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Bu tez ¢alismasinda, tilkemiz florasinda yaygin yayilis gosteren Prunella vulgaris L.
bitkisinin metanol, etil asetat, su ve hekzan ¢Ozuculeriyle hazirlanan ekstraktlarinin
gram negatif bakterilerin iletisim molekiilii olan AHL Uzerindeki etkisi arastirilmistir.
Ekstraktlarin anti-quorum sensing aktivitelerinin saptanmasi igin Disk Diflizyon ve
Agar Difiizyon Testleri kullanilmis ve viyolasin pigmenti miktar1 6l¢iilmiistiir. Ayrica
ekstraktlarin  mikrobiyal biyofilm iizerine etkinlikleri saptanip 595 nm’de
spektrofotometrede okuma yapilip, sonuglar kontrole Kkarsi degerlendirilmistir.
Ekstraktlarin anti-mikrobiyal aktiviteleri Disk Difiizyon Teknigi kullanilarak, Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK) ise Broth Diliisyon Teknigi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. In vitro deneme olarak ydritilen anti-fungal aktivite testlerinde
Potato Dekstrose Agar besiyeri kullanilmistir. Ekstraktlarin % 2’lik dozlarda
Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solani ve Fusarium
oxysporum patojenlerine ait 5 mm miselyum disklerin ekimi yapilarak anti-fungal
aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Ekstraktlarin igerdigi kimyasal bilesenlerin analizleri ise
GC-MS ve FT-IR vyontemleriyle gergeklestirilmistir. Calismalarimiz sonucunda,
Prunella vulgaris L. ekstraklarindan sadece metanol ekstraktinin AHL {izerinde negatif
bir etkiye sahip olup, anti-quorum sensing aktivite 6zelligi gosterdigi saptanmuistir.
Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarindan su ile elde edilen ekstraktin, diger
ekstraktlara gore biyofilm {izerinde daha fazla etkiye sahip oldugu saptanmistir. Ayrica
ekstraktlarin funguslarin miselyum gelisimi Uzerindeki engelleyici etkisinin, kullanilan
¢ozlcundn ve fungusun tiirtine gore farklilastigi gézlenmistir. Anti-mikrobiyal testlerde
ekstraktlarin direng gdsterdigi mikroorganizmalar belirlenmistir. MIK ¢alismamizda ise,
su ile elde edilen ekstraktin kullanilan bakteri suslarindan higbirini inhibe etmedigi
gozlenmistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ANTI-MICROBIAL, ANTI-QUORUM SENSING ACTIVITIES OF Prunella
vulgaris L. PLANT EXTRACTS AND DETERMINING THEIR EFFECTS ON
MICROBIAL BIOFILM
BURAK SAGLAM

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. YAKUP BUDAK

In this thesis study, the aim is to investigate the effects of the extracts of Prunella vulgaris L.
plant, which is widespread in the flora of our country, prepared with methanol, ethyl acetate,
water and hexane solvents, on AHL, which is the communication molecule of gram negative
bacteria. In order to determine the anti-quorum sensing activities of the extracts, the Disk
Diffusion and Agar Diffusion Tests were used; and the violacyn pigment amount was measured.
In addition, the activities of the extracts on microbial biofilm was determined, and read at 595
nm in spectrophotometer. The results were then evaluated with the controls. The anti-microbial
activities of the extracts were determined by using the Disk Diffusion Technique; and the
Minimum Inhibition Concentrations (MIC) were determined by using Broth Dilution
Technique. In the anti-fungal activity tests, which were run as In vitro trials, the Potato
Dextrose Agar broth medium was used. 2% of the extracts were planted in 5mm mycelium
disks of Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solani and Fusarium
oxysporum pathogens, and the anti-fungal activity was investigated. The analyses of the
chemical components of the extracts were performed with GC-MS and FT-IR methods. As a
result of our study, it was determined that only the methanol extract among the other Prunella
vulgaris L. extracts had a negative effect on AHL, and showed Anti-Quorum Sensing Activity.
It was also determined that the extract that was obtained with water from Prunella vulgaris L.
had more effects on the biofilm when compared with the other extracts. In addition, it was
observed that the inhibitory effects of the extracts on the development of the mycelium of the
fungi varied according to the types of the fungus and the solvent. In anti-microbial tests, the
microorganisms to which the extracts showed resistance were determined. In MIC work, it was
observed that the extract that was obtained with water did not inhibit any of the bacteria strains
used.
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1. GIRIS

Insanlarin bitkilere olan ilgisi ilk c¢aglardan itibaren siiregelmistir. Beslenme amagh
olarak baglayan bu siireg, bitkilerin tibbi ve zehirli 6zelliklerinin kesfine yol agmistir.
Onceleri tahmin ve iggiidiisel olarak gelisen ve deneme-yanilma yoluyla gergeklesen bu
kesifler, bitkilerin sifali ilag olarak kullanilabilecegi diisiincesiyle birlikte boyut
degistirmistir.

Asur ve Hitit kaynaklarindan edinilen bilgiler, Turkiye’de bitkilerin sifa amaciyla eski
caglardan beri kullanildigin1 goéstermektedir. Tlrkiye’de  ‘Aktar’ olarak taninan
‘Herbalist’ler bitkiler ve bitki Ozleri iizerinde aragtirmalar yaparak tedaviler
gerceklestirmektedir. Selguklu ve Osmanli Devletlerine ait olan yazili eserlerimiz
atalarimizin bitkilerin tedavi amaclh kullanimina biiyiik 6nem verdigini gostermektedir.
Bitkilerle tedavi konusunda iin kazanmis ‘El Kanun F1’t Tibb’ adli eserin sahibi olan
Ibn-i Sina, dliimsiizliik iksirini buldugu rivayet edilen Lokman Hekim, Yunan tibbinin
babas1 Hipokrat ve iinlii islam hekimi Al Gafini de bitkilerin tibbi Gzelliklerini
kullanarak hastaliklarla miicadele etmislerdir.

Kimyasal ve tibbi acidan biiyiik 6nem arz eden bitkiler, giiniimiizde tibbin
tamamlayicist olarak ya da alternatif tipta oldukg¢a genis kullanim alani bulmaktadir.
Insanoglu sentetik ilaglarm yan etkilerinin anlasilmasi iizerine son yillarda bitkisel
kaynakli ilaglarin 6nemini anlamis ve bitkilerle tedaviye yonelmistir. Gelismis
ulkelerdeki recetelerin % 25’1 bitkisel kokenli etken madde kaynakli ilaglardan
olugmaktadir (Farnsworth ve ark.,, 1985). Glinlimiizde ‘Fitoterapi’ adi verilen
uygulamalarla bitki 6zleriyle tedavi yollar1 aranmaktadir.

Gelisen teknoloji ve bilimsel ¢alismalar sonucunda Kimya, Biyoloji ve Tip gibi
disiplinler aras1 isbirliginin katkisiyla glinimuzde birgok bitki yapis1 aydinlatilmistir.
Dinyada 750 000-1 000 000 arasinda bitki tiiriiniin yer aldigi tahmin edilmektedir. Bu
bitkilerin hemen hemen yarisi insanoglu tarafindan isimlendirilmistir. Bu say1 henuz
yeterli seviyede olmamasina ragmen, bu sayiya her yil yaklasitk 2000 yeni bitki
eklenmektedir (Baytop, 1999).

Ilag sektoriinde kullanilan bitkiler, yaklasik 60 milyar dolarlik bir piyasaya sahiptir
(Kumar, 2009). Potansiyeli agisindan hentiz yeterli seviyede olmasa da tlkemiz bitkisel
drog ihra¢ edip ekonomimize 6nemli bir katki saglamaktadir. Bulundugu cografya ve ii¢

tarafi denizlerle ¢evrili olmasi nedeniyle Ulkemiz zengin bitki ¢esitliligine sahiptir.
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Ayrica endemik bitkilerin fazla olmasi nedeniyle arastirmacilar agisindan cazibe
merkezi konumundadir. Diinya Saghk Orgiiti’ne gore, hastaliklarin tedavisinde
kullanilan 20 000 bitkinin yaklasik 1000 tanesi {iilkemizde tedavi amaclh
kullanilmaktadir. Diinyada yer alan endemik bitkilerin {i¢te birinden fazlasi iilkemizde,
Ozellikle de Akdeniz bolgesinde yer almaktadir. Bu say1 Avrupa kitasindaki iilkelerde
yer alan endemik bitki sayisinin toplamindan bile fazladir.

Tiirkiye 174 familyada, yaklasik 1250 cins ve 12 000’1 agkin tiir ve tiir alt1 takson ile
diinyada hatir1 sayilir bir floraya sahip olup adeta gen merkezi konumundadir (Davis,
1985, 1988; Giiner ve ark., 2000). 234 tanesi yabanci kaynakli olan bu taksonlarin geri
kalanlari ise yerel yayilistadir (EKim ve ark., 1989; Erik ve Tarikahya, 2004).

Bu ¢alisma; halk arasinda yara otu olarak bilinen; Lamiaceae familyasinin, Prunella
cinsine ait Lamiales smifinin, Magnoliophyta (Kapali tohumlar) bolimiiniin yari
endemik, 6zel kokulu, aromatik ve tibbi bir turli olan Prunella vulgaris L. (yara otu)
bitkisini kapsamaktadir. Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Bahgesinden temin edilen kurutulmus haldeki Prunella vulgaris L. (yara otu) bitkisi
ogitilip su, etil asetat, metanol ve hekzan cozlcileri kullanilarak ekstraktlar1 elde
edilecektir. Yapilacak olan c¢aligmalarda, Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin anti-
mikrobiyal etkilerinin arastirilmasi, bitkinin igerdigi kimyasal bilesenlerin analizinin
GC-MS yontemiyle gergeklestirilmesi; ayrica ekstraktlarin mikrobiyal biyofilm Gzerine
etkilerinin ve gram negatif bakterilerin iletisim molekiilii olan agil-homoserin lakton

(AHL) Uzerine etkilerinin saptanmasi1 amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi diinyada ilk kez De Jussicu tarafindan Labiatae
olarak isimlendirilmistir (Hedge, 1992). 1836°da Lindley’in isimbabaligin1 yaptigi bu
familyanin yaklasik 80 milyon yil dncesine dayandigi tahmin edilmektedir (Gliner ve
ark,. 2000). Milattan 6nce 1552’de Dioscoridis, Materia Medica adli eserinde 40 adet
Lamiaceae familyasina ait bitkiye yer vermistir (Baytop, 2000). Diinyada Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyasina ait 250 cins ve 7000 tiir bitki bulunmaktadir (Kahraman ve
ark., 2009). Turkiye’de en fazla Akdeniz bolgesinde yayilis goésteren Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyasi, 45 cinste 574 bitki tlruyle ve % 44.5 endemizm oraniyla
tilkemiz florasinda yer almaktadir (Davis ve ark., 1982; Davis ve ark., 1988; Giiner ve
ark., 2000). Cigeklenme zamani Haziran-Agustos aylar1 arasinda olan Lamiaceae
familyas1 (lkemizde Toroslar ve Amanoslarda yogun olarak bulunur. icerdikleri ucucu
yaglar, 6zel kokulu aromatik bilesikler ve sekonder metabolitlerce zengin olan
Lamiaceae familyasi; tipta, farmakolojide, gida ve kozmetik sektdrlerinde biylik 6nem
tasimaktadir (Baser, 1993). Turkiye’de ortalama 1200 ile 2500 rakimlar arasinda yetisen
Lamiaceae familyasinin ¢ogu Uyesi (nane, karabas otu, mercankosk, adagayi, kekik,
yayla ¢ay1, ogul otu, feslegen, lavanta gibi) ilag, koku, gida, icecek gibi pek ¢ok alanda
yaygin sekilde degerlendirilmektedir (Karadogan, 2003). Lamiaceae tlrleri cicek
morfolojisi bakimindan, arilarin nektar emmesine uygun bir yapida olup, iyi birer polen
ve nektar kaynagidir. Bu nedenlerden dolay: aricilik ve bal iiretimi agisindan oldukga
faydalidir (Erbil, 2012). Bu familyanin tiirleri geleneksel tip ve tarim, aromaterapi ve
alternatif tipta da kullanilmaktadir (Polat ve ark., 2013). Familya Uyelerinde bol
miktarda bulunan 0zel kokulu aromatik bilesiklerin veya ugucu yaglarin, kisinin
psikolojisini ve sagligini etkiledigi bilinmektedir (Lee ve ark., 2011).

