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OZET

TURKIYE’DE YETISEN BAZI ENDEMIK BITKILERIN BACILLUS CEREUS
BIYOFILMI  UZERINDEKi  ETKILERI VE  ANTIBAKTERIYEL
OZELLIKLERI

Bakterilerin adaptasyonunda ve hayatta kalmasinda 6nemli rol oynayan biyofilm
yapisi, canli dokular diginda birgok yiizeyde olusabilmekte ve insan sagligi lizerinde
kalic1 enfeksiyonlara yol agmaktadir. Biyofilm olusturan bakteriler ozellikle gida
endiistrisinde ve klinik ortamlarda olumsuz etkilere ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Gida isleme sistemlerinde meydana gelen biyofilmler gidalarin bozulmasina
yol agabilmekte ve tiiketici saglig1 icin tehdit olusturabilmektedir. Gida endiistrisinde
biyofilm yapilarinin ortadan kaldirilmasi i¢in genellikle kimyasal temizlik maddeleri ve
dezenfektanlar kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin diizenli olarak kullanilmasi, insan
sagligr i¢in zararli oldugundan, bitkisel materyaller basta olmak iizere dogal igerikli
hammadde arayis1 artmistir. Bu baglamda kiiresel gida zehirlenmesi salginlarinin en
yaygin nedenlerinden olan Bacillus cereus bakterisi biyofilm olusturma yetenegine
sahip olmasindan dolay1 gida endiistrisinde ekonomik kayiplara ve dolayisi ile insan
saglig1 iizerinde ciddi sorunlara yol agmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda, B. cereus
bakterisinin neden oldugu biyofilm kontaminasyonu ile basa ¢ikabilmek i¢in dogal
igerikli tiriinlerin tespiti onem tagimaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda, tez ¢alismasi kapsaminda Tiirkiye’ye endemik olan ve
potansiyel bir kaynak olabilecegi diigiiniilen, Centaurea kilaea, Centaurea hermannii,
Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata subsp. lyrata ve Euphorbia amygdaloides
subsp. robbiae bitkilerine ait metanol ve etil asetat oziitlerinin, B. cereus iizerindeki
antibakteriyel ve antibiyofilm etkinlikleri belirlenmistir. C. kilaea, C. hermannii ve E.
amygdaloides subsp. robbiae bitki Oziitlerinin B. cereus iizerinde en yiiksek
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu, C. lyrata subsp. lyrata bitkisinin metanol 6ziitii
hari¢ diger biitiin bitki ozitlerinin ise B. cereus biyofilm formunda %40’in iizerinde
inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 15181nda, tez ¢alismasinda kulanilan
endemik bitkilerin gida sektoriindeki B. cereus kontaminasyonlari i¢in potansiyel bir

antibakteriyel ve antibiyofilm kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir.



ABSTRACT

EFFECTS OF SOME ENDEMIC PLANTS GROWING IN TURKEY ON
BACILLUS CEREUS BIOFILM AND THEIR ANTIBACTERIAL PROPERTIES

The biofilm structure, which plays an important role in the adaptation and
survival of bacteria, can form on many surfaces other than living tissues and cause
permanent infections on human health. Biofilm-forming bacteria cause negative effects
and economic losses, especially in the food industry and clinical settings. Biofilms
formed in food processing systems can cause food spoilage and pose a threat to
consumer health. Chemical cleaning agents and disinfectants are generally used to
remove biofilm structures in the food industry. Given the potential harm to human
health associated with the regular use of chemical cleaning agents and disinfectants,
there has been a concomitant increase in the search for natural raw materials, especially
plant materials. In this context, Bacillus cereus bacteria, which is one of the most
common causes of global food poisoning outbreaks, causes economic losses in the food
industry and thus serious problems on human health due to its biofilm-forming ability.
With this information, it is important to identify products with natural ingredients to
cope with biofilm contamination caused by B. cereus bacteria.

In light of the aforementioned information, the antibacterial and antibiofilm
activities of methanol and ethyl acetate extracts of Centaurea kilaea, Centaurea
hermannii, Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata subsp. lyrata and Euphorbia
amygdaloides subsp. robbiae, which are endemic to Turkey and thought to be a
potential source, were determined within the scope of this thesis. It was established that
the plant extracts of C. kilaea, C. hermannii and E. amygdaloides subsp. robbiae
exhibited the highest antibacterial activity against B. cereus. Furthermore, all plant
extracts, with the exception of the methanol extract of C. lyrata subsp. lyrata,
demonstrated more than 40% inhibition against B. cereus biofilm formation. In light of
the aforementioned findings, it is postulated that the endemic plants utilised in the thesis
study may represent a potential source of antibacterial and antibiofilm agents for the

control of B. cereus contamination in the food sector.
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1. GIRIS

Bakterilerin dogada iki farkli yasam formuna sahip oldugu bilinmektedir. Bu
yasam formlarindan ilki bakterilerin tek, bagimsiz, serbest¢e yiizen planktonik hiicreler
olarak yasamlarin1 siirdiirdiikleri ve ikincisi ise, biyofilm adi verilen ve bakterilerin
mikrobiyal kiimeler olusturarak yasamlarimi siirdiirdiikleri formdur. (Sauer ve ark.,
2022). Biyofilm, bakterilerin canli veya cansiz bir yilizeye ve birbirlerine tutunmasi,
sonrasinda da c¢ogalmalariyla olusturduklart mikroorganizma toplulugu olarak
tanimlanmaktadir (O'Toole ve ark., 2000). Bakterilerin canli veya cansiz bir ylizeye
tutunarak olusturduklari bu mikroorganizma toplulugu, hiicre disi polimerik bir matriks
(EPS) ile kaphdir. Biyofilm olusumu ayni zamanda Quorum Sensing (QS) (salt
cogunluk algilama) sinyal mekanizmasi ile de yakindan baglantilidir (Hammer ve
Bassler, 2003). QS, bakterilerin bulunduklari ortamdaki hiicre yogunluklarindaki artiga
bagli olarak genlerin ifadelerinin, bakterinin yararina olacak sekilde yeniden
diizenlenmesine aracilik etmektedir. (Parsek ve Greenberg, 2005). Biyofilm yapisi
icindeki hiicrelerin sayis1 belirli bir esik degerine ulastiginda, QS yoluyla, bakteriler
viriilans faktorleri iiretmeye baslamakta ve gerek biyofilm olusumu gerekse biyofilm
yapisinin dagilmasi regiile edilmektedir. Biyofilmin regiile edilmesinde QS tek
belirleyici unsur olmasa da biyofilmin olusumunda ve antibiyofilm etkili bilesiklerin
kesfi ¢aligmalarinda en 6nemli ¢aligma alanlarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Miller
ve Bassler, 2001; Solano ve ark., 2014).

Bakteriyel biyofilmler, bakterilerin hayatta kalmasina ve yasadig1 ¢evrede varligini
stirdirmelerine olanak saglamaktadir (Dufour ve ark.,, 2010). Bakterilerin
adaptasyonunda ve hayatta kalmasinda onemli rol oynayan biyofilm yapisi, canli
dokular disinda tibbi cihazlar, fabrika borulari, havuzlar ve dogal su sistemleri gibi
birgok yiizeyde olusabilmekte, 6zellikle tibbi cihaz yiizeylerinde ve hasta dokularinda
da olusarak kalic1 enfeksiyonlara yol agmaktadir (Donlan, 2002; Dongari-Bagtzoglou,
2008; Percival ve ark., 2015; Abebe, 2020). Bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm
yapilarinin ciddi oranda kontaminasyonlara neden olmasinin, halk sagligi iizerinde
olumsuzluklara ve bir¢cok sektorde ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir
(Vishwakarma, 2020). Biyofilm yapist i¢inde bulunan bakteri hiicrelerinin, planktonik

hiicrelere kiyasla daha korunakli halde olmalarindan dolayi, besin yokluguna, pH ve



sicaklik degisikliklerine, oksijen radikallerine, dezenfektanlara, antibiyotiklere ve
bagisiklik sistemi hiicrelerine karsi planktonik bakterilere gore cok daha dayanikli
olduklar1 uzun zamandir bilinmektedir. Ozellikle kronik bakteriyel enfeksiyonlarin
ortadan kaldirilmasindaki giigliigiin, direngli biyofilm formu kaynakli oldugu tespit
edilmistir (Jefferson, 2004). Biyofilm olusumuna bagh olarak ortaya g¢ikan sorunlar
basta saglik, gida, endiistri ve daha bir¢ok sektorde ciddi sorunlara neden olmakta ve
biyofilmle miicadelenin gii¢liigii nedeniyle yiiksek diizeyde maddi kayba sebep oldugu
bilinmektedir. Biyofilm kaynakli antibiyotik direnci, global halk sagligi a¢isindan ciddi
bir klinik sorunu temsil etmektedir (Ciofu ve ark., 2022). Bu kiiresel sorun sebebiyle,
Avrupa’da her yil bakteriyel antibiyotik direnci kaynakli enfeksiyonlara bagli olarak
yaklasik 25.000 kisinin hayatini kaybettigi bildirilmektedir (ECDC, 2015).

Her ne kadar planktonik bakteriler antibiyotik kullanimi ile tedavi edilebiliyor olsa
da bakteriyel biyofilmlerin olusmasi durumunda antibiyotiklere ve diger kimyasallara
kars1 artan direng nedeniyle, bakteriyel kaynakli hastaliklar tedavi edilemeyecek hale
gelmekte ve kronik enfeksiyonlara neden olarak hastaliklarin tekrarlanmasina sebep
olmaktadir (Lebeaux ve ark., 2014). Yapilan caligmalar, bakterilerin antibiyotige
direngli biyofilm formuna doniismesinin, tedavilerde basarisizliga sebep oldugunu
bildirmektedir (Ostorhazi ve ark., 2013).Bunun yaninda, antibiyotige direncli
bakterilerin neden olacaklari kiiresel ekonomik yiikiin 2050 yilina kadar 100 trilyon
ABD dolarina ulasacagi ve buna bagli 6liim sayisinin yilda 10 milyona kadar artacagi
tahmin edilmektedir (Gandra ve ark., 2014; Ciloglu ve ark., 2021).

Biyofilm olusumu bakteriler i¢in yararli olsa da gida endiistrisinde ve klinik
ortamlarda olumsuz etkileri olduk¢a fazladir. Ornegin gida isleme sistemlerinde
meydana gelen biyofilmler gidalarin bozulmasina yol acabilmekte ve tiiketici saglig
icin tehdit olusturabilmektedir (Gali¢ ve ark., 2018). Biyofilmlerin olusturduklari bu
sorunlar, halk saglhiginda ciddi sorunlara yol agmaktadir (Meireles ve ark., 2016).
Ozellikle gida zehirlenmesi salginlarinin en yaygin nedenlerinden biri olan Bacillus
cereus (B. cereus) biyofilm olusturma yetenegine sahip bir patojen olmasi nedeniyle,
gida endiistrisinde ekonomik kayiplara ve gida kaynakli sorunlar nedeniyle insan sagligi
tizerinde ciddi sorunlara yol a¢gmaktadir. B. cereus’un spor iiretimi ve olusturdugu
biyofilm matriksi, dezenfektanlara ve stres kosullarina kars1 bakteriyi daha direngli hale

getirmektedir. Ayn1 zamanda canli/cansiz yiizeylere yliksek oranda yapisma ozelligi



nedeniyle olusturdugu biyofilm yapisini ortadan kaldirmak i¢in genellikle EPS yapisinin
ortadan kaldirilmasi ve QS mekanizmasinin bozulmasi veya engellenmesi gibi stratejiler
uygulanmaktadir (Bi ve ark., 2021). Ozellikle biyofilm yapisinin olusmadan
engellenmesi daha efektif bir yontem olarak kabul edilmektedir. Gida endiistrisinde
biyofilm yapilarinin ortadan kaldirilmasi i¢in genellikle kimyasal temizlik maddeleri ve
dezenfektanlar kullanilmakta ancak buna ragmen bazi durumlarda sonug
alinamamaktadir. Diger bir agidan biyofilme karsi siirekli olarak kimyasal kullanimi,
insan saglig1 agisindan da risk olusturmaktadir. Bu nedenle bitkisel materyaller basta
olmak tizere dogal icerikli ila¢ etken maddelerinin arastirmalart ve etkinliklerinin
belirlenmesi ilgi ¢ekici hale gelmistir. Bu nedenle giinlimiizde bitkisel ve dogal kaynakli
yollar ile biyofilm yapisinin ortadan kaldirilmasi ile ilgili yapilan ¢alismalar siklikla
yiriitiilmektedir (Yang ve ark., 2023). Biyofilm yapilarinin ortadan kaldirilmasinda
kimyasal ajanlar yerine dogal igerikli iiriinlerin belirlenmesi, daha az toksik, cevreci ve
ekonomik anlamda siirdiirtilebilir olacaktir.

Bitkiler ve bitkisel igerikli iirlinler gegmisten giinlimiize hastaliklarin tedavisinde ve
onlenmesinde 6nemli rol oynayan degerli ve dogal kaynaklardandir. Geleneksel sifali
bitkiler diinyanin bircok yerinde 2000 yili askin siiredir halk saghiginda
kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu bitkilerin saglik acisindan kullanilmasi
giivenilir olarak kabul edilmekte ve giinlimiizde de halen siklikla ila¢ etken maddesi
kaynag1 veya halk arasinda siklikla ¢esitli sekillerde kullanilmaktadir (Sanchez ve ark.,
2016). Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde etkili olmasinin baslica sebebinin, i¢erdikleri
antioksidan, fenolik-flavonoid bilesikler, yag asitleri ve ¢esitli sekonder
metabolitlerinden kaynaklandigi tespit edilmistir (Pant ve ark., 2021). Bitkiler zorlu
cevre kosullarinda hayatta kalmak icin gelismis bir savunma mekanizmast sonucu
olusturdugu sekonder metabolitlerden dolay1 farmasotik agidan degerli bir kaynaktir.
Bitkiler sahip olduklar1 sekonder metabolitler ve biyolojik aktiviteleri sayesinde gesitli
hastaliklarin tedavisinde dnemli bir alternatif veya tamamlayici ajan haline gelmislerdir
(Sasidharan ve ark., 2011). Bu bilesiklerden birgogunun oOzellikle antibakteriyel ve
antibiyofilm aktivitelere sahip olmasi dolayisiyla in vitro ve klinik ¢aligmalarda siklikla
kullanilmaktadir. Ozellikle bakterilerin olusturdugu biyofilm yapilarinin olusumunu
engellemek ve olusan yapilarin inhibe edilmesi i¢cin umut verici dogal kaynaklardan biri

olmast ve kullanilan kimyasallarin aksine g¢evreye daha az toksik olmasi nedeniyle



siklikla desteklenmektedir (Tatli-Cankaya ve Somuncuoglu, 2021).

