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ONSOZz

Antimikrobiyal direng, bakteri ve mantar gibi mikoorganizmalarin onlari
elimine etmek i¢in gelistirilmis ilaglarin etkisiz kaldiklar1 durumlarda ortaya ¢ikar. Bu

da patojenlerin elimine olmadig1 ve gelismelerini siirdiikleri anlamina gelir.

Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 2,8 milyondan fazla antimikrobiyal
direncli enfeksiyon meydana gelmektedir. Hastalik Kontrol Merkezinin (CDC) 2019
yilindaki “Antibiyotik Direnci” raporuna gore yilda yaklasik 35.000'den fazla insanin
sirf bu nedenle 6ldiigil kaydediliyor.

Antimikrobiyal direng tip, veteriner ve tarim endiistrilerinin yani1 sira yagamin
herhangi bir agsamasinda insanlar1 etkileme potansiyeline sahiptir. Bu da onu diinyanin
en acil halk saglig1 sorunlarindan biri haline getiriyor. Bu nedenle segilen konu hastane
enfeksiyonu olarak da bilinen metisiline direngli Staphylococcus aureus’a karsi

alternatif maddelerin arastirilmasi olarak belirlenmistir.

Doktora ¢aligmalarim boyunca her yoniiyle yardim, katki ve desteklerini
gordiigim Danigman hocalarim Sayin Prof. Dr. Ayhan Filazi ve Prof. Dr. Giil¢in
Akga’ya, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalindaki tiim Ogretim elemanlarina
cani goniilden tesekkiir ederim.

Yaptigim ¢aligmalarda bana katlanan ve her zaman yureklendiren aileme de

0zel olarak tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Genel bilgiler

Staphylococcus aureus (S. aureus), insan ve hayvan saghigini kiiresel olarak tehdit
eden en 6nemli bakterilerden biridir (Sekil 1.1). Hafif bir enfeksiyondan yasami tehdit
eden durumlara kadar farkli enfeksiyon tiirlerine ve doku ve organlar etkileyebilen
toksine bagli sendromlara neden olur. Buna karsilik, risk yonetimi, tehlike analizi, kritik
kontrol noktalar1 ve iyi hijyen uygulamalar1 gibi farkli yaklagimlarin kullanilmasi
kontaminasyonu onlemenin temel faktorleridir (Grace ve Fetsch, 2018). Stafilokok
enfeksiyonlarina, saglikli bireylerin cildinde veya burnunda yaygin olarak bulunan
bakterilerin de neden olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Cogu zaman, bu bakteriler saprofit
olup sorun yaratmaz veya nispeten kiigiik cilt enfeksiyonlarina neden olurlar. Ancak
derinin herhangi bir nedenle hasar gérmesi durumunda bakteriler hasarli alandan daha
derin dokulara ilerleyip kan dolasimina gegerek (bakteriyemi), eklemlere, kemiklere,
akcigerlere veya kalbe kadar ulastiklarinda Olimcul nitelikteki  stafilokok
enfeksiyonlarina neden olabilirler (Becker, 2018). Glinimizde halen bir¢ok insan, yasami
tehdit eden stafilokok enfeksiyonlarina maruz kalabilmektedir. Bu tur enfeksiyonlarin
tedavisinde genellikle antibiyotikler ile enfekte olmus bdlgenin drene edilme
uygulamalar1 gergeklestirilmektedir. Bununla birlikte, baz1 stafilokok enfeksiyonlari

yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere artik yanit vermemektedir (Harada ve ark., 2018).

Gunumuzde stafilokoklar, metisiline duyarli S. aureus (MSSA) ve metisiline
direncli (MRSA) S. aureus olmak (izere farkl tirlerde bulunabilmektedir. MSSA veya
MRSA, ciltte yaygin olarak bulunmaktadir. Hastalik olusturmadiklarinda genellikle
insanlar orada olduklarinin farkinda bile olmamakta, ancak kaza, yara, ameliyat veya igne
batmasi sonucu enfeksiyona neden olmaktadirlar. Cildin hasar gormesiyle birlikte
sistemik dolasima gecen bu bakteri daha sonra hafif bir enfeksiyondan yasami tehdit eden
sepsise kadar degisen siddette enfeksiyonlara neden olabilir (Morgan, 2008). Enfekte



olmus insanlar temasta bulunduklar1 diger kisilere de enfeksiyonu bulastirabilmektedir
(Tong ve ark., 2015). MSSA ile MRSA’nin in vitro kiltirde birbirine benzedigi
gorilmektedir. Bununla beraber aralarindaki fark stafilokok enfeksiyonlarini tedavi etmek

icin kullanilan metisiline verdikleri tepkiyle Olctlmektedir. MSSA enfeksiyonlart

antibiyotiklerle tedavi edilebilir. Bununla beraber her iki tip de ciddi ve hatta yasami tehdit
edici olabilmektedir (Morgan, 2008).

Sekil 1.1. Staphylococcus aureus'un Taramali elektron mikroskobik gérinimu (Matthew J. Arduino, 2022).