Familyaya ait torlerde; terpenoid, iridiod, fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi
bilesikler bulunmaktadir (Naghibi ve ark., 2005). Familya ile ilgili 1978-1991 yillarinda
2889 calisma tespit edilmistir (Richardson, 1992). Familya tiiyelerinde 147 farkli
flavonoid aglikon tespit edilmistir. Flavonoidler flavon (% 60), flavonol (% 16) ve
flavonon (% 20) ayrica dehidroflavonol (% 2) ve kalkon (% 2) icermektedir. Lamiaceae
familyasina ait yenebilen tirlerin anti-oksidan ¢alismalar1 siklikla yapilmaktadir (Heim

ve ark., 2002). Familya zengin fenolik bilesiklere sahiptir (Sumaryono ve ark., 1991;
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Morimoto ve ark., 1994; Bertelsen ve ark., 1995; Tada ve ark., 1996; Kovatcheva ve
ark., 1996). Lamiaceae familyas: tyeleri genellikle (ortii ve salg tiiyleri) tiyli olmakla
beraber familyanin salgi tlyleri generatif organlarinda yer almaktadir.

2.2. Prunella vulgaris L.

2.2.1. Prunella vulgaris L. (Yara Otu) hakkinda genel bilgiler

Avrupa ve Asya’da ¢ok uzun zamanlardir kullanildigi bilinen Prunella vulgaris L.
Avrupa kitasinda kendi kendine iyilestirici (self-heal) olarak bilinirken, Asya kitasinda
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Fang ve ark., 2005).

Yara otu, ballibabagiller familyasindan Prunella cinsine ait Lamiales sinifindan,
Magnoliophyta (kapali tohumlar) béliimiinden yari1 endemik, aromatik ve tibbi bir bitki
tirddir. Cimlenme zamani Mayis-Eyliil aylar1 arasinda olan Prunella vulgaris L.’nin
govdesi dik ve boyu 6-40 santimetre arasindadir (Sekil 2.1). Sekil 2.2’de goriildiigii
Uzere yamaclarda, cayirlarda, akarsu kenarlarinda, yol kenarlarinda, rakimi 0-2900
metre arasindaki yerlerde ve ozellikle 1liman iklim bolgelerinde, asidik bazik ve notral

topraklarda rahatlikla yetigebilir.

Sekil 2.1. Prunella vulgaris L. genel gorinumi (Anonim, 2017)

Yaprak ve govdeleri protein, yag, karbonhidrat, karoten, vitamin B ve nikotinik asit
iceren Prunella vulgaris L. Akdeniz, Avrupa, Rusya, Kuzey Afrika, Amerika, Dogu
Asya ve Avustralya’da farkli yerel isimlerle yayilis gosterir (Cizelge 2.1) (Ahmed ve
Ezer, 2008). Kuzey Bati1 Afrika, Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da 9 turt bulunur
(Edmonson, 1982; Lamaison ve Petitjean-Freytet, 1990).

4
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Sekil 2.2. Prunella vulgaris L.’ nin Tirkiye’de yayilisi

Cizelge 2.1. Prunella vulgaris L.’nin diinyadaki yaygin isimleri (Anonim, 2016)

ULKE YAYGIN iSiM
Acre Busuioc De Camp
Almanya Kleine braunelle
Avustralya Brunella
Azerbaycan Bogaz otu
Cin Xia Ku Cao
Cek Cumhuriyeti Cernohlavek Obecny
Fransa Brunelle Commune
Ispanya Consuelda Menor
Isvec Brunort
Izlanda Blakolla
Italya Prunella commune
Hollanda Gewone Brunel
Norveg Blakoll
Polonya Glowienka pospolita
Rusya Cemogolovka Obyknovennaja
Turkiye Yara otu




2.2.2. Prunella vulgaris L.’nin kullanim alanlari

Prunella vulgaris L. (yara otu) anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-oksidan etkilerinden ve
igerdigi sekonder metabolitlerin yan1 sira C ve K vitaminlerinden dolayz; ilag, gida ve
kozmetik sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Avrupa’dan Cin’e kadar diinyanin
cogu bolgesinde cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan yara otu, bogaz agrilarina
karsi iyi geldigi ve yaralarin iyilesmesini hizlandirdigi ig¢in 17’nci yiizyilda da siklikla
kullanilmistir (Matthiolus, 1626). Yapilan farmakolojik ¢alismalar sonucunda P.
vulgaris L.’nin anti-timor 6zelligi de ortaya konmustur (Lee ve Lin, 1988). Ayrica yara
otu dis plaklarmin onarilmasinda, dis eti iltihaplarinda ve gargara olarak da etkilidir
(Addmkova ve ark., 2004). Prunella vulgaris L. cildi, kemik ve bag dokusunu
destekledigi bilinen maddeleri icermekle beraber halk tarafindan yillardan beri safra
kesesi ve karacigerin islevini gelistirmek ve bagisiklik sistemini desteklemek igin
kullanilmaktadir (Markova ve ark., 1997). Prunella vulgaris L.’den hazirlanan ilaglar, i¢
ve dis yaralarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2006). UV 1gmlarinin zararh
etkisine kars1 insan cildini koruyan Prunella vulgaris L. nin dermatolojide de kullanimi
dikkat cekmektedir (Psotova ve ark., 2006). Yara otu Ozellikle yaralanmalar sirasinda
kanin pihtilagmasini kolaylagtirmak icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yara otu;
spazm ¢oziicii, ac1 tonik, idrar soktiiriicii, solucan dokuici ve yikama suyu olarak da dis
yaralarda etkilidir. Kanama ve ishallerde biiziicii olarak da kullanilan yara otu, sara
ndbetlerinin tedavisinde ve balgam soOktlriicii olarak da kullanilmaktadir (Baytop,
1999). Potasyum tuzu bakimindan zengin oldugundan dolay1 yara otu ditiretik olarak da
kullanilmaktadir (Lee ve Lin, 1988).

2.3. Sekonder Metabolitler

Gunumuzde farmakoloji (6nct madde), gida (tatlandirici, renk verici), tekstil (boya),
kozmetik (krem, tonik, maske), veterinerlik, tip (anti-mikrobiyal ve anti-timoéral) ve
tarimda kullanilan kimyasallar dogal bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerden elde
edilmektedir (Sokmen ve Girel, 2001). Ekonomideki 6nemi gitgide artan ve bitkiye
0zgu olan sekonder metabolitler, bitkinin cevreye kars1 uyumunda; savunma, hiicreler
aras1 haberlesme, korunma, hayatta kalma ve lreme gibi ¢esitli avantajlar saglayan
kimyasal maddelerdir (Bourgaud ve ark., 2001; S6kmen ve Gurel, 2001; Zarate ve ark.,
2003).



Bitkilerden izole edilen yaklasik 100 000 sekonder metabolit vardir ve her yil yaklagik
4000 yeni bilesik izole edilmektedir (Verpoorte ve ark., 1999). Bitkilerde bulunan
sekonder metabolitler; fenolik bilesikler, terpenler ve alkaloidlerdir. Yara otu bitkisinde
birgok sekonder metabolit yer almaktadir. Yapilan calismalar yara otu bitkisinde;
triterpenik  saponinlerin  ve flavonoidlerin, antosiyaninlerin, organik asitlerin,
kumarinlerin, tanenlerin, yag asitlerinin, ugucu yaglarin, steoidlerin, vitaminlerin,
aminoasitlerin, diterpenlerin, seskiterpenlerin ve eser elementlerin bulundugunu
gostermistir. Flavonoid olarak yara otu bitkisinde, kamferol ve kuersetin (Saxena ve
Archana, 1984; Lamaison ve ark., 1991), astragalin (Zhan ve Yang, 1995), izokuersetin,
hiperosit, rutin (Dmitruk ve ark., 1986; Lamaison ve Petitjean-Freytet, 1990), luteolin
(Dmitruk ve ark., 1987) tespit edilmistir.

Fenolik bilesik olarak ise; p-kumarik asit (Wang ve ark., 2000), cis ve trans kafeik asit
(Sendra, 1963; Lamaison ve ark., 1991) ve rosmarinik asit (Lamaison ve ark., 1991;
Wang ve ark., 2000) saptanmustir. Yara otu bitkisinde ursolik asit (Popa ve Pasechnik,
1974) ve oleanolik asit (Sendra, 1963) eser miktarda klorojenik asit (Lamaison ve
Petitjean, 1990) ve kumarin (Dmitruk ve ark., 1986) tespit edilmistir.

Yara otunun metanolli ekstraksiyonuyla triterpenik saponinin yapist aydinlatilmistir
(Kojima ve ark., 1988).

Steroit olarak yara otu bitkisinde miristik asit, oleik asit, stearik asit, linolenik asit,
palmitik asit ve laurik asit bulunmustur (Jain ve Saxena, 1984). Yara otu bitkisinde,
karoten, fitol ve flavonoid (Dmitruk ve ark., 1986) ayrica % 8.0-% 8.45 oraninda tanen
(Dorosh ve Domaratskaya, 1956) tespit edilmistir.

Yara otunun metanol ekstreleri ile aseton ve eterden olusan fraksiyonunda
antosiyaninler bulunurken (Saxena ve Archana, 1984); etanol ekstraktlarinda galaktoz,
sakkaroz ve friiktoz gibi sekerlere rastlanip; su ekstraktlarinda ise rafinoz saptanmistir
(Natherova ve Rezacova, 1972). Yara otu bitkisinin ciceklerinde ise siyanidin ve
delfinidin tespit edilmistir (Sendra, 1963).

Yara otunda C ve K vitaminleri bulunmustur (Dorosh ve Domaratskaya, 1956;
Schnieder, 1984). Yara otunda bulunan hekzadekanoik asit oran1 ise % 17.16 olarak
tespit edilmistir (Wang ve ark., 1994).



2.4. Biyofilm ve Quorum Sensing

Guniimiizde bakterilerin yasamsal faaliyetlerinin ¢ogalmak ve {iremekten ibaret
olmadig1 aym veya farkli bakterilerin hiicrelerinin birbirleri arasinda iletisim sagladigi
ortaya konulmustur. Bu iletigimi saglayan sistem ise quorum sensing ‘cevreyi algilama’
olarak adlandirilmaktadir. Ilk olarak gram negatif bakterilerde saptanmis olan cevre
algilama sistemi; Gram pozitif bakteriler ve bazi mantarlarda da kullanilmakta olan
mikrobiyal iletisim sistemidir (De Kievit and Iglewski, 2000; Chen ve ark., 2004;
Hogan, 2006). Quorum sensing, maksimum populasyona ulasan bakterilerin, Urettikleri
sinyal molekillerini farketmelerini saglayan bir sistemdir (Bosgelmez-Tinaz, 2003).
Bakteriler, bir otokontrol sistemi olan quorum sensing sayesinde cevrelerindeki
mikrobiyal yogunluk ve hiicre sayilarindan haberdar olabilmekte ve antibiyotik
biyosentezi ya da yeni protein Uretiminin yani sira bir¢ok virulans 6zelligini (biyofilm,
anti-mikrobiyal direng, patogenez vb.) gergeklestirebilmektedir.

Bu iletisim sisteminin engellenmesiyle enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir basar
elde edilip, bakterilerin sayis1 azaltilabilecektir. Diinya Saglik Orgiti (WHO), hemen
hemen tlm bakteri tirlerinde gézlenen antibiyotik direncinin en yiiksek oldugu iilkeler
siralamasinda  Tirkiye’ye ilk siralarda yer vermistir (Bozkurt ve ark., 2014).
Antibiyotiklere karsi artan bu direng, haliyle kullanmakta oldugumuz ilaglarin
yeterliligini de 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Baska bir deyisle degisen kosullara gore
kendini adapte edip ilaglara karsi biyofilm gibi yeni korunma onlemleri olusturan
bakteriler direng kazanmaktadir.