Ulkemiz cografik ve iklimsel yapis1 nedeniyle olduk¢a zengin bir bitki cesitliligine
sahiptir. Ulkemiz’de yayilim gosteren 12000 kadar bitki tiirii oldugu bildirilmistir.
Bunlarin 4000 kadarmin Tiirkiye’ye 6zgii endemik bitkiler oldugu bilinmektedir (Tarim
ve Orman Bakanligi, 2021). Ozellikle Tiirkiye endemigi olan bitkilerin icerdikleri
biyoaktif bilesenler ve biyoaktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar literatiirde oldukga kisitl
bulunmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan bitkiler, yalnizca Tiirkiye’de yetisen endemik
tiirlerdir. Endemik bitkilerin aktivitelerine ve igerdikleri bilesenlerin tespitine yonelik
calismalarin arttirilmasi ve biyoaktivitelerinin belirlenmesi yeni ilag etken maddelerinin

kesfi ve sonugcta iilke ekonomisine katki sunmasi agisindan son derece degerlidir.

1.1. Biyofilm Olusum Basamaklari ve Yapisi

Bakterilerin bir yiizeye tutunup biyofilm olusturma siireci baslica bes asamadan olusur.
Bu siire¢ olduk¢a dinamik ve karmasik bir siirectir (Yin ve ark., 2019). Bu siirece ait
biyofilm olusum basamaklari ve sematik goriinimi Sekil 1.1° de verilmistir.

1. Geri doniisiimlii baglanma: Organizmanin yiizeye geri doniisiimlii olarak
baglandig1 evredir. Bu evrede organizma ¢evresel faktorlerden etkilenebilmekte
ve eger sartlar elverisiz ise planktonik formuna geri donebilmektedir.

2. Geri doniigsiiz baglanma: Bu asamada ylizeye tutunan organizmalar EPS
iretmeye baslamakta ve EPS’nin adeziv niteliginden yararlanarak yilizeye daha
sik1 tutunmaktadir. Bu asamada organizmalar yiizeye geri doniigsiiz olarak
baglanmaktadir.

3. Cogalma ve koloni olusumu: Bu asamada ylizeye geri doniissiiz baglanan
organizmalar hizla cogalmaya baslamakta ve mikrokoloniler olugmaktadir.

4. Olgunlasma: Bu evrede biyofilm yapisi igerisindeki organizmalar, oksijen ve
besini biyofilm yapisi igerisinde tasimak i¢in mikro kanallar olusturmaktadirlar.
Boylece biyofilm tabakasi, aralarinda kanallar bulunan, hiicrelerle dolu fi¢
boyutlu halini kazanmaktadir.

5. Ayrilma: Son evrede ise biyofilm tabakasi igerisindeki yetersiz oksijen ve
besinden dolay1 olgun biyofilm yapisi dagilip ayrilmaktadir. Planktonik hale
gecen bakteriler yeni bir yilizeye yapisarak bu dongliyii tekrar etmektedirler
(Unosson, 2015; Berhe ve ark., 2017).
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Sekil 1.1. Biyofilm olusumunun sematik gésterimi. 1) Bakterinin canli/cansiz bir
ylizeye geri doniistimlii baglanmasi. 2)Geri doniisiimsiiz baglanma ve EPS tiretimi 3)
Mikrokoloni olusumu 4) Olgun biyofilm formu. 5) Ayrilma ve dongiiniin tekrarlanmasi.
(Hollmann ve ark., 2022)

Biyofilm yapis1 kisaca, organizmalardan ve organizmalarin i¢ine gdmiilii oldugu
matriks tabakasindan olusmaktadir. Bu matriks tabakasi, organizmalardan sentezlenen
ve EPS ad1 verilen hiicre dis1 polimerik yapilardan olugsmaktadir. EPS bilesimi patojenin
tiriine, biyofilmin yasina ve c¢evresel faktorlere gore degiskenlik gostermektedir
(Kostakioti ve ark., 2013). EPS yapisinda basta eksopolisakkaritler olmak {izere, ¢esitli
proteinler, glikoproteinler, glikolipitler, EPS modifiye edici enzimler ve hiicre dist DNA
(ekstraseliiler DNA veya kisaca eDNA) gibi birgok bilesen bulunmaktadir (Flemming
ve ark., 2007). EPS yapisinda bulunan enzimler, bir ylizeye yapisan organizmanin
enerji elde etmesinde Onemli rol oynarken, proteinler ise bakterilerin pililerinin
olusmasina destek saglayarak yiizeye yapismalarini saglamaktadir. Uretilen bu pililer
geri doniigsliz evrede bakteri baglandiktan sonra yok olmaktadir. eDNA ise bakterileri
dezenfektanlardan ve cevresel faktorlerden koruyucu bir islev goérmektedir. Ayrica
eDNA, yatay gen transferi yoluyla bakteriyel biyofilmlerin genetik c¢esitliliginin

arttirtlmasini saglamaktadir (Flemming ve Wingender, 2010).
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Sekil 1.2. EPS matriksinin bilesimi ve ana bilesenlerin islevleri (Pinto ve ark., 2020)

1.2. Bacillus cereus Sistematigi ve Genel Ozellikleri

1.2.1. B. cereus Sistematigi

Alem: Bacteria

Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus MIMAZ 0006 5.0kV 6.0mm x4.50k BSE-ALL ~ ~ ' '

Sekil 1.3. B. cereus’un elektron

Tiir: Bacillus cereus mikroskop goriintiisii (Ramarao ve ark., 2020).

1.2.2. Karakteristik Ozellikleri ve Morfolojisi

Gram-Pozitif bir bakteri olan B. cereus, aerobik veya fakiiltatif anaeorobik,
hareketli, ¢ubuk sekilli spor olusturabilme yetenegine sahip, morfolojik olarak
kolonileri biiylik ve olduk¢a genis yayilim gostermekte olan bir bakteridir (Ehling-
Schulz ve ark., 2019). B. cereus dogal olarak ¢iiriiyen organik maddelerde, tatli sularda,
deniz sularinda, yiyeceklerde, kiimes hayvanlarinda vs. bulunmaktadir. Bulundugu bu
ortamlardan herhangi biri sebebiyle, toprak ve gida iirlinlerinin kontaminasyonuyla

iliskilendirilmektedir (Jessberger ve ark., 2020).


https://lpsn.dsmz.de/phylum/bacillota

B. cereus ozellikle, nigastali gidalar ve piring, ¢ig ve minimum diizeyde islenmis
sebzeler, siit ve siit urlinleri, ekmek, tiiketime hazir gidalar ve et {iriinleri gibi bir¢ok
gidadan izole edilmektedir (Samapundo ve ark., 2011). Gida yolu ile insanlara
bulastiginda ilk olarak bagirsakta lokalize olmaktadir (Bottone, 2010). Enfeksiyon
durumunda gozlemlenen semptomlar: arasinda yaygin olarak kusma ve ishal
goriilmektedir. Bu bakteri, dogal ortamda bol miktarda bulunmasi ve endospor
olusturma yetenegiyle, zorlu ¢evre kosullarinda hayatta kalabilmektedir (Chemat ve
ark., 2017). Spor olusturan bakterilerin direngli sporlari bu tiire ait bireyleri
pastorizasyon gibi gida islemlerinden korumaktadir (Pereira ve Sant’Ana, 2018). B.
cereus her ne kadar gida zehirlenmesi ve gastrointestinal hastaliklarla iliskilendirilse de
gastrointestinal sistem hastaliklar1 disinda da ciddi ve Oliimciil hastaliklara yol
acabilmektedir (Adame-Gomez ve ark., 2020). Klinik vakalarda pnémoni, cerrahi yara
enfeksiyonu ve menenjit gibi saglik sorunlarina da yol agtig1 bilinmektedir (Kuroki ve
ark., 2009). B. cereus, ¢esitli zamanlarda bir¢ok gida kaynakli salgina neden olmus ve
gida zehirlenmelerinin en biiyiik sebeplerinden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin
(ECDC) 2015 yilindaki raporuna gore, Avrupa Birligindeki gida kaynakl salginlarin en
yaygin dordiincii kaynaginin B. cereus oldugu tespit edilmistir (Rahnama ve ark., 2023).

1.2.3. B. cereus Biyofilm Yapisi ve Etkileri

B. cereus bakterisi tarafindan olusturulan biyofilm tabakasi, bakterinin zorlu
cevresel kosullarda hayatta kalmasinmi saglayarak dayanikliligini arttirmaktadir (Duport
ve rak., 2016; Tuipulotu ve ark., 2021). B. cereus biyofilmlerinin klinik ortamlarda ve
gida endiistrisinde ciddi saglik sorunlarma ve ekonomik kayiplara yol actig1
bilinmektedir (Gurler ve ark., 2012). B. cereus’un biyofilm matriks bilesiminde baslica;
ekzopolisakkaritler, proteinler, karbonhidratlar ve eDNA bulunmaktadir (Wagner ve
ark., 2009; Karunakaran ve Biggs, 2011). Matriks bilesiminin igerisinde bulunan bu
yapilarin, B. cereus’un biyofilm tabakasini zorlu c¢evresel kosullardan korudugu
bildirilmigtir (Vilain ve ark., 2009). Yiizen planktonik hiicreler ve biyofilm yapisi
karsilagtirildiginda, biyofilm yapisindaki azalan metabolizma ve hiicreler igindeki
yiiksek DNA transferi gibi faktorler, biyofilm yapisinin zorlu kosullarda hayatta kalmasi

icin avantaj sagladig1 cesitli ¢alismalarca ortaya ¢ikartilmistir (Chmielewski ve Frank,



2003; Davies, 2003). B. cereus, hava-sivi ara yiizli biyofilmleri, batik biyofilmler ve
pelikiiller (ylizen biyofilm) dahil olmak iizere hem statik hem de akis kosullar1 altinda
farkli biyofilm tiirleri olusturmaktadir (Hussain ve Oh, 2017). Giinlimiizde B. cereus
suslarinda toksin iiretimi, sporiilason ve biyofilm olusumu arasinda pozitif korelasyon
oldugu bildirilmektedir (Huang ve ark., 2020). Arastirmalar sonucunda gelisim
asamasinda endosporlarin {iretiminin, sporlarin sterilizasyon islemleri sonrasinda
hayatta kalabilmesi yetenegi nedeniyle biyofilm yapisinin da ortadan kaldirilmasinda
zorluklara neden oldugu belirlenmistir. Ayrica B. cereus tarafindan {iretilen hemolitik
olmayan toksinler (NHE), hemolizin BL (HBL) ve sitotoksin K (CytK) gibi
enterotoksinlerin de biyofilm yapisinin kaliciliginda etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Lin ve ark., 2022).

B. cereus biyofilmi her ne kadar gida endiistrisi ile bagdastirilmis olsa da c¢ok cesitli
alanlarda ve ortamlarda sorunlara yol agmaktadir. Ornegin Ikram ve arkadaslarinin 2019
yilinda yuriittiigli bir ¢alismada, kalp hastalarinin santral vendz kataterlerinden (CVC)
izole edilen biyofilm tabakasinin sorumlusunun B. cereus oldugu saptanmistir.
Calismada B. cereus’un ayn1 zamanda bagirsak duvarinda da giiclii biyofilm
olusturdugu ve bu nedenle hastalarda gegmeyen diyareye sebep oldugu belirlenmistir
(Ikram ve ark., 2019). B. cereus’un gii¢lii bir enfeksiyonu indiikklemesi ve biyofilm
iiretebilmesi i¢in bagirsak epitellerine yerlesmesi ve cogalmasi gerekmektedir. Daha
once yapilan ¢aligmalarda, B cereus’un insan bagirsak epitel hiicrelerine yerlestigi ve
hem kati-sivi hem de sivi-hava ara yiizlerinde biyofilmler olusturdugu gézlemlenmistir.
Olusan biyofilm tabakas1 i¢indeki bakteriler insan bagisiklik hiicrelerinden korunmakta
ve antimikrobiyallere karsi daha az duyarli hale gelmektedir. Bu da biyofilmleri igeren
kronik enfeksiyonlarin tedavi edilmesinin neden bu kadar zor oldugunu agiklamaktadir
(Tran vd., 2010). B. cereus suslarinin irettigi biyofilm tabakasi saglik alaninda yol
actig1 sorunlarin yaninda, gidalarda ve gida fabrikalarindaki borular ve makinelerde de
sorunlara yol acarak gida giivenligini tehlikeye atmaktadir (Adame-Gomez ve ark.,
2020). B. cereus, siit iriinlerinin imalati sirasinda olusan ve nihai iriinlerde
kontaminasyona neden olan biyofilm ve spor olusumu nedeniyle siit enddistrisi i¢in de
endise kaynagidir (Huang ve ark., 2022). Fei ve arkadaglari 2019 ve 2021 yilinda
yuriittiikkleri calismalarda B. cereus’un paslanmaz celik borular iizerinde biyofilm

liretme yetene8ini arastirmiglaridir ve izolatlarin  %66.7’sinin  yiiksek biyofilm



olusturma yeteneginin oldugunu kesfetmislerdir (Fei ve ark., 2019; Fei ve ark., 2021).
Bu nedenle ozellikle gida endiistrisinde ortaya ¢ikan B. cereus kaynakli biyofilm
yapilarinin meydana getirdigi hasarlar1 gidermeye ve en azindan azaltmaya doniik

olarak biyofilm inhibe edici yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Bitkilerin Sistematigi ve Ozellikleri

Bu tez kapsaminda Tirkiye’ye endemik olan Centaurea kilaea, Centaurea
hermannii, Lophiolepis byzantina (Eski adi ile Cirsium byzantinum ve Cirsium
polycephalum), Campanula lyrata subsp. lyrata ve Euphorbia amygdaloides subsp.
robbiae bitkilerinin sistematikleri ve bitki tiirlerine ait 6zellikler 1.3.1-1.3.4 arasinda

verilmigtir.
1.3.1. Centaurea kilaea ve Centaurea hermannii Sistematigi ve Ozellikleri

Alem: Plantae
Boliim: Streptophyta
Simf: Equisetopsida

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Centaurea

Sekil 1.4. C. kilaea bitkisi genel
gortiniimii (Eskin ve ark., 2013).

Tiir: Centaurea kilaea

Alem: Plantae
Boliim: Streptophyta
Smif: Equisetopsida

Takim: Asterales

N
Familya: Asteraceae Sekil 1.5. C. hermannii bitkisi
Cins: Centaurea genel gorinimi (Yucel, 2022).

Tiir: Centaurea hermannii (https://powo.science.kew.org/ Erisim Tarih:
20/05/24)



Calismada kullanilan Centaurea kilaea ve Centaurea hermannii bitkileri
Centaurea cinsine mensup bitkilerdir.  Centaurea tiirlerinin uzun yillardir ates
diisiiriicti, ishal kesici, adet soktiiriicii vb. sekilde kullanildig1 bilinmektedir (Chemsa ve
ark., 2018). Centaurea cinsine ait bitkilerin 6ziitlerinden, antibakteriyel 6zelliklere sahip
olabilecek sekonder metabolitler, terpenler ve alkaloidler izole edilmistir (Reyhan ve
ark., 2004; Koksal, 2014). Daha once yapilan calismalarda C. kilaea bitkisinin
antibakteriyel etkinligi oldugu ve antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir

(Sen ve ark., 2013; Sekerler ve ark., 2018).