S. aureus, neden oldugu ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtiran ve neredeyse
tim antibiyotiklere kars1 direng gelistirme yetenegi ile bilinen bir bakteridir. Bakteri,
hedef DNA girazini degistiren veya dis zar proteinlerini azaltan ve bdylece ilag birikimini
azaltan genetik mutasyonlarla ilaca direngli hale gelebilir (Kime ve ark., 2019 ve Yang ve
ark., 2019). Ornegin, klindamisin ve eritromisine diren¢ temel olarak ribozomal RNA
metilazdaki bir modifikasyondan kaynaklanir (Heelan ve ark, 2004 ve Martinez ve ark.,
2018).

S. aureus suslarinin %80’den fazlasinin penisilinaz salgilayabildigi ve bundan
dolay1 penisilinazlara direngli metisilin gibi beta-laktam antibiyotiklerin S. aureus

enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanildig: ifade edilmektedir (Leonard



ve Markey, 2008). Metisilin ilk olarak 1950’lerin sonlarinda beseri hekimlikte direncli
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaya baslanmasina ragmen, 1961’in
baslarinda metisiline direng bildirilmistir (Jevons, 1961). Ayn1 yil ise metisilin varliginda

S.aureus’un tekrarlanan pasajlarinda direncin gelisebilecegi gosterilmistir (Barber, 1961).

MRSA ve MSSA tirlerinin geleneksel mikrobiyolojik yontemler ile kilttrleri
yapildiginda morfolojik olarak birbirlerinden ayrimlar1 yapilamamaktadir. Raporlara gore
MRSA ve MSSA olan tiirleri koyun kanli agar besiyeri ortamonda iiretildiginde koloni
yapilara arasinda fark goriilmedigi bildirilmistir (Santana ve ark., 2015). Bu nedenle bu
tiirlerin ayrim1 ve teshisi i¢in antibiyogram, molekiler yiintemler vb. ilave laboratuvar

testlerinin yapilmasi onerilmektedir.

MRSA, 1970’lerde Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde ciddi bir sorun
olmasina ragmen diger iilkelerde sadece hastanelerde sporadik bir sorun olarak ortaya
¢ikmigtir. Bununla beraber MRSA, 1990’lardan itibaren tiim diinyada hastane kaynakli

bir enfeksiyon olarak ciddi bir sorun haline gelmistir (Panlilio ve ark., 1992).

MRSA suslari, penisilinaza dayanikli beta-laktamlar dahil tim beta laktamlara
direncli olup, direng en yaygin olarak mecA geni araciligiyla olusmaktadir. Bu gen bakteri
hiicre duvarinda ifade edilen penisilin baglayici proteini (PBP2a) kodlamakta ve bu da
beta laktam antibiyotiklere affinitenin diisilk olmasina yol agmaktadir. Bdylece bu grup
antibiyotikler, ad1 gecen geni ifade eden bakterilere karsi etkisiz kalmaktadir. Ayrica,
bircok MRSA izolatinin diger birgok antibiyotik sinifina karsi da direngli oldugu
bildirilmigtir. MSSA suslarinin, olasilikla koagulaz negatif stafilolok suslarindan SCCmec
elementini almasiyla metisiline direngli hale gelebilecegine yonelik bulgular oldugu ve
bunun da birgok durumda ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Enright ve ark., 2002). SCCmec,
mecA geni tarafindan kodlanan genis spektrumlu beta-laktam direncinin merkezi
belirleyicisini tasiyan mobil bir genetik elementtir. Metisiline direngli stafilokok

suslarinin ortaya c¢ikmasinin, SCCmec elementinin duyarli suslarin kromozomuna



alinmasi ve eklenmesinden kaynaklandigi bildirilmistir ( International Working Group on

the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements, 2009).

Insanlarda stafilokokkal patogenezi karakterize eden literatiir oldukga yaygin olup,
S. aureus, halk sagligi ve hayvancilikta 6nemli bir etkiye yol acan ¢ok sayida hayvan
bakicisinda enfeksiyon ve hastaligin ana nedeni olarak bildirilmistir. Hayvanlardaki
enfeksiyonlarin hayvan sagligina zarar vermesinin yaninda hayvanlarin insanlara
stafilokok bulagsmasi i¢in bir rezervuar gorevi oldugu ileri siiriilmiistiir. Son yillarda
MRSA’nin veteriner hekimlikte de 6zellikle kiiclik bas hayvan ve tek tirnaklilarda artan
bir sekilde ciddi bir sorun olmaya basladig1 bildirilmistir. (Robinson ve Enright, 2003).

Sigirlarda mastitisin nedeni olarak S.aureus’un 6nemi ve bu turlerde meme igi
antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kullanimi g6z Oniine alindiginda hayvanlardan
MRSA’nm ilk izolatlarinin mastitisli ineklerin siitlerinden elde edilmesi siirpriz olarak
gorulmemektedir (Devriese ve Hommez, 1975 ve Kirkan ve ark., 2005). O zamandan beri
bu olmasa ayrica diye baslasak MRSA kopek (Pak ve ark., 1999), kedi (Bender ve ark.,
2005), at (Anzai ve ark., 1996), koyun (Goni ve ark., 2004), domuz (Voss ve ark., 2005)
ve tavuk (Lee, 2003) gibi evcil hayvan tiirlerinde tespit edilmistir. Yapilan bir caligmada
veteriner kliniklerine gelen 65 hastadan alinan S.aureus izolatlarinin %14 lintin MRSA ile
enfekte oldugu ve MRSA enfeksiyonlarinin en