Ik kez dislerdeki plaklarda gozlenen biyofilm ise, cansiz bir yiizeye tutunan bakterilerin
mukoz yapida bir araya gelip olusturduklar1 dis kosullara karsi dayanikli mikroplar
sehridir (Watnick ve Kolter, 2000). Biyofilm bakteriyi bagisiklik sistemine kars1 korur
ve korunan bu bakteri antibiyotige ve anti-mikrobiyal ajanlara karsi direng gosterir.
Bakterilerin ¢ogu canli veya cansiz ylizeylerde biyofilm olusturabilmektedir.
Olusturduklar1 bu biyofilm, patojenlerin anti-mikrobiyal ajanlardan ve konagin immin
yanitindan kagmasini saglamaktadir (Towner, 2009).

Bakterilerin biyofilm olusturmalar1 surecinde Oncelikle canli ya da cansiz yiizeye
flagella hareketi yardimiyla ulasabilmesi ve adhezyon proteinleriyle birlikte
olusturduklar1 ortamda birikerek cansiz yiizeylere mikroorganizmalarin tutunmasi

gerekmektedir. Bu slrecin pesinden biyofilm olusumu siireklilik kazanir ve olgunlasma
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devam eder. Biyofilm olusumunda bakteri yogunlugunun algilanmasiyla baslayan siireg,
ortamdaki molekillerin ve katyonlarin birikmesiyle ivme kazanir ve katman halinde
yogunlasir. Ekstraseliilar olarak ortama verilen tersiyer bir yapi igerisinde bakterileri
cevreleyen ekstraselllar bir matrix icinde karbonhidratlar, ntkleik asitler, proteinler gibi
biyolojik faaliyetler icin Onemli bilesenler yer alir. Bu matriks igine bakteriler

tarafindan bazi sinyaller yayilir (Sekil 2.3).

A R T S R R R R R R R R R

1 / Tutunma 2 ) Mikrokolonizasyon

Sekil 2.3. Biyofilm olusum sureci (Yousef, 2013)

2.5. Anti-quorum Sensing Aktivite

Viriilansta etkinligi tespit edilen sistemin engellenmesi bir¢ok hastaligin tedavisine yeni
bir bakis acist getirmektedir. Tipki bu engellenmenin olusumunda antibiyotiklerin etki
mekanizmalarinda oldugu gibi; ya sinyal molekilinin dretimi 6nlenecek, ya sinyal

moleklu yok olacak ya da diger bakterilerin sinyal molekiillerini bulmasi1 énlenecektir.



2.5.1. Quorum sensing uretiminin engellenme mekanizmasi

P. aeruginosa’ya ait izolatlarin incelenmesi igin yapilan ¢alismalar sonucunda
azitromisinin, bakteri iletisimi igin sorumlu gen bdélgelerini etkiledigi boylece sinyal
molekiillerini azalttig1 ve elastaz gen ekspresyonunu dnledigi; triklosan molekluntn ise
sinyal molekil sentezinden sorumlu olan enzimi engelledigi saptanmistir (Tateda ve
ark., 1996).

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada ise Hirakawa ve Tomita, N-a¢il homoserin lakton

iiretiminin engellenme mekanizmasini saptamiglardir (Sekil 2.4).

a) Luxl inhibitér inhibitér
Lux .. I
Fatty-acyl-ACP » AHLURETIMI
YOK
SAM
b) Sam biyosentezinin
Engellemesi
Luxl N I
Fattv-acvI-ACP O N AHL URETIMI
SN, T YOK
SAM
_SAM %{AZALM&)
OMNCULU

Sekil 2.4. N-acil homoserin lakton iiretiminin engellenme mekanizmasi (Hirakawa ve
Tomita, 2013)

2.5.2. N-Acil homoserin lakton sinyal molekilinin yok olmasi

N-acil homoserin lakton molekiillerinin par¢alanmasi enzimler ya da bazi engelleyiciler
tarafindan saglanir. Gram negatiflerin sinyal molekilleri AHL laktonaz ve AHL agilaz
tarafindan, Gram pozitiflerin sinyal molekilleri inhibitérler tarafindan pargalanip yok
edilebilirken; fenolik inhibitorlerden ise “closantel” ve “RWJ-49815” histidin kinazi
engelleyerek protein metabolizmasin1 bozdugu belirlenmistir (Zhang ve Dong, 2004).
Cizelge 2.2°de bakteriyel sinyali etkileyen molekiller ve bu molekillere ait

fonksiyonlar verilmistir.
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Cizelge 2.2. N-acil homoserin laktonun engellenmesi (Zhang ve Dong, 2004)

Bakteriyel sinyali etkileyen molekdller

Fonksiyonu

Enzimler

AHL-laktonaz

AHL-acilaz
Inhibitorler
Triclosan
cl OH
ﬁjofl
cl cl
Furanon

Delisea pulchra

Br

Br Y/,

AHL sinyal molekulintn degredasyonu

AHL sinyal molekulintn degredasyonu

P IO

2

Yag asitlerinin biyosentezinin engellenmesi

Hizhh LuxR degredasyonu
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Cizelge 2.2. (Devam) N-acil homoserin laktonun engellenmesi (Zhang ve Dong, 2004)

Bakteriyel sinyali etkileyen molekdller Fonksiyonu
Truncated AIP-2 Otoindukleyici peptidlerin antagonisti
o
s—¢

__CyS—Ser__ser_eu_ prLe

Furanon C-30 AHL molekullerinin antagonisti
H ar
BT/
O
H
O
3-0kso-C12-(2-aminosiklohekzanon) 3-0kso-C12-AHL antagonisti

e IO

Closantel Histidin kinaz inhibisyonu

Cl CN
|
N Cl
H
CHj,
|

2.5.3. N-Acil homoserin lakton sinyal molekiiliiniin aliniminin 6nlenmesi

Sinyal alic1 proteinlerin sentezini inhibe etmek veya Onlemek igin sinyal alici
proteinlerin AHL analoglar1 araciligiyla reseptére baglanmasini azaltmak farkli bir
mekanizma olarak da test edilmektedir. Kirmizi makro alg olan Delisea pulchra
tarafindan tretilen ve kendi keselerinde depolanan furanon bilesiklerinin, Agil-
Homoserin Lakton sinyal analogu oldugu ve LUxR proteinine yapica baglanip AHL nin
salimmasimi sagladigi bu sayede de V. fisheri’nin bakteriyel g¢evresini inhibe ettigi
goriilmiistiir (Zhang ve Dong, 2004) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. N-acil homoserin lakton sinyal molekiiliiniin bakteriler tarafindan aliniminin
onlenmesi (Hirakawa ve Tomita, 2013)

2.5.4. Bakteriyel iletisim sisteminin engelleyicileri

Quorum sensing engelleyici molekiillerin ya da bilesiklerin izolasyonu bitki ve
mantarlardan yapilabilmektedir. Kisaca ifade etmek gerekirse, bitki ve mantarlar
birbirleriyle iletisim kurabilen bakteriler ile yasam alanini paylagsmaktadir. Dolayisiyla
bitki ve mantarlarin; quorum sensing sistemini inhibe eden bilesikler iiretmek suretiyle,
bakteriler hastaliklarin olusumunu ve hastaliklarin bulasmasini 6nledigi bu sayede
kendileri agisindan bir korunma yontemi gelistirdikleri tespit edilmistir (Rasmussen ve
Givskov, 2006a, b). Cizelge 2.3’de bu tipteki inhibitorler verilmistir. Furanon
bilesenleri ile yapilan denemeler sonucunda furanon 12’nin, N-agil-homoserin laktonun
aktifligini uyardigi ve viyolasinin dretimini ciddi sekilde azalttig1 goriilmistiir
(Martinelli, Grossmann ve ark., 2004). C. violaceum 026 suslarmin furanon 12’nin
uzun zincirli AHL molekullerine benzer sekilde, optimal AHL bulundugunda bile
viyolasin  Qretimini  inhibe  ettigi  saptanmistir  (Martinelli  ve  ark,
2004). Delisea pulchra‘dan elde edilen halojenlenmis furanonlarin, etkili bir N-acil-

homoserin lakton antagonisti oldugu tarif edilmektedir.
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Cizelge 2.3. Bitkilerden ve mantarlardan elde edilen bazi g¢evre algilama sistemi
inhibitorleri
Alic1 Antagonist Bilesik Yapilan Kaynak
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Cizelge 2.3. (Devam) Bitkilerden ve mantarlardan elde edilen bazi g¢evre algilama
sistemi inhibitorleri

Alic1 Antagonist Bilesik Yapilarn Kaynak
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Ajoene Jakobsen ve ark., 2012
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L
/\/\/\)J\H o} Chung ve ark., 2011
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Ny NH,
N
NN
\ I _ .
s /E NZ Gutierrez ve ark., 2009
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But-DADMe-Immucilin-A
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2.6. Biyolojik Aktivite

Yapilan galismalarda yara otunun anti-enflamatuvar (Yesilada ve Sezik, 1990; Psotova
ve ark., 2003); anti-viral (Zheng, 1988; Yao ve ark., 1992; Ryu ve ark., 1992; Yamasaki
ve ark., 1998; Xu ve ark., 1999; Kageyama ve ark., 2000; Liu ve ark., 2002; Chiu ve
ark., 2004; Nolkemper ve ark., 2006), anti-kanser ve anti-timor (Lee ve Lin, 1988; Lee
ve ark., 1988; Zhang ve ark., 2006), anti-oksidan (Liu ve Ng, 2000; Skottova ve ark.,
2004; Psotova ve ark., 2005; Psotova ve ark., 2006) ve anti-hiperglisemik (Zheng ve
ark., 2007) aktivite 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir.

Yapilan arastirmalar sonucunda yara otunda bulunan rutin ve oleanolik asitin yara
otunun anti-enflamatuvar aktivite gostermesini sagladig: tespit edilmistir (Park ve ark.,
1995). Baska bir arastirmada ise, SKI 306X’in (Uzakdogu Asya'da lenfadenit ve artrit
gibi iltihapli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan Clematis mandshurica,
Trichosanthes kirilowii ve Prunella vulgaris L. karisimindan aritilmis bir 6ziit) uygun
dozlarda alindiginda eklem kikirdaklarini koruyucu etki gosterdigi anlagilmistir (Choi
ve ark., 2002).

Iltihaplar1 tedavi etmek amaciyla yapilan bir calismada ise yara otunun anti-
enflamatuvar aktivite gosterdigi saptanmistir (Yesilada ve Sezik, 1990). Prunella
vulgaris L.’nin su ve etanol fraksiyonlartyla (Zheng, 1988; Ryu ve ark., 1992; Chiu ve
ark., 2004; Nolkemper ve ark., 2006) ayrica su ekstreleriyle (Xu ve ark., 1999) yapilan
calismalarda Prunella vulgaris L.’nin anti-viral aktivite o6zelligi gosterdigi tespit
edilmistir.

Yara otu ekstrelerinden elde edilen poliholozitlerin anti-mikrobiyal ve anti-
enflamatuvar aktivite olusmasinda etkili olacagi sonucuna varilmistir (Fang ve ark.,
2005). Yara otundan clde edilen etanollii ekstraktlarin farelerde immiinosiipresif
(bagisiklik sistemini baskilayan) aktivite gosterdigi belirtilmistir (Sun ve ark., 2005).
Yara otunun sulu ekstraktlariyla yapilan calismalarda anti-mutajenik aktivitesi
aragtirtlmistir (Lee ve Lin, 1988). Yara otunun metanolllii ekstreleriyle anti-kanser ve
sitototik etkileri arastirllmistir (Lee ve ark., 1988).