1.3.2. Lophiolepis byzantina Sistematigi ve Ozellikleri

Alem: Plantae

Boliim: Streptophyta

Simif: Equisetopsida

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Lophiolepis

Tiir: Lophiolepis byzantina (https://powo.science.kew.org/ Erisim Tarih:
20/05/24)

Cirsium byzantinum ve Cirsium polycephalum olarak bilinen Lophiolepis
byzantina, Tiirkiye’de yetisen endemik bir bitkidir (Del Guacchio ve ark., 2022). Halk
dilinde Hos kangal olarak da bilinen L. byzantina tiirti hakkinda taksonomik ¢aligmalar
disinda ne yazik ki bilimsel bir yayin bulunmamaktadir. Bunun yaninda, Cirsium
tiyelerinin yetistikleri bolgelerdeki halk tarafindan tibbi olarak siklikla kullanildig:
bilinmektedir (Yildirm ve ark., 2020). Cok c¢esitli ¢iftlesme sistemlerine sahip
oldugundan, tozlasma biyolojisi i¢in model organizma olarak kabul edilen Cirsium
cinsine mensup tlrlerin bal {iiretimi i¢in de iyi bitkiler arasinda oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica Cirsium cinsinin flavonoidler, antioksidanlar ve fenolik bilesikler
acisindan zengin tiirler barindirdigi belirtilmektedir (Ozcan ve ark., 2016; Ozyigit ve
ark., 2018). Ustelik bu cinsin idrar soktiiriicii, antihemorajik, antihepatit, antihipertansif
antidiyabetik ve antiseptik aktivitelerine sahip olduklar1 ve karaciger ve rahim kanserleri

ile 16semi tedavilerinde kullanildig1 bildirilmektedir (Ozyigit ve ark., 2018). Ancak
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Cirsium cinsinde bulunan birgok tiir, nadir dagilimlari ve yok olma tehlikeleri sebebiyle

koruma altina alinmistir (Powell ve ark., 2011).

Sekil 1.6. L. byzantina bitkisi genel goriiniimii.

1.3.3. Campanula lyrata subsp. lyrata Sistematigi ve Ozellikleri

Alem: Plantae

Boliim: Streptophyta

Simif: Equisetopsida

Takim: Asterales

Familya: Campanulaceae

Cins: Campanula

Tiir: Campanula lyrata

Alt tiir: Campanula lyrata subsp. lyrata (https://powo.science.kew.org/ Erisim
Tarih: 20/05/24)

Campanula L. (Campanulaceae) cinsi, 95’i Tirkiye topraklarinda yetisen ve
61’1 Tirkiye’ye endemik 113 yerli tiir ile temsil edilmektedir (Damboldt ve ark., 1988;
Sunta ve ark., 2015). Campanula tiirleri, geleneksel tipta larenjit, bronsit, bademcik
iltihab1 ve sigiller gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Roi, 1955).
Campanula lyrata subsp. Lyrata alttiirtinii biinyesinde barindiran Campanula cinsi
Tirkiye’de cangicegi olarak bilinmekte olup, geleneksel halk sagliginda yara
iyilesmesinde ve iltihapl hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Baytop, 1999). Ustelik
Campanula cinsine mensup tiirlerin uyarici, canlandirici, antiviral, sitotoksik,
antioksidan, spazmolitik, antialerjik, antiflojistik ve ve antimikrobiyal etkinlikleri
oldugu belirtilmektedir (Benli ve ark., 2008; Park ve ark., 2010).
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Sekil 1.7. Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisi genel goriinimii.
(https://kocaelibitkileri.com Erisim Tarihi: 25/05/24

1.3.4. Euphorbia amygdaloides subsp. robbiae Sistematigi ve Ozellikleri

Alem: Plantae

Boliim: Streptophyta

Simif: Equisetopsida

Takim: Malpighiales

Familya: Euphorbiaceae

Cins: Euphorbia

Tiir: Euphorbia amygdaloides

Alt tiir: Euphorbia amygdaloides subsp. robbiae (https://powo.science.kew.org/
Erisim Tarih: 20/05/24)

Euphorbia L. (Euphorbiaceae) cinsi, 2150'den fazla tiir barindirmasiyla (Bruyns
ve ark., 2006) ¢icekli bitkilerin en biiyiik cinslerinden biri olarak 6ne g¢ikmaktadir.
Tiirkiye’de siitlegen olarak da bilinen bu cins, Akdeniz bolgesinde en yiiksek ¢esitlilige
sahip 90'dan fazla tiirle temsil edilmektedir (Radcliffe-Smith, 1982). Euphorbia cinsine
mensup Euphorbia amygdaloides subsp. robbiae alttiiri, tomurcuklari ve yaprakli
siirgiinleri tastyan uzun koyu kahverengi rizomlu bir bitki olarak tanimlanmaktadir. ilk
olarak 1891 yilinda Bayan Mary Anne Robb tarafindan toplanan ve ¢ok yillik bitki olan
E. amygdaloides subsp. robbiae Tiirkiye’ye endemiktir (Can ve ark., 2012).
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Sekil 1.8. E. amygdaloides subsp. robbiae bitkisi genel  goriinimii.
(https://kocaelibitkileri.com Erisim Tarihi: 25/05/24

Amacg
Bu bilgiler 15181nda gerceklestirilen tez ¢alismasinda hem ciddi saglik sorunlarina
hem de ekonomik anlamda ciddi kayiplara neden olan B. cereus bakterisinin meydana
getirdigi sorunlarla basa ¢ikabilmek i¢in dogal ¢oziim yollarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda;

- Tirkiye’ye 6zgii endemik bitki tiirlerinden olan Centaurea kilaea, Centaurea
hermannii, Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata subsp. lyrata ve Euphorbia
amygdaloides subsp. robbiae bitkilerin toplanmasi ve teshis edilmesi,

- Toplanan endemik bitki orneklerinden iki farkli polariteye sahip metanol ve etil
asetat ¢oziiciileri ile 6ziit eldesi,

- Bitki 6ziitlerinin B. cereus bakterisi iizerinde farkli yontemler ile (MIK, Disk
difiizyon) antibakteriyel etkinliklerinin belirlenmesi,

- Bitki 6ziitlerinin antibiyofilm aktivitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
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2.1.1. Bakteri Susu

B. cereus

2.1.2. Kullamlan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar
Bacto Agar (BD-BD)

Mueller Hinton Broth Besiyeri (Biolife — italya)
Tryptic Soy Broth Besiyeri (Sigma — Almanya)

D(+) — Glucose Anhydrous (Panreac — Ispanya)

Etil Asetat (Sigma — Almanya)

Metanol (Sigma — Almanya)

Etanol (Sigma — Almanya)

Glasiyal Asetik Asit (Sigma — Almanya)

Dimetil Siilfoksit (Biofroxx — Almanya)

. Kristal Viyole (Sigma — Almanya)

. PBS Tablet (Bioshop — Kanada)

. Kanamisin (HiMedia — Hindistan)

. Sodyum Kloriir — NaCl (Sigma — Almanya)

. Peptone from Casein (HiMedia — Hindistan)

. Phenol Red (Sigma — Almanya)

. 96 Kuyucuklu Mikroplaka TPP 92096 (TPP — Isvigre)
. Whatman Antibiyotik Diskleri (Sigma — Almanya)
. Ependorf 1.5 mI’lik

. 0,45ul’lik Filte

. 10ul, 100 pl, 1000 pl Pipet uglart (Axygen-ABD)

. Quartz Kiivet (1400 ul) (Hellma-Almanya)

. Plastik Petri Kaplar1 (Firatmed — Tiirkiye)

. Kaba Filtre Kagidi

. Nitril Eldiven (Broche — Tiirkiye)
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25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Steril Falkon Tiip (isolab — Tiirkiye)
Platin Oze

Cam Baget

Bek Alevi

Distile Su

Otoklav Sisesi

Silifli Cam Balon

Cam Huni

Portiip

Aliiminyum Folyo (Koroplast — Tiirkiye)

2.1.3. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Dijital Hassas Terazi (Ohaus - ABD): Besiyerlerinin, antibiyotigin,
kimyasallarin ve kuru 6ziitlerin tartilmasinda kullanilmistir.

Derin Dondurucu (Vestel - Tiirkiye): Kuru 6ziitlerin, antibiyotiklerin uzun
siireli, bakteri stoklarmin kisa siireli -20°C’de muhafaza edilmesi i¢in
kullanilmastir.

Buzdolab1 (Siemens - Almanya): Tez calismasinda kullanilan kimyasal ve
farkl besiyerlerinin +4 °C’de muhafaza edilmesinde kullanilmistir.

Ultra Derin Dondurucu (Esco - Singapur): Bakteri stoklarinin -80°C’de uzun
siire saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Multimod Mikroplaka Okuyucu ve Goriintiileyici (Biotek - ABD):
Absorbans dl¢iimlerinin yapilmasinda kullanilmastir.

Mikroplaka Yikayia1 (BioTek - ABD): Bakterilerin biyofilm deneylerinde
plakanin kuyucuklariin yikanmasinda kullanilmistir.

UV-VIS Spektrofotometre (Beckman Coulter - ABD): Deney esnasinda
kullanilacak bakterilerin absorbans dl¢timlerinin yapilmasinda kullanilmaistir.
Rotary Evaporator (Heidolph - Almanya): Bitki 6ziitlerinin elde edilmesinde
¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir.

Manyetik Karistiric1 (WiseStir - Almanya): Kimyasallarin, besiyerlerinin ve

boyanin hazirlanmasinda kullanilmistir.
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10. Inkiibator (Memmert - Almanya): Bakterilerin uygun sicaklikta inkiibe
edilmesi i¢in kullanilmistir.

11. Steril Giivenlik Kabini (Faster ve Esco - italya ve Singapur): Oziitlerin,
kimyasallarin ~ hazirlanmasinda ve deneylerin  gergeklestirilmesi  igin
kullanilmistir.

12. Vorteks (Heidolph - Almanya): Kimyasallarin, &ziitlerin ve sivi bakteri
kiltiirlerinin homojen karismasi i¢in ¢alkalanmasinda kullanilmistir.

13. pH Metre (Thermo - A.B.D.): Deneylerde kullanilacak besiyerlerinin pH
ayarlamasinin yapilmast amaciyla kullanilmistir.

14. Mikropipetler (Thermo/Finnpipette - ABD): Besiyerlerinin, kimyasallarin,
bakteri kiiltiirlerinin ve 6ziitlerin aktarilmasi i¢in kullanilmistir.

15. Otoklav (Niive - Tiirkiye): Cam malzemelerin ve hazirlanan besiyerlerinin
steril edilmesinde kullanilmistir.

16. Distile Su Cihaz1 (Millipore - A.B.D.): Besiyerleri ve antibiyotiklerin

hazirlanmas1 amaciyla kullanilmistir.

2.1.4. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Kullamim Amaclari

Tablo 2.1. Kullanilan besiyerlerinin kullanim amaglari.

Besiyeri Kullanim Amaci

) Bakterinin s1vi ortamda ¢ogaltilmasi i¢in ve biyofilm
Tryptic Soy Broth
deneylerinde kullanilmistir.

Tryptic Soy Agar Bakterinin kat1 ortamda biiyiitiilmesi i¢in kullanilmistir.

) MIK ve antibakteriyel etkinligin belirlenmesi
Mueller Hinton Broth
deneylerinde kullanilmistir.

Mueller Hinton Agar Disk diflizyon deneylerinde kullanilmistir.

) ) Bakterinin selektif besiyeridir. Stok alirken ve stok
Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar

acarken kullanilmistir.
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2.14.1.

Tryptic Soy Broth Besiyeri

Tablo 2.2. Tryptic Soy Broth besiyerinin hazirlanmasi.

Tryptic Soy Broth (TSB)

Pankreatik kazein pepton 17 g/L
Dipotasum hidrojen fosfat 25¢g/L
Glukoz 2.5g/L

NaCl 59/L

Soya pepton 3g/L

Hazirlamisi: 30 gram TSB tartilip uygun miktarda distile su ile ¢ozdiriilmiistiir.

Coziildiikten sonra besiyeri hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir. Sterilizasyon islemi i¢in

15 dakika 121°C’de otoklavlanmis ve +4 °C’de deneylerde kullanilana kadar

saklanmistir.

2.14.2.

Mueller Hinton Broth Besiyeri

Tablo 2.3. Mueller Hinton Broth besiyerinin hazirlanmast.

Mueller Hinton Broth (MHB)

Sigir 6zl 2g/L
Kazein Hidrolizat 17.5¢g/L
Nisasta 1.59g/L

Hazirlamisi: 22 gram MHB tartilip uygun miktarda distile su ile ¢ozdiiriilmustiir.

Coziildiikten sonra besiyeri hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir. Sterilizasyon islemi i¢in

15 dakika 121°C’de otoklavlanmig ve +4 °C’de deneylerde kullanilana kadar

saklanmustir.
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2.1.43. Tryptic Soy Agar Besiyeri

Tablo 2.4. Tryptic Soy Agar besiyerinin hazirlanmasi.

Tryptic Soy Agar (TSA)

Pankreatik kazein pepton 17 g/L
Dipotasum hidrojen fosfat 25¢g/L
Glukoz 2.5¢g/L

NaCl 59/L

Soya pepton 30/L

Hazirlamisi: 30 gram TSB ve 16 gram Bacto agar tartilip uygun miktarda distile su ile
¢cOzdiiriilmiistiir. Coziildiikten sonra besiyeri hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir.
Sterilizasyon islemi i¢in 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmis ve sterilizasyon islemi
bittikten sonra besiyeri sogutulmustur. Ardindan steril kabinde 90 mm ¢apindaki plastik

petri kaplarina 10 ml dagitilmigtir ve +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.1.4.4.  Mueller Hinton Agar Besiyeri

Tablo 2.5. Mueller Hinton Agar besiyerinin hazirlanmasi.

Mueller Hinton Agar (MHA)

Sigir 6z 2g/L
Kazein Hidrolizat 17.5¢g/L
Nisasta 1.59g/L

Hazirlamisi: 22 gram MHB ve 16 gram Bacto agar tartilip uygun miktarda distile su ile
¢cOzdiiriilmiistiir. Coziildiikten sonra besiyeri hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir.
Sterilizasyon islemi i¢in 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmis ve sterilizasyon islemi
bittikten sonra besiyeri sogutulmustur. Ardindan steril kabinde 90 mm c¢apindaki plastik

petri kaplarma 10 ml dagitilmistir ve +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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2.1.45. Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar Besiyeri (B.cereus
Selektif Besiyeri)

Tablo 2.6. Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar besiyerinin hazirlanmasi.

Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP)

Agar 15 g/L
D-Mannitol 10 g/L
Pepton 10 g/L
NaCl 10 g/L
Si1g1ir ekstrakti 1g/L
Phenol red 0,025 g/L
Yumurta sarisi emiilsiyonu (%50) 50 mi/L

Yumurta Saris1 Emiilsiyonu (%50)

Yumurta sarisi 11 adet
Biitiin yumurta 1 adet
NacCl (%0,9 w/v soliisyon) 50 ml

Yumurta Sarisi Soliisyonu (%350) Hazirlanmasi: Yumurtalarin dis ylizeyleri etanol

ile steril edilmistir. 11 adet yumurtanin sarist ayrilmistir ve bir biitlin yumurta ile

cirpilmistir. 50 ml yumurta karisimi ile 50 ml %0,9°luk NaCl soliisyonu karigtirilmistir.

Besiverinin Hazirlanisi: Yumurta sarisi soliisyonu hari¢ biitiin bilesenler birlestirilip

1000 ml’ye tamamlanmistir. Sterilizasyon iglemi icin 15 dakika 121 °C’de
otoklavlanmistir. Otoklav islemi bittikten sonra besiyeri 40 °C’ye kadar sogutulmustur.
40 °C sicakliga diistiikten sonra 50 ml %50’lik yumurta sarist soliisyonu eklenmistir.
Ardindan steril kabinde 90 mm capindaki plastik petri kaplarina 10 ml dagitilmis ve +4

°C buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Bitki Materyallerinin Temini

Tez caligmasit kapsaminda kullanilan bitki orneklerinin tamami Tiirkiye’ye
endemik bitkileridir. Ornekler Istanbul bélgesinden toplanmustir. Campanula lyrata
subsp. lyrata, Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae ve Centaurea hermannii
Aydos Ormani’ndan, Centaurea kilaea Sile sahilindeki kumullardan ve Cirsium

polycephalum Ballikayalar Tabiat Parki’ndan toplanmustir.

2.2.2. Bitki Oziitlerinin Eldesi

Tez calismasinda kullanilan bitki 6rnekleri uygun kosullarda toplandiktan sonra,
deneylerde kullanilacak yapraklari ayirilip akan su altinda 15 dk yikanarak toz ve
kirlerinden arindirilmistir. Yikanan yaprak ornekleri uygun kosullar altinda acik havada
kurutulmustur. Kurutma islemi gerceklesen yaprak drnekleri yiizey alaninin arttirilmasi
icin havanda doviilerek kiiclik parcalara ayrilmistir. Her bir bitki Ornegine ait
yapraklardan 15’er g tartilarak steril cam siselere konularak uygun etiketleme islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan etkinlikleri test edilecek metanol ve etil asetat ¢oziiciileri
150 ml eklenip 24 saat karanlik ortamda inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda ¢oziiciiler
filtre kagidi ile siiziiliip her bir gruba ait ¢oziiciiler cam siselere alinmis ve bu iglem ii¢
defa tekrarlanmistir. Bitki orneklerine ait kuru oziitlerin eldesi i¢in doner evaporatdr
kullanilmis ve 6ziitlerin i¢indeki ¢oziiciiler doner evaporatérde kontrollii bir sekilde,
uygun sicaklikta ve diisiik basing altinda ¢oziiciiler uzaklastirilarak kuru oOziitler elde
edilmistir. Calismada kullanilan bitkilere ait kuru 6ziitler deneylerde kullanilmak {izere
—20 °C’de muhafaza edilmistir (Bennour ve ark., 2020). Antibakteriyel ve antibiyofilm
testlerinde etkinliklerini belirlemek icin her bir bitki grubuna ait 6ziitler tartilarak her bir
grubun maksimum ¢dziinebilme konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Oziitlerin son
konsantrasyonlarinin stoklart 60-16 mg/ml araliginda olacak sekilde saf dimetil
siilfoksit (DMSO) ile hazirlanmistir. Orneklere ait stoklar, antibakteriyel ve antibiyofilm

deneylerinde kullanilan besiyeri ile seyreltilip etkinlikleri test edilmistir.
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Sekil 2.1. Bitkilerden 6ziit eldesi asamalarmin  sematik  gdsterimi.

(https://www.biorender.com kullanilarak hazirlanmastir.)

Sekil 2.2. Bitki oziitlerinin eldesi. a) Kurutulan bitki 6rnekleri. b) Bitki 6rneklerine
¢oziiciilerin eklenmesi. c) Siiziilen oziitlerin doner evaporator kullanilarak ¢oziiciilerin

ortamdan uzaklastirilmasi.
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2.2.3. Bakterinin Temin Edilmesi, Cogaltilmasi ve Saklanmasi

Tez calismasinda kullanilan B. cereus gida patojeni Eurofins Istanbul Gida
Kontrol Lab. tarafindan temin edilmistir. Temin edilen B. cereus bakterisi TSB besiyeri
igerisinde 37 °C’de biiyiitiilmiis ve koloni morfolojisini gozlemleyebilmek i¢in TSA
besiyerine ¢izgi ekim ydntemi ile pasaj alinarak uygun sartlarda 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra iiremesi gerceklesen B. cereus bakterisi
%10’luk (w/v) steril skim milk soliisyonu ile stok alinmis ve stoklanan bakteri — 80
°C’de deneylerde kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.

- Skim milk soliisyonunun hazirlanmasi; 10 g skim milk tozu tartilip, 100 ml

distile su ile tamamlanmistir ve 121 °C’de 5 dk otoklavlanarak sterilizasyon
islemi gergeklestirilmistir.

2.2.4. Bitkilerin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda kullanilan bitkilerin metanol ve etil asetat oziitlerinin B. cereus
tizerindeki antibakteriyel etkinligini test etmek icin 96 kuyucuklu mikroplakada seri
diliisyon yontemi kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakanin negatif kontrol (bakteri),
test gruplar1 (6ziit+bakteri)’na 100 pl, yalnizca besiyeri igeren kuyucuklara (kor) ise 200
ul MHB eklenmistir. Oziitlere ait konsantrasyonlarin test edilmesi igin mikroplakada ilk
kuyucuga %4 DMSO’dan baglayacak sekilde seyreltilmis 6ziitlerden 100 pl eklenmis ve
ardindan 6ziit ve besiyerinin homojen hale gelmesi i¢in pipetaj yapilmistir. Homojen
hale gelen oOziittbesiyeri ilk kuyucugundan 100 pl cekilerek bir sonraki kuyuya
aktarilmis ve bu islem 5 kez tekrar edilmis olup, Oziitler seri diliisyon ile 6 kat
seyreltilmistir. Boylelikle her kuyucuk bir o6nceki kuyucuga goére '2 oraninda
seyrelmistir. Negatif kontrol olan kuyucuklara 6ziit eklenmemistir, sadece besiyeri ve
bakteri siispansiyonu dagitilmistir. Oziit seyreltme islemi de tamamlandiktan sonra
antibakteriyel etkinlikleri test etmek igin OD 0.02 yogunlugundaki B. cereus bakterisi
kor kuyular hari¢ her kuyuya 100 pl eklenmistir. Mikroplakalar ¢alkalayici kullanilarak
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Oziitlerin B. cereus iizerindeki antibakteriyel
etkinliklerinin belirlenmesi i¢in multimod mikroplaka okuyucuda OD 450 nm’de
absorbans Ol¢iimleri alimmustir. Antibakteriyel deneylerde pozitif kontrol olarak
kanamisin antibiyotigi kullanilmis ve istatistiksel anlamliligin belirlenmesi igin deneyler

5 tekrarl olarak gerceklestirilmistir (Bala ve ark., 2011).
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Tablo 2.7. Antibakteriyel deneylerde kullanilan bitkilerin stok ve uygulanan

konsantrasyonlart.

Bitkiler Coziicii Stok(mg/ml) | Uygulanan

ilk Doz

Centaurea kilaea Metanol 60 2.4 mg/ml

Centaurea kilaea Etil Asetat 60 2.4 mg/ml

Centaurea hermannii Metanol 40 1.6 mg/ml
Centaurea hermannii Etil Asetat 30 1.2 mg/ml
Lophiolepis byzantina Metanol 30 1.2 mg/ml
Lophiolepis byzantina Etil Asetat 20 800 pg/ml
Campanula lyrata subsp. lyrata Metanol 24 960 ug/ml
Campanula lyrata subsp. lyrata Etil Asetat 16 640 ug/ml
Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Metanol 40 1.6 mg/ml
Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Etil Asetat 16 640 pg/ml

2.2.5. Bitki Oziitlerinin Minimum Inhibitér Konsantrasyonun Belirlenmesi

B. cereus’ un iiremesinin engellendigi en diisiik 0ziit konsantrasyonu olan
minimum inhibitér konsantrasyonunun belirlenmesi ig¢in, 2.2.4’de gergeklestirilen
antibakteriyel etkinliklerinin sonuglarina gére uygun goriilen oziitlerde araliklarda 6ziit
2.2.4. Dbaslikli etkinlik

yonteminde agiklandigi sekilde gerceklestirilmistir. Gerekli biitiin ara dozlar taranarak,

konsantrasyonlar1 denenmistir. Deneyler antibakteriyel

Oziitlerin iiremeyi engelledigi minimum inhibitér konsantrasyonu bulunmustur.
Multimod plaka okuyucuda alinan OD 450 nm’deki absorbans dl¢lim sonuglarina gore
gerekli konsantrasyonlar ve negatif kontrol kuyulart MHA besiyerine ekilmistir ve
gercekten minimum inhibitér konsantrasyonu olup olmadig1 gozlemlenmistir (Morgana

ve ark., 2020; Bussmann ve ark., 2010).
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Sekil 2.3. Bitki oOziitlerinin antibakteriyel etkinliklerinin ve minimum inhibitr
konsantrasyonun belirlenmesi asamalarinin sematik gosterimi.

(https://www.biorender.com kullanilarak hazirlanmistir.)

2.2.6. Disk Difiizyon Yontemi ile Bitki Oziitlerinin Antibakteriyel

Etkinliginin Belirlenmesi

Antibakteriyel etkinlik gdzlemlenemeyen bitkilere ait Oziitler, 9 mm steril
whatman disklerine 10 mg/ml, 7.5 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml konsantrasyonlarda
olacak sekilde yiiklenmistir. Uygulama oncesi oziitler kendi ¢oziiciileri (metanol ve etil
asetat) ile ¢ozdiiriilmiistiir ve disklere yiiklenerek ¢oziicliler disklerden ugup, yalnizca
test edilecek oziitler disklerde kalana kadar steril kabinde bekletilmistir. Bir gece
onceden TSB besiyerine pasaj alinan B. cereus bakterisinin OD 600 nm absorbans
Olglimii alindiktan sonra bakteri yogunlugu 0.5 McFarland olacak sekilde bakteri
slispansiyonu hazirlanmigtir. 0.5 McFarland bakteri siispansiyonundan MHA besiyerine
100 pl eklenip yayma ekim yapilmistir. Bakteri ekimi yapildiktan sonra 6ziit yiiklenen
diskler zon inhibisyonunu gozlemlemek {izere besiyerine yerlestirilip, 24 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol
olarak 30 pg/ml kanamisin diski kullanilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
disklerin etrafinda olusan zonlarin yarigapt cetvel ile 6l¢iilmiis ve inhibisyon zonunun

ka¢ mm oldugu belirlenmistir (Bereksi ve ark., 2018; Danish ve ark., 2020).
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| Inkiibasyon

__________

Bakteri

N : Bakterinin MHA’ya Test 6rneklerinin Inhibisyon zonlarinin
slispansiyonu

yayllmasi eklenmesi 6lctilmesi

@ (2] 3]

Sekil 2.4. Disk difiizyon yonteminin sematik gosterimi (El Guerraf ve ark., 2022)
2.2.7. Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki Biyofilm Inhibisyonunun

Belirlenmesi

Bitki oziitlerinin, B. cereus iizerindeki biyofilm inhibisyonun belirlenmesi i¢in
yapilan deneyler, 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalarda seri diliisyon yapilarak
gerceklestirilmistir. Biyofilm deneyleri i¢in icerisinde %1 glikoz bulunan TSB besiyeri
kullanilmistir. Mikroplakada test ve negatif kontrol gruplarina 100 pl, kor
kuyucuklarma ise 200 pl besiyeri konulmustur. Besiyeri dagitim isleminden sonra test
edilecek oOziitlerden 100 pl eklenmis ve ardindan 6ziit ve besiyerinin homojen hale
gelmesi i¢in pipetaj yapilmistir. Homojen hale gelen 6ziit+besiyeri ilk kuyucugundan
100 pl gekilerek bir sonraki kuyuya aktarilmis ve bu islem 2 kez tekrar edilmis olup,
oziitler seri diliisyon ile 3 kat seyreltilmistir. Boylelikle her kuyucuk bir Onceki
kuyucuga gore ‘2 oraninda seyreltilmistir. Uygulanan 06ziit konsantrasyonlari,
antibakteriyel deneylerin sonuclarina gore belirlenmis ve antibakteriyel etkinlik
gostermeyen dozlar kullanilmistir. Bir giin 6ncesinden biiyiitiilen B. cereus bakterisinin
yogunlugu OD 0.02 olacak sekilde bakteri stispansiyonu hazirlanmistir. Kor kuyucuklar
hari¢ 6ziit uygulamas: yapilan kuyulara ve negatif kontrol kuyularina 100 pl bakteri
siispansiyonu dagitilmistir. Boylelikle her kuyudaki son hacim 200 pl olmustur.
Deneyler istatistiksel anlamlilik saglanmast i¢in 7 tekrarli gergeklestirilmistir.
Mikroplakalar ¢alkalanmadan, 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Daha

sonra ortamdaki planktonik bakterilerin ve besiyerinin uzaklastirilmasi igin
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mikroplakalar, mikroplaka yikayici kullanilarak fosfat buffer saline (PBS) ile li¢ kez
yikanmistir.  Biyofilm tabakasmin fikse olmasi icin plakalar 60 °C etiivde 1 saat
boyunca kurutulmus ve kurutma isleminden sonra plakalarin her kuyusuna 225 pul
%0.1°1ik kristal viyole boyas1 eklenerek plakalar yarim saat boyunca, oda sicakliginda
ve karanlik ortamda bekletilerek boyanmistir. Boyama islemi tamamlaninca, fazla
boyanin uzaklastirilmasinda plakalar tiger defa distile su ile yikanmasinin ardindan 60
°C etiivde yarim saat boyunca kurutulmustur. Biyofilmi tabakasini boyayan kristal
viyole boyasimi ¢ozdiirmek i¢in her kuyuya 225 pl %33’lik glasiyal asetik asit
eklenmistir. Bakterilerin olusturduklar1 biyofilm sonuglarini 6lgmek i¢in multimod

mikroplaka okuyucuda OD 590 nm’de absorbans dl¢timleri alinmustir.

R S R R N~ e e L 7y

Sekil 2.5. Boyanan biyofilm plakasi ve mutimod plaka okuyucu genel goriiniimii.

