemelerin yiizeyindeki hidrofilik ajanlara baglamak i¢in bir araci ajan
gereklidir. Bu ajanlar genel olarak biyopolimerler ve bunlarin modifiye yapilari

olmaktadir.

Onerilen tez calismasinda ilk asamada siitiirlere antimikrobiyal aktivite kazandiracak
maddelerin elde edilmesi igin Anadoluda yetisen endemik Bilye kekik-Tv (Thymus
vulgaris), Altin otu-Ha (Helichrysum arenarium) ve Isparta giili-Rm (Rosa
damascena Mill) bitkileri toplanmis ve ekstraksiyon igslemi uygulanmistir. Bitkiler
yapilarindaki yagli kisimlarin uzaklastirilmasi i¢in 6nce hekzan ardindan da etanol ile
ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstratlarin fitokimyasal analiz ¢aligmalar1t TLC ve
LC-MS yontemleri kullanilarak gerceklestirilmigtir. TLC ¢alismalarinda; yapida
bulunmas olasi1 fenolik standart bilesikler kullanilarak tayinler yapilmistir. Bu analiz
sonuclarinda kafeik asit biitiin bitki ekstratlarinda tayin edilirken (Rf=0.68), vanillik
asit (Rf=0.75) ve gallik asit (Rf=0.51) Tv ekstratinda tespit edilmistir. Rm ekstratinda
ise kojik asit (Rf=0.36) tespit edilmistir. TLC yontemi ile varliklar1 tahmin edilen
fenolik bilesiklerin tespiti ayn1 zamanda LC-MS yontemi kullanilarak ta arastirilmistir.
LC-MS analizleri sonucunda Tv ekstratinda gallik asit, vanillik asit ve kafeik asitin;
Ha ekstratinda vanillik asit, kojik asit ve kafeik asitin; Rm ekstratinda ise gallik asit,

kojik asit ve kafeik asitin varlig1 tespit edilmistir.

Tez calismasinin ikinci asamasinda bitki ekstratlarimin S. aureus ve E.coli bakteri
tirleri izerine antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Bu amagla TLC-Biyootografi,

disk diflizyon ve well diflizyon yontemleri kullanilmistir.
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TLC-Biyootografi ¢calismalar1 Tv ve Ha ekstratlarinin S. aureus bakteri tiirli ve Rm
ekstratlarinin E. coli bakteri tiirii lizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Disk difiizyon yontemi ile de bu sav dogrulanmistir. Ayrica well diflizyon
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada Tv, Ha ve Rm ekstratlarinin hem gram pozitif
hem de gram negatif tiir {izerine olan antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite tasidigi tespit edilen bitki ekstratlarinin siitiir yiizeylerine
tutunabilirliginin artirilmasi i¢in kullanilacak olan biyopolimerler ile karigimlari
hazirlanmis ve bu karigimlarin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Polimer-
ekstrat karigimlarinin S. aureus iizerine inhibisyon aktiviteleri incelendiginde Tv ve
Ha ekstratlariin 5 farkli biyopolimer ile elde edilen karigimi da antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Rm ekstrat1 ise arabik gum, gellan gum ve PVA ile elde edilen
karisimlarinda antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Polimer-ekstrat karisimlarinin E.
coli iizerine inhibisyon aktiviteleri incelendiginde sadece Rm ekstratinin arabik gum,

gellan gum ve PVA ile olan karisimlar antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Tezin {igiincii asamasinda hazirlanan bitki ekstrati-biyopolimer karigimlar 4 farkh
yapida siitir materyaline kaplanarak bu siitiirlerin  atimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Sttiirler daldirma yontemi ile kaplanip kurutulduktan sonra, kaplama
oncesi ve sonrasi agirliklar1 tartilarak kaplama isleminin basarisindan emin
olunmustur. Kaplama yapilan siitiirlerin antimikrobiyal aktiviteleri agar difiizyon
yontemi ile belirlenmistir. Altin otu (Ha) etanol ekstrati ile PVA, gellan gum, HPMC
ve arabik gum karigimlarinin tamami polyglactin (1) emilebilen, polipropilen (2)
emilemeyen, ipek (3) emilemeyen ve poliester (4) emilebilen siitiirlere kaplandiginda
S. aureus tiirii tizerinde inhibisyon aktivitesi gostermistir. Ayn1 kaplamali siitiirler E.
coli tiirii lizerine inhibisyon aktivitesi gostermemistir. Bilye kekik (tv) etanol ekstrati
ile PVA ve gellan gum karisimlari sadece 1 ve 4 nolu siitiirlere kaplandiginda S. aureus
tiirti tizerinde inhibisyon aktivitesi gostermis, HPMC ve CMC karigimlariyla kaplama
yapilan biitlin siitiirlerde ise inhibisyon alani olusturmustur. Tv-AG karisimi ise
polipropilen (2) siitiir hari¢ digerlerinde aktivite gostermistir. Tv ekstrat1 ile polimer
karigimlan ile kaplanan siitiirler E. coli tiiriine kars1 inhibisyon aktivitesi gosterirken
Ozellikle 1 ve 4 numarali emilebilen siitiirlere yapilan kaplamalarda aktivite
goriilmiistiir. Giil (Rm) ekstrat1 polimer karigimlari ile yapilan kaplamalarda, Rm-GG

karisimi ve Rm-CMC karisimlarinda 1 numarali siitiir S. aureus tiirii {izerine
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inhibisyon aktivitesi olusturmustur. Rm-Polimer karigimlari ile kaplanan siitiirler E.

coli tiirine kars1 belirgin bir aktivite sergilememistir.
Calismamizdan elde edilen ¢iktilar;

Bilye kekik-Tv (Thymus vulgaris), Altin otu-Ha (Helichrysum arenarium), Isparta
giilli-Rm (Rosa damascena Mill) bitkileri fitokimyasal olarak karakterize edilmistir.
Vanilik asit Tv ekstratinda 1.4291 ppm, Ha ekstratinda 4.6297 ppm; gallik asit Tv
ekstratinda 0.1371 ppm, Rm ekstratinda 1579.9 ppm; kafeik asit Tv ekstratinda 2.4549
ppm, Ha ekstratinda 16.36 ppm ve Rm ekstratinda 0.2829 ppm; kojik asit Ha ve Rm
ekstratlarinda 0.1 ppm in altinda tespit edilmistir.

Bitki ekstratlarinin 3 farkli yontemle antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve S.
aureus tiirii izerine en yiiksek inhibisyon alan1 Tv etanol ekstrat1 ile elde edilmistir (22
mm). E. coli tiirii tizerine en yiiksek inhibisyon alani ise Rm etanol ekstrati ile elde

edilmistir (10 mm).

Well difiizyon yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda bitki ekstratlarinin bakteriler

tizerine antimikrobiyal aktivitelerinin zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.

Bitki ekstratlari- polimer karigimlarinin antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmis ve
polimerlerin tek baslarina inhibisyon aktivitesi gostermezken bitki ekstratlari ile
birlikte aktivite gosterdikleri ortaya konulmustur. Bitki ekstratlarinin polimerlerle
karistirildiklarinda antimikrobiyal aktivitelerinde belirgin bir degisim olmadigi

gbzlemlenmistir.

Ekstrat-biyopolimer karigimlarinin sentetik ve dogal, emilebilir ve emilemeyen
yapidaki 4 farkli siitiire kaplanarak antimikrobiyal aktiviteleri test edildiginde,
kaplanan siitiirlerin gram pozitif bakteri tizerine gram negatif bakteriye oranla daha iyi
sonuclar verdigi belirlenmistir. Olusan inhibisyon caplar1 0.2 — 2.1 mm arasinda
degiskenlik gostermis ve emilebilen siitiirler emilemeyen siitlirlere oranla her iki

bakteri tiirii i¢in de daha iyi sonuglar vermistir.
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Tez kapsaminda cerrahi operasyonlar sonrast meydana gelen enfeksiyonlarin ve
bunlarm yol agtig1 6liim ve maddi kayiplarin azaltilabilmesi amaci ile yeni dogal
antimikrobiyal kaynaklar karakterize edilmistir. Bu kaynaklar siitiir materyallere
uygulanabilir hale getirilip cerrahi operasyon sonrasi enfeksiyona sebep olan en
yaygin bakteri tiirleri lizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar bu yeni dogal
kaynaklarin nozokomiyal enfeksiyonlarin oniine ge¢gmede kullanilabilir oldugunu
ortaya koymustur. Ozellikle antibiyotik direnci gelistiren bakterilerle olan savasta
dogal antibiyotiklerin kesfinin olduk¢a 6nemli oldugu bu donemde literatiire yeni

dogal kaynaklar kazandirilmgtir.
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Sekil A.1. Bitki ekstratlarinin  Klorobenzen:
Amonyum hidroksit (%26) (90:10 v/v) mobil fazi ile
tirevlendirmesi. A; Anizaldehit ajani, B; UV366 nm
lamba altinda, C; UV266 lamba altinda.

A B C

Sekil A.2. Bitki ekstratlarinin Etilasetat: hekzan (50:50
v/v) mobil fazi ile tiirevlendirmesi. A; Anizaldehit ajani,
B; UV366 nm lamba altinda, C; UV266 lamba altinda.
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