Yara otunun su ve etanol ekstraktlariyla yapilan ¢alismalarda, yara otunun igerigi olan
rozmarinik asitin yara otunun anti-oksidan aktivite gostermesini sagladigi tespit

edilmistir (Lamaison ve ark., 1991).
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Yara otunun su-etanol Ozleriyle fareler {izerinde yapilan bir diger arastirmada ise yara
otunun anti-hiperglisemik aktivite gostermesinin yani sira, igerigindeki saponinlerin
farelerde hipotansif etki gosterdigi de saptanmistir (Wang ve ark., 1994). Fareler
tizerinde yapilan bir ¢alismada yara otunun anti-0strojenik aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Collins ve ark., 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda bitki 6rneklerinin kurutulup 6giitiilmesi, ekstraksiyon
islemleri, numunelerin hazirlanmasi ve saklanmasi1 Gaziosmanpasa Universitesi Kimya
Bolimii Kataliz ve Organik Sentez Arastirma Laboratuvari’nda yapildi. Bitki
ekstraktlarinin FT-IR analizleri Gaziosmanpasa Universitesi Kimya Boliimii Termik
Analiz Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Bitki ekstraktlarinin Anti-mikrobiyal test
calismalar1 Gaziosmanpasa Universitesi Biyoloji Bolimi Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda; Anti-fungal test calismalar1 Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat
Fakdiltesi Fitopatoloji Laboratuvari’nda, Anti-biyofilm ve Anti-quorum sensing
calismalar1 Aksaray Universitesi ASUBTAM Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda; GC-MS
analizleri ise Aksaray Universitesi ASUBTAM Kromatografik Analiz Laboratuvari’nda
gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan ara¢ ve malzemeler

Desikator, gesitli cam malzemeler, manyetik karistirici.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar
Etil asetat, metanol, etanol, hekzan, asetik asit, DMSO, butanol, KBr, SDS.

3.1.3. Kullanilan cihazlar
Jasco FT/IR 430 spektrofotometre

Agilent GC-7890A

Agilent MS-5975C

G11520SD Kuru hava sterilizatoru

Hettich Universal 320R Masalistl santrif(j

Nive FN120 Sterilizator ve statik etuv

Thermo Scientific Genesys 10S Uv-Vis spektrofotometre
Sheldon Shellab S16-2 ZZMFG Calkalamal1 etiiv

IKA Vortex Genius 3 Shaker
18



Thermo Scientific Orion-3 Star pH-metre
Daihan MSH-20A Isiticili manyetik karistirict
Precisa XB220A Hassas terazi

Denver Instrument XP-300 Kaba terazi

Altus AL370A No-frost Buzdolab1

Renas RBT-1250 Ogiitiicii

IKA Rotary RE 300 Evaporator

3.1.4. Bitkisel materyal

Kitahya ilinden ¢i¢ceklenme zamani olan Temmuz 2015 tarihinde toplanmis olan yara
otu bitkisi, Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bahgesi’nden
(boylam: 29 55 74, enlem: 39 27 59, ylkseklik: 993 m) temin edilmistir. Bu ¢alismada

yara otu bitkisinin toprak tistii kisimlari kullanilmistir.

Temin edilen Prunella vulgaris L.(yara otu) bitkisi, giinese maruz kalmayacak sekilde
gOlgede ve (izerinde baskis1 olmayan kartonlarda 4 hafta bekletilerek havadar ortamda
kurutuldu. Kurutulan Prunella vulgaris L. bitkisi Renas marka RBT-1250 ogiitiiciide

ogitiiliip kaba toz haline getirildikten sonra laboratuvar ortaminda saklandi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Ogiitiilmiis Prunella vulgaris L. gérinimii
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3.1.5. Kullamilan mikroorganizmalar

Anti-fungal testlerde kullanilan Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotium,
Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mikroorganizmalari
Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Fitopatoloji Laboratuvar1 stok

kalturlerinden temin edilmistir.

Anti-mikrobiyal testlerde kullanilan gram pozitif (Streptococcus pyogenes (ATCC®
19615), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923), Bacillus cereus (ATCC®10876),
Clostridium perfringens (ATCC 22525)) ve gram negatif (Salmonella typhimurium
(ATCC® 14028), Serratia marcescens (ATCC® 8100), Escherichia coli (ATCC®
25922), Proteus vulgaris (ATCC® 13315), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 13883)),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853)) bakteri suslar1 Gaziosmanpasa Universitesi
Biyoloji Bo6limi Molekiler Mikrobiyoloji Laboratuvari stok kiiltiiriinden temin

edilmistir.

Cizelge 3.1°’de Ozellikleri verilip Chromobacterium violaceum‘un 3 farkli tiirii
(C. violaceum CV026, C. violaceum ATCC 31532, C. violaceum ATCC 12472) olan ve
anti-quorum sensing test calismalar1 sirasinda kullanilan bakteri tiirleri (Sekil 3.2) Prof.

Dr. Robert Mclean’den (Biyoloji Bdélimii, Texas State Universitesi, ABD) temin

edilmistir.

Sekil 3.2. Anti-quorum sensing aktivite ¢alismalart kapsaminda kullanilan bakteri
tlrleri
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Cizelge 3.1. Anti-quorum sensing aktivite ¢alismalarinda kullanilan bakteri tiirleri

Kullanilan Bakteri Tur Ozelligi
Chromobacterium violaceum CVO26 Biyosensor
Chromobacterium violaceum 31532 Pozitif Kontrol
Chromobacterium violaceum 12472 Yabanil Tip

Prunella vulgaris L. bitkisinin anti-biyofilm aktivitesinin belirlenmesi isleminde
kullanilan Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio parahaemolyticus,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli
ATCC 25922, Shigella sonnei, Escherichia coli 0157:H7, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca ve Moraxella catarrhalis bakterileri i¢in Brain Heart Infusion Broth
(BHI) besiyeri kullanilmigtir Anti-biyofilm testlerinde kullanilan bakteriler Aksaray
Universitesi ASUBTAM Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndaki kiiltiir stoklarindan ve
Hacettepe Universitesi Biyoloji bolimii Biyoteknoloji Anabilim Dali Mikrobiyal

Taksonomi Laboratuvar: bakteriyel stoklarindan tedarik edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon

Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bahgesinden temin edilen
ve kurutulup 6giitiilen Prunella vulgaris L. bitkisi, her bir balona onar g olmak tzere 4
farkli balona alindi. Her bir balonda tek bir ¢6ziicii olacak sekilde ayr1 ayr1 90 mL etil
asetat, 90 mL hekzan, 90 mL distile su ve 90 mL metanol balonlara ilave edildi.
Manyetik karigtirici yardimiyla 48 saat karistirildiktan sonra, 48 saatin sonunda tllbent
ve suzgec¢ kagidi yardimiyla droglar stzildiu ve cozlculer rotary evaporatérde alcak
basing altinda 40 °C’yi ge¢meyen 1sida uzaklastirildi. Bitkilerden elde edilen ekstraktlar
test islemlerinde kullanilmak iizere koyu renkli cam siselerde agizlar1 kapali olarak -20
°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
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3.2.2. Anti-biyofilm testler

Prunella vulgaris L. bitkisinin anti-biyofilm aktivitesinin belirlenmesi isleminde
kullanilan bakteriler Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio
parahaemolyticus, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella sonnei, Escherichia coli 0157:H7,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Moraxella catarrhalis i¢cin Brain Heart
Infusion Broth (BHI) besiyeri kullanilmistir. BHI besiyerlerine 108 cfu/mL test edilecek
mikroorganizma siispansiyonu eklenmistir. Daha sonra uygun sicakliklar olan 30-37
°C’lerde 24 saat iiremeleri saglanmistir. 24 kuyucuklu polistren plaklarda bakteri tirleri
icin BHI besiyerlerinden 800 uL, retilen kiltirlerden 100 puL ve Prunella vulgaris L.
ekstraktlarmdan (her bir ekstrakt igin ayr1 deney diizenegi kurulmustur) 100 pL
eklenmistir ve 48 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
plaklar 1xPBS (fosfat tamponu) ile yikanmis ve 65 °C’de kurutulduktan sonra kristal
viyole ile boyanmistir. Boyama isleminin ardindan plaklar 3 kez distile su ile
yikanmistir ve ardindan % 30’luk asetik asit cozeltisi ile ¢ozilmistir. Cozilen
kuyucuklardaki kristal viyole ¢ozeltisine 595 nanometrede spektrofotometrede okuma
yapilmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Biitiin deneyler ii¢ kez tekrarlanacak sekilde
planlanmigtir. Elde edilen sonuglar kontrole (sadece bakteri ve besiyeri) karsi

degerlendirilmistir (Alem ve Douglas, 2004; Kaya ve ark., 2016; O’Toole, 2011).

3.2.3. Anti-fungal testler

In vitro deneme olarak gerceklestirilen bu testte besiyeri olarak Potato Dekstrose Agar
(PDA) kullanilmigtir. Hazirlanan  Prunella vulgaris L. ekstraklarinin  son
konsantrasyonu % 2 olacak sckilde otoklavlanan Potato Dekstrose Agar (PDA)
besiyerlerine eklenmistir. Katilasan PDA besiyerine; Phytophthora infestans,
Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
patojenlerine ait 5 mm miselyum disklerin ekimi yapilmistir ve 25 °C’de inklbasyona
birakilmigtir. Uygulamalar 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 7 giin siiren inkiibasyon
stiresinden sonra funguslara ait miselyum ¢aplari 6l¢tilmiistiir.

Kontrol grubu olarak ekstraktsiz besiyerleri kullanmilmistir. Uygulama yapilan

petrilerdeki veriler kontrol grubu ile karsilastirilarak % engelleme oranlar1 saptanmustir.
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Engelleme orani hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida verilmistir (Deans ve

Sobada, 1990).

MGI (%) = [(dc — dt) / dc] x 100 (3.2)
MGI = Engelleme (%) (3.2)
dc= Kontrol petrisindeki radial bliylime (mm) (3.3)
dt= Muameleli petrideki radial blytme (mm) (3.4

Anti-fungal testler boyunca petrilerde gelisim gostermeyen funguslarin misel pargalart,
ekstrakttan ari steril PDA besiyerlerine alinmis ve 7 giin boyunca gézlenmistir.

3.2.4. Anti-mikrobiyal testler

Anti-mikrobiyal testlerde Prunella vulgaris L. bitkisinin su, hekzan, etil asetat ve
metanollu ekstrelerinin 4 adet gram pozitif ve 6 adet gram negatif olmak lizere toplamda
10 adet insan patojeni olan bakteri suslarmin tiremelerine karsi etkileri Disk Difiizyon

Teknigi kullanilarak saptandi.

Anti-mikrobiyal testlerde kullanilan gram pozitif (Streptococcus pyogenes (ATCC®
19615), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923), Bacillus cereus (ATCC®10876),
Clostridium perfringens (ATCC 22525)) ve gram negatif (Salmonella typhimurium
(ATCC® 14028), Serratia marcescens (ATCC® 8100), Escherichia coli (ATCC®
25922), Proteus vulgaris (ATCC® 13315), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 13883),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853)) bakteri suslar1 Gaziosmanpasa Universitesi
Biyoloji Bolimii Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvart stok kiiltiirlinden temin

edilmistir.

Disk Diflizyon YOntemi

Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstreleri filtrasyonla steril hale getirildikten sonra (0.22
um capli filtre, Millex®) 100 mg/mL olacak sekilde stoklar hazirlanmistir. Onceden
yuzeyine 0.1 mL bakteri kulturi inokule edilen Muller Hinton Agar (MHA\) iceren besi
ortamlarina 6 mm c¢apl steril diskler (Glass Microfibre, Whatman®) yerlestirildi. Bu
disklerin her birine 5 pL bitki ekstresi emdirildi. In vitro ortamda Prunella vulgaris L.
ekstrelerine disk basina 250 pg’lik konsantrasyonda bitki ekstresi uygulandi.
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Pozitif kontrol olarak ise anti-mikrobiyal test calismalarinda siklikla kullanilan,
bakterisidal etki gosterip hiicre duvari kalin olan gram pozitif bakterilere kars1 daha
fazla etkili olan penisilin (15 pg) ve butln bakteri tirlerine kars1 etkili olup genis bir
spektruma sahip olan tetrasiklin (15 pg) kullanildi. Diskler etrafinda olusan inhibisyon

zonlart mm cinsinden 6l¢iildi (Turker ve Usta, 2008).

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Degerlerinin Belirlenmesi

Prunella vulgaris L. ekstrelerinin anti-mikrobiyal etkileri tarandiktan sonra en etkili
Prunella vulgaris L. ekstrelerinin minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 degerleri
belirlenmistir. Ekstrelerin stok soliisyonlarindan (100 mg/mL) seri dilusyonlar1 elde
edilip (0.195-100 mg/mL) Broth Dilisyon Metodu uygulanarak MIK degerleri
saptanmustir. Pozitif kontrol olan penisilin ve tetrasiklin de ayn1 lgekte diliie edilmistir
(Wayne, 2003).

3.2.5. Anti-quorum sensing testleri
Anti-quorum Sensing Disk Diflizyon ve Agar Difiizyon Testi

30 °C sicaklikta 18 saat uretilen C. violaceum 026 biyosensor susunun kiiltiir bulaniklig
0.5’e (108 cfu/mL) ayarlandi. 10 mL yumusak Luria Bertani (LB) agar besiyerine 100
puL C. violaceum 026 ve 50 pL C6-Homoserin lakton (HSL) bakteri sinyal moleklii
eklendi. Katilasan yumusak Luria Bertani (LB) agar besiyerine literatiire uygun
konsantrasyonlarda elde edilmis olan Prunella vulgaris L. ekstraktlari emdirilmis
diskler yerlestirildi. Daha sonra inkibasyon i¢in 30 °C sicakliktaki etlivde 48 saat
bekletildi. Agar diflizyon testi icin ise; % 0.9 agar, 100 uL C. violaceum 026 ve 50 pL
C6-HSL ekstraktt bulunan LB besiyeri katilastiginda 4 mm genisliginde kuyucuklar
acilip, bu kuyucuklara farkli dozlardaki Prunella vulgaris L. ekstraktlar1 eklendi.
Petriler 30 °C sicaklikta 48 saat inkiibasyona birakildi. Birbirini dogrulama amagli Agar
diflizyon ve disk diflizyon testleri en az tiger kez tekrarlandi1 (Zaki ve ark., 2013; Priya
ve ark., 2013; Zahin ve ark., 2010; Chong ve ark., 2011).
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Anti-quorum Sensing Aktivitenin Spektrofotometrik Olciimii

Anti-quorum sensing aktivitenin spektrofotometrik 6lglimil, farkli ¢dziiciilerde
hazirlanmis olan Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarindan prosedire uygun olarak elde

edilen viyolasin pigmentinin izolasyonu ile gerceklestirildi.

Viyolasin Pigment Izolasyonu Prosediirii

Chromobacterium violaceum 026 veya Chromobacterium violaceum ATCC 12472’nin
20 mL Luria Bertani besiyerindeki taze kiltiriinden 100 pL ahindi ve 1 mL Luria
Bertani besiyerine inokiile edildi. 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilan kiiltiir vorteks
ile karistirthp ve bu tiipten 200 pL kiiltir alimip 1.5 mL ependorf tlpe aktarildi.
Hiicrenin pargalanmasi igin tizerine 200 pL % 10 SDS cozeltisi eklenip 5 dakika
boyunca vortekslendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Viyolasin pigmenti
izolasyonu i¢in suyla doyurulmus olan butanol 900 pL (50 mL n-butanol + 10 mL
distile su) olarak tupe eklendi ve 5 saniye vortekslendi. Daha sonra 10 000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Ustteki faz yeni bir tiipe aktarilarak 585 nanometrede

mikroplate spektrofotometrede okunup viyolasin miktar1 tespit edildi (Erdénmez, 2014).
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3.2.6. GC-MS ve FT-IR analizleri

Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstraktlarinin FT-IR spektrumlart KBr diskleri
hazirlanarak Jasco FT/IR 430 model spektrofotometre ile 4000-400 cm™ araliginda
alimustr.

Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstraktlarinin GC-MS analizleri; Cizelge 3.2’de verilen
kosullarda, Agilent marka GC-7890A gaz kromatografisi cihazi ve Agilent marka MS-
5975C kiitle spektrometre cihazi ile yapilmistir.

Cizelge 3.2. GC-MS Cihazi Caligma Kosullari

Dedektor FID
Tastyic1 gaz Helyum
HP InnowaxCapillary; uzunluk 60.0 m x film
Kolon kalinlig1 0.25 pm x i¢ ¢ap 0.25 mm
Enjeksiyon hacmi 1puL
Basing 30.8 psi
Siringa boyutu 10 pL
Dolum hizi 2 uL/s
Maksimum ¢alisma sicakligi 325°C
Toplam akis 76.865 mL/dk
Toplam analiz slresi 60 dk
Split oran1 40:1

Firin programi 50 °C’ye ayarlandi. 2 dakika baslangi¢ sicakliginda beklendi. Daha sonra
firm programi 15 °C/dk 1sitma hiziyla 120 °C’ye c¢ikarildi. Bu sicaklikta 2 dakika
beklendikten sonra firin programi 5 °C/dk i1sitma hiziyla 300 °C’ye ¢ikarildi ve 16
dakika bu sicaklikta tutuldu.
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon Verimleri
Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstraksiyon verimleri asagida verilen formille

hesaplandi.
% verim = (W1*100)/W2 (4.1)

Formiilde yer alan W1 ifadesi, kuru ekstraktin agirligini; W2 ifadesi ise ekstraksiyonda
kullanilmig olan kuru haldeki bitkisel materyalin agirligini gram cinsinden ifade

etmektedir.

Coziicli olarak etil asetat kullanildiginda ekstraksiyon verimi;

% verim= (1.04*100)/10 = 10.4 olarak hesaplandi. 4.2)

Coziicli olarak su kullanildiginda ekstraksiyon verimi,

% verim= (1.28*100)/10 = 12.8 olarak hesaplandi 4.3)

Coziicli olarak metanol kullanildiginda ekstraksiyon verimi;

% verim= (1.12*100)/10 = 11.2 olarak hesaplandi. 4.4

Coziicii olarak hekzan kullanildiginda ekstraksiyon verimi;

% verim= (0.63*100)/10 = 6.3 olarak hesaplandi. (4.5)

4.2. Ekstraktlarin Bakteriyel Biyofilm Olusumu Uzerine EtKisi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yer alan anti-biyofilm testlerde; Prunella vulgaris L. bitki
ekstraktlarmin  mikrobiyal biyofilm Uzerine etkinlikleri saptanip 595 nm’de
spektrofotometrede okumalar yapilmistir. Elde edilen sonuclar pozitif kontrol olarak
kullanilan ve bakterilerin ylizeye tutunmasindaki en yiiksek absorbans degerini veren
nitroseliloz membrana tutunmaya karsi degerlendirilmis olup Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella
enterica gibi gida patojenlerinin olusturdugu Dbiyofilm {izerinde yara otunun
ekstrelerinin etkisi goriilmesine karsin E. coli 0157:H7 gibi 6nemli gida patojenlerinde

etkinligi gézlenmemistir.
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Listeria monocytogenes’in Uzerine hekzan ile hazirlanan ekstrenin en az etkiyi
gosterdigi goriilmektedir. Vibrio parahaemolyticus’a yara otunun su ile hazirlanan
ekstresi en fazla etkiye sahipken bunun yani sira yara otunun metanol ile hazirlanan
ekstresi de en az etkiye sahiptir. Salmonella enterica’ya hekzan ile hazirlanan ekstrenin
en az etkiyi gosterdigi tespit edilirken, metanol ile hazirlanan ekstrenin ise en fazla
etkiye sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen tiim ekstraktlar, toplum sagligini etkileyen
ve toplu 6lumlere sebep olan Shigella sonnei’nin olusturdugu biyofilmi etkilemektedir.
E. coli 0O157: H7 EHEC (Enterohemorajic Escherichia coli) grubu iginde
bulunmaktadir. E. coli O157: H7 dondurulmus ya da sogukta saklanan iiriinlerde, diisiik
su aktivitesine sahip tiriinlerde ve asidik gidalarda uzun siire canliligin siirdiirebilir. E.
coli O157: H7; Shigella dysenteriae tip 1’in tirettigi “shiga toksin” ile homolog yapida
“shiga benzeri toksin 1 (stx 1)” ve “shiga benzeri toksin 2 (stx 2)” adi verilen kisaca
verotoksin olarak adlandirilan bu toksinleri iireten en tehlikeli gida kaynakli patojen
bakteriler arasinda degerlendirilmektedir. Bu iki ciddi enfeksiyon etkeninden E. coli
O157: H7 bakterisinin biyofilm (retme kapasitesini yara otu ekstraktlarmin
etkilemedigi fakat Shigella sonnei bakterisinin iirettigi biyofilm {izerinde ise etil asetat
ile hazirlanan ekstraktin en fazla etkiledigi goriilmiistiir. Hastane kaynakli enfeksiyon
etkenlerinden S. auerus, P. aeruginosa, E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae ve E.
faecalis gibi biyofilm olusturma yetenekleri yiiksek olan ve gesitli yilizeylere tutunan bu
bakterilerde, c¢oOzucilerin etkinligi saptanmamistir. M. catarhalis’in olusturdugu
biyofilmi ise sadece yara otunun metanol ekstresi etkilemistir. K. oxytoca’nin
olusturdugu biyofilme yara otunun su ve metanol ekstraklarinin etkisinin yiiksek oldugu
gozlenmistir. Bacillus cereus ve Bacillus subtilis bakterilerinin biyofilm olusturma

yeteneklerini etkilemedigi saptanmuistir.
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Cizelge 4.1. Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarinin biyofilm olusturma yetenekleri

Bakteri Yara otu Nitroseltloz
o Yara otu (Etil Yaraotu | Yaraotu Membrana
Bitki | (Metanol) asetat) (Su) (Hekzan) Tutunma
ekstrakti (Kontrol)

Listeria m. 3.105 3.048 2.87 3.29 2.96
Salmonellart. 3.162 3.031 1.821 2.742 3.501
Vibrio p. 3.1 2.96 2.801 2.921 3.01
Salmonella e. 3.106 3.405 3.162 3.425 3.106
S.aureus 2.354 2.354 2.354 2.354 2.354
P. aeruginosa 1.879 1.879 1.879 1.879 1.879
E. faecalis 1.765 1.765 1.765 1.765 1.765
Bacillus s. 2.734 2.734 2.734 2.734 2.734
Bacillus c. 2.784 2.784 2.784 2.784 2.784
Acinetobacter b. 2.319 2.319 2.319 2.319 2.319
Shigellas. 1.319 1.109 1.462 1.265 1.467
E. coli O157:H7 2.673 2.673 2.673 2.673 2.673
E. coli 1.593 1.593 1.593 1.593 1.593
K. pneumoniae 1.672 1.672 1.672 1.672 1.672
K. oxytoca 1.253 1.453 1.153 1.453 1.453
M. catarhalis 1.274 1.842 1.842 1.842 1.842
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4.3. Ekstraktlarin Anti-quorum Sensing Aktivitelerin Belirlenmesi

Calismamizda  Chromobacterium  violaceum  CV026  (Biyosensdr  sus),
Chromobacterium violaceum 12472 (Yabanil Tip), Chromobacterium violaceum 31532
(Pozitif Kontrol) bakteri suslar1 kullanildi. Prunella vulgaris L. ’nin ekstraklarinin anti-
quorum sensing aktivitesinin etkisini saptamak igin birbirini dogrulamak amagli Disk
Diflizyon ve Agar Diflizyon Testinin yani sira olusan viyolasin pigmenti miktar1 da

Olciilmiistiir.

Chromobacterium violaceum 026 susu ve Cé6-acil homoserin lakton sinyal molekilii
olan ortamdan izole edilen viyolasin pigmenti pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Veriler sonucunda farkli ¢oziiciilerden elde edilen Prunella vulgaris L. ekstraklarindan
sadece metanol ekstraktinin bakteriyel iletisim molekiilii olan AHL {izerinde negatif bir
etkisinin oldugu dolayisiyla Prunella vulgaris L. bitkisinin sadece metanolli
ekstraktininn anti-quorum sensing aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Etil asetat, su
ve hekzan kullanilarak elde edilen ekstraktlarin ise bakteriyel iletisim molekiilii olan
AHL iizerinde herhangi bir etkinligi saptanmamistir. Anti-quorum sensing aktivitenin
belirlenmesinde virtillans 6zellik olarak bilinen viyolasin pigment Gretimine Prunella
vulgaris L.’nin etkisinin saptanmasi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegini

gostermektedir (Sekil 4.1).

3,5
3
2,5
= 2
c
Lo
© 15
1
0,5
0 ]
Yara otu (Etil  Yara otu(Su) Yara otu Yara otu Pozitif kontrol
asetat) (Hekzan) (Metanol) (CVv026 +
AHL)

Sekil 4.1. Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin viyolasin pigment iiretimine etkisi
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Prunella wvulgaris L. bitkisinin ekstraktlarina ait anti-quorum sensing aktiviteleri

Cizelge 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4.2. Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarinin anti-quorum sensing aktiviteleri
Bitki ekstraktlari Antl-quor_ur_n Sensing
aktivite
Metanol VAR
Etil asetat YOK
Su YOK
Hekzan YOK

Yara otunun metanol ekstraktinin anti-quorum sensing aktivitesi ¢aligmamizda
saptanmis ve C6-HSL gibi gram negatif patojen bakteriler tarafindan siklikla kullanilan
bakteriyel iletisim molekiiliinii etkiledigi belirlenmistir. Prunella vulgaris L. bitkisinin
metanolli ekstraktinin bakteriyel iletisim molekiilii olan C6-HSL tizerindeki etkisi Sekil

4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Prunella vulgaris L.’nin metanol ekstraktinin bakteriyel iletisim molekiilii
olan C6-HSL Uzerindeki etkisi (Disk Diflizyon Ydntemi)
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4.4. Anti-fungal Test Sonuglari

Sekil 4.3’de birkag gorlntist verilen anti-fungal testlerden elde edilen sonuglara gore,
yara otunun hekzan c¢Ozucusliyle hazirlanan ekstraktlarinin % 2’lik  dozlarinin
Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotium iizerinde yapilan
her 3 tekrarli denemelerinde de patojenlerin miselyum gelisimini % 100 oraninda
engelledigi saptanmistir. Yara otunun etil asetat ¢oziiciisiiyle hazirlanan ekstraktinin
Phytophthora infestans patojeninin miselyum gelisimini % 100 oraninda engelledigi
gorilmistiir (Cizelge 4.3). Yapilan diger testlerde ise yara otu bitki ekstraktlarinin farkl
diizeylerde engelleme oranina sahip oldugu saptanmistir. Yara otunun metanolli
ekstraktlarinin dozlarinda yapilacak artis miktarina goére Phytophthora infestans,
Sclerotinia sclerotium ve Rhizoctonia Solani patojenlerinin miselyum gelisimi
engelleme oraninda artis olacagi diistiniilmektedir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Cizelge
4,5).

Yara otunun etil asetath ekstraktlartyla yapilacak c¢aligmalarda ekstraktlarin son
konsantrasyonu % 2’den yiiksek tutulursa miselyum gelisimini engelleme oraninin
artabilece8i disiliniilmektedir. Yara otunun hekzan kullanilarak hazirlanacak olan
ekstraktinin son konstrasyonunun % 2’den biiyiik olmasi halinde Fusarium oxysporum
patojeninin miselyum gelisimin biiyilk oranda engellenecegi tahmin edilmektedir
(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.3. Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin Phytophthora infestans Uzerindeki
miselyum gelisimini engelleme oranlari

PHYTOPHTHORA
INFESTANS | 70N1 | ZON2 T-OEIFQ%':‘AP INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
(mm) | (mm) OLCUM (mm) | ORANI (%) | ENGELLEME
YARA OTU (mm) ORANI (%)
HEKZAN
1 0 0 -5 25 100
o
Z
= 2 0 0 -5 25 100
|-
X 100
(«B]
= 3 0 0 -5 25 100
ZON1 | ZON2 T.OEF%':‘AP INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARA OTU (mm) | (mm) ¢ OLCUM (mm) | ORANI (%) | ENGELLEME
METANOL (mm) ORANI (%)
1 8.1 8.35 3.23 1.61 94.14
o
Z
-
o 2 1091 | 1221 6.56 3.28 88.07 92.27
S
3 7.88 8.06 2.97 1.48 94.6
TEKCAP | .. ENGELLEME | ORTALAMA
YARA OTU ETiL | ZON1 | ZON2 (")LQ%M INKUBASYON ORANI (%) | ENGELLEME
ASETAT (mm) (mm) (mm) OL(;UM (mm) ORANI (%)
1 0 0 -5 25 100
o
Z
— 2 0 0 -5 25 100
o 100
<
- 3 0 0 -5 25 100

Phytophthora infestans kontrol no: 27.5
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Cizelge 4.4. Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin Sclerotinia sclerotium zerindeki
miselyum gelisimini engelleme oranlari

SCLEROTINIiA
SCLEROTIUM TEK |
ZON1 | ZON2 | GAP | iNKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARA OTU (mm) | (mm) |OLCUM | OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
HEKZAN (mm) ORANI (%)
1 0 0 -5 -2.5 100
o
2
|-
@ 2 0 0 5 2.5 100 100
X
|_
3 0 0 -5 -2.5 100
TEK
ZON1 | ZON2 | CAP | INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARAOTU (mm) | (mm) | OLCUM | OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
METANOL (mm) ORANI (%)
° 1 21.53 | 24.92 18.22 9.11 66.86
2
s
b 2 18.8 17.18 12.99 6.50 76.38 69.88
|_
3 23.47 | 2350 | 18.48 9.24 66.39
TEK
. | zOoN1| zON2 | CAP | INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARAOTUETIL | (mm) | (mm) | OLCUM | OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
ASETAT (mm) ORANI (%)
1 13.15 | 12.54 7.84 3.92 85.74
o
2
|-
© 2 14.90 | 14.55 9.72 4.86 82.32 82.40
i
|_
3 16.65 | 16.31 | 11.48 5.74 79.13

Sclerotinia sclerotium kontrol no: 27.5
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Cizelge 4.5. Prunella vulgaris L. ekstraktlariin Rhizoctonia solani Uzerindeki
miselyum gelisimini engelleme oranlari

RHIZOCTONIA
SOLANT ZON1 | ZON2 T(.EL'E%':‘AP INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
(mm) | (mm) OLCUM (mm) ORANI(%) | ENGELLEME
YARA OTU (mm) ORANI (%)
HEKZAN
1 0 0 -5 2.5 100
o
Z
S
© 2 0 0 -5 -2.5 100 100
X
(D)
|_
3 0 0 -5 -2.5 100
ZON1 | ZON2 T(.!)EEC%':‘AP INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARAOTU (mm) | (mm) OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
METANOL (mm) ORANI (%)
1 23.42 | 22.35 17.88 8.94 67.48
o
Z
= 2 22.04 | 22.74 | 17.39 8.69 68.38 67.59
k>
(B}
- 3 23.02 | 23.37 18.19 9.09 66.92
.| zoN1 | zON2 T‘oEEg%ﬁAP iNKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARA OTUETIL | (mm) | (mm) OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
ASETAT (mm) ORANI (%)
1 26.27 | 25.47 | 20.87 10.43 62.05
o
Z
= 2 28.95 | 28.13 | 23.54 11.77 57.2 57.29
k>
2
3 31.75 | 30.36 26.05 13.02 52.62

Rhizoctonia solani kontrol no: 27.5
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Cizelge 4.6. Prunella vulgaris L. ekstraktlariin Fusarium oxysporum Uzerindeki
miselyum gelisimini engelleme oranlari

FUSARIUM
OXYSPORUM | 70n1 | zON2 TCDEIE;%/:\AP INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
VARA OTU (mm) | om) | OLCUM (mm) | ORANI (%) | ENGELLEME
HEKZAN ORANI (%)
1 3459 | 31.73 | 28.16 14.08 48.8
o
pa
< 2 3279 | 31.85 | 27.32 13.66 50.33 50.40
X
(D)
|_
3 31.6 31.13 26.36 13.18 52.06
ZONL | ZON2 Tg&%ﬁﬂp INKUBASYON | ENGELLEME | ORTALAMA
YARAOTU (mm) | (mm) OLCUM (mm) ORANI (%) | ENGELLEME
METANOL (mm) ORANI (%)
1 48.14 45.9 42.02 21.01 23.6
(@]
pd
s 2 4951 | 47.72 | 43.61 21.81 20.7 21.93
XX
(«B]
= 3 | 47.38 | 4897 | 4317 2158 215
TEK CAP | . ORTALAMA
ZONL | zoN2 | =R INKUBASYON | ENGELLEME
i OLCUM | ot ENGELLEME
YARA OTU ETIL
ASETAT (mm) (mm) (mm) OLCUM (mm) ORANI (%) ORANI (%)
1 44.63 | 43.55 39.09 19.55 28.93
(@]
pd
s 2 44.82 | 4522 | 40.02 20.01 27.24 27.66
XX
(«B]
|_
3 44.97 | 4555 | 40.26 20.13 26.80

Fusarium oxysporum kontrol no: 27.5
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Phytophthora
infestans

Yara otu Etil asetat Yara otu Hekzan Yara otu Metanol

Rhizoctonia
solani

Yara otu Etil Asetat Yara otu Hekzan Yara otu Metanol

Sclerotinia
sclerotium

Yara otu Etil Asetat Yara otu Hekzan Yara otu Metanol

Fusarium
oxysporum

Yara otu Etil Asetat Yara otu Hekzan Yara otu Metanol

Sekil 4.3. Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin anti-fungal aktivite testlerinden birkag
gorunti
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4.5. Anti-mikrobiyal Test Sonuglar
Prunella vulgaris L. ekstrelerinin Anti-mikrobiyal test sonuglar1 incelenip elde edilen

sonuclar Cizelge 4.7°de ve MIK sonuglari ise Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Prunella vulgaris L. ekstraktlarmin 10 farkli patojenik bakteri susuna
inhibisyon etkileri, (100 mg/mL); disk basina 250 pg bitki ekstresi; P, Penisilin (15uQ);
T, Tetrasiklin (15ug)

Inhibisyon Zonlar1 (mm)
. . Yara Otu Ekstraktlan Pozitif
Bakteriyel Koloni Sayis1 Kontroller
(0.5x10°CFU/mL) Etil
Metanol Hekzan Su P T
Asetat

Bacillus cereus
(ATCC®10876) y 0 ! / 1 S
Clostridium perfringens
(ATCC 22525) 14 14 16 7 12 16
Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923) i Z 14 ! 1 12
Streptococcus pyogenes
(ATCC® 19615) 10 15 19 6 12 o
Salmonella typhimurium
(ATCC® 14028) 13 16 ! 6 10 12
Escherichia coli
(ATCC® 25922) 7 14 14 8 10 12
Serratia marcescens
(ATCC® 8100) 14 7 13 10 10 13
Klebsiella pneumoniae
(ATCC® 13883) 13 7 17 7 10 10
Proteus vulgaris (ATCC®
1331) 12 15 7 0 10 10
Pseudomonas
aeruginosa(ATCC® 27853) ! 14 16 6 10 12
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Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsamindaki Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan, etil
asetat, su ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen ekstrelerinin anti-mikrobiyal
test ¢alismalar1 Disk Diflizyon Yéntemi’ne gére yapildi. Testlerde pozitif kontrol olarak
penisilin (15ug) ve tetrasiklin (15ug) kullanildi. Testlerden elde edilen sonuclara gore
(Cizelge 4.7) Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlari mikroorganizmalarin biiyiik

cogunluguna kars1 aktivite géstermistir.

Bacillus cereus’a (ATCC®10876) Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan ekstrakti etki

gostermezken, metanol ekstrakti kontrollerin tizerinde etki géstermistir.

Clostridium perfringens’e (ATCC 22525) Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan ve
metanol ekstraktlar1 penisilinden fazla tetrasiklinden az etki gosterirken, etil asetat

ekstrakt1 ise penisilinden fazla tetrasiklinle ayn1 etkiyi gostermistir.

Staphylococcus aureus’a (ATCC® 25923) Prunella vulgaris L. bitkisinin etil asetat

ekstrakti kontrollerin {izerinde etki gostermistir.

Streptococcus pyogenes’e (ATCC® 19615) Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan ve
etil asetat ekstraktlar1 kontrollerin (zerinde etki gosterirken, metanol ekstrakti

penisilinden diisiik tetrasiklinden yiiksek etki géstermistir.

Salmonella typhimurium’a (ATCC® 14028) Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ve

hekzan ekstraktlar1 kontrollerin iizerinde etki géstermistir.

Escherichia coli’ye (ATCC® 25922) Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan ve etil

asetat ekstraktlar1 kontrollerin tizerinde bir etki gostermistir.

Serratia marcescens’e (ATCC® 8100) Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ekstrakti
kontrollerin (zerinde bir etki gosterirken, etil asetat ekstrakti penisilinden yuksek
tetrasiklinle ayni etkiyi gostermistir. Su ekstrakti ise penisilinle ayni, tetrasiklinden

diisiik etki gostermistir.

Klebsiella pneumoniae’ye (ATCC® 13883) Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ve

etil asetat ekstraktlar1 kontrollerin {izerinde bir etki géstermistir.
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Proteus vulgaris’e (ATCC® 1331) Prunella vulgaris L. bitkisinin su ekstrakti etki

gostermezken, metanol ve hekzan ekstraktlari kontrollerin tizerinde bir etki gostermistir.

Pseudomonas aeruginosa’ya (ATCC® 27853) Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzan ve

etil asetat ekstraktlar1 kontrollerin {izerinde bir etki géstermistir.

Cizelge 4.8. Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) sonuglar1 (mg/ml)

Yara Otu Ekstraktlar:

Bakteri suslan

(0.5x10°CFU/mL) Metanol | Hekzan | Etil Asetat Su
Bacillus cereus 1.56 0 0 0
(ATCC®10876)

Clostridium perfringens 6.25 6.25 1.56 0
(ATCC 22525)

Staphylococcus aureus 0 0 6.25 0
(ATCC® 25923)

Streptococcus pyogenes 0 3.12 0.195 0
(ATCC® 19615)

Serratia marcescens 6.25 0 0 0
(ATCC® 8100)

Escherichia coli 0 6.25 6.25 0
(ATCC® 25922)

Salmonella typhimurium 0 1.56 0 0
(ATCC® 14028)

Klebsiella pneumoniae 0 0 0.78 0
(ATCC® 13883)

Proteus vulgaris(ATCC® 1331) 0 3.12 0 0
P. aeruginosa(ATCC® 27853) 0 6.25 1.56 0

Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstraktlarinimn MIK calismasi, en etkili ekstreler icin
yapilip sonuclar Cizelge 4.8’de verilmistir. Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol
ekstresinin Bacillus cereus (ATCC®10876) bakterisine karsi, hekzan ekstresinin
Salmonella typhimurium (ATCC® 14028) bakterisine karsi, etil asetat ekstresinin ise
Streptococcus pyogenes (ATCC® 19615) bakterisine karsi en direngli ekstreler oldugu
gozlemlendi. Prunella vulgaris L. bitkisinin su ekstresinin ise MIK c¢alismasinda
kullanilan bakteri suslarindan higbirini inhibe etmedigi saptandi.
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4.6. GC-MS Analiz Sonuclar

4.6.1. Prunella vulgaris L.’nin hekzanh ekstraktinin GC-MS analiz sonuclar:

3.2.6’da belirtilen yonteme gore Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzanli ekstraktinin

GC-MS analizi yapilmigtir. Analiz sonucu Cizelge 4.9’da, GC-MS analizinde bulunan

bilesiklere ait CAS numaralari Cizelge 4.10°da, Prunella vulgaris L. bitkisinin hekzanl

ekstraktinda yer alan bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 4.4’de, hekzanl ekstraktin GC

kromatogrami ise Sekil 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.9. Prunella vulgaris L.’nin hekzanli ekstraktinin GC-MS analiz sonucu

RT . Molekul
(dk) % Oran Bilesik Ismi Kapali Formiil A%él/‘::]l;llz)lrl
6.13 0.41 Trans-karan CioHis 138.25
7.05 1.19 Karvakrol C10H140 150.22
7.14 5.81 Timol C10H140 150.22
8.25 0.64 Ojenol metileter C1H1402 178.23
20.8 16.13 Palmitik asit C16H3202 256.42
25.79 15.81 Linoleik asit C18H320:2 280.45
25.99 45.5 Linolenik asit C17H2802 264.40
26.58 4.35 (2)6,(Z2)9-Pentadekadien-1-ol CisH280 224.38
Toplam| 89.84

Cizelge 4.10. Prunella vulgaris L.’ nin hekzanli ekstraktinin GC-MS analizinde bulunan
bilesiklerin CAS numaralar1

Bilesik ismi

CAS No

Trans-karan

018968-23-5 81

Karvakrol

000089-83-8 93

Timol

000089-83-8 94

Ojenol metileter

000093-15-2 95

Palmitik asit 000057-10-3 97
Linoleik asit 000060-33-3 99
Linolenik asit 000463-40-1 99

(2)6,(Z2)9-Pentadekadien-1-ol

077899-11-7 91
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H
. HO
H
Trans-karan Karvakrol
OH 0
/
jimol Ojenol metileter
0 0
WMOH NWW)LOH
Palmitik asit Linoleik asit
I W MASAAAN
VNV OH _
Linolenik asit (2)6,(Z)9-Pentadekadien-1-ol

Sekil 4.4. Prunella vulgaris L.’nin hekzanli ekstraktinda yer alan bilesiklerin kimyasal
yapilari

99,5

T4.6

49,74

24.9 |

ohadh | i — . ol A — ]
lime: 6.67 924 1257 1590 1923 2255 2589 121921 3255 3587 3911 4153

Sekil 4.5. Prunella vulgaris L.’nin hekzanl ekstraktinin GC kromatogrami
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4.6.2. Prunella vulgaris L.’nin etil asetath ekstraktinin GC-MS analiz sonuglari

3.2.6’da belirtilen yonteme goére Prunella vulgaris L. bitkisinin etil asetatli ekstraktinin

GC-MS analizi yapilmistir. Analiz sonucu Cizelge 4.11°’de, GC-MS analizinde bulunan

bilesiklere ait CAS numaralart Cizelge 4.12°de, Prunella vulgaris L. bitkisinin etil

asetatli ekstraktinda yer alan bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 4.6°da, etil asetatl

ekstrakta ait GC kromatogrami ise Sekil 4.7°de yer almaktadir.

Cizelge 4.11. Prunella vulgaris L. nin etil asetathi ekstraktinin GC-MS analiz sonucu

RT % Bilesik ismi Kapall MolekUl
(dk) Oran Formul | Agirhklar
(g/mol)
6.2 2.66 2-dodeken Ci2H24 168.32
7.05 0.69 Timol C10H140O 150.22
7.14 291 Karvakrol C10H140 150.22
8.05 5.03 1-tetradeken CiaHzs 196.37
8.25 0.52 | 1,2-dimetoksi-4-(2-propenil)benzen | C11H140> 178.23
11.25 511 1-hekzadeken CisH32 224.43
16.0 2.62 5-oktadeken CisHss 252.48
17.26 0.49 Lavandulol asetat C12H2002 196.29
20.74 6.21 Palmitik asit C16H3202 256.42
21.66 1.83 (Trans)-2-nonadeken C1oH3s 266.51
25.13 0.98 Fitol C20H400 296.53
25.72 4.29 Linoleik asit C1sH3202 280.45
2592 | 14.32 Linolenik asit C17H2802 264.40
26.52 2.19 Stearik asit C1sH3602 284.48
50.04 | 16.24 Eikosan C20H42 282.55
Toplam| 66.09
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Cizelge 4.12. Prunella vulgaris L.’nin etil asetatli ekstraktinin GC-MS analizinde

bulunan bilesiklerin CAS numaralar1

Bilesik Ismi CAS No
007206-13-5 93
2-dodeken
. 000089-83-8 87
Timol
000499-75-2 93
Karvakrol

1-tetradeken

001120-36-1 96

1,2-dimetoksi-4-(2-propenil)benzen

000093-15-2 97

1-hekzadeken

000629-73-2 99

5-oktadeken

007206-21-5 97

Lavandulol asetat

025905-14-0 58

Palmitik asit

000057-10-3 96

(Trans)-2-nonadeken

052132-58-8 94

002855-19-8 83

Fitol
] . ) 000060-33-3 99
Linoleik asit
) ) ) 000463-40-1 99
Linolenik asit
) ) 999073-00-2 90
Stearik asit
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Sekil 4.6. Prunella vulgaris L.’nin etil asetatli ekstraktinda yer alan bilesiklerin

kimyasal yapilari
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Sekil 4.7. Prunella vulgaris L.’nin etil asetatli ekstraktinin GC kromatogrami

4.6.3. Prunella vulgaris L.’nin metanol ekstraktinin GC-MS analiz sonuclari

3.2.6°da belirtilen yonteme gore Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ekstraktinin
GC-MS analizi yapilmistir. Analiz sonucu Cizelge 4.13’de, GC-MS analizinde bulunan
bilesiklere ait CAS numaralar1 Cizelge 4.14’de, GC kromatogrami Sekil 4.8’de,
Prunella vulgaris L. bitkisinin metanollii ekstraktinda yer alan bilesiklerin kimyasal

yapilari ise Sekil 4.9°da yer almaktadir.

Cizelge 4.13. Prunella vulgaris L.’nin metanollii ekstraktinin GC-MS analiz sonucu

Molekul
(EI) % Oran Bilesik ismi gﬁ‘r’ﬁ; Agrhiklar

(g/mol)
6.43 2.72 Kumaran CgHsO 120.15
8.25 2.00 Ojenol metileter C11H140> 178.23
8.70 15.70 | 2-hidroksi-5-metilbenzaldehit CgHsO2 136.15
20.73 2.04 Palmitik asit C16H3202 256.42
25.15 0.33 Fitol C20H400 296.53
25.70 0.88 Linoleik asit C18H30> 282.25
25.90 3.31 Linolenik asit C17H2802 264.40
26.55 0.46 Stearik asit C18H3602 284.48

Toplam| 27.44
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Cizelge 4.14. Prunella vulgaris L.’nin metanolli ekstraktinin GC-MS analizinde
bulunan bilesiklerin CAS numaralari

Bilesik Ismi CAS No
000496-16-2 46

Kumaran

. i 000093-1-2 90
Ojenol metileter

10130-14-
2-hidroksi-5-metilbenzaldehit 010130-14-0 53

000057-10-3 98

Palmitik asit
. 000150-86-7 49
Fitol
. . . 000060-33-3 99
Linoleik asit
) ) ) 000463-40-1 98
Linolenik asit
) ) 999073-00-2 56
Stearik asit
100
754
:-.ul
25

lime: 850 1393 1936 2478 3021 3564 4107 4649 5192 $7.37 6279 68.22

Sekil 4.8. Prunella vulgaris L. nin metanollii ekstraktinin GC kromatogrami
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Sekil 4.9. Prunella vulgaris L.’nin metanollii ekstraktinda yer alan bilesiklerin kimyasal
yapilart
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4.7. Prunella vulgaris L. Ekstraktlarimin FT-IR Analiz Sonuclari

4.7.1. Prunella vulgaris L.’nin etil asetath ekstraktimin FT-IR analiz sonuglari

T ﬁm—._u-w'l A I'I"\“hrr“\b\
‘““\\‘/’ﬂ\\ (ﬁ |l (ﬂ % r\m ﬂ
wr i \H/
| r| |

1}s

‘n l | i
000 1000 2000 ] L

Wavenimberem 1]

Sekil 4.10. Prunella vulgaris L. nin etil asetatli ekstraktinin IR spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm-1): 3381, 2922, 2851, 1711, 1463, 1256, 1169, 1039.
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4.7.2. Prunella vulgaris L.’nin hekzanh ekstraktinin FT-IR analiz sonuc¢lar:

100
v
w
i B
0k '
b i i i i i | i
4000 1000 2000 1000 00

Wavenimbet|ciml|
Sekil 4.11. Prunella vulgaris L.’nin hekzanli ekstraktinin IR spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm-1): 3437, 2919, 2851, 1737, 1712, 1462, 1244, 1170.
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4.7.3. Prunella vulgaris L.’nin metanollii ekstraktinin FT-IR analiz sonuglari

100

0

0

fl

4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber]em-1]
Sekil 4.12. Prunella vulgaris L.’nin metanollii ekstraktinin IR spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm-1): 3391, 2924, 2852, 1693, 1603, 1525, 1410, 1268, 1162.
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4.7.4. Prunella vulgaris L.’ nin sulu ekstraktinin FT-IR analiz sonuclar:
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Sekil 4.13. Prunella vulgaris L.’nin sulu ekstraktinin IR spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm-1): 3409, 2926, 2855, 1602, 1410, 1402, 1268, 1071.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki ekstraktlarinin biyolojik aktivitelerini arastiran gesitli arastirmalarda, farkli bitkiler
i¢in farkli ¢oziicliler kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciilerin arasinda dietileter, metanol, n-
biitanol, hekzan, etil asetat, aseton, klorofom ve diklorometan yer almaktadir.
Calismamiz kapsaminda uygulanabilirligi ve ekonomikligi agisindan metanol, su, etil

asetat ve hekzan ¢oziiciileri kullanilmistir.

Bakteriyel iletisim sistemi tarafindan diizenlenen biyofilm olusturma yetenekleri bircok
bakteri tiirliniin enfeksiyon gelistirmesini kolaylastirir. Yapilan caligmalara gore,
bakterilerin biyofilm olusturarak bir yiizeyde cogalmalari onlarin fiziksel ve kimyasal
etkilerden, Ornegin anti-bakteriyel maddelerden ve canlinin bagisiklik sisteminden
korunabildigini gostermektedir. Ayrica bakterinin kolay besin maddesi bulabilmesi ve
ortamdaki diger bakteriler ile besin miicadelesi vermemesi, ortamdaki hakim canli
olarak enfeksiyonu gelistirmesi Onemli bir avantajdir. Biyofilm sadece patojen
bakteriler tarafindan firetilen bir yap1 degildir, birgok bakteri tarafindan dretilebilir.
Dolayisiyla her canli gibi bakteriler de yasamlarini devam ettirebilmek igin bazi
mekanizmalar gelistirir, biyofilm olusturma yetenekleri de bunlardan sadece biridir.
Tabi bu durum gida sektorii (gida hijyeni, sanitasyon asamalari, iiriin kontaminasyonu)
ve aritim tesisleri (evsel su sistemleri) gibi alanlarda insan sagligi agisindan sorun teskil
etmektedir. Cesitli bitkilerin ugucu yaglari ile yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere
gore, bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin anti-biyofilm etkinliklerinin diger

bilesiklere gore daha fazla oldugu saptanmistir (Bazargani ve Rohloff, 2016).

Calismamiz kapsaminda saglik, gida ve cevresel etkileri de yaygin olan bakteri
tiirlerinin olusturduklar1 biyofilm {izerine Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarinin etkisi
saptanmigtir. Diger ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlara gore Prunella vulgaris L.
bitkisinin su ile elde edilen ekstraktlarinin biyofilm iizerinde daha fazla etkiye sahip
oldugu saptanmistir. Bu durum ise, dogal ortaminda su ile temas halinde olan bitkilerde

bakterilerin biyofilm olusturamayacagini gostermesi bakimindan énem tasimaktadir.
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Anti-mikrobiyal testler kapsaminda Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin 4 gram pozitif
ve 6 gram negatif olmak iizere, 10 farkli insan patojeni mikroorganizmaya karsi anti-
mikrobiyal aktiviteleri Disk Difilizyon Teknigi ile incelenmistir. Ekstraktlarin Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK) Broth Diliisyon Teknigi ile gdzlenmistir. Anti-
mikrobiyal analizler yapilarak bitki ekstrelerinin direng gosterdigi mikroorganizmalar
saptanmustir. Testlerden elde edilen sonuglar Prunella vulgaris L. bitki ekstraktlarinin,
mikroorganizmalarin biiyilk ¢ogunluguna kars1 aktivite gosterdigini belirtmesi
bakimindan 6nemlidir. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon sonuglarma gore ise,
Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ile hazirlanan ekstresinin Bacillus cereus
(ATCC®10876) bakterisine karsi, hekzan ile hazirlanan ekstresinin Salmonella
typhimurium (ATCC® 14028) bakterisine karsi, etil asetat ile hazirlanan ekstresinin ise
Streptococcus pyogenes (ATCC® 19615) bakterisine karsi en aktif ekstreler oldugu
gOzlemlendi. Prunella vulgaris L. bitkisinin su ile hazirlanan ekstresinin ise Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon ¢alismasinda kullanilan bakteri suslarindan higbirini inhibe

etmedigi saptandi.

Anti-fungal aktivite testlerinde besiyeri olarak Potato Dekstrose Agar (PDA)
kullanilmigtir. Hazirlanan Prunella vulgaris L. ekstraktlarinin % 2’lik dozlarda
Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solani ve Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici patojenlerine ait 5 mm miselyum disklerin ekimi yapilarak
anti-fungal aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Prunella vulgaris L. bitkisinin
ekstraktlarinin % 2’lik dozlarinin funguslarin miselyum gelisimi iizerindeki engelleyici
etkisinin ekstraktin hazirlandig1 ¢oziicliniin tlirii ve fungusun tilirline gore farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarla insan ve ¢evre sagligi acisindan bir¢ok
faydas1 bulunan Prunella vulgaris L. bitkisinin ekstraktlarinin biiyiik oranda anti-fungal

etki gosterdigi saptanmustir.

Faydali baharatlardan ve sifali bitkilerden alinan toplam 46 ekstraktin in vitro anti-
bakteriyel aktivitelerini saptamak amaciyla 5 gida kaynakli bakteri tiirii (Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella
anatum) icin agar-kuyu difiizyon yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, arastirilan
ekstrelerin gida kaynakli patojenlere karsi anti-bakteriyel etki sergiledigi ve calisma

sonuglarmin c¢alismamizda elde edilen sonuglarla benzer oldugu goriilmistiir. Sozii
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edilen bu calismada test edilen Oziitlerin anti-bakteriyel etkinliginin fenolik bilesenlerle

yakindan iliskili oldugu ileri stiriilmiistiir (Shan ve ark., 2007).

Prunella vulgaris L. bitkisinin anti-mikrobiyal aktivitesini belirlemek amaci ile yapilan
caligmalarda, bitki Oziitlerinin bazi gram negatif ve pozitif bakterilerle, baz1 fungus
tarleri Gzerinde anti-mikrobiyal aktivite 6zelligi gosterdigi saptanmistir. Elde edilen
ekstrelerin hem bakteriyel hem de fungus tiirleri iizerinde aktivite gdstermis olmasi
bitkinin igeriginde bulunan etkin maddelerin ¢esitliligini diisiindiirmektedir. Prunella
vulgaris L. bitkisinin GC-MS analizleri de bu beklentiyi dogrulamaktadir. Prunella
vulgaris L. bitkisinin hekzan ile hazirlanan ekstresinin GC-MS analizinde; Trans-karan,
Karvakrol, Timol, Ojenol metileter, Palmitik asit, Linoleik asit, Linolenik asit,
(2)6,(2)9-Pentadekadien-1-ol tespit edilmistir. Prunella vulgaris L. bitkisinin etil asetat
ile hazirlanan ekstresinin GC-MS analizinde; 2-dodekan, Timol, Karvakrol, 1-
tetradekan, 1,2-dimetoksi-4-(2-propenil)benzen, 1-hekzadekan, 5-oktadekan,
Lavandulol asetat, Palmitik asit, 10-heneikosan, Fitol, Linoleik asit, Linolenik asit,
Stearik asit, Eikosan tespit edilmistir. Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ile
hazirlanan ekstresinin GC-MS analizinde; Kumaran, Ojenol metileter, 2-hidroksi-5-
metilbenzaldehit, Palmitik asit, Fitol, Linoleik asit, Linolenik asit, Stearik asit tespit

edilmistir.

Ayrica Prunella vulgaris L. bitkisinin etil asetat, su, metanol ve hekzandan elde edilen
ekstraktlarmin FT-IR spektrumlari alinmistir. Yara otunun etil asetat ekstraktinin FT-IR
spektrumunda 3381 cm™, 2922 cm™ ve 2851 cm™, 1463 cm?, 1039 cm?, 1711 cm™,
1256 cm™ ve 1169 cm™'de yer alan pikler sirasiyla; -OH gerilme, alifatik C-H gerilme,
alifatik C-H egilme, aromatik C-H egilme, C=0 keton, C-O-C asimetrik gerilme ve C-
O-C simetrik gerilme frekanslarmna karsilik gelmektedir. Yara otunun hekzan
ekstraktinin karakteristik FT-IR spektrumunda; 3437 cm™, 2919 ve 2851 cm™, 1462 cmv
11737 cmt, 1712 cmt, 1244 cm®, 1170 cm™'de yer alan pikler sirastyla; -OH gerilme,
alifatik C-H gerilme, alifatik C-H egilme, aldehit C=0, keton C=0, C-O-C asimetrik
bag gerilme ve C-O-C simetrik bag gerilme frekanslarina karsilik gelmektedir. Yara
otunun metanol ekstraktinin karakteristik FT-IR spektrumunda; 3391 cm™, 2924 ve
2852 cm?, 1410 cm™, 1603 ve 1525 cm™, 1693 cm™?, 1268 cm™, 1162 cm™*'de cikan

pikler sirasiyla; -OH, alifatik C-H gerilme, alifatik C-H egilme, aromatik C=C, C=0, C-
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O-C asimetrik gerilme, C-O-C simetrik bag gerilme frekanslarina karsilik gelmektedir.
Yara otunun su ekstraktinin karakteristik FT-IR spektrumunda; 3409 cm™, 2926 ve
2855 cm™, 1410 cm?, 1602 ve 1402 cm™, 1071 cm™, 1268 cm™’de ¢ikan pikler
sirastyla; -OH, alifatik C-H gerilme, alifatik C-H egilme, aromatik C=C, aromatik C-H
egilme, C-O-C asimetrik bag gerilme frekanslarina karsilik gelmektedir. FT-IR analiz
sonuglarina gore, Prunella vulgaris L. bitkisinin etil asetat ve hekzan ekstraktlarinda
ise, hidroksi veya karboksil gruplari ile karbonil gruplar i¢eren bilesiklerin sayica daha
az oldugu goriilmektedir. Prunella vulgaris L. bitkisinin metanol ve su ekstraktlarinda
hidroksi veya karboksil gruplari ile karbonil gruplari iceren bilesiklerin sayica daha gok

oldugu goriilmektedir.

Tez kapsaminda yapilan anti-quorum sensing c¢alismalarinda kullanilan Prunella
vulgaris L. bitkisinin etil asetat, su, hekzan ve metanol ile hazirlanan ekstraklarindan
sadece metanol ile hazirlanan ekstraktinin bakteriyel bir otokontrol sistemi olan quorum
sensing (¢evre algilama sistemi) sistemini inhibe ettigi saptanmig olup, C6-HSL gibi
gram negatif patojen bakteriler tarafindan siklikla kullanilan bakteriyel haberlesme
sistemi molekiiliinii etkiledigi ve Acil-Homoserin Lakton molekllu Gzerinde negatif
diizeyde bir etkisinin oldugu belirlenmistir. C6-HSL, birgcok gram negatif patojen
(Pseudomonas aeruginosa, E. coli, A. baumannii gibi) bakteriler tarafindan iletisim

molekiili olarak kullanilmaktadir.

Prunella vulgaris L. bitkisinin geleneksel tipta halk tarafindan eski ¢aglardan beri
kullanilagelmesi birgok tedavide de kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica Prunella
vulgaris L. bitkisinin metanol ile hazirlanan ekstraktinin bakteriyel haberlesme
sistemini engellemesi, hastaliklara sebebiyet veren enfeksiyonlarin tedavi siirecine de
Onemli bir katki saglayacaktir. Bu sayede canlilarda hastaliklara yol agan bakterilerin
popiilasyonunda ciddi bigimde azalmalar goriiliip hastaliklarin bulagsmasi dnlenecek,
hastaliklarin tedavisine yeni bir boyut kazandirilacaktir. Yapilacak olan caligmalar

sonucunda tedavi siireci kisalip, ekonomik kayiplar da minimalize edilecektir.
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Geleneksel tipta kullanilan Prunella vulgaris L. gibi bitkilerin aragtirilmasi, antibiyotik
direnci olmadan bakteriyel hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunabilir. Yaptigimiz
calismalar gelecekte yapilacak calismalarla desteklenirse, gidadan tarima, tekstilden
kozmetige, dermatolojiden sagliga kadar yasamin her alaninda kendine yer edinmis ve
ozellikle yurtdisindaki sanayi kuruluglarinca yaygin olarak kullanilagelen ayrica
ulkemizde de yerel bir yayilis gosteren Prunella vulgaris L. bitkisinin 6nemi daha ¢ok

anlagsilacak olup, bilim diinyasi i¢in yeni kesiflerin kapis1 aralanacaktir.
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