2.2.8. Istatistiksel Analiz

Tez c¢alismasinda kullanilan bitkilere ait metanol ve etil asetat Oziitlerinin
antibakteriyel ve antibiyofilm etkinliklerinin istatistiksel anlamliligini belirlemek
amactyla, One Way Anova — Tukey testi, IBM SPSS 26.0 programi ile
gerceklestirilmistir. P < 0.05 anlamlilik degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir. Istatistiksel farkliliklar grafikler iizerinde farkli harfler ile belirtilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki Antibakteriyel Etkinlikleri

Centaurea kilaea, Centaurea hermannii, Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata
subsp. lyrata, Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae bitkilerinin metanol ve etil
asetat dziitlerinin antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir. Oziit konsantrasyonlar1 60-16
mg/ml arasinda olup B. cereus’a uygulanmistir. Sonuglar OD 450 nm’de multimod
plaka okuyucuda alinmistir. Negatif kontrole goére bitki Oziitlerinin inhibisyonlari
belirlenmistir.

3.1.1. B. cereus susuna uygulanacak antibakteriyel deneylerde pozitif
kontrol olarak kullanilan kanamisin antibiyotiginin antibakteriyel

etkinligi

Kanamisin Antibiyotiginin B. cereus Uzerindeki Antibakteriyel
Etkinligi
1,40

1,20

d d
c,d
1,00 c
0,80
b
0,6
0,4
a
[

0,00
Kontrol 30 pg/ml 15 pg/ml 7.5 pug/ml 3.75pug/ml  1.875 pg/ml 0.9375 ug/ml
Uygulanan Konsantrasyon

0D 450 nm
(=]

o

o

Sekil 3.1. Kanamisin antibiyotiginin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus iizerindeki
antibakteriyel etkinlik grafigi.

Kanamisin antibiyotigi B. cereus bakterisi iizerinde 30-0.9375 pg/ml araliginda
etkinligi test edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 30 pg/ml konsantrasyonunda
diger konsantrasyonlara oranla %83.66 + 0.02 diizeyinde inhibisyon bulunmustur.
Azalan diliisyonlarinda ise bu oranlar % 49.79-% 3.19 araliginda bulunmustur. Sonuglar
istatistiksel olarak incelendiginde ise uygulanan 30 pg/ml, 15 pug/ml ve 7.5 pg/ml

konsantrasyondaki kanamisinin, kontrol uygulamasina gore p=0,000 diizeyinde

27



istatistiksel olarak anlamli inhibisyona sahip oldugu 3.75-0.9375 pug/ml konsantrasyon
araliginda gozlemlenen antibakteriyel etkinligin ise kontrol grubuna gore istatistiksel
acgidan anlamli bir fark yaratmadigi belirlenmistir.

Tiim deney gruplarina ait grafiklerin sonuglar1 pozitif kontrol olan kanamisin grubuna
gore karsilastirilmisgtir.

Tablo 3.1. Kanamisinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlar1 ve antibakteriyel

etkinlikleri.

Uygulanan Konsantrasyon | Antibakteriyel inhibisyon Yiizdesi
30 pg/ml % 83.66 = 0.02
15 pg/ml % 49.79 + 0.05
7.5 pg/ml % 31.46 £ 0.06
3.75 pg/ml % 15.86 = 0.06
1.875 pg/ml % 4.59 +0.02
0.9375 ng/ml % 3.19+0.05

3.1.2. Centaurea kilaeca Bitki Ouziitlerinin B. cereus Uzerindeki
Antibakteriyel Etkinlikleri

C. kilaea bitkisinin metanol ve etil asetat dziitlerinin B. cereus bakterisi iizerindeki
antibakteriyel etkinliklerini tespit etmek icin 2.4 mg/ml-75 pg/ml araligindaki
konsantrasyonlar1 test edilmistir. Sonuglar Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Tablo 3.2°de
verilmistir.

Centaurea kilaea Metanol Oziitli'niin B. cereus Uzerindeki Antibakteriyel
Etkinligi

l:u,c:c
b
a
a a  a
-i-i

Kontrol  Kanamisin 2.4 mg/ml 1.2 mg/ml 600 pg/ml 300 pg/ml 150 pg/ml 75 pg/ml
30ug/ml

=
=

d

oD 450 nm
\O \O \O p it
] = [«3] o0 = =]

(=]

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.2. Centaurea kilaea metanol 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus

tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.
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Centaurea kilaea Etil Asetat Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki Antibakteriyel
Etkinligi
1,4
f
1,2
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0,6

e
d
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C b,c
0.2 - a,b b,c ‘
a r
i - m u 1

Kontrol  Kanamisin 2.4 mg/ml 1.2 mg/ml 600 pg/ml 300 pg/ml 150 pg/ml 75 ug/ml
30pg/ml

0D 450nm

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.3. Centaurea kilaea etil asetat oziitiinlin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus

tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.

Tablo 3.2. Centaurea kilaea oziitlerinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlart ve

antibakteriyel etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Antibakteriyel inhibisyon
Yiizdesi
2.4 mg/ml % 90.04 + 0.02
1.2 mg/ml % 92.42 +£0.01
600 pg/ml % 91.95 £ 0.01
Metanol 300 pg/ml % 36.54 + 0.03
150 pg/ml % 29.73 £0.03
75 pg/ml %21.72+£04
2.4 mg/ml % 96.35 £ 0.02
1.2 mg/ml % 91.18 £ 0.01
600 pg/ml % 87.47 £ 0.01
Etil Asetat 300 pg/ml % 85.08 = 0.01
150 pg/ml % 56.67 + 0.04
75 pg/ml % 35.49 +£0.03

Ozet olarak sonuglar incelendiginde C. kilaea bitkisinin metanol ve etil asetat
oOziitlerinin B. cereus iizerindeki antibakteriyel etkinlikleri 2.4 mg/ml- 75 pg/ml
araliginda test edilmistir. Metanol 6ziitiinden elde edilen sonuglar 6zellikle 2.4 mg/ml,
1.2 mg/ml ve 600 ng/ml konsantrasyonlarinda sirasi ile %90.04, %92.42, %91.95
inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. 300-75 pg/ml araliginda ise inhibisyon
degerlerinin %36.54-21.72 araliginda oldugu goriilmiistiir. Sonuglar istatistiksel olarak

incelendiginde ise tiim uygulama konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli inhibisyonu oldugu belirlenmistir. Etil asetat 6ziitliniin ise 2.4
mg/ml- 300 pg/ml araliginda %96.35-%85.08 oraninda B. cereus bakterisi tizerinde
ylksek oranda inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. Siras1 ile 150 ve 75 pg/ml
konsantrasyonunda ise %56.67 ve %35.49 oraninda inhibisyon etkisi oldugu tespit
edilmistir. Uygulanan biitiin 6ziit konsantrasyonlariin kontrol grubuna gére p=0,000
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. Sonug
olarak C. kilea bitkisinin B. cereus iizerinde gézlemlenen antibakteriyel etkinligi tiim
uygulama konsantrasyonlar1 arasinda etil asetat 6ziitlinde daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir.

3.1.3. Centaurea hermannii Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki

Antibakteriyel Etkinlikleri

C. hermannii bitkisinin metanol ve etil asetat Oziitlerinin B. cereus bakterisi
tizerindeki antibakteriyel etkinlikleri 1.6 mg/ml-50 pg/ml araligindaki konsantrasyonlari

test edilmistir. Sonuglar Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Tablo 3.3 de verilmistir.

Centaurea hermannii Metanol Oziiti'nin B. cereus Uzerindeki Antibakteriyel
Etkinligi
1,8
1,6

d
c,d c,d

) c c
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0,6
0,4
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Kontrol ~ Kanamisin 1.6 mg/ml 800 pg/ml 400 pg/ml 200 pug/ml 100 pg/ml 50 ug/ml
30 pg/ml

0D 450nm
=

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.4. Centaurea hermannii metanol 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus

tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.

30



Centaurea hermannii Etil Asetat Oziiti'niin B. cereus Uzerindeki

e Antibakteriyel Etkinligi
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Kontrol Kanamisin 1.2 mg/ml 600ug/ml 300pg/ml 150pg/ml  75ug/ml  37,5ug/ml
30ug/ml
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.5. Centaurea hermannii etil asetat Oziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.

cereus tlizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.

Tablo 3.3. Centaurea hermannii B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlar1 ve

antibakteriyel etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Antibakteriyel Inhibisyon
Yiizdesi

1,6 mg/ml % 82.89 £0.04
800 pg/ml -
400 pg/ml -
Metanol 200 pg/ml -
100 pg/ml -
50 pg/ml -

1,2 mg/ml % 99.17 £ 0.01

600ug/ml % 71.36 £ 0.03

300pg/ml % 7.49 + 0.03

Etil Asetat 150pg/ml % 12.24 £ 0.05
75ug/ml -
37,5ug/ml -

C. hermannii bitkisinin metanol ziitiinde, yalnizca en yiiksek konsantrasyon olan
1.6 mg/ml konsantrasyonunda %82.89 diizeyinde antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
ve 800-50 pg/ml araliginda ise herhangi bir antibakteriyel etkinlige sahip olmadigi
bulunmustur. Istatistiksel olarak 1.6 mg/ml konsantrasyona sahip &ziitiinde ise kontrol
grubuna gore p=0,000 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli inhibisyon oldugu

belirlenmistir. Etil asetat Oziitinde ise metanol o6ziitine gore daha diislik
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konsantrasyonlarda bile antibakteriyel etkinlige sahip oldugu 6zellikle 1.2 mg/ml ve 600
png/ml konsantrasyonlarinin sirasi ile %99.17 ve %71.36 inhibisyon oranina sahip
oldugu 300 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin ise %7.49 ve %12.24 olarak diisiik
inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Uygulanan 1.2 mg/ml, 600 pg/ml
konsantrasyondaki 0ziitlerin, kontrol grubuna goére p=0,000 diizeyinde istatisitiksel
olarak anlamli inhibisyonu oldugu diger konsantrasyonlarinda ise, kontrol grubuna gore
istatisiksel a¢idan anlamli herhangi bir fark bulunmamustir. Sonu¢ olarak C. kilea
bitkisine benzer olarak C. hermannii bitkisinin de etil asetat &ziitiiniin B. cereus
bakterisi lizerinde antibakteriyel etkinliginin daha iyi sonuglara sahip oldugu

goriilmektedir.

3.1.4. Lophiolepis byzantina Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki
Antibakteriyel Etkinlikleri

Lophiolepis byzantina bitkisinin B. cereus bakterisi tizerindeki antibakteriyel
etkinlikleri metanol 6ziitleri i¢in 1.2 mg/ml-37.5 pg/ml araliginda, etil asetat oziitleri
icin ise 800-25 pg/ml araliginda test edilmistir. L. byzantina bitkisine ait antibakteriyel
sonugclar sirasi ile Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Tablo 3.4° de verilmistir.

Lophiolepis byzantina Metanol Oziti'nin B. cereus Uzerindeki
Antibakteriyel Etkinligi
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.6. Lophiolepis byzantina metanol 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus

tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.
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Lophiolepis byzantina Etil Asetat Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki
Antibakteriyel Etkinligi
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.7. Lophiolepis byzantina etil asetat oziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.
cereus tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.
Tablo 3.4. Lophiolepis byzantina oziitlerinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlari

ve antibakteriyel etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Antibakteriyel inhibisyon
Yiizdesi

1,2 mg/mi -
600 pg/ml -
300 pg/ml -
Metanol 150 pg/ml -
75 pg/ml % 18.78 + 0.03
37,5 pg/ml % 18.16 £ 0.07

800 pug/ml -
400 pg/ml -
200 pg/ml -
Etil Asetat 100 ug/ml -
50 pg/ml -
25 ug/ml % 5.86 + 0.04

L. byzantina bitkisinin metanol ve etil asetat o6ziitlerine ait sonuglar incelendiginde
antibakteriyel etkinliklerinin her iki grup i¢inde oldukga diisiik oldugu goriilmektedir.
Metanol ozitlerinde 1.2 mg/ml- 150 pg/ml arahiginda herhangi bir etkinlige
rastlanmazken diisiik konsantrasyon olan 75 ve 37.5 pg/ml’de %18 diizeyinde diisiik
inhibisyon goézlemlenmistir. Benzer olarak etil asetat oziitlerinde de sadece en diisiik
konsantrasyon olan 25 pg/ml’ de %35.86 olarak oldukca diisiik inhibisyon aktiviteye
sahip oldugu gorilmektedir. Sonuglar istatistiksel acidan degerlendirildiginde ise

antibakteriyel etkinlik agisindan anlamli bulunmamastir.
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3.1.5. Campanula lyrata subsp. lyrata Bitki Oziitlerinin B. cereus
Uzerindeki Antibakteriyel Etkinlikleri

Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisine ait metanol 6ziitii 960-30 ug/ml araliginda,
etil asetat Ozitiiniin ise 640-20 pg/ml araliginda antibakteriyel etkinlikleri test

edilmistir. Sonuglar Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve Tablo 3.5 de verilmistir.

Campanula lyrata subsp. lyrata Metanol Ozitli'nln B. cereus Uzerindeki
Antibakteriyel Etkinligi
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.8. Campanula lyrata subsp. lyrata metanol 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin

B. cereus tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.

Campanula lyrata subsp. lyrata Etil Asetat Ozitii'niin B. cereus
16 Uzerindeki Antibakteriyel Etkinligi

Kontrol Kanamisin 640 pg/ml 320 pg/ml 160 pg/ml 80pug/ml 40ug/ml 20 pg/mi
30 pg/ml
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.9. Campanula lyrata subsp. lyrata etil asetat Ozitinin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.
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Tablo 3.5. Campanula lyrata subsp. lyrata o6ziitlerinin B. cereus’a uygulanan

konsantrasyonlar1 ve antibakteriyel etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Antibakteriyel Inhibisyon
Yiizdesi
960 pg/ml -
480 pg/ml -
240 pg/ml -
Metanol 120 pg/ml -
60 pg/ml % 6.10 +0.04
30 pg/ml % 14.25 £ 0.05
640 pg/ml % 27.96 £ 0.05
320 pg/ml % 14.72 £ 0.04
160 pg/ml % 4.02 £0.03
Etil Asetat 80 pg/ml % 2.20 £ 0.1
40 pg/ml % 0.4+ 0.5
20 pg/ml -

C. lyrata subsp. lyrata bitkisinin metanol oziitiiniin, yalnizca uygulanan 60 pg/ml
(%6.1) ve 30 pg/ml (%14.25) konsantrasyonlarinda diisiikte olsa B. cereus bakterisi
tizerinde antibakteriyel inhibisyon aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Etil asetat
oziitlerinin ise 640-40 pg/ml araliinda %27.96-9%0.4 araliginda diisiik inhibisyon
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. C. lyrata subsp. lyrata bitkisine ait en yiiksek
antibakteriyel etkinlik 640 pg/ml konsantrasyonunda etil asetat 6ziitiinde bulunmustur.
Uygulanan 640 pg/ml konsantrasyondaki Oziitiin kontrol grubuna gére p=0,001
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir.

3.1.6. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Bitki Oziitlerinin B. cereus
Uzerindeki Antibakteriyel Etkinlikleri

Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae bitkisinin metanol 6ziitleri 1.6 mg/ml-
50 pg/ml araliginda, etil asetat Oziitleri ise 640-20 pg/ml aralifinda test edilmistir.
Sonuglar Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Tablo 3.6’ de verilmistir.
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Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Metanol Ozitli'niin B. cereus
Uzerindeki Antibakteriyel Etkinligi
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.10. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae metanol oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus iizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.

Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Etil Asetat Oziitli'niin B. cereus
Uzerindeki Antibakteriyel Etkinligi
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Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.11. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae etil asetat Oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus tizerindeki antibakteriyel etkinlik grafigi.
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Tablo 3.6. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae o6ziitlerinin B. cereus’a

uygulanan konsantrasyonlar1 ve antibakteriyel etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Antibakteriyel Inhibisyon
Yiizdesi
1,6 mg/ml % 96.25 £ 0.01
800 pg/ml % 66.23 = 0.05
400 pg/ml % 20.01 £ 0.01
Metanol 200 pg/ml % 13.91 + 0.04
100 pg/ml % 10.03 £ 0.05
50 pg/ml % 0.77 £ 0.04
640 pg/ml -
320 pg/ml -
160 pg/ml -
Etil Asetat 80 ug/ml -
40 pg/ml -
20 ug/ml % 4.39 £ 0.04

E. amygdaloides L. subsp. robbiae bitkisinin metanol Oziitiiniin B. cereus
bakterisi tizerindeki en yiiksek inhibisyon degerleri %96.25, %66.23, %20.01 ile 1.6
mg/ml, 800 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunmustur. 200-50 pg/ml
konsantrasyonlarindaki inhibisyon aktiviteleri ise %13.91-0.77 oranlarinda diisiik olarak
tespit edilmistir. 1,6 mg/ml, 800 pg/ml ve 400 pg/ml konsantrasyondaki oziitlerinin,
kontrol grubuna gore p=0,000 ve p=0,002 arasinda istatistiksel olarak anlaml
inhibisyonu oldugu belirlenmistir. Etil asetat oOziitiiniin ise yalnizca 20 pg/ml
konsantrasyonunda %4.39 inhibisyon oldugu ve diger konsantrasyonlarinda ise
herhangi bir inhibisyon olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak E. amygdaloides L. subsp.
robbiae bitkisinin metanol oOziitiiniin, B. cereus bakterisi lizerindeki antibakteriyel
etkinliginin etil asetat oziitiine gore oldukea yiiksek oldugu bulunmustur.

3.2. Bitki Oziitlerinin Minimum inhibitér Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

B. cereus bakterisine ait liremenin engelledigi en diisiik konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in, her bitki 6ziitline ait antibakteriyel etkinlik (Bulgular 3.1) sonuglarina
gore farkli araliklarda konsantrasyonlar: denenmistir. Negatif kontrol ve pozitif kontrol
grubuna ait sonuglara gore Oziitlerin minimum inhibitér konsantrasyonlari

belirlenmistir. Her bitkiye ait MIK dozu sonuglar1 Tablo 3.7’ de verilmistir.
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Tablo 3.7. Bitki oOzitlerinin B. cereus flzerindeki minimum inhibitor
konsantrasyonu.
Bitkiler Céziicii MiK Inhibisyon
Yiizdesi
Centaurea kilaea Metanol | 500 pg/ml % 94 + 0.03
Centaurea kilaea Etil Asetat | 400 pg/ml | % 88.57 £ 0.04
Centaurea hermannii Metanol | 1.5 mg/ml % 92.03 £ 0.07
Centaurea hermannii Etil Asetat | 700 pg/ml | % 88.08 +0.03
Lophiolepis byzantina Metanol - -
Lophiolepis byzantina Etil Asetat - -
Campanula lyrata subsp. lyrata Metanol - -
Campanula lyrata subsp. lyrata | Etil Asetat - -
Euphorbia amygdaloides L. subsp. | Metanol | 900 pg/ml | % 95.68 +0.02
robbiae
Euphorbia amygdaloides L. subsp. | Etil Asetat - -

robbiae

Sonug olarak, C. kilaea bitkisinin metanol 6ziitiine ait MIK dozu %94 inhibisyon

orani ile 500 pg/ml, etil asetat Oziitlinde ise %88.57 inhibisyon degeri ile 400 pg/ml

olarak bulunmustur. C. hermannii bitkisinde ise metanol oOziitinde 1.5 mg/ml

konsantrasyonda %92.03 ve etil asetat oziitiinde ise 700 ng/ml konsantrasyonda %88.08

inhibisyon oraninda MIK degerleri bulunmustur. L. byzantina, C. lyrata subsp. lyrata

bitkilerinin metanol ve etil asetat 6ziitlerinde antibakteriyel etkinlige rastlanmadig igin

MIK degerleri de bulunmamustir. E. amygdaloides L. subsp. robbiae bitkisinde ise

yalnizca metanol oziitiinde %95.68 inhibisyon orani ile 900 pg/ml konsantrasyonda

MIK degeri bulunmustur.

3.3. Bitki Oziitlerinin Disk Difiizyon Yéntemi ile Inhibisyon Zonlarmmn

Belirlenmesi

Test bitkilerine ait metanol ve etil asetat Oziitleri steril whatman disklerine 10-

2.5 mg/ml konsantrasyonlarinda yiiklenmistir. B. cereus bakterisi yayma ekim

yontemi ile ekildikten sonra oziitler ile yiiklenmis diskler petriler iizerine eklenerek

antibakteriyel etkinlikleri test edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra

oOziitlerin antibakteriyel inhibisyon zonlar1 cetvel ile Ol¢iiliip inhibisyon zonlari

belirlenmistir. Inhibisyon zonlarma ait bulgular Tablo 3.8’de sunulmustur.
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Tablo 3.8. Bitki 6ziitlerinin inhibisyon zonlart.

Uygulanan Konsantrasyon
Bitkiler Coziicii 10 mg/ml 7.5mg/ml | 5mg/ml | 2.5 mg/ml
Lophiolepis Metanol - - - -
byzantina
Lophiolepis Etil Asetat | 11 mm+0.3 | 11 mm+0.4 - -
byzantina
Campanula lyrata Metanol - - - -
subsp. lyrata
Campanula lyrata | Etil Asetat - - - -
subsp. lyrata
Euphorbia Etil Asetat - - - -
amygdaloides L.
subsp. robbiae

Pozitif kontrol olarak kullanilan kanamisin antibiyotigi, minimum inhibitor
konsantrasyonu olan 30 pg/ml konsantrasyonunda diske yiiklenmistir. Kanamisin
diskinin B. cereus tizerindeki inhibisyon zonu 21 + 0.2 mm olarak Ol¢lilmistiir. L.
byzantina bitkisine ait etil asetat 10 ve

Oziitliniin  yalnizca 7.5 mg/ml

konsantrasyonlarinda 11 mm etkinlik gbzlemlenmistir. Pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda L. byzantina bitkisine ait etil asetat 6ziitiiniin ¢ok diisiik antibakteriyel
etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Uygulama yapilan diger bitki Oziitlerinin, disk

diflizyon yontemi ile de antibakteriyel etkinligi bulunamamastir.

3.4. Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki Biyofilm Inhibisyonun Belirlenmesi

Centaurea kilaea, Centaurea hermannii, Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata
subsp. lyrata, Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae bitkilerinin, metanol ve etil
asetat Oziitlerinin antibakteriyel etkinlikleri belirlendikten sonra antibakteriyel etkileri
olmayan konsantrasyonlar B. cereus’a uygulanmigtir. Etkinligi olan konsantrasyonlar
negatif kontrolle karsilagtirilarak belirlenmistir. Bakterilerin olusturduklari biyofilm
yapilarinin kantitatif olarak 6l¢iilmesi i¢in multimod mikroplaka okuyucuda OD 590

nm’de absorbans ol¢limleri alinmistir.
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3.4.1. Centaurea kilaea Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki Antibiyofilm
Etkinlikleri

C. kilaea bitkisinin B. cereus bakterisi tizerindeki antibiyofilm etkinligi metanol
oziitlerinde 75, 37.5 ve 18.75 pg/ml, etil asetat oziitlerinde ise 37.5, 18.75 ve 9.375
ng/ml konsantrasyonlarin etkinlikleri test edilmistir. Antibiyofilm inhibisyon yiizdesine
ait sonuglar Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Tablo 3.9’ da verilmistir.

Centaurea kilaea Metanol Oziiti'niin B. cereus Uzerindeki
Antibiyofilm Etkinligi

120
C

100

80 b
60 a a
40
20

0

Kontrol 75 ug/mi 37,5 ug/mi 18,75 pg/ml

Biyofilm Yiizdesi

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.12. Centaurea kilaea metanol Oziitiiniin farkli konsantrasyonlarmin B. cereus
tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
Centaurea kilaea Etil Asetat Oziitii'nuin B. cereus Uzerindeki
Antbiyofilm Etkinligi
120

100

80

Biyofilm Yuizdesi

b
60
40 a a a
0
Kontrol 37,5ug/ml 18,75 pg/ml 9,375 pg/ml

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.13. Centaurea kilaea etil asetat 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B. cereus

tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
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Tablo 3.9. Centaurea kilaea oziitlerinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlari ve

antibiyofilm etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Biyofilm inhibisyon Yiizdesi
75 pg/ml % 59.96 £ 0.15
Metanol 37,5 pg/ml % 54.94 +£0.13
18,75 pg/ml % 29.71 £0.07
37,5 pg/ml % 67.85 £ 0.08
Etil Asetat 18,75 pg/ml % 69.35 £ 0.07
9,375 pg/ml % 71.70 £ 0.11

C. kilaea bitkisine ait metanol ve etil asetat 6ziitlerinin sonuglar1 incelendiginde,
metanol Oziitlerinin 75 pg/ml ve 37.5 pg/ml konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyon
yiizdeleri sirasi ile %59.96 ve %54.94 olarak bulunurken, 18.75 pg/ml konsantrasyonun
ise %29.71 oldugu bulunmustur. Uygulanan biitiin 6ziit konsantrasyonlarinin, kontrol
grubuna gdére p=0,000 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli biyofilm inhibisyonu
oldugu belirlenmistir. Etil asetat oziitlerinin 37.5 pug/ml konsantrasyonunda %67.85,
18.75 pg/ml %69.35 ve 9.375 ug/ml Kkonsantrasyonunda ise %71.7 biyofilm
inhibisyonuna sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar istatistiksel olarak p=0,000
diizeyinde anlamli bir farkla biyofilmi inhibe ettigini gostermektedir. C. kilaea
bitkisinin antibakteriyel etkinligine benzer olarak antibiyofilm etkinliginde de etil asetat
¢Oziiciisiiniin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

3.4.2. Centaurea hermannii Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki
Antibiyofilm Etkinlikleri

C. hermannii bitkisinin antibiyofilm etkinlikleri, metanol 6ziitii igin 800-200 pg/ml
araliginda, etil asetat 0ziitii icin ise 300-75 png/ml araliginda test edilmistir. Biyofilm
inhibisyon yiizdelerine ait sonuglar Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Tablo 3.10’da

gosterilmektedir.
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Centaurea hermannii Metanol Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki
Antibiyofilm Etkinligi
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Kontrol 800 pg/ml 400 pg/ml 200 pg/mi

Uygulanan Konsantrasyon

Biyofilm Yuzdesi

Sekil 3.14. Centaurea hermannii metanol oOziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.

cereus tlizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.

Centaurea hermannii Etil Asetat Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki
Antibiyofilm Etkinligi
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Kontrol 300 pg/ml 150 pg/ml 75 pg/ml

Uygulanan Konsantrasyon

Biyofilm Yiizdesi

Sekil 3.15. Centaurea hermannii etil asetat Oziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.
cereus tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
Tablo 3.10. Centaurea hermannii 6ziitlerinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlari

ve antibiyofilm etkinlikleri.

Céziicii Uygulanan Konsantrasyon | Biyofilm Inhibisyon Yiizdesi
800 pg/ml % 59.14 £ 0.1
Metanol 400 pg/ml % 38.74 £ 0.16
200 pg/ml -
300 pg/ml % 66.22 + 0.08
Etil Asetat 150 pg/ml % 54.40 £ 0.14
75 pg/ml % 43.58 £0.1
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B. cereus bakterisi iizerinde C. hermannii bitkisine ait metanol ve etil asetat
Oziitlerinin biyofilm inhibisyon ytizdeleri incelendiginde, metanol oziitlerinin 800 ve
400 pg/ml konsantrasyonlarinda sirastyla %59.14 ve %38.74 oraninda inhibisyona sahip
oldugu ve bu iki konsantrasyona ait sonuglarin kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
p=0.000 diizeyinde anlaml1 bir farka sahip oldugu goriilmiistiir. Etil asetat 6ziitiinde ise
300 pg/ml konsantrasyonda %66.22, 150 pg/ml konsantrasyonda %54.40 ve 75 pg/ml
konsantrasyonda ise %43.58 inhibisyona sahip oldugu ve kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli inhibisyon 6zelligine sahip oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuglara
gore etil asetat Oziitli, metanol Oziitline gore daha diisiik konsantrasyonlarda yiiksek
antibiyofilm 6zellik géstermektedir.

3.4.3. Lophiolepis byzantina Bitki Oziitlerinin B. cereus Uzerindeki

Antibiyofilm Etkinlikleri

Lophiolepis byzantina bitkisine ait metanol (600-150 pg/ml) ve etil asetat (800-200
pg/ml) oziitlerinin biyofilm inhibisyon sonuglar1 Sekil 3.16, Sekil 3.17 ve Tablo 3.11.

de verilmistir.
Lophiolepis byzantina Metanol Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki
Antibiyofilm Etkinligi
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c
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a
20 ‘
0

Kontrol 600 pg/ml 300 pg/ml 150 pg/ml

Biyofilm Yiizdesi

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.16. Lophiolepis byzantina metanol o6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.

cereus tlizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
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Lophiolepis byzantina Etil Asetat Oziitii'niin B. cereus Uzerindeki

140 Antibiyofilm Etkinligi

C
C
80 b
60 a
40
20
0

Kontrol 800 pg/ml 400 pg/ml 200 pg/ml

=
o)
=]

g

Biyofilm Yiizdesi

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.17. Lophiolepis byzantina etil asetat oziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin B.
cereus tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
Tablo 3.11. Lophiolepis byzantina &zitlerinin B. cereus’a uygulanan konsantrasyonlari

ve antibiyofilm etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Biyofilm Inhibisyon Yiizdesi
600 pg/ml % 82.44 £ 0.15
Metanol 300 pg/ml % 71.03 £ 0.1
150 pg/ml % 39.62 £ 0.15
800 pg/ml % 56.68 £0.17
Etil Asetat 400 pg/ml % 32.77+0.13
200 pg/ml -

L. byzantina bitkisine ait metanol 6ziitiinin 600 pg/ml, 300 pg/ml ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarina ait biyofilm inhibisyon ylizdeleri siras1 ile %82.44, %71.03 ve
%39.62 olarak bulunmustur. Biitiin uygulama konsantrasyonlar1 kontrole gére p=0.000
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Etil asetat 6ziitiine ait ise 800 pg/ml
%356.68 ve 400 pg/ml konsantrasyonun ise %32.77 inhibisyon aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Etil asetat 6ziitline ait 800 ve 400 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrol
grubuna gore biyofilm inhibisyon etkinlikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Sonuglar incelendiginde metanol Oziitiiniin, etil asetat Oziitline gore daha 1iyi

antibiyofilm etkinlik gosterdigi belirlenmistir.
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3.4.4. Campanula lyrata subsp. lyrata Bitki Oziitlerinin B. cereus
Uzerindeki Antibiyofilm Etkinlikleri

Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisine ait metanol 6ziitlerinin konsantrasyonlari
240, 120 ve 60 pg/ml, etil asetat Ozitlerinin ise 160, 80 ve 40 pg/ml
konsantrasyonlarina ait biyofilm inhibisyon sonuglar1 Sekil 3.18, Sekil 3.19 ve Tablo
3.12’de gosterilmektedir.

Campanula lyrata subsp. lyrata Metanol Oziitii'nlin B. cereus

Uzerindeki Antbiyofilm Etkinligi
140
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Kontrol 240 pg/ml 120 pg/ml 60 pg/ml

Biyofilm Yiizdesi

Uygulanan Konsantrasyon

Sekil 3.18. Campanula lyrata subsp. lyrata metanol Oziitiintin  farklh

konsantrasyonlarinin B. cereus tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.

Campanula lyrata subsp. lyrata Etil Asetat Ozitii'niin B. cereus

Uzerindeki Antbiyofilm Etkinligi
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Kontrol 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Biyofilm Ylzdesi

Sekil 3.19. Campanula lyrata subsp. lyrata etil asetat Oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
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Tablo 3.12. Campanula lyrata subsp. lyrata oziitlerinin B. cereus’a uygulanan

konsantrasyonlari ve antibiyofilm etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Biyofilm Inhibisyon Yiizdesi
240 pg/ml -
Metanol 120 pg/ml -
60 pg/ml % 19.57 £ 0.08
160 pg/ml % 43.78 £0.13
Etil Asetat 80 pg/ml % 25.86 £ 0.1
40 pg/ml -

Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisinin metanol dziitiine ait yalnizca en diisiik 60
ng/ml konsantrasyonunda %19.57 biyofilm inhibisyonu gozlemlenmistir. Etil asetat
Oziitinde ise 160 pg/ml konsantrasyonda %43.78, 80 pg/ml konsantrasyonda ise
%25.86 oraninda biyofilm inhibisyonu gdzlemlenmistir. Sonuglar istatistiksel olarak
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda ise anlamli olarak fark bulunmustur (p=0.000,
Sekil 3.18).

3.4.5. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Bitki Oziitlerinin B. cereus
Uzerindeki Antibiyofilm Etkinlikleri

Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae bitkisinin metanol &ziitlerinin 200, 100,
50 pg/ml konsantrasyonlarda, etil asetat Oziitiiniin ise 640, 320, 160 pg/ml
konsantrasyonlardaki biyofilm inhibisyon yiizdeleri Sekil 3.20, Sekil 3.21 ve Tablo
3.13” de gosterilmistir.

Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Metanol Oziti'niin B.
cereus Uzerindeki Antibiyofilm Etkinligi
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Kontrol 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Biyofilm Yuzdesi

Sekil 3.20. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae metanol oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus tizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.
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Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae Etil Asetat Oziti'niin B. cereus
Uzerindeki Antibiyofilm Etkinligi
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Kontrol 640 pg/ml 320 pg/ml 160 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Biyofilm Yiizdesi

Sekil 3.21. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae etil asetat Oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin B. cereus iizerindeki antibiyofilm etkinlik grafigi.

Tablo 3.13. Euphorbia amygdaloides L. subsp. robbiae 6ziitlerinin B. cereus’a

uygulanan konsantrasyonlari ve antibiyofilm etkinlikleri.

Coziicii Uygulanan Konsantrasyon Biyofilm Inhibisyon Yiizdesi
200 pg/ml % 57.62 +0.17
Metanol 100 pg/ml % 38.65 +0.12
50 pg/ml %21.54+£0.15
640 pg/ml % 63.98 +0.13
Etil Asetat 320 pg/ml % 49.44 £ 0.11
160 ng/ml % 38.08 £ 0.11

B. cereus bakterisi iizerine E. amygdaloides L. subsp. robbiae bitkisinin metanol
oziitlerinde azalan konsantrasyonlarina bagli olarak biyofilm inhibisyon oranlar1 sirasi
ile %57.62, %38.65, %21.54 olarak bulunmustur. Uygulama konsantrasyonlarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel sonuglar1 incelendiginde ise p=0.000 diizeyinde
anlamli bir fark bulunmustur (Sekil 3.20). Etil asetat 6ziitlerinde de metanol Oziitlerine
benzer olarak 640 pg/ml konsantrasyonda %63.98, 320 pg/ml’de %49.44 ve 160 pg/ml’
de ise %38.08 biyofilm inhibisyonuna sahip oldugu goriilmiis ve sonuglar istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.21).
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4. TARTISMA

Bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede, antibiyotiklerin serbest ve ¢ogunlukla
bilingsiz sekilde kullanimi sonucunda bakterilerde antibiyotik direnci endise verici
oranlarda artmaktadir (Velez ve Sloand, 2016). Bakterilerin gelistirdigi antibiyotik
direnci, yliksek morbidite ve mortaliteye neden olmasindan kaynakli kiiresel bir sorun
haline gelmistir. Gram Pozitif ve Gram Negatif bakterilerdeki ¢oklu ilaca direngli
suslarin  geleneksel 1ilaclar ile tedavi edilmesi zor hatta, tedavi edilemeyen
enfeksiyonlara yol agtig1 bildirilmistir (Frieri ve ark., 2017). Ozellikle bakterilerin
olusturdugu biyofilm formunun antibiyotiklere karsi daha da direngli olmasi kiiresel
anlamda ciddi bir sorun olarak kabul edilmektedir (Ribeiro ve ark., 2016). Artan
antibiyotik direncini azaltmak ve Onlemek i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesi igin
yapilan ¢alismalar artmistir (MacGowan ve Macnaughton, 2017).

Bilinen ve tedavi edici olarak kullanilan sentetik ilaglarin insan sagligini tehdit
etmesi nedeniyle, dogal materyallerden elde edilebilecek yeni ila¢ etken maddelerinin
arayisina ihtiya¢ duyulmaktadir. Diinyada kullanilan ilag etken maddelerinin pek ¢ogu
bitkilerden elde edilmektedir (Koztowska ve ark., 2022). Genis yayilim gdsteren ve
birgok ortamda bulunan bitki tiirleri daha yogun olarak uzun yillardir arastirtlmis ve
etkinlikleri tespit edilmistir. Fakat yeni ila¢ etken maddelerinin kesfine doniik son
yillarda yapilan caligmalar daha ¢ok likenler, mantarlar ve endemik bitkilerde
siirdiiriilmektedir. Ulkemiz, ii¢ kitanin kesistigi noktada bulunmasi ve farkli iklim
tiplerinin goriilmesi sebebiyle hem biyogesitlilik hem de biyogesitlilikte endemizm
orani bakimindan biitlin Avrupa kitasi ile karsilagtirilabilecek durumdadir.

Bu bilgiler 1518inda, tez calismasi kapsaminda Tirkiye’ye endemik olan ve
potansiyel bir kaynak olabilecegi diistiniilen, Centaurea kilaea, Centaurea hermannii,
Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata subsp. lyrata ve Euphorbia amygdaloides
subsp. robbiae bitkilerinin, B. cereus iizerindeki antibakteriyel ve antibiyofilm
etkinlikleri belirlenmistir.

Sen ve arkadaslari, i¢lerinde Centaurea kilaea’nin da bulundugu bes farkli
Centaurea tiirliniin antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerini test etmislerdir. C.
kilaea’nin, Pseudomonas aeruginosa iizerinde antibakteriyel etkinliginin, Candida
albicans tizerinde ise antifungal etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir (Sen ve ark.,

2013). Baska bir calismada, Centaurea furfuracea metanol oziitiiniin B. cereus
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bakterisinde 50 mg/ml konsantrasyonunu MIK degerine sahip oldugunu saptamislardir.
(Chemsa ve ark., 2018). Benzer olarak farkli bir ¢alismada kullanilan C. kilaea ve diger
Centaurea tiirlerinin antioksidan 0Ozelliklerinin, pozitif kontrol olarak kullandiklar
askorbik asitten daha iyi oldugunu ve total fenolik bilesik miktarlarinin birbirlerine
yakin oldugunu gozlemlemislerdir (Sekerler ve ark., 2018). Yapilan diger bir caligmada
C. hermannii bitki Oziitiiniin antifungal etkinliginin yiiksek oldugu, Staphylococcus
aureus tizerinde ise diislik de olsa antibakteriyel etkinliginin oldugu raporlanmistir (Siir-
Altiner ve ark., 1997). Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda C. kilaea’nin
metanol ve etil asetat oziitlerinin B. cereus iizerinde antibakteriyel etkinliginin yiiksek
oldugu bulunmustur. Uygulanan metanol 6ziitinden 2.4 mg/ml, 1.2 mg/ml ve 600 pg/ml
konsantrasyonlarinin sirasi ile %90.04 + 0.02, %92.42 + 0.01, %91.95 £+ 0.02 bakteriyel
inhibisyonu tespit edilmistir. Etil Asetat §ziitiiniin ise 2.4 mg/ml- 300 pg/ml araliginda
%96.35-9%85.08 oraninda B. cereus bakterisi tizerinde yiiksek oranda inhibisyona sahip
oldugu bulunmustur. C. hermannii bitkisinin ise metanol 6ziitiinde yalnizca en yiiksek
konsantrasyon olan 1.6 mg/ml konsantrasyonda %82.89 + 0.04 diizeyinde antibakteriyel
etkinlik, etil asetat oziitiinde ise 1.2 mg/ml-600 pg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla
%99.17 = 0.01 ve %71.36 + 0.03 antibakteriyel etkinlik tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclar literatiirle benzerlik gostermekle birlikte, literatiirde kullanilan 6ziit
konsantrasyonlarindan daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica tez caligmasinda kullanilan C. kilaea bitkisi i¢in metanol ve etil asetat
¢Oziiciistiniin etkinliginin benzer oldugu fakat C. hermannii bitkisinde ise etil asetat
Oziitliniin daha etkili olmasi kullanilan ¢dziiciilerinin polaritelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Antibakteriyel  etkinliklerine  benzer olarak antibiyofilm aktiviteleri
incelendiginde ise, yapilan bir c¢alisma sonucunda C. Kkilaea’dan salvigenin,
pectolinarigenin, jaceosidin flavonoidleri izole edilmistir (Salan ve Oksiiz, 2001). Kisa
ve arkadaslar1 C. kilaea bitkisinin katesin, klorojenik asit, gentisik asit, vanilik asit,
kumarik asit ve naringenin gibi sekonder metabolitleri i¢erdigini HPLC yontemi ile
raporlamiglardir (Kisa ve ark., 2023). Chemsa ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptigi
calismada, Centaurea cinsine ait Centaurea furfuracea bitkisinin metanol Oziitiiniin,
kimyasal bilesenlerini, antimikrobiyal ve antibiyofilm 06zelligini arastirmislardir.

Yaptiklari ¢aligmalar sonucunda C. furfuracea metanol 6ziitliniin, uygulanan 25 mg/ml
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konsantrasyonun B. cereus biyofilmini %72.34 inhibe ettigini saptamislardir (Chemsa
ve ark., 2018). Yiriitilen bir diger calismada ise Centaurea ensiformis oziitlerinin
Escherichia coli, S. aureus ve P. aeruginosa  bakterilerinin olusturdugu biyofilm
formunda inhibisyona sahip oldugunu bildirmislerdir (Boncooglu ve ark., 2024). Bu tez
calismas1 kapsaminda elde edilen verilere gore, C. kilaea bitkisinin metanol ve etil
asetat Oziitlerinin antibiyofilm etkinligine sahip oldugu bulunmustur. C. kilaea metanol
Oziitiintin 75 pg/ml ve 37.5 pg/ml konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyon yiizdeleri
sirast ile %59.96 + 0.15 ve %54.94 + 0.13 olarak bulunurken, etil asetat Oziitliniin ise
37.5 pg/ml konsantrasyonunda %67.85 + 0.08, 18.75 pg/ml %69.35 £ 0.07 ve 9.375
ng/ml konsantrasyonda ise %71.7 £ 0.11 biyofilm inhibisyonuna sahip oldugu
bulunmustur. C. hermannii metanol 6ziitinde 800 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarda
sirastyla %59.14 £ 0.1 ve %38.74 + 0.16 inhibisyon gozlemlenirken, etil asetat
oziittinde ise 300 pg/ml konsantrasyonda %66.22 + 0.08, 150 pg/ml konsantrasyonda
%5440 = 0.14 ve 75 pg/ml konsantrasyonda ise %43.58 =+ 0.1 inhibisyon
gbzlemlenmistir. Elde edilen verilere gore antibakteriyel etkinlige benzer olarak C.
hermannii etil asetat Oziitli, metanol Oziitiine gore daha diisiik konsantrasyonlarda
yuksek antibiyofilm 6zellik gostermektedir. Sonug¢ olarak literatiirden farkli olarak tez
kapsaminda kullanilan ve ciddi sorunlara yol agan gida patojeni B. cereus bakterisi
tizerinde her iki bitki tiiri i¢inde yiiksek oranda antibakteriyel ve antibiyofilm
etkinligine sahip oldugu in vitro c¢alismalar ile tespit edilmistir. Tiirkiye’ye endemik
olan bu bitkilerin antibakteriyel ve antibiyofilm etkinliklerin diigiik konsantrasyonlarda
bile etkili olmas1 ileride yapilacak olan c¢alismalar icin bu bitki metabolitlerinin
belirlenmesi i¢in Oncii olabilecegi diisiiniilmekte ve potansiyel bir dogal bir kaynak
olabilecegi 6n goriilmektedir.

Nazaruk ve arkadaglar1 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, Cirsium cinsinde
ait bes farkli bitkinin su oOziitlerinin antimikrobiyal ve antioksidan kapasitelerini
incelemislerdir. Elde ettikleri sonuclara gére Cirsium tiirlerinin, uygulanan 50 mg/ml*
yiiksek konsantrasyonunda Bacillus subtilis, S. aureus ve P. aeruginosa bakterileri
izerinde antibakteriyel ve bakterisidal etkinlik gosterdigini gozlemlemislerdir (Nazaruk
ve ark., 2008). Shin ve arkadaslar1 yaptiklar1 ise, Cirsium setidens metanol 6ziitiiniin B.
cereus iizerinde antibakteriyel ve bakterisidal etkinligi oldugunu bildirmislerdir (Shin ve

ark., 2022). Bu c¢alismada kullanilan L. byzantina bitkisinin metanol o6ziitliniin
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uygulanan 75 pg/ml-37,5 pg/ml konsanstrasyonlarinin %18 oraninda diisiik
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu, etil asetat Oziitiiniin ise kontrol grubuna gore
istatistiksel a¢idan anlamli bir inhibisyonunun olmadig1 saptanmistir. Daha 6nce
ylriitiilen ¢alismalara bakildiginda ortaya c¢ikan bu farkliligin nedeninin, uygulanan
konsantrasyonlar ve bakteriyel suslardaki fakliliklardan  kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

2021 yilinda yapilan bir ¢alismada, Campanula lyrata subsp. lyrata’nin metanol
Oziitiinlin total fenol ve flavonoid miktarlari, su oziitiine gore daha yiiksek oranda
oldugunu bildirmistir (Ayaz, 2021). Benli ve arkadaslar1 ise, Campanula lyrata subsp.
lyrata metanol 6ziitiiniin, B. subtilis izerindeki minimum inhibit6ér konsantrasyonun 29
mg/ml oldugunu bildirmislerdir (Benli ve ark., 2008). Yapilan calismalar sonucu
metanol ve etil asetat Oziitleri denenen Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisinin,
metanol Oziitiiniin negatif kontrol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir
inhibisyonunun olmadigi goézlemlenmistir. Etil asetat Oziitlinlin ise yalnizca uygulanan
640 pg/ml konsantrasyonunda % 27.96 + 0.05 oraninda diisiik seviyede inhibisyon
gbzlemlenmistir. Literatiir calismalarindan farkli olarak bu tez calismasinda kullanilan
bitki 6rneginin toplandig: ¢evresel faktorler, kullanilan farkli polaritedeki ¢oziiciiler ve
uygulanan 0ziit konsantrasyonlarmin daha diisiik olmasi nedeniyle antibakteriyel
etkinlige sahip olmadigi diistiniilmektedir.

Yapilan literatiir taramasit sonucunda Campanula ve Cirsium cinslerine ait
yiritiilen biyofilm ¢alismasina rastlanilamamistir. Ancak Cirsium cinsine ait tiirlerin,
fenolik asitler ve flavonoid gibi kimyasal icerikleri igerdigi bildirilmistir (Jordon-
Thaden ve Louda, 2003). Fenolik asitlerin Cirsium tiirlerinde yaygin olarak bulundugu
ve bu fenolik asitlerin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Luo ve
ark., 2021). Cirsium cinsinde yapilan ¢alismalar sonucunda, icerisindeki antibakteriyel
Ozellige de sahip olan klorojenik asit miktar1 dikkat ¢ekmis ek olarak Cirsium
vulgare'nin metanol ekstraktlarinda gallik asit, gentisik asit, vanilik asit ve kafeik asit
varligii tespit etmislerdir (Popescu ve ark., 2016). Tez kapsaminda yapilan deneyler
sonucunda, L. byzantina bitkisine ait metanol 6ziitiiniin 600 pg/ml, 300 ug/ml ve 150
png/ml konsantrasyonlarina ait biyofilm inhibisyon yiizdeleri siras1 ile %82.44 + 0.15,
%71.03 + 0.1 ve %39.62 + 0.15 olarak bulunmustur. Etil asetat 6ziitliniin ise 800 pg/ml
%56.68 + 0.17 ve 400 ng/ml konsantrasyonun %32.77 + 0.13 biyofilm inhibisyonuna
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sahip oldugu tespit edilmistir.

Taskin ve Bitis, 2016 yilinda yiirittiikleri calismada Campanula lyrata bitkisinin
total fenolik madde miktarini tespit etmistir ve ¢alismada kullanilan bitkilerden en iyi
sonu¢ veren tir oldugunu bildirmislerdir (Taskin ve Bitis, 2016). Korkmaz ve
arkadaglar1 Campanula cinsine ait ve endemik bir bitki olan Campanula latifolia subsp.
latifolia bitkisinin kimyasal icerigini HPLC kullanarak belirlemislerdir. Elde edilen
sonuglara gore C. latifolia subsp. latifolia bitkisinin ana kimyasal bilesenlerinin sinapik,
benzoik, siringik ve p -kumarik asitlerin oldugu raporlanmistir. C. latifolia subsp.
latifolia’nin yiiksek fenolik igeriginden dolay1 antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu
raporlanmistir (Korkmaz ve ark., 2020). Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisinin
metanol Oziitiinde yalniza en diisiikk konsantrasyon olan 60 pg/ml konsantrasyonunda
%19.57 £ 0.08 biyofilm inhibisyonu oldugu belirlenmistir. Etil asetat oziitiinde ise 160
ng/ml konsantrasyonda %43.78 £+ 0.13, 80 pg/ml konsantrasyonda ise %25.86 + 0.1
oraninda biyofilm inhibisyon oldugu belirlenmistir. Yapilan literatiir taramalari
sonucunda fenolik madde miktar1 ve antibiyofilm inhibisyon aktivitesi arasinda pozitif
korelasyon oldugu bildirilmistir (Sartini ve ark., 2019). Tez calismamizda kullanilan
Campanula ve Cirsium bitki tiirlerinin gostermis olduklari yiiksek antibiyofilm etkinligi
fenolik, flavonoid ve antioksidan igeriklerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayn1 zamanda bu iki tiir i¢in tez amacina uygun olarak gida patojeni olan B. cereus
bakterisinin olusturubilecegi biyofilm yapilarini inhibe etmek i¢in kullanilabilecegi ve
ileriki ¢aligmalar icin Oncii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Papp, 2004 yilinda yaptig1 arastirmada Euphorbia amygdaloides’in B. subtilis
tizerinde antibakteriyel aktivitesinin oldugunu disk difiizyon yontemini kullanarak
saptamistir. Yapilan bir bagka ¢alismada Euphorbia fusiformis metanol 6ziitiiniin B.
subtilis ve S. aureus gibi gram pozitif bakteriler lizerinde antibakteriyel etkinligi oldugu
belirlenmistir (Natarajan ve ark., 2005). Mohsenipour ve Hassanshahian 2016
yuriittiikleri  ¢alismada, Euphorbia hebecarpa etanol oziitinin 90 pg/ml
konsantrasyonunun B. cereus iizerindeki MIK degeri oldugunu gozlemlemislerdir
(Mohsenipour ve Hassanshahian, 2016). E. amygdaloides subsp. robbiae metanol
oziitiinde 1,6 mg/ml, 800 ve 400 ug/ml konsantrasyonlarda sirastyla % 96.25 + 0.01, %
66.23 £ 0.05 ve % 20.01 £ 0.01 inhibisyon gozlemlenirken, etil asetat 6ziitiinde kontrol

grubuna gore anlamli inhibisyon gozlemlenmemistir. Tez kapsaminda yapilan
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deneylerde, kullanilan ¢oziiciiniin farkli olmasi ve gida patojenitesi olan B. cereus
susunun  kullanilmasindan  dolay1 literatiirle farkli  sonuglar elde edildigi
diistintiilmektedir.

Perumal ve Mahmud 2013 yilinda yiiriittiikleri ¢alismada, Euphorbia hirta
metanol Oziitliniin, 500 pg/ml konsantrasyonunun B. cereus iizerinde antibiyofilm
etkinligi oldugunu bildirmislerdir (Perumal ve Mahmud, 2013). Arastirilan bir diger
calismada ise Euphorbia chamaesyce bitkisinin etanol oOziitiiniin, 25 mg/ml
konsantrasyonunun B.cereus biyofilmini inhibe ettigi saptanmistir (Rugaie ve ark.,
2023). Yapilan deneyler sonucunda Euphorbia amygdaloides subsp. robbiae metanol
Oziitiiniin 200 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyon yiizdeleri
siras1 ile %57.62 £ 0.17 ve %38.65 £ 0.12 olarak tespit edilmistir. Calismamizda
metanol Oziitliniin antibiyofilm aktivitesi literatiire benzerlik gdstererek inhibisyona
sahip oldugu goriilmekte ve literatiir tarafindan desteklenmektedir. Ayrici antibakteriyel
etkinlik gostermeyen etil asetat Oziitiiniin uygulanan konsantrasyonlarinda ise
antibiyofilm  etkinlik  gézlemlenmistir.  Etil asetat Oziitiinin 640 pg/ml
konsantrasyonunda %63.98 + 0.13, 320 pg/ml’de %49.44 + 0.11 ve 160 pg/ml’ de ise
%38.08 £ 0.11 biyofilm inhibisyonuna sahip oldugu goriilmiis ve sonuclar negatif
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Literatiirden farkli olarak etil asetat Oziitlerinin gida patojeni olan B. cereus bakterisi
tizerinde yiiksek oranda antibiyofilm aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis ve literatiire
katki saglamaktadir.

Calismamizda Tirkiye’ye endemik olan Centaurea kilaea, Centaurea
hermannii, Lophiolepis byzantina, Campanula lyrata subsp. lyrata ve Euphorbia
amygdaloides subsp. robbiae bitkilerinin gida patojeni B. cereus bakterisi lizerinde
antibakteriyel ve antibiyofilm etkinlerindeki farkliliklar  bitkilerin igerdigi
metabolitlerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. B. cereus bakterisinin 6zellikle
olusturdugu biyofilm yapisi nedeniyle ortaya c¢ikan sorunlar ile basa ¢ikabilmek adina

potansiyel bir kaynak olabilecegi diigiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR

B. cereus’un c¢esitli zamanlarda bir¢ok gida kaynakli salgina sebebiyet verdigi ve
gida zehirlenmelerinin en biiylik sebeplerinden biri oldugu bilinmektedir. Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin
(ECDC) raporuna gore, Avrupa Birligindeki gida kaynakli salginlarin en yaygin
dordiincii kaynagmin B. cereus oldugu tespit edilmistir. B. cereus ayni zamanda
biyofilm olusturma yetenegine sahip bir patojen olmasi nedeniyle, gida endiistrisinde
ekonomik kayiplara ve gida kaynakli sorunlar nedeniyle insan sagliginda ciddi sorunlara
yol agmaktadir. Bu nedenle bu tez kapsaminda, gida patojeni olan B. cereus’un ve
olusturdugu biyofilm formunun inhibisyonu hedeflenmistir. Bitkiler, igerdikleri
sekonder metabolitler, fenol, flavonoid ve antioksidan bilesiklerinden dolay1
antibakteriyel ve antibiyofilm ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ulkemizde genis
yayilim gosteren bitki tiirleri siklikla ¢alisilmis olup, biyolojik aktiviteleri bilinmektedir.
Bu nedenle ¢aligma kapsaminda Tiirkiye’ye endemik bes bitki tiiriiniin, gida patojeni
olan B. cereus iizerindeki antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri tespit edilmistir.
Calismada elde edilen sonuglara gore;

- Centaurea kilaea ve Centaurea hermannii bitkilerinin her iki 6ziitiiniin (metanol ve
etil asetat) de B. cereus iizerinde antibakteriyel etkinligi oldugu, Euphorbia
amygdaloides subsp. robbiae bitkisinin ise yalnizca metanol oziitiiniin B. cereus
tizerinde antibakteriyel etkinligi oldugu belirlenmistir. Diger bitkilerde
antibakteriyel etkinlik gézlemlenmemistir.

- Campanula lyrata subsp. lyrata bitkisinin metanol 6ziitii hari¢ diger biitiin bitki
Oziitlerinin, B. cereus biyofilm formunda %40’1n iizerinde inhibisyona sahip oldugu
belirlenmistir.

Yapilan arastirmalar sonucu bitkilerin saglik agisindan kullanilmasi giivenilir olarak
kabul edilmekte ve glinlimiizde de halen siklikla ila¢ etken maddesi veya halk arasinda
siklikla ¢esitli sekillerde kullanilmaktadir. Bitkiler sahip olduklar1 sekonder metabolitler
ve biyolojik aktiviteleri sayesinde g¢esitli hastaliklarin tedavisinde énemli bir alternatif
olarak one c¢ikmaktadir. Bu bilesiklerden birgogunun Ozellikle antibakteriyel ve
antibiyofilm aktivitelere sahip olmasi dolayisiyla in vitro ve klinik ¢alismalarda siklikla
kullanildig1 bilinmektedir. Bu ¢alismada kullanilan bitkiler, yalnizca Tiirkiye’de yetisen

endemik tiirlerdir. Bu c¢alisma, endemik bitkilerin aktivitelerine ve igerdikleri

bilesenlerin tespitine yonelik ¢alismalarin arttirilmasi ve biyoaktivitelerinin belirlenmesi
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icin yiiriitilen bir 6n calisma niteligi tasimaktadir. Ilerleyen calismalarda bu bitki
Oziitlerinin antioksidan ozellikleri, total fenol ve flavonoid madde miktarinin tespiti ve

icerdikleri kimyasal bilesiklerin ortaya konmasi hedeflenmektedir.
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EKLER
EK 1. Bitki Oziitlerinin Minimum Inhibitér Konsantrasyonlarinn Grafikleri

Centaurea kilaea Metanol Oziitii'niin Minimum inhibitér
Konsantrasyonu'nun Belirlenmesi

0D 450nm

]
[ |

Kontrol Kanamisin 30 pg/ml 500 pg/ml 400 pg/ml 350 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Sekil Ek 1.1. Centaurea kilaea metanol Oziitiiniin minimum inhibitor

konsantrasyonunun belirlenmesi grafigi.

Centaurea kilaea Etil Asetat Ozitii'niin Minimum inhibitor
Konsantrasyonu'nun Belirlenmesi

0D 450nm

0,20
] i [ ]

Kontrol Kanamisin 30 ug/ml 500 pg/ml 400 pg/ml 200 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Sekil Ek 1.2. Centaurea kilaea etil asetat oOziitlinin minimum inhibitor

konsantrasyonunun belirlenmesi grafigi.
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Centaurea hermannii Metanol Oziitli'nin Minimum
Inhibitor Konsantrasyonu'nun Belirlenmesi

1,80
1,60
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1,00
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[~ ]

0,00

0D 450nm

Kontrol Kanamisin  1.5mg/ml 13 mg/ml 1.1 mg/ml 900 pg/ml
30 pg/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Sekil Ek 1.3. Centaurea hermannii metanol oOziitiniin minimum inhibitor

konsantrasyonunun belirlenmesi grafigi.

Centaurea hermannii Etil Asetat Oziiti'niin Minimum
Inhibitér Konsantrasyonu'nun Belirlenmesi
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0,40
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0,00

0D 450nm

Kontrol Kanamisin 1.1 mg/ml 1 mg/ml 900 pg/ml 800 pg/ml 700 pg/ml
30pug/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Sekil Ek 1.4. Centaurea hermannii etil asetat Oziitliniin minimum inhibitor

konsantrasyonunun belirlenmesi grafigi.
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Euphorbia amygdaloides subsp. robbiage Metanol
Ozitli'niin Minimum inhibitér Konsantrasyonu'nun
Belirlenmesi

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40

0D 450nm

0,20 -
—_ == —— =

0,00
Kontrol  Kanamisin 30 1.5mg/ml 13 mg/ml 1.1mg/ml 900 pg/ml
ug/ml
Uygulanan Konsantrasyon

Sekil Ek 1.5. Euphorbia amygdaloides subsp. robbiae metanol 6ziitiiniin minimum

inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi grafigi.
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