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OZET

ESCHERICHIA COLI (E. COLI) BAKTERISININ KEKIK YAGI VE BIYOSURFEKTAN KULLANIMI
ILE ANTIBIYOTIK ETKINLIGININ ARTIRILMASININ ARASTIRILMASI

Giincel tip uygulamalarinda antibiyotiklere diren¢ gelisimi en 6nemli ¢6ziim bekleyen
sorunlardan biridir. Antibiyotiklere direng¢ gelisimi ile tedavilerin etkinlikleri diismekte, hasta
morbidite ve mortaliteleri olusmakta ve tedavi maliyetleri artmaktadir. Dogal antibiyoterapi ya
da antibiyotiklere destek kimyasallar bu konuda 6nem tasimaktadir. Calismamizda disk
diffiizyon yontemi kullanilarak, kekik yagi ve biostirfektan'in iki tane Escherichia coli susu
lizerine direkt antibakteriyel etkisi ve 7 adet antibiyotik ile kombine edilmesinin etkileri

arastirilmistir.

iki adet Escherichia coli susu segilmistir( Kontrol susu Escherichia coli ATCC-25922 ve
direngli Escherichia coli susu). Her iki Escherichia coli susu Eosin Methylene Blue agarda
tiretilmistir. Uretilen bakterilerin Miiller Hinton Agar besiyerine antibiyogram duyarhlk testi
icin yaygin ekimi yapilmistir. Birinci asamada ayr1 ayr1 kekik yagi ve biosiirfektan emdirilmis
bos diskler ile antibakteriyel duyarllik testi yapilmistir. ikinci asamada 7 adet farkl antibiyotik
iceren diske 10uL dozda kekik yagi veya biyostirfektan emdirilerek kombine edilmesi ile testler

tekrarlanmistir. Elde edilen zon caplari istatistik olarak analiz edilmistir.

Biyosiirfektan’'in her iki Escherichia coli lizerine de direkt antibakteriyel etkisi anlamh
bulunmamistir. Biyosiirfektan antibiyotik kombinasyonu ile de antibiyotik etkinliginde anlaml
artis gozlenmemistir. Kekik yaginin her iki bakteriye de direkt antibakteriyel etkisinde anlaml
artis saptanmistir. Kekik yagi-antibiyotik kombinasyonlarinin ¢ogunda her iki Escherichia coli

lizerine antibakteriyel etkisinde anlaml artis saptanmistir.

Calismamizda biyostrfektanin direkt antimikrobiyal etkisi gosterilememistir. Kombine
antibiyotiklerin etkisini artirici etkisi gozlenmemistir ya da etkisini azaltict yonde bir etki
gozlenmistir. Ancak kekik yag1 hem direkt antimikrobiyal etki gdstermistir hem de
antibiyotiklerden ¢ogunun etkinligini artirici yonde etki etmistir. Antibiyotiklere hizli direng
gelisimi, enfeksiyonlara baglh morbiditeler ve tedavi maliyetleri goz Oniine alindiginda;
calismamizda elde edilen bulgular 6ncelikli olarak kekik yaginin bagirsak ve iiriner sistem
enfeksiyonlarinda tek basina ya da antibiyotiklerle kombine kullanilabilecegini gostermistir.
Calismamiz ayrica kekik yaginin klinik kullanimu ile ilgili gelecekte yapilacak ¢alismalara kaynak

teskil edebilecegini gdstermistir.
Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, biyosiirfektan, kekik yagi, antibiyotik, antibakteriyel,
sinerji.

Danisman: Prof. Dr, Ali Unyayar, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INCREASE OF ANTIBIOTIC EFFICACY OF ESCHERICHIA COLI (E.
COLI) BACTERIA BY USING THYME OIL AND BIOSURFACTANT

In current medical applications, development of resistance to antibiotics is one of the most
important problem. The efficacy of the treatments is decreased, morbidity and mortality rates of
the patients and treatment costs increase with the development of resistance to antibiotics.
Natural antibiotherapy or chemicals supporting antibiotics are important in this regard. In our
study, the effects of thyme oil and biosurfactants direct antibacterial effects and combined seven
antibiotics effects were investigated on Escherichia coli species.

Two Escherichia coli strains were selected (Control strain Escherichia coli ATCC-25922 and
resistant strain Escherichia coli). Both Escherichia coli strains were inoculated into Eosin
Methylene Blue agar. The producted bacteria were cultivated by spreading method on Mueller
Hinton agar media for the antibiogram susceptibility test. In the first stage, antibacterial
susceptibility test was performed by thyme oil and empty disks impregnated with biosurfactant
separately. In the second stage, the tests were repeated by combining seven different antibiotic-
containing discs with a 10 pL dose of thyme oil or biosurfactant. The obtained zone diameters
were analyzed by statistically.

The direct antibacteria effect of biosurfactant on both two Escherichia coli species was not
significant. Any significant increase in antibiotic activity was observed with the biosurfactant
antibiotic combination. It was detected that thyme oil had a significant increase on direct
antibacterial effect on both bacteria. A significant increase in antibacterial effect on both
Escherichia coli was found in most of the thyme oil-antibiotic combinations.

Direct antimicrobial effect of biosurfactant was not evident in our study. There was any
effect of combined antibiotics or they had a decreasing effect. However, thyme oil indicated both
direct antimicrobial effect and it increased the activity of most of the other antibiotics. In regard
to rapid development of antibiotic resistance and associated morbidities and costs due to
infections; the findings of our study have shown that thyme oil can be used alone or combined
with antibiotics in the intestinal and urinary tract infections. In addition, our findings can be a

guide to the further studies designed for clinical applications.

KeyWords: Escherichia coli, biosurfactant, thymeoil, antibiotics, antibacterial, synergy.

Advisor: Dr, Ali Unyayar, Mersin University, Department of Biotechnology, Mersin, Turkey.
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1. GIRiS

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi olarak 6nemli gram negatif basillerin en genis ve en
heterojen toplulugudur. Elli cins ve yiizlerce tiir ve alt tiirii tanimlanmistir. Enterobacteriaceae
ailesinde tibbi olarak 6nemi olan bir¢ok bakteri tiirii vardir. Enterobacteriaceae, tim diinyada,
toprakta, suda, bitkilerde ve insan ve bircok hayvanin normal bagirsak florasinda bulunan, cok
yaygin mikroorganizmalardir. Enterobacteriaceae ailesinde yer alan bakteri tiirleri, insanlarda
ve hayvanlarda bircok hastalifa neden olabilmektedirler [1]. Bu bakteriler insanda,
bakteriyemilerin biiyiik bir cogunlugundan sorumludur. Bu bakteriler, ayrica insanlarda
septisemi, menenjit, cerrahi yara enfeksiyonlari, pnémoni, liriner sistem enfeksiyonlar1 gibi
hastaliklara neden olurlar. Bu bakterilerin bir¢ok organ ve doku tutulumlari vardir. Bu ailedeki
onemli cinslere: Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus,

Yersinia, Morganella, Serratia, Providencia 6rnek olarak gosterilebilir [2].

Escherichia, Enterobacteriaceae ailesinin iiyesidir. Escherichia coli(E. coli) ilk kez 1885
yilinda Alman Bakteriyolog Theodor Escherich tarafindan kesfedilmistir. E. coli o zamandan
gliniimiize biyolojik laboratuvar deney ve arastirma icin yaygin olarak kullanilmaktadir. E. col,
hayvan diskisinda, memelilerin bagirsaklarinda ve hatta sicak su kaynaklarinin kenarinda bile
bulunabilen, fakiiltatif (aerobik ve anaerobik biiyiime) 1.1-1.5 x 2.0-6.0 pm boyutlarinda gram
(-) basil seklinde, 1-2 mm c¢apinda S tipi koloniler yapan endosporsuz, karbon kaynagi olarak

laktoz ve glikozu kullanan, katalaz (+), oksidaz () bakterilerdir. 37°C’de optimum ¢ogalirlar.

Enterik E. coli, viriillans 6zelliklerine bagh olarak bes kategoriye ayrilabilirler. Bunlar:
enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC),
enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroadherent agregativ E. coli (EAggEC) ve verotoksijenik E.
coli (VTEC). E. coli bagirsak ve bagirsak dis1 enfeksiyonlara neden olabilir. Bagirsakta kanl ishal
meydana gelir. Bagirsak disinda; liriner sistem enfeksiyonlari, yenidogan menenjiti, pnémoni,

septik artrit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina da neden olur [3].

Idrar yolu enfeksiyonlar1 toplumda ve hastane ortaminda en sik gériilen bakteriyel
enfeksiyonlardandir. Idrar yolu enfeksiyonlarindan sorumlu bakteriler ve antibiyotiklere
duyarhliklarinda zamanla degisiklikler olmaktadir [4]. Bu enfeksiyonlarda en sik goriilen

etkenin E. coli oldugu bilinmektedir.

Idrar yolu enfeksiyonlan genellikle antibiyotiklerle tedavi edilmektedir ve bu yiizden
direngli bakterilerin seleksiyonu ve ortaya ¢ikmasi i¢cin 6nemli bir potansiyel kaynaktir [5].
Hastane kaynakli bir¢ok iiriner sistem enfeksiyonlar1 vakasinda potansiyel patojenlerin

sikligina, antimikrobiyal diren¢ oranlarina ve hastaligin ciddiyetine bakilarak baslangicta
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ampirik antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Antibiyotik kullanimi ve direng¢ arasindaki
iliskinin bilinmesine ragmen, lokal diren¢ oranlari, seleksiyon ve diren¢ konusunda yeterli
bilgilere sahip olunmamasi nedeniyle, uygun olmayan ampirik tedaviler secilebilmektedir [6].
Ampirik tedavide sik kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarinin yiiksek oldugu artik
bilinmektedir [7]. Idrar yolu enfeksiyonlarinda, ampirik tedavi vermek yerine etkenin ve
antibiyotik duyarhliginin belirlenerek ona gore tedaviye baslanmasinin gerekliligi daha da

onemli hale gelmistir.

Biyosiirfektanlar cesitli mikroorganizmalar tarafindan tretilen ylizey aktif molekiillerdir.
Mikrobiyal olarak iiretilen bu bilesikler, birbirine karismayan iki sivi faz arasindaki ylizey ve
araylizey gerilimini azaltirlar [8]. Biyosiirfektanlar ucuz hammadde kullanilarak tretildikleri
icin ulasilabirlikleri yiiksektir, ayrica dogal hammaddeden tretildikleri i¢in cevreye zarar
vermezler. Biyosiirfektanlarin kullaniminin desteklenmesi hem {iilke ekonomisi agisindan hem

de diinyamizin gelecegi acisindan dnemlidir.

Bitkisel tedavinin tarihi insan varlig1 kadar eskilere dayanmakla birlikte giiniimiizde de
gecerliligini korumaktadir. Bitkiler bir¢ok enfeksiyonda iyilestirici ve antiseptik amacgh olarak
kullanilmaktadir. Aromatik ve ugucu yaglar: antibakteriyel aktiviteye sahip bitkilerin bakteriyel
kaynakli insan hastaliklarinin kontroliinde etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Aromatik ve
ucucu yaglar biyolojik triinler oldugundan ve elde edilmeleri sirasinda kimyasal maddeler
kullanilmadigindan ¢evre kirliligine neden olmazlar. Bu nedenle kullaniminin tesvik edilmesi

onemlidir.

Hastane kaynakli idrar yollar1 enfeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalar i¢inde en
sik rastlanan E. coli bakterisi ile miicadelede kullanilan antibiyotiklerin etkinliginin arttirilmasi
icin bu tez kapsaminda organik yapida olan kekik yagi ve biyosiirfektanin kullaniminin
arastirilmasi hedeflenmistir. Biyosiirfektanlar ve aromatik ucucu yaglar insan sagligina zarar
vermemeleri ve hem ucuz hem de kolay ulasilabilir olmalar1 nedeniyle antibiyotiklere yardimci

ve/veya alternatif olabilirler.

Sonuclarin olumlu olmasi halinde, E. colimin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde

kullanilan antibiyotik dozunun azaltilabilecegi 6n goriilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Escherichia coli(E. coli)

E. coli, Escherichia cinsinin en dnemli ve en sik goriilen tiiriidiir. Bu mikroorganizma
gastroenterit, Uriner sistem enfeksiyonu, menenjit ve sepsis gibi bircok hastaliga neden olur.
Ancak bazi serotiplerin virulansi daha fazladir. Ornegin, E. coli 0-157 en fazla hemorajik kolit

yapan etkendir [9].

2.1.1. Morfolojisi ve Boyama Ozellikleri

E. coli yaklasik olarak 2-6 pm boyunda, 1. 0-1. 5 pm eninde, diz, uglan yuvarlak basil
seklindedir. Kiiltiirlerde koka benzer Kkiiciik, kisa sekilleri veya uzun, dallanan sekilleri
bulunabilir (Sekil 2. 1.). Yavas hareket ederler. Peritris ksrpikleri vardir. Hareketsiz suslar1 da
vardir. Baz1 suslari kapsiilliidiir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanir ve gram (-) bakterilerdir

[10].

Sekil 2. 1. E. coli bakterisinin 100'liik objektif ile cekilmis 151k mikroskobu goriintiisii.
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2.1.2. Kiiltiir Ozellikleri

E. coli; kan, serum, glikoz gibi maddeler eklenmeyen besiyerlerinde kolay tretilir. En iyi
tireme 1s1s1 37°C ve pH’s1 7-7. 2 'dir. Buyyonda, peptonlu suda bol iirer, homojen bulaniklik
meydana gelir. Kanli agarda hafif nemli goriiniimlt, 1-2 mm c¢apinda gri koloniler yapar. EMB
agarda laktoz (+) 2-3 mm c¢apinda metalik koloniler meydana getirirler [10]. EMB agarda

tireyen E.coli kolonileri Sekil 2. 2. ‘de gosterilmektedir.

Sekil 2. 2. EMB agar besiyerinde tireyen E. coli kolonileri.

2.1.3. Biyokimyasal Ozellikler

E. coli glikoz, laktoz, trehaloz ve ksilozu fermente eder. H,S, DNAaz, lireaz veya
fenilalanindeaminaz olusturmaz. Potasyum siyanid (KCN) varliginda iiremez. Karbon kaynagi

olarak sitrat1 kullanmaz, asetat1 kulanabilir. IMVIC testi (++--) dir [10].
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2.1.4. Epidemiyoloji

Gastrointestinal sistemde cok sayida E. coli bulunur. Firsat¢i patojen olarak bilinen bu
bakteriler bagirsak disina ¢ciktig1 zaman cogu E. coli gastrointestinal ve ekstraintestinal hastalik
yapabilirler. Bunun nedeni plazmid aracili patojenite adacig1 ya da bakteriyofaj DNA’s1 kékenli

ozel virulans faktoriine sahip olmalaridir [10].
E. coli'nin patojen olarak etkinligi su faktorlerle agiklanabilir:

e Sepsiste en sik izole edilen gram (=) bakteridir.
e Toplum ve hastane kaynakli iiriner sistem enfeksiyonunun etkenidir.

o Gelismekte olan iilkelerde en 6nemli gastroenterit etkenidir.

Gastroenterit yapan E. coli suslar1 bes buyiik gruba ayrilir; ilk ti¢ grup ince bagirsag: tutup
sekretuvar diyare yaparken, son iki grup primer olarak kalin bagirsag1 tutmaktadir. Bu gruplar

Tablo 2. 1.'de gosterilmistir[10].

Tablo 2.1. E. coli ile gelisen gastroenteritler[10].

Organizma adi  Etkilenen Hastalik Patogenez
organ
Enterotoksijenik ince Turist diyaresi; gelismis Plazmid kontroliinde 1s1ya dayanikl
E. coli (ETEC) bagirsak tilkelerde infant diyaresi, /dayaniksiz enterotoksinler sivi-
sulu diyare, kusma, elektrolit asir1 salinimini arttirir.

kramplar, bulanty, ates

Enteropatojenik  Ince Gelismemis tllkelerde Plazmid kontroliinde, normal
E. coli (EPEC) bagirsak infant diyaresi; sulu diyare =~ mikrovillus yapisinin bozulmasi ile
ve kusma, diskida kan gelisen A/E histopatolojisi
gorilmez. malabsorbsiyon ve diyare ile
sonuclanir.
Enteroagregatif  Ince Gelismemis tllkelerde Plazmid kontroliinde, comaklarin
E. coli (EAEC) bagirsak infant diyaresi, sulu diyare, agregatif tutunmasi,
kusma, dehidratasyon ve mikrovilluslarda kisalma,
ates meydana gelir. mononiikleer infiltrasyon ve

hemoraji, sivi emiliminde azalma

gorulir.
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Enterohemorajik Kalin Sulu ishali takiben kanh Sitotoksik Shiga toksinleri (Stx-1,
E. coli (EHEC) bagirsak ishal, (hemorajik kolit) Stx-2) kontroliinde protein
abdominal kramplar, ates sentezinin bozulmasi; A/E

cok az ya da yok; Hemolitik  lezyonlari ile intestinal mikrovillus

uremik sendrom’a harabiyeti, emilimin azalmasi
ilerleyebilir

Enteroinvazif Kalin Gelismekte olan lilkelerde =~ Plazmid kontroliinde bagirsak

E. coli (EIEC) bagirsak gorulir; ates, kramp, sulu epitelyum hiicrelerinin invazyon ve
diyare ve dizanteriye harabiyeti
dontsebilir.

2.1.5. Laboratuvar Tanisi

Enfeksiyon tipine gore diski, idrar, kan, BOS, striintli 6rnekleri incelenir. Preparatlarda
gram (=) basillerin goriilmesi, tani i¢in yeterli degildir. EMB agar ve kanli agarda tipik koloniler
olusturan bakterilerin identifikasyonu icin biyokimyasal 6zellikleri, IMVIC reaksiyonu, hareket
durumu incelenir. Polivalan E. coli O antiserumlari ile lam agliitinasyonlar1 yapilarak, sero grubu
belirlenir. izole edilen bakterilerin biyokimyasal ézelliklerinin arastirilmasi igin, ticari olarak

hazirlanmis mikroyéntemler de kullanilabilir [10].

2.1.6. Tedavi

E. coli tiriner sistem enfeksiyonlarinin ¢ok biiyiik bir kismindan sorumludur. Bu hastaligin
tedavisinde en cok trimetoprim-sulfametoksazol (SXT), siprofloksasin, beta-laktam grubu
antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisinde kiiltiir sonucu beklenmeden
tedaviye baslanmasi E. coli suslarinda giderek artan direnc¢ oranlarina sebep olmaktadir ve bu
hastaliklarin tedavisi giin gectikce zorlasmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan diger bir ila¢ grubu kinolonlardir. Kinolonlarin da yaygin olarak kullanilmasi sonucu
bu bakterilerdeki kinolon direng oranlarinin arttig1 gériilmiistiir. Uriner sistem enfeksiyonlarina
neden olan E. coli suslarinda kinolon ve SXT diren¢ oranlarinin her ikisinin de yiiksek oldugu

durumlarda fosfomisin ya da nitrofurantoin tedavisi ile de yanit alindig1 bildirilmektedir [11].
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2.2. Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlar cesitli mikroorganizmalar tarafindan tretilen ylizey aktif molekiillerdir.
Mikrobiyal olarak iiretilen bu bilesikler, birbirine karismayan iki sivi faz arasindaki yiizey ve
araylizey gerilimini azaltirlar. Glikolipitler, lipopeptitler ve lipoproteinler, yag asitleri, notral
yaglar, fosfolipitler, polimerik ve partikiil lipitler gibi kimyasal yapilarla dogada bulunurlar. Bir
glikolipid tiirii olan, ramnoz sekerinden ve yag asitlerine bagli karbon molekiillerinden olusan
ramnolipidler, seker sayesinde hidrofilik 6zellik tasirken, yag asitlerine bagh karbon molekdlleri
sayesinde de hidrofobik oOzellik tasirlar. Rhamnolipidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2. 3.de
gosterilmistir [12].

Diramnolipid

Monoramnolipid

Hidrofobik Hidrofilik
“Bas” “Kuyruk™

Sekil 2. 3. Rhamnolipidlerin kimyasal yapilar1[12].

Cevre dostu olmalarindan dolay1 sentetik siirfektanlara gore daha avantajhdirlar.
Genellikle petrol ham maddesinden iretilen kimyasal siirfektanlarin aksine, mikrobiyal
sturfektanlar ucuz zirai materyaller kullanilarak iiretilebilir. Bu 6zellik biyosiirfektan iiretimini

ucuz kilmakta ve atik subsratlarin c¢evreye olan etkilerinin azalmasinda O6nemli rol
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oynamaktadir. Biyositirfektanlarin asir1 sicaklik, pH ve tuzlulukta stabil olmalari kimyasal olarak

sentezlenen siirfektanlara gore ticari olarak iistiinliik saglamaktadir [13].

Klasik uygulamalar disinda [8] biyosiirfektanlarin; antibakteriyel, antifungal, antitiimor,
antimikoplasmik, antiviral ve insektisidal 6zellikler sergiledikleri belirlenmistir. Bu molekiiller
¢oklu ilag direngli ¢esitli patojenlere karsi potansiyel ilag molekiilleri olarak degerlendirilmistir
[13]. Bu gibi avantajlara sahip olmalarina ragmen, hiicresel seviyede diisiik iirtin vermelerinden
dolay ticari olarak yaygin bir sekilde kullanilmamaktadirlar. Bu nedenle iiretimi arttirmak i¢in
mutant ya da rekombinant suslarin kullanim calismalar yiriitiilmektedir. Gelisme ortami ve
cevresel kosullarin optimize edilmesiyle liretimde dnemli bir artis saglanmasina ragmen [14],
Uretimlerinin artmasindaki gercek bulus yliksek iiretici rekombinant ve mutant tiirlerin
kullanilmasiyla saglanabilmistir. Bu ytksek tretici suslarin kullanimi ve gelistirilmesi ancak

reticilerin genetiginin anlasilmasiyla gerceklesecektir [15].

2.2.1.Biyosiirfektanlarin Avantajlari

Biyosiirfektan rolleri arasinda, hidrofobik suda ¢éziinmeyen substratlarin ytlizey alani ve
biyoyararlaniminin arttirilmasi, agir metal baglanmasi, bakteriyel patogenez, ¢ekirdek algilama

ve biyofilm olusumu sayilabilir [16].

Biyosiirfektan madde uygulamalarindaki ¢ogu calisma, cesitliligi, cevre dostu yapisi,
biiytlik olcekli tiretim ve secicilik acisindan uygunlugu nedeniyle birgok alanda kullanimlarina

odaklanmistir [17].

Biyosiirfektanlar mevcut ham maddeden iiretilebilirler. Hidrokarbonlar, karbonhidratlar
veya lipidler, ayr1 veya her birinin bilesimleri karbon kaynag1 olarak kullanilabilecegi icin

tiretimde uygulamalara bagli olarak daha ekonomik bir liretim saglanabilir [18].

Baz1 biyosiirfektanlar sentetik ilaglara ve antimikrobiyal ajanlara alternatif olarak etkili
terapotik ajanlar olarak kullanilabilir. Biyosiirfektanlar arasinda lipopeptitler, yiiksek yiizey
aktivitesine ve antimikrobiyal o0zellige sahip olmasi nedeniyle ilgi ¢ekmektedir.
Biyosiirfektanlar, cesitli endiistrilere ve islemlere uygulanabilir etkili yiizey aktif ve biyolojik
ozelliklere sahip degerli mikrobiyal amfifilik molekiillerdir. Mikroorganizmalar, 6zellikle suyla
karismayan substratlar lizerinde biiyiime sirasinda kimyasal olarak hazirlanmis geleneksel
ylzey aktif maddelere bir alternatif saglayan bu maddeyi sentezlerler. Yapisal ¢esitlilikleri
(glikolipitler, lipopeptitler, yag asitleri, vb.), diisiik toksisite ve biyolojik olarak

parcalanabilmeleri nedeniyle, bu molekiiller, kozmetik, farmasétik olarak yaygin sekilde
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kullanilabilir. Ekolojik olarak giivenlidirler. Cesitli substratlardan, 6zellikle bitkisel yaglar,

damitma ve mandira gibi yenilenebilir kaynaklardan tiretilebilirler [19].

2.2.2. Biyosiirfektanlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Biyosirfektanlarin antimikrobiyal 6zellikleri ilk kez Bacillus subtilis tiirleri tarafindan
sentezlenen lipopeptit yapisinda iturin A bilesiklerinde tespit edilmistir. Iturin A grubu
disindaki bilesikler olan Basillomisin D ve Basillomisin LC'nin bir¢ok mikroorganizmaya karsi

antimikrobiyal etkisinin oldugu goériilmistiir [20].

Paenibacillus tiirlerinin iirettigi iturin benzeri bilesiklerin fungal hastaliklara kars: etkili
oldugu saptanmis ve iturin veya iturin benzeri biyosiirfektanlarin tipta antifungal madde olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir [21].

B.subtilis tarafindan sentezlenen siklik lipopeptit yapisinda surfaktin bilesikler de
antimikrobiyal 6zellikleri saptanan bir biyosiirfektan cesididir. Surfaktinler yaplarinda bulunan
aminoasitlere gore surfaktin A, B ve C olmak iizere siniflandirilmaktadirlar [22]. Surfaktinler
hiicre zarinda iyon kanallar1 olusturan, fibrin olusumunu engelleyen, antiviral, antitiimor,
antibakteriyal, antifungal ve antimikoplazma 06zelliklerine sahip olan bilesiklerdir. Memeli
hiicrelerinde mikoplazma enfeksiyonlarinin basit, hizli ve etkili bir sekilde etkisiz hale

getirilmesinde kullanilmaktadir [23].

Surfaktin biyosiirfektanlar fizyolojik o6zelliklerinden dolay1 plazminojen ve plazmin
sistemlerindeki kanin pihtilasmasini engellemektedir [24]. Fare akcigerinde kanin
pihtilasmasini engellemek igin yapilan bir ¢alismada protirokinazla birlikte surfaktin enjekte

edildiginde kan plazmasinin pihtilasmasinin engellendigi tespit edilmistir [14].

2.3.Aromatik ve Ugucu Yaglar

Ucucu yaglar kuvvetli koku ve giiclii aromalara sahip bilesiklerdir. Metabolizmada asetat
birimlerinden kéken alan sekonder metabolitlerdir. Ucucu yaglar bakterilere, funguslara, hatta
protistalara karsi oldukca aktiftirler. Bitkilerin ¢cok farkli boélgelerinden elde edilebilen ugucu
yaglar bitkilerde hiicreler arasi iletisim ve hormon gibi énemli gorevleri yerine getirirler [25—
27]. Ugucu yaglar antiromatizmal, antitusif, diliretik, antienflamatuar, dezenfektan gibi bir¢ok

farmakolojik 6zelliklere sahiptirler. Medikal tedavilerin daha pahali ve yan etkilerinin ¢ok
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olmas1 sebebiyle ve insanlarin alternatif tedavilere ilgilerinin artmasiyla bitkilerin kendilerinin

ya da ugucu yaglarinin kullanimlar1 artmistir.

Aromatik bitkiler veya bunlarin hammaddelerinden elde edilen ucucu yag bilesenleri,
kuvvetli kokulu ve buharla siiriiklenebilen yagimsi bilesenlerinin kompleks bir karisimidir.
Bulunduklari ortamdan su, buhar, kuru destilasyon veya sikma yoluyla serbest hale gelebilirler.
Ugucu yaglar oda sicakliginda sivi halde bulunan, kolayca kristallesebilen terpenoid veya
terpenoid olmayan bilesenlere sahiptirler [26, 28-30]. Terpenler ve terpenoidler;
monoterpenler, seskiterpenler, triterpenler, alkoller, eterler, aldehitler, esterler ve ketonlardan
olusurlar [25]. Ayrica terponoidler, fenil propanoid, yag asitleri, bunlarin esterleri veya
parcalanma iirtinleri seklinde de olabilirler. Tiim ugucu yaglar hidrokarbonlar ve onlarin
oksijenli tiirevleridir. Baz1 ugucu yaglar azot ve kiikirt tiirevleri icerebildikleri gibi, alkol, asit,
ester, epoksit, aldehit, keton, amin, stlfit gibi bilesenler de ihtiva edebilirler. Hiicrelerde

karbonhidrat ile baghdirlar ve bu durumda glikozidik bagin hidrolizi ile serbest kalirlar [31].

Ucucu yaglarin antibiyotik etkileri en yaygin bilinen o6zelliklerindendir. Bakterilere,
viriislere ve protozoolara karsi oldukea aktiftirler. Bu yaglarin biiyiik kisminin funguslarin ve
bakterilerin gelisimini durdurdugu bildirilmistir [25]. Bu yaglarin bilesenleri birbirilerinden ¢ok
farkli olabildigi icin antimikrobiyal o6zellikleri ve yetenekleri de birbirinden farklihik
gostermektedir. Ancak, antimikrobiyal o6zellikten yararlanilarak iiretilen ilaglara karsi
mikroorganizmalar zaman icinde direnclilik kazanabilmektedir. Farkli olarak, antibiyotik
direngliligine karsin mikroorganizmalarin bitkilere karsi diren¢ kazandig1 gortiilmemektedir. Bu
durum bitki veya bitki karisimlarindan olusan droglarin 6nemini kaginilmaz olarak

arttirmaktadir [32].

2.3.1.Aromatik ve Ucucu Yaglarin Siniflandirilmasi

2.3.1.1. Kimyasal Yapilarina Gére Siniflandirilmasi

Aromatik ve ugucu yaglarin bilesimleri her bir bitkinin kosullarina goére farklilik
gosterebilmektedir [33]. Ugucu yaglarin %90’ 11 olusturan terpenler, iki veya daha fazla
isopren molekiillerinin bas-kuyruk diizenlemeleri yoluyla olusan hiicrenin ikincil metabolit
bilesenleridir. Temel yapisal formiilii C10Hi6 olup, iki isopren molekiiliinden bir monoterpen

olusur. CsHg bilesikleri hemiterpenlerdir. Ugucu yaglarin asil 6énemli olanlar1 terpenlerin

10
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oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevlerdir. Bunlar yagin kendine 6zgii koku ve terapotik

ozelligini olustururlar [25, 34].

2.3.1.2. Aromatik Ozelliklerine Goére Siniflandirilmasi

Aromatik ve ucucu yaglar asit, alkol, ester, aldehit, keton, fenol ve eter gibi organik bilesenlere

sahiplerdir. Ug farkh gruba ayrilmaktadirlar.

e Aromatika (¢ok kokulu ve tadi iyi olanlar)
e Aromatika-aroma (kokulu ve tadi ac1 olanlar)

e Aromatika-akria (kokulu ve tadi keskin olanlar) [35, 36]

2.3.1.3. Farmakolojik ve Terapoétik Etkilerine Gore Siniflandirilmasi

Ucucu yaglarin igeriginin zenginliginden dolayr bir ugucu yag bir¢cok hastalik icin
kullanilabilmektedir. Ucucu yaglar farmakolojik-terapotik ozelliklerine gore farkli gruplarda

incelenebilir [36]. Bu kullanim alanlar;

e Uyaric (stimulan)

e Antiromatizmal

e Balgam sokturiicii (ekspektoran)
e Safra soktiiriicii (kolagog)

e Solucan diisiirticti (antihelmintik)
e Iltihap azaltic1 (antienflamatuar)

o Dezenfektan, antiseptik ve antibiyotik

2.3.2. Aromatik ve U¢ucu Yaglarin Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

Ucucu yaglarin dogal bilesikleri bakterilerin hiicre duvarini parcalayarak etkili
olmaktadirlar. Ugucu yag bilesenlerinin bakteri hiicre duvarini etkilemesiyle olusabilecek
olaylarin da hiicrenin baska bir bdlgesinde benzer sekilde hiicre biitiinliigiinli bozabilecegi
goriilmistir [37]. Bitkilerin ¢ok fazla sayida aromatik bilesikler liretme o6zellikleri vardir.

Bunlar fenolik ve onlarin oksijene bagh tiirlerinden meydana gelen bilesiklerdir. Bugiine dek

11
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ikincil metabolitler olan bu bilesiklerin 12.000 tanesi izole edilebilmistir. Bu bilesikler bitkinin
savunma mekanizmasi i¢in gereklidir. Koku ve pigment olusumundan sorumlu olan terpenler,
Kinonlar ve taninler antimikrobiyal arastirmalarda kullanilmaktadir [25, 37]. Aromatik ve ucucu
yaglarin antimikrobiyal oOzelliklerini bir¢cok etken degistirebilmektedir. Bu etkenler yagin
konsantrasyonuna, bilesenlerine, konfigiirasyonlarina, yan gruplarina ve bu bilesenlerin
birbirleriyle olan interaksiyonlarina bagh olarak degismektedir. Fenolik bilesikler olarak bilinen
karvakrol, eugenol ve timol bilesenlerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin oldukea yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Bu sinifin iiyelerinin hem bakterisidal hem de bakteriyostatik ajanlar oldugu
belirtilmektedir. Bu bilesikler bir dereceye kadar suda ¢6zliinmis hallerinde gii¢li bicimde
aktiftirler. Fenolik yapidaki karvakroliin hidroksil yan gruplu formu ve metil ester yan gruplu
yapist aktivite bakimindan karsilastirilmistir. Hidroksil gruplar, farkli bilesikte farkh
antimikrobiyal aktivite olusturmaktadir. Fenol yapidaki bilesiklerin asetat yan gruplarinin
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdig1 belirlenmistir. Alkollerin de bakteriostatik etkisinden ziyade
bakterisidal etkisi oldugundan vejetatif bakteriler iizerinde protein denatiirasyonuna neden
olmaktadirlar. Formaldehit, Glutaraldehit gibi aldehitler bakterilerde elektronegatifligi
arttirarak antimikrobiyal etki olustururlar. Bakteriyostatik ve fungistatik etkinin terpenlerin
karbonillenmesiyle arttig1 belirlenmistir. Ayrica, strerokimyasal yapi da biyoaktivite lizerine
etkilidir. a-pinen gibi a-isomer yapilar $-izomerlere gore daha inaktiftirler; cis-izomerleri trans

izomerlerine gore daha inaktiftir [38].

Lauraceae familyasina ait bazi bitkilerle yapilan c¢alismada antifungal ajanlar
arastinnlmistir. En etkili ugucu yagin sirasiyla, Cinnamomum zeylanicum (tar¢in), Aniba
rosaeodora, Sassafras albidum ve Laurus nobilis oldugu belirtilerek bu ¢alismada, tarcin ugucu
yaginin yiiksek aktivitesinin, iceriginde bulunan yiiksek trans-sinnamaldehitten kaynaklandig:
ve antifungal aktiviteye de icerigindeki oksijenlenmis bilesiklerin neden oldugu saptanmistir
[39]. Birgok ilaca kars1 yiiksek direng gosteren Staphylococcus, Enterococcus ve Pseudomonas

bakterilerine kars1 Ocimum basilicum ugucu yaginin aktif oldugu belirlenmistir [40].

Baz1 ugucu yaglarin ise ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bakterilere oranla funguslarda
daha etkili oldugunu gdsteren calismalara rastlanmaktadir. Ornegin, a-bisabolol, chamazulen,
farnesen gibi seskiterpenik bilesenlerce zengin Matricaria recutita ugucu yaginin diisiik
konsantrasyonlarda bile Aspergillus ve Fusarium tirlerinin bliylimesini yiiksek oranda inhibe
ederken, Helicobacter pylori bakterisini daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibe ettigi ortaya

cikarilmistir [41].

12
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2.3.3. Bitkilerle Tedavi

Bitkilerle tedavi diger adiyla fitoterapi diinyanin hemen her bdlgesinde uzun yillardir
geleneksel olarak kullanilan ve yakin gecmisten beridir de medikal tibba destek olarak
kullanilan tedavilerdendir. Avrupa’da kullanimi giin gectikce artmaktadir. Ulkemizde bitkilerle
tedavide kullanim orani net olarak bilinmese de gliniimiizde bitkilerle tedaviye ilginin arttig
gorilmektedir [42]. Ulkemizdeki hastalarin biiyiik kisminin medikal tedaviyle birlikte bitkisel

tedaviyi de yuriittiigl diistiniilmektedir.

Ulkemiz diinyadaki zengin florasi ile bu durumdan hem ekonomik hem de saglik agisindan
faydalanabilecek iilkelerden biridir. Bu durum pahali ve sentetik ilaglar yerine bitkilerle
tedavinin mumkin olduguna ya da sentetik ilaglarla birlikte kullanilarak etkinliginin
artirlmasina olanak saglamaktadir. Antibakteriyel o0zelliklere sahip olan bu bitkilerin,
bakterilerin sebep oldugu insan enfeksiyonlarinda da etkili olarak kullanilabilecegi

diisiintilmektedir [43].

Ampirik tedavilerin ¢ok tercih edilmesi nedeniyle antiyotiklere diren¢ artmaya devam
etmekte ve bu da mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmaktadir. Bu durum sentetik ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilabilecegini
diisiindirmektedir. Antimikrobiyal olarak giintimiizde geleneksel olarak kullanilmakta olan

bitkiler vardir [44].

2.3.4. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyasina ait aromatik bitkiler arasinda, Thymus cinsi, yabani bitkilerin
sayisiz tiirii ve cesitleri icin dikkat cekicidir. Bu tiirlerin ¢ogu Akdeniz bolgesi icin tipiktir [45].
Thymus cinsi Tiirkiye'de 38 tiir ile temsil edilir ve cins icindeki endemizm oranm% 53'tlir [46].
Baz1 Thymus tirleri yerel olarak “kekik” veya “tas kekik” olarak bilinir ve kurumus bitkisel
kisimlar1 bitkisel ¢ay, ¢esni ve halk tibbinda kullanilir. Baz1 Thymus tiirleri izomerik fenolik
monoterpenler timol ve / veya karvakroliin yiiksek konsantrasyonunun varlig ile karakterize

edilir [47].

Bu aile iiyelerine ait bitkilerdeki ugucu yag bilesenlerinin bazi mikroorganizmalarin

gelisimini engelledikleri gorilmiistiir [32, 48].
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2.3.4.1. Kekik (Thymus ) BitKisi

Cok yillik odunsu bir bitkidir. Yapraklar kiiciik; govdesi yatay, odunsu ve dikey dallidir.
Boyu 15-50 cm. kadardir. Cimenlik tarla kiyillarinda, orman kiyilarinda ve cayirlardaki karinca
yuvalarinin iistiinde yer almaktan hoslanir. Glines ve sicak istedigi i¢in, toprak sicakliginin fazla
oldugu kayalik ve daglik bolgelerde cogalir. Yaz aylarinda pembe ya da beyaz renkli cicekler
acar. Dallar ¢igek actig1 zaman toplanir. Kiiciik demetler halinde veya yere serilerek golge ve
havadar yerde kurutulur. Sonra kiyilir veya ogiitiiliir. Akdeniz iilkelerindeki ¢orak topraklarda,
kirlarda ve tepelerde dogal olarak yetisir. Kekik 6nemli ihrag¢ tiriinlerimizden biridir. Tiirkiye
diinya kekik ticaretinin yaklasik %70‘ini elinde tutmaktadir. Tiirkiye’de kekik olarak tanimlanan
Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait pek cok hos kokulu bitki tiirii bulunmasina ragmen,
ozellikle ugucu yag1 karvakrol ve timol iceren tiirler “kekik" olarak kabul edilmektedir. Bu tiirler
arasinda Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve Coridothymus cinsleri hem yayilis olarak hem

de ekonomik olarak biiyiik 6nem tasimaktadir [49].

2.3.5.Antibiyotikler

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tlizerinde hiicre duvari, sitoplazmik membran, protein

ve nukleik asit sentezlerine engel olarak veya bozarak etki gosteren maddelerdir.

2.3.5.1.Antibiyotik Etki Mekanizmalari

Bakteri hiicre duvarinin yikimi: Hiicre duvar1 sentezi tamamlanmamis bakterileri

etkileyerek bakteriyi yok ederler.

Bakteri protein sentezinin inhibisyonu: Bakteri hiicresinde protein sentezini inhibe

ederek bakterisit ve bakteriyostatik etki olustururlar.

Bakteri Niikleik Asit sentezinin bozulmasi: Bazilar1 bakteri genetik yapisimi etkilerken

konakei hiicre ¢ekirdegini de etkiler (sitotoksik etki).

Bakteri hiicre metabolizmasinin bozulmasi: Bakteri metabolizmasi icin gerekli olan bir
maddenin sentezini dnleyerek etkili olur. Etki Mekanizmasina Gore Antibiyotikler Tablo 2. 2.’de

gosterilmistir [10].
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Tablo 2.2. Etki mekanizmasina gore antibiyotikler[10].

Etki Mekanizmasi Antibiyotikler

Bakteri Hiicre Duvarinin Yikimi Beta-laktam Antibiyotikler, Penisilinler,

Karbapenemler, Vankomisin, Basitrasin

Bakteri Protein Sentezinin 1nhibisyonu Aminoglikozidler, Tetrasiklinler, Makrolidler,
Klindamisin

Bakteri Niikleik Asit Sentezinin Bozulmasi Kinolonlar, Rifampin, Metronidazol

Bakteri Hiicre Metabolizmasinin Bozulmasi Siilfonamidler, Dapson, Trimetroprim

2.3.5.2. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tiirtiniin baz1 suslarinin antibiyotikten
etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarh bir susun cesitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile
direngli hale déonmesi olarak tanimlanir. Kazanilmis antibiyotik direnci ya mikroorganizma
kromozomunda olusan mutasyonlarla ya da direngli bir mikroorganizmanin diren¢ genini
duyarli mikroorganizmalara aktarmasi ile ortaya cikar. Giliniimiizde gesitli antibiyotiklerin
toplumda tiiketiminin bilingsizce artmasi, immun sistemi bozulmus hastalarin sayisinda artis
olmasi, kiltlir sonuglar1 beklenmeden hastalara antibiyotik tedavisine baslanmasi, viriislerin
neden oldugu bir¢ok hastaligin antibiyotiklerle tedavi edilmeye calisiimasi gibi nedenlerle

toplumdaki diren¢ artmaya devam etmektedir.

Uriner sistem enfeksiyonlarinin neden oldugu bakterilerin basinda gelen E. coli
tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ artmaktadir. Diren¢ gelisiminde
antibiyotiklerin ¢ok kullanildig1 yerler olan hastaneler en biiyiik nedeni olusturmaktadirlar [50,

51].

Diinyada giderek artan ve ciddi boyutlara ulasan direncli mikroorganizmalar nedeniyle

antibiyotiklerin dogru kullanilmasi ¢ok énemli bir konu haline gelmistir.

Bugiine kadar E. coli’ nin neden oldugu hastaliklarin ampirik tedavilerinde cok tercih
edilen antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi arttigi icin bu antibiyotikler artik ise
yaramamaktadirlar. Hastane kaynakli idrar yollar1 enfeksiyonlarina sebep olan
mikroorganizmalar icinde en sik rastlanan E. coli bakterisi ile miicadelede kullanilan
antibiyotiklerin etkinliginin arttirilmasi i¢in bu tez kapsaminda organik yapida olan kekik yagi

ve biyosiirfektanin kullaniminin arastirilmasi hedeflenmistir. Biyostirfektenlar ve aromatik
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ucucu yaglar insan sagligina zarar vermemeleri ve hem ucuz hem de kolay ulasilabilir olmalari
nedeniyle antibiyotiklere alternatif olabilirler. Sonug¢larin olumlu olmasi halinde, E. coli’ yi

tedavi ederken kullanilan antibiyotik dozunun azaltilacagi 6n goériilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kekik Yag

Piyasada kolaylikla bulunabilecek kekik yag1 (Hel-Dem, Tirkiye) tercih edilmistir. Kekik yaginin
GC-MS analizi Cukurova tlniversitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir. EKipman

ve calisma kosullari1 Tablo 3. 1’de gosterilmistir.

Tablo 3. 1. Kekik yag1 analizi ekipman ve ¢alisma kosullari.

GC Kosullar
Sistem Agilent 7000 series Triple Quad GC/MS
Kolon (Kullanilan kolon 30 m uzunluktadir. i¢ ¢ap1 0.25 mmdir. Film

kalinlig1 0. 2 umdur. % 5 fenil metil polisiloksan)

Kolon sicaklig 50°C’ de bashyor 3°C / dk artislarla 240°C’ ye cikiyor.
Enjektor Gerstel cok amach 6rnekleyici

Enjektor hacmi 1uL (1: 100 v/v 6rnek: diklorometan)

Giris sicakhigl 250°C

Tasiyic1 gaz Helyum( akis hizi, 1mL/dk)

Boliinmiis akis 40 mL/dk

Boliinme orani 20

3.1.2. L-Rhamnose Monohydrate Cozeltisi

Tez calismasi kapsaminda biyosiirfektan olarak Sigma marka L-Rhamnose monohydrate

¢ozeltisi(Merck, Almanya) (0. 1-1 g/ml) kullanilmistir.
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3.1.3. Kullanilan Antibiyotikler

Bioanalyse (ingiltere) marka antibiyotik diskleri kullanildi. Antibiyotik diskleri, dozlarn ve

inhibisyon zon ¢aplari tablo 3. 2’ de gosterilmistir[52].

Tablo 3.2. Antibiyotik diskleri, dozlar1 ve inhibisyon zon ¢aplari[52].

Antibiyotikler Doz Antibiyotik inhibisyon Zon Capi(mm)

Duyarli (S)  OrtaDuyarhi (I)  Direngli (R)

Sulfametoxazol- 25 mcg 216 11-15 <10
Trimetrophim

Ampisilin 10 mcg =17 14-16 <13
Gentamisin 120 mcg 215 13-14 <12
Fosfomisin 200 mcg =24 - <24
Imipenem 10 mcg >23 20-22 <19
Siprofloksasin 5 mcg =21 16-20 <15
Seftazidim 30 mcg 221 18-20 <17

3.1.4. Ornekler

Calismamizda ¢oklu antibiyotik direngliligi gésteren Escherichia coli(E. coli) susu ve E. coli

ATCC 25922 calismaya alinmistir.

izolatlarin tiplendirilmesi, antibiyotik duyarlihk testleri ve diger cahigmalar, Mersin

Universitesi Cevre Miihendisligi béliimii laboratuvarinda yapilmigtir.

Calisma etik kurallara uygun yapilmistir.
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3.1.5. Kullanilan Cihazlar ve Geregler

Tez calismasi, Mersin Universitesi Cevre Miihendisligi béliimii Laboratuvarlarinda

bulunan arag ve gerecler kullanilarak yapilmistir.

Hassas Terazi: Kimyasal maddelerin tartiminda hassas terazi (KERN 440-45,
Almanya) kullanilmistir.

Vorteks (Mekanik Karistiric1): Islemler sirasinda érneklerin ve komponentlerinin
karistirilmasi icin Vorteks (Dragon Lab MX-S, Cin) cihazi kullanilmistir.

Inkiibatér: Ekimi yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu icin statik inkiibatér (Ordel,
Tirkiye) kullanilmistir.

Otoklav: Besiyerlerinin ve soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in otoklav (Sanyo,
Japonya) kullanilmistir.

Steril laminar akimh giivenlik kabini: Islemlerin steril bir ortamda
gerceklestirilebilmesi icin steril laminar akimh giivenlik kabini (Faster, Italya)
kullanilmistir.

Mikroskop: Gram boyama yapilan preparatlarin incelenmesi, 151k mikroskobunda
(Optech, Amerika) yapilmistir.

Derin Dondurucu: Elde edilen o6rneklerin saklanmasi i¢in derin dondurucu
(Argelik, Tiirkiye) kullanilmistir.

Otomatik Pipetler: Tek kanalli 20 pL, 200 pL lik Eppendorf (Nichipet EX IJ,
Japonya) marka pipetler kullanildi. Steril pipet ucu olarak, 20 pL, 200 pL lik filtreli
plastik pipet (PhysioCare concept, Hollanda) uclar1 kullanilmistir.

3.2. Bakteriyolojik Tam icin Kullanilan Testler

3.2.1. Oksidaz Deneyi

TSA’da iiretilmis saf bakteri kolonilerinden 6ze ile alinarak “N, N Dimethilfenil ve

amonyumdiklorit ” emdirilmis 4 nolu Whatman kagitlari {izerine siiriilerek oksidaz aktiviteleri

arastirilmistir. Pembe renk olusumu oksidaz pozitif, renk degisikliginin olmamasi ise oksidaz

negatif olarak degerlendirilmistir [53].
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3.2.2. Katalaz Deneyi

TSA’'da iiretilmis saf bakteri kolonilerinden 6ze ile alinarak temiz bir lam iizerine
konulmustur. Daha sonra iizerine %3’liik H202 soliisyonundan damlatilarak hava kabarcig

olusumu goézlenmistir. Kabarcik olusumu katalaz (+) olarak degerlendirilmistir [53].

3.2.3. indol Testi

Ure besiyerinde gelistirilmis saf kiiltiir lizerine 1 ml kovaks c¢ozeltisi eklenmis,
karistirilmis ve tiip kendi halinde birakilmistir. En ge¢ 1-2 dakika iginde tiipiin {lizerinde

visneciiriigii renkli halka olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir [53].

3.2.4. Sitrat Deneyi

Saf olarak tretilen kolonilerden Simmon’s sitrat agar besiyerine igne uglu dze ile ekim
yapilarak 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Mavi renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir [53].

3.3. Bakteriyolojik Tani icin Kullanilan Besiyerleri ve Boyalar

3.3.1. % 5 Kanli1 Agar’'in Hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin iiretilmesinde kullanilan bir genel iiretim besiyeri olan Kanli agar
(Merck, Almanya) kullanilmistir. Besiyerleri 90 mm capindaki steril plastik petrilere 4 mm
kalinliginda dokiildiikten sonra kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de

buzdolabinda saklanmistir.
Besiyerinin igerigi:
e DistilesulL

e Dehidrate kanli agar 40 g (Merck, Almanya)
e Kan 40 ml (Besiyeri otoklavlanip 42 °C’ye geldikten sonra eklenir)
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3.3.2. Eosin Methylene Blue Agar'in (EMB) Hazirlanmasi

Gram (-) bakterilerin izolasyonu icin secici besiyeri olan EMB agar (Merck, Almanya)
kullanilmistir. Besiyerleri 90 mm capindaki steril plastik petrilere 4 mm kalinliginda
dokiildiikten sonra kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir.

e Besiyerinin igerigi:
e DistilesulL
o Dehidrate EMB agar 37,5 g (Merck, Almanya)

3.3.3. Mueller Hinton Agar'in (MHA) Hazirlanmasi

Kontrol susu ve direncli susun antimikrobiyal duyarlhliklarinin belirlenmesinde MHA
(Merck, Almanya) kullanilmistir. Besiyerleri 90 mm c¢apindaki steril plastik petrilere 4 mm
kalinliginda dokiildiikten sonra kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar +4 °C’de
buzdolabinda saklanmistir.

e Besiyerinin icerigi:
e DistilesulL

o Dehidrate MHA agar 38 g (Merck, Almanya)

3.3.4. Mueller Hinton Broth’in Hazirlanmasi

Kontrol susun ve direngli susun antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesinde ve
saklanmasinda Mueller Hinton Broth (Merck, Almanya) kullanilmistir. 5 ml’ lik tiiplere alinarak

otoklavda steril edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.
Besiyerinin igerigi:
e DistilesulL
e 21 g Dehidrate Mueller Hinton Broth (Merck, Almanya)
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3.3.5. Besiyerlerinin Kalite Kontrolii

Hazirlanmis olan tiim besiyerlerinin pH o6lciimleri petrilere veya tiiplere dokiilmeden
once yapilmistir. Besiyerleri bir gece etiivde bekletildikten sonra ekim icin kullanmilmistir.

Standart bakteri ekimi yapilarak besiyerlerinin kalite kontrolii yapilmistir.

3.3.6. Gram Boyama

Gram boyamada kullanilan kimyasallar ve icerikleri asagida verilmistir.

Kristal Viyole
e 20 g Kristal viyole (Merck, Almanya)
e 8g Amonyum oksalat

e 200 ml %96 Etil alkol
e 800 ml Distile su

e Stok Lugol (Merck, Almanya)
e 5glyod (Merck, Almanya)

e 10 g Potasyum iyodiir

e 100 ml Distile su

Sulu Fuksin

e 2 ml Bazik fuksin

e 18 ml Distile su
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3.4.YOontem

3.4. 1. E.coli Suslarinin Kiiltiirii ve Degerlendirmesi

Antibiyotik direnci olan E. coli susu ve E. coli ATCC 25922 susu kanli agar besiyeri ve EMB
agar besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekimler 37°C'de 18-24 saat inkiibasyondan sonra koloni
morfolojileri incelenmistir. Morfolojik olarak farklihik gosteren her bir koloni ayri ayn
besiyerlerine alinarak saf Kkiiltlirler elde edilmistir. Saf olarak iireyen ve koloni sayis1 105
CFU/ml olanlar calismaya alinmistir. Her 6rnek 1sik mikroskobuyla incelenmistir. Gram boyama
ve Kklasik biyokimyasal testleri (Katalaz, Oksidaz, Sitrat, indol) yapilarak bakteri
identifikasyonlar1 yapilmistir. Otomatize bakteri identifikasyon sistemi (VITEK-2) kullanilmustir.
Bunun icin seffaf plastik deney tiipline (12x75 mm) 3ml steril tamponlanmis tuzlu su (%0.45—
0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) konulduktan sonra saf kolonilerden o6ze ile tiipe aktarilarak 0.5
McFarland bulanikligina esdeger homojen bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan
tiipe Gram (-) identifikasyon kart1 (Vitek-2) takilarak cihazin i¢ine yerlestirilmistir. Ertesi giin

cihaz tarafindan liremeler degerlendirilerek bakterinin tanimlamasi yapilmistir.

Antibiyotik duyarhlik testleri CLSI (Clinical Laboratory Standard Instutite)[52] 6nerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle yapilmistir. Uygun antibiyotik disklerinin
seciminde CLSI[52] tablolarindan yararlanilmistir. 0.5 McFarland bakteri silispansiyonu
hazirlanip, MHA besiyerine yaygin ekim yapilarak, besiyerlerinin kurumasi igin oda
sicakliginda(5-10 dk) bekletilmistir. Kuruma isleminin ardindan Sulfametoxazol-
Trimetrophim(SXT), Ampisilin(AMP), Gentamisin(CN), Fosfomisin(FF), Imipenem(IPM),
Siprofloksasin(CIP), Seftazidim(CAZ) antibiyotik diskleri ve referans disk uygun araliklarla
yerlestirilmistir.

0.5 McFarland bakteri stispansiyonu hazirlanip, MHA besiyerine yaygin ekim yapilarak
besiyerlerinin kurumasi icin oda sicakliginda(5-10 dk) bekletilmistir. Kuruma isleminin
ardindan, 10 pL kekik yagi eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik diskleri

uygun araliklarla yerlestirilmistir.

0.5 McFarland bakteri stispansiyonu hazirlanip, MHA besiyerine yaygin ekim yapilarak
besiyerlerinin kurumasi i¢in oda sicakliginda(5-10 dk) bekletilmistir. Kuruma isleminin
ardindan 10 pL biyosiirfektan eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik diskleri

uygun araliklarla yerlestirilmistir.
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0.5 McFarland bakteri stispansiyonu hazirlanip, MHA besiyerine yaygin ekim yapilarak
besiyerlerinin kurumasi icin oda sicakliginda(5-10 dk) bekletilmistir. Kuruma isleminin
ardindan 10 pL biyosiirfektan eklenmis referans disk ve 10 pL kekik yagi1 eklenmis referans disk

yerlestirilmistir. Calisma her seferinde 2 paralel seklinde gerceklestirilmistir.

Etlivde 37 °C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi disklerin ¢evresinde olusan zon ¢aplari

oOlctilerek CLSI 2012 gore degerlendirilmistir [52].

Elde edilen saf kiiltiirler nutrient broth besiyerinde +4 °C’de daha sonraki kullanimlar i¢in

saklanmistir.

3.5. Istatistik Yontem

Disk inhibisyon ¢aplarinin elde edildigi veri tablolarindaki uygulama 6ncesi ve sonrasina
ait veriler 6ncelikle Shapiro-Wilk testi ile normal dagilimlar incelenmistir. Normal dagilim
gosteren veriler Student t-test ile analiz edilmistir. Normal dagilim gdstermeyenler Mann-
Whitney U test ile analiz edilmistir. Verilerin hesaplanmasinda SPSS paket programi (ver. 20.0
IBM Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilmistir. P degeri <0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Referans Disklerle Biyosiirfektan ve Kekik Yagi Etkinligi

Referans disk uygulanan besiyeri 6rneklerinde negatif kontrol olarak kullanilan herhangi
bir madde eklenmemis disklerde zon ¢ap1 6 mm olarak oOl¢lilmiistiir. Antibiyotik direnci yliksek
olan hasta orneginde 10 pL biyosiirfektan eklenmis olan referans diskte zon capt 6mm olarak
Olclilmiis ve biyostrfektanin herhangi bir etki yapmadigi gorilmistir. 10 pL kekik yag
eklenmis olan referans diskte zon capi ortalamasi 8. 8 mm olarak 6lciilmiis ve kekik yaginin
olumlu yonde etki yaptig1 gortilmiistiir. Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 susu 6rneginde 10
uL  biyostrfektan eklenmis olan referans diskte zon ¢apt 6mm olarak olcilmiis ve
biyosiirfektanin herhangi bir etki yapmadigi goriilmiistiir. 10 p Lkekik yagi eklenmis olan
referans diskte zon cap1 ortalamasi 9. 6 mm olarak 6l¢iilmiis ve kekik yaginin olumlu yo6nde etki
yaptig1 gorilmiistiir. Referans disklerle biyosiirfektan ve kekik yagi etkinligi Tablo 4. 1'de

gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Referans disklerle biyosiirfektan ve kekik yag etkinligi.

Zon c¢aplar1 (mm) Anlamhlik (p)*

Referans disk  Biyosiirfektan Kekik Yagi

Direncli 6.0 *1.00
6.0

sus 8.8 §0.00

Kontrol 6.0 *1.00
6.0

susu 9.6 *0.00

Anlamli (<0.05) p degerleri kalin rakamlarla yazildi.
*Mann Whitney-U test

§Student t-test
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4.1.2. Kontrol Sus i¢in Antibiyotiklere Ek Biosiirfektan Etkinligi

E. coli ATCC 25922 sus o6rneginde 10 pL biyosiirfektan eklenmis olan Sulfametoxazol-
Trimetrophim(SXT), Ampisilin(AMP), Gentamisin(CN), Fosfomisin(FF), Imipenem(IPM),
Siprofloksasin(CIP), Seftazidim(CAZ) antibiyotik disklerinin zon ¢aplar1 O6l¢ilmustiir.
Biyosiirfektanin CN, FF ve CIP antibiyotik diskleri iizerinde olumsuz yonde etki gosterdigi
gorilmiistiir. SXT, AMP, IPM ve CAZ antibiyotik diskleri lizerinde olumlu ya da olumsuz
herhangi bir etkisi bulunmadig1 goriilmiistiir. Kontrol susu icin antibiyotiklere ek biosiirfektan

etkinligi tablo 4. 2 'de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Kontrol susu icin antibiyotiklere ek biosiirfektan etkinligi.

Antibiyotik Antibiyotik + Biosiirfektan Anlamlilik
Antibiyotik (Zon ¢apt = (Zongap1=mm) )

mm)
SXT 26.8 26.6 *0.68
CAZ 29.2 29.6 §0.57
CN 29.2 26.4 *0.00t
IPM 28.6 29.2 *0.35
AMP 19.3 19.9 *0.45
FF 31.5 29.6 *0.03t
CIP 31.0 29.7 *0.05t

Anlamli (<0.05) p degerleri kalin rakamlarla yazildi.
*Mann Whitney-U test
§Student t-test

tNegatif yonde korelasyon
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4.1.3. Direngli Sus icin Antibiyotiklere Ek Biosiirfektan Etkinligi

Antibiyotik direnci yliksek olan E. coli susunda 10 pL biyosiirfektan eklenmis olan SXT,
AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik disklerinin zon caplari dl¢iilmiis ve biyosiirfektanin bu
antibiyotik diskleri iizerinde olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisi bulunmadig
gorilmustiir. Direncli sus icin antibiyotiklere ek biosiirfektan etkinligi Tablo 4. 3’ de

gosterilmigtir.

Tablo 4.3. Direngli sus icin antibiyotiklere ek biosiirfektan etkinligi.

Antibiyotik (Zon Antibiyotik + Biosiirfektan Anlamlilik

Antibiyotik ~ §3P'=mm) (Zon gap1 = mm) () *

SXT 6.0 6.2 *0.77
CAZ 16.8 17.7 *0.20
CN 23.0 24.0 *0.25
IPM 28.8 28.4 *0.33
AMP 6.0 6.0 *1.00
FF 30.9 29.9 *1.11
CIP 6.0 6.0 *1.00

*Mann Whitney-U test

4.1.4. Kontrol Sus i¢in Antibiyotiklere Ek Kekik Yag: Etkinligi

E. coli ATCC 25922 susu orneginde 10 pL kekik yag1 eklenmis olan SXT, AMP, CN, FF, IPM,
CIP ve CAZ antibiyotik disklerinin zon ¢aplar 6l¢tilmiistiir. Kekik yaginin SXT, AMP, FF, IPM ve
CIP antibiyotik diskleri tlizerinde olumlu yonde etki gosterdigi goriilmiistiir. CN Uzerinde
olumsuz yonde etki gosterdigi goriilmiis, Seftazidim antibiyotik diski lizerinde olumlu ya da
olumsuz herhangi bir etkisi bulunmadig goriilmiistiir. Kontrol sus icin antibiyotiklere ek kekik

yagl etkinligi Tablo 4. 4’ de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol sus icin antibiyotiklere ek kekik yag etkinligi.

Antibiyotik Antibiyotik + Kekik Yag1i Anlamlilik
Antibiyotik (Zon ¢ap1 = mm) (Zon gap1 = mm) )
SXT 26.8 30.9 *0.00¢
CAZ 29.2 271 *0.35
CN 29.2 25.7 *0.00t
IPM 28.6 31.6 *0.00¢
AMP 19.3 211 *0.00¢
FF 315 34.0 *0.01+¢
CIP 31.0 33.1 *0.03+

Anlamli (<0.05) p degerleri kalin rakamlarla yazildi.
*Mann Whitney-U test
#Pozitif yonde korelasyon

tNegatif yonde korelasyon

4.1.5. Direngli Sus i¢cin Antibiyotiklere Ek Kekik Yag1 Etkinligi

Antibiyotik direnci yiiksek olan E. coli susunda 10 pL kekik yag1 eklenmis olan SXT, AMP,
CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik disklerinin zon ¢aplari 6l¢iilmiigtiir. Kekik yaginin SXT, AMP,
FF, CIP antibiyotik diskleri lizerinde olumlu etkisi oldugu gortilmistiir. CAZ antibiyotik diskinde
olumsuz yonde etki gorilmiistiir. CN ve IPM antibiyotik diskleri iizerinde olumlu ya da olumsuz
herhangi bir etkisi bulunmadig1 goriilmiistiir. Direncli sus i¢in antibiyotiklere ek kekik yagi

etkinligi Tablo 4. 5 'de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Direngli sus i¢in antibiyotiklere ek kekik yagi etkinligi.

Antibiyotik Antibiyotik + Kekik Anlamhlik (p)*

Antibiyotik (Zon cap1=mm) Yagi (Zon ¢cap1 = mm)

SXT 6.0 9.9 *0.00%
CAZ 16.8 13.6 *0.00t

CN 23.0 23.7 *0.19

IPM 28.8 28.6 *0.77
AMP 6.0 10.1 *0.00%

FF 30.9 32.7 *0.00%
CIP 6.0 9.9 *0.00+

Anlamli (<0.05) p degerleri kalin rakamlarla yazildi.
*Mann Whitney-U test
#Pozitif yonde korelasyon

tNegatif yonde korelasyon
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4.2.Calisma Ornekleri

4.2.1. Direngli Sus icin Antibiyotik Diskleri ve Referans Disk

Direngli sus icin herhangi bir madde eklenmemis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik
diskleri ve referans disk uygulanmis bir calisma 6rnegi Sekil 4. 1’ de gosterilmistir. FF, CAZ, CN
ve IPM antibiyotiklerine duyarliik gozlenmektedir, AMP, CIP ve SXT antibiyotiklerine direng

gozlenmektedir. Referans diskimizde zon 6l¢tilmemistir.

Sekil 4. 1. Direncli sus i¢in antibiyotik diskleri ve referans disk.
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4.2.2. Direngli Sus i¢in Biyosiirfektan ve Kekik Yag1 Eklenmis Referans Disk

Direncli sus icin 10 pL biyosiirfektan eklenmis referans disk ve 10 pL kekik yag1 eklenmis
referans disk uyguladigimiz bir calisma érnegi Sekil 4. 2’ de gosterilmistir. Ornegimizde 10 pL
biyosiirfektan eklenmis referans diskte zon gorilmemis, 10 pL kekik yag1 eklenmis referans

diskte zon goriilmektedir.

Sekil 4. 2. Direncli sus i¢in biyostirfektan ve kekik yagi eklenmis referans disk.
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4.2.3. Direngli Sus Icin Biyosiirfektan Eklenmis Antibiyotik Diskleri

Direncli sus icin 10 pL biyosiirfektan eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ
antibiyotik diskleri uygulanmis bir calisma érnegi Sekil 4. 3 'de gosterilmistir. Ornegimizde FF,
CAZ, CN ve IPM antibiyotiklerine duyarlilik gézlenmektedir. AMP, CIP ve SXT antibiyotiklerine

direng gézlenmektedir.

Sekil 4. 3. Direncli sus i¢in biyostirfektan eklenmis antibiyotik diskleri.

32



Yesim Arik, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

4.2.4. Direncli Sus i¢in Kekik Yag1 Eklenmis Antibiyotik Diskleri

Direncli sus icin 10 pL kekik yag1 eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotik
diskleri uygulanan bir calisma érnegi Sekil 4. 4’ de gésterilmistir. Ornegimizde SXT, AMP, CN, FF,
IPM, CIP ve CAZ antibiyotiklerine duyarlilik g6zlenmektedir.

Sekil 4. 4. Direncli sus i¢in kekik yagi eklenmis antibiyotik diskleri.
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4.2.5. Kontrol Sus i¢in Antibiyotik Diskleri ve Referans Disk

Kontrol E. coli sus icin herhangi bir madde eklenmemis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ
antibiyotik diskleri ve referans disk uyguladigimiz bir calisma oOrnegi Sekil 4. 5 ’‘de
gosterilmistir. Ornegimizde SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotiklerine karsi duyarhlik

gozlenmektedir. Referans diskte zon goriilmemektedir.

Sekil 4. 5. Kontrol sus i¢in antibiyotik diskleri ve referans disk.
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4.2.6. Kontrol Sus icin Biyosiirfektan ve Kekik Yagi Eklenmis Referans Disk

Kontrol E. coli susu icin 10 pL biyosiirfektan eklenmis referans disk ve 10 pL kekik yag
eklenmis referans disk uyguladigimiz bir calisma ornegi Sekil 4. 6’ da gosterilmistir.
Ornegimizde 10 uL biyosiirfektan eklenmis referans diskte zon goriilmemis, 10 uL kekik yag

eklenmis referans diskte zon goriilmektedir.

Sekil 4. 6. Kontrol E. coli i¢in biyosiirfektan ve kekik yagi eklenmis referans disk.
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4.2.7. Kontrol Sus i¢in Biyosiirfektan Eklenmis Antibiyotik Diskleri

Kontrol E. coli susu i¢in 10 pL biyosiirfektan eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ
antibiyotik diskleri uyguladigimiz bir ¢alisma 6rnegi Sekil 4. 7 'de gosterilmistir. Ornegimizde
CN, FF, IPM ve CAZ antibiyotiklerine karsi duyarlilik goézlenmistir. AMP, SXT ve CIP

antibiyotiklerine karsi diren¢ gézlenmistir.

Sekil 4. 7. Kontrol E. coli i¢in biyosiirfektan eklenmis antibiyotik diskleri.
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4.2.8. Kontrol Sus Icin Kekik Yag1 Eklenmis Antibiyotik Diskleri

Kontrol E. coli susu icin 10 pL kekik yagi eklenmis SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ
antibiyotik disklerini uyguladigimiz bir cahisma érnegi Sekil 4. 8’ de gosterilmistir. Ornegimizde

SXT, AMP, CN, FF, IPM, CIP ve CAZ antibiyotiklerine karsi duyarlilik gézlenmektedir.

Sekil 4. 8. Kontrol E. coli i¢cin 10 pL kekik yag1 eklenmis antibiyotik diskleri.
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4.3. Calismada Kullanilan Kekik Yaginin Analiz Sonuglar

Kekik yagi bilesenlerinden antibakteriyel etkisi yiiksek olan karvakrol/timol oran1 % 46.82

orant ile uygun standartlardadir. Kekik yag1 bilesenleri Tablo 4. 6 'da gosterilmistir.

TABLO 4. 6. Calismada kullanilan kekik yaginin analiz sonuclari

Bilesenler Sira RT Skor Skor Yiikseklik Alan %
(Lib) Alan

1 5,16 72,84 72,84 3475977 63526066 2,01
Thujon 2 6,55 9473 94,73 16196085 35541874 1,12
Alfa-Pinen 3 6,76 94,55 94,55 11549879 26082230 0,82
Kamfen 4 721 8581 8581 2480563 5946901 0,19
Beta-Pinen 5 8,14 84,2 84,2 1892392 4655056 0,15
Octenol 6 823 90,13 90,13 3607260 9801641 0,31
Beta-Mirsen 7 866 94,05 94,05 12231325 30422221 0,96
3-Octanol 8 881 8539 8539 2624671 7389244 0,23

9 9,11 87 87 2310746 6073444 0,19
Alfa-Terpinen 10 9,57 95,59 95,59 16623123 44052789 1,39
M-Simen 11 9,87 96,16 96,16 104448139 289464622 9,15
D-Limonen 12 10,03 90,76 90,76 4517741 12627745 0,40
Okaliptol 13 10,12 95,7 95,7 5128125 13882326 0,44
Gama-Terpinen 14 11,22 9781 97,81 49303046 140997932 4,46
Cis-Sabinenhidrat 15 11,54 95,52 95,52 5877822 17898107 0,57
Terpinolen 16 12,43 77,57 77,57 1685472 6956103 0,22
Trans-Sabinenhidrat 17 12,82 89,84 89,84 1545860 4484302 0,14
Linalool 18 1296 97,53 97,53 200071079 767163390 24,25
Endo-Borneol 19 1565 8931 89,31 2536399 11360678 0,36
Terpinenol 20 16,16 9451 9451 4928727 16555304 0,52
Alfa Terpineol 21 16,75 90,49 90,49 2487472 8893606 0,28
Metil karvakrol 22 19,08 8298 8298 1332869 5538827 0,18
Timol 23 21,19 94,88 9488 5938790 21836436 0,69
Karvakrol /Timol 24 21,64 9637 9637 279970010 1481150691 46,82
Karyofillen 25 26,37 9804 9804 21877311 80579654 2,55
Humulen 26 27,73 89,58 89,58 2100633 8005294 0,25
Bisiklogermakren/gama- 27 29,45 80,43 80,43 850046 5003202 0,16
Elemen
Timokuyinon 28 31,78 8355 83,55 1802298 7187418 0,23
Karyofil oksit 29 3273 84,16 84116 1293008 5977435 0,19
Benzen, 1,1'- 30 53,45 8835 8835 3184445 24547613 0,78
sulfonilbiskloro
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4.4. Tartisma

Sana ve ark. 2018 yilinda yapmis olduklari ¢alismada Pseudomonas aeruginosa C2 den elde
ettikleri Rhamnolipid biyostrfektani ve Bacillus stratosphericus A15’den elde ettikleri BS15
biyosiirfektan ile Staphylococcus aureus(S.aureus) ve E. coli lizerinde antibakteriyel 6zelliklerini
arastirmislardir.  Calismalarinin sonucunda Rhamnolipid biyosiirfektanin ve BS15
biyosiirfektanin baslangi¢taki bakteri populasyonunun % 90’11 6ldirdiigiinii gézlemlemislerdir
[54]. Bizim yaptigimiz calismada biyosiirfektanin E. coli lizerinde antibiyotik etkinligini
arttirmadigini, aksine Rhamnolipid biyosiirfektanin CN, FF ve CIP antibiyotik diskleri {izerinde
olumsuz yonde etki gosterdigini gozlemlenmistir. Bu farklilik silirfektanlar arasi molekiiler

farkliliktan ya da bakteri tiirleri arasi farkliliktan kaynaklanabilir.

Rivardo ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, Bacillus licheniformis V9T14 tarafindan
tiretilen bir biyosiirfektan ile tek basina ve antibiyotiklerle (ampisilin, sefazolin, seftriakson,
siprofloksasin, piperasilin, tobramisin ve trimetoprim/siilfametoksazol) kombine ederek
liropatojenik E. coli-CFT073 biyofilmine kars:1 cgesitli testler yapmislardir [55]. Test edilen
konsantrasyonlarda biyosiirfektan tek basina dnceden olusturulmus biyofilm {izerinde etkili
olamamis. Bununla birlikte, tek basina antibiyotik etkisi ile biyosiirfektan ile kombinasyon
yapildiginda bakteriler tizerinde % 90 azalma gostermistir. Bu ¢alismanin sonuglari, VOT14
biyosiirfektanin, antibiyotiklerle birlikte, biyofilm o6ldiirmede antibiyotiklerin etkinliginde
sinerjistik bir artisa yol actigin1 ve bazi kombinasyonlarda E. coli-CFT073 biyofilminin tamamen
yok edilmesini sagladigini gozlemlemislerdir [55]. Bizim c¢alismamizda E. coli i¢in referans
diskte biyosiirfektan kullanimi ve antibiyotik diskleri ile kombinasyonunda olumlu bir degisim
gozlenmemistir. Aksine gentamisin, fosfomisin ve siprofloksasin {izerinde negatif etki
gozlenmistir. Sonuclar arasindaki farkliliklar biyostrfektanin fakhiligindan kaynaklanmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

Farag ve ark. 1989 yilinda adacayi, biberiye, ¢orekotu, kimyon, karanfil ve kekik ile
yaptiklar1 calismada bu bitkilere ait ugucu yag bilesenlerinin bakteri gelisimi lizerine olan
etkilerini arastirmislardir [56]. Calismalarinda kullandiklar bitkilere ait ugucu yag bilesenlerini
¢ok diisiik dozlarda dahi mikrobiyal gelisimi 6nledigi, ucucu yaglarin ve temel bilesenlerinin
gram (=) bakteriler lizerine, gram (+) bakterilere oranla daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Arastirmada en etkili yaglarin kekik ve kimyon yaglari oldugu belirlenmistir [56]. Bizim
calismamizda da kekik yaginin gram negatif bir bakteri olan E. coli lizerine etkili oldugu

goriilmistir. Sonuglar bu agidan benzerlik gostermektedir.
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Djabou ve ark. 2013 yilinda esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini arastirdiklari
calismada, agar kuyucuk difiizyon yontemi sonucunda elde edilen inhibisyon c¢aplarini
degerlendirmislerdir [57]. Kekik ve mercankosk esansiyel yaglar1 diger yaglara gore daha
ylksek antimikrobiyal aktivite gosterirken, her iki mikroorganizmaya karsi en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi mercankdsk esansiyel yag1 gostermistir. E. coli’ ye karsit kekik,
mercankdsk cok aktif, kakule, kimyon orta derecede aktif yaglar secilmistir. Kekik, mercankdsk,
kakule, kimyon esansiyel yaglari, S. aureus’a karsi ise ¢ok aktif esansiyel yaglar se¢ilmistir [57].

Bizim calismamizda da elde edilen sonuclar benzer sekildedir.

Bozin ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklari calismada Lamiaceae familyasina ait Ocimum
basilicum, Origanum vulgare ve Thymus vulgaris bitki ugucu yag bilesenlerinin 13 bakteri ve 6
fungus tizerindeki antimikrobiyal etkisine bakilmis ve en yiliksek antimikrobiyal etkinin
Origanum vulgare bitkisinden alinan ugucu yag bilesenlerinde oldugu belirtilmistir [58]. Bu
ucucu yaglara karsi ise P. aeruginosa ve E. coli mikroorganizmalarinin oldukc¢a direncli oldugu
gozlenmistir. [58]. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise E. coli mikroorganizmalarinin; Lamiaceae
familyasina ait Thymus cinsinden elde edilen yag bilesenlerine karsi duyarli oldugunu
gozlemlenmistir. Calismamiz bu yoniiyle ilgili calismaya gore farkl sonug bildirmekte ve kekik

yagl bilesenlerinin avantajini géz 6niine sermektedir.

Bekki’'nin 2010 yilida yaptig1 uzmanlik tezinde kekik yaginin E. coli ATCC 25922 susu
tizerinde en etkili antibakteriyel oldugunu gostermistir [59]. Yazar bu sonuglar1 mikrodiliisyon
ve disk difiizyon metodu ile elde etmistir. Bizim ¢alismamiz antibiyotik kombinasyonu
olmadan benzer sonug¢ elde etmis olup, antibiyotik kombinasyonu ile de antibiyotik

etkinligini artirdig1 ek bulgu olarak gézlenmistir.

Azaz ve ark. 2004 yilinda Thymus cinsi esansiyel yaglan ile ilgili olarak yaptiklar
¢alismada, yiiksek miktarlarda monoterpen fenolleri iceren yaglarin test edilen tiim bakteriler
lizerinde antibakteriyel aktiviteyi etkiledigini gozlemlemislerdir [60]. Agar disk difiizyon
yontemine gore, test edilen tiim bakterilerin, kullanilan esansiyel yaglarla inhibe edildigi
gozlenmistir. Isik alan1 2 ila 3 milimetre arasinda oOlguliirse, ucucu yaglarin test edilen
mikroplarda iyi bir bakterisid etkiye sahip oldugu, 1s1ik alani 3 milimetreden fazla ise ¢ok etkili
oldugu ve 151k alani yoksa ugucu yagin analiz edilen bakteri iizerinde hi¢bir aktiviteye sahip
olmadigini ve tedavi i¢in kullanilamayacagini bildirmislerdir [60]. Bizim ¢alismamizda da
referans disklere kekik yag1 uygulamasi ile her iki E. coli tiirii lizerinde 1s1k alani 2-3 mm
goriilmistiir. Antibiyotik kombinasyonu ile de 1sik alaninin anlamli sekilde arttigi

gozlemlenmistir.
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Turhan'in 2015 yilinda yaptig1 tez calismasinda kekik ve mercankosk esansiyel yagi 5-10
ve 15 pL dozda uygulamas: ile bakteri gelisimini tamamen inhibe ettigini gézlemlemistir.
S.aureus ve E. coli ilizerine olan antimikrobiyal etkinin ¢ok giiclii oldugu belirlenen yaglara
(dereotu, kekik, kakule, kimyon, mercankosk) 1: 5, 1: 10, 1: 20 oranlarinda seyreltme islemi
yapilmistir. Kekik esansiyel yaginin 1:5 seyreltme oraninda 12 mm, 1:10 seyreltme oraninda 9
mm, 1:20 seyreltme oraninda ise 7 mm inhibisyon zonu olusturdugu gézlenmistir. Kekik yaginin
diisiik konsantrasyonlarda dahi bakteriler lizerinde antibakteriyel etki gosterdigi gozlenmistir
[61]. Bizim calismamizda da 10 puL dozda kekik yag1 emdirilmis disk ile 9. 6 mm zon c¢api elde

edilmisti. Bizim ¢alismamiz da bu ¢alisma ile tutarli sonu¢ vermistir.

Azaz ve ark. 2010 yilinda Thymus eigiimin kimyasal bilesenleri, antimikrobiyal ve
antioksidan  dzelliklerini  arastirdiklari  ¢alismalarinda insan ve gida kaynakh
mikroorganizmalara karsi test edilen T. eigii esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi,
inhibisyon zon c¢apt ve MIK degerlerinin varhgimi Kkalitatif ve Kkantitatif olarak
degerlendirmislerdir [62]. E. coli 25292 ile test edilen T. Eigii’ nin antimikrobiyal 6zelliklerinin
gliclii oldugunu gostermistir. Sentetik antimikrobiyal tirtinler yerine bir¢ok gidada mikrofungal
ve bakteriyel kontaminasyona karsi koruyucu olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [62]. Bu

calismada elde edilen sonuglar bizim ¢alismamiz ile paraleldir.

41



Yesim Arik, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

5.SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda disk difflizyon yontemi kullanilarak, kekik yagi ve biyosiirfektan’in iki tane
Escherichia coli (E. coli) susu iizerine direkt antibakteriyel etkisi ve yine ayni iki bakteri susu
lizerine ayni yontemle 7 adet antibiyotik ile kombine edilmesinin etkileri arastirildi.
Biyostrfektanin her iki bakteri susuna da direkt antibakteriyel etkisi tespit edilemedi.
Biyosiirfektan antibiyotik kombinasyonu ile de antibiyotik etkinliginde artma gézlenmedi. Kekik
yaginin her iki bakteri susuna da direkt antibakteriyel etkisi saptandi. Kekik yagi-antibiyotik
kombinasyonunun da her iki E. coli lizerine antibakteriyel etkisinde artis saptandi. Calismamiz
her iki etkiyi karsilastirmali yapmasi ve sik kullanilan 6nemli antibiyotiklerle iliskisini
gostermesi bakimindan da dnemliydi. Calismamizda biyosiirfektan ile ilgili olumsuz bulgular

elde edilmis olmakla birlikte kekik yagi ile ilgili glizel ve cesaret verici sonuglar elde edilmistir.

Tipta antibiyotiklere hizli direng¢ gelisimi, enfeksiyonlara bagli morbiditeler ve tedavi
maliyetleri goz oniine alindiginda; ¢alismamizda elde edilen bulgular 6ncelikli olarak kekik
yaginin bagirsak ve Uriner sistem enfeksiyonlarinda tek basina ya da antibiyotiklerle kombine
kullanimini tesvik edici ya da klinik kullanimu ile ilgili calismalara kaynak teskil edebilecegini

gostermigtir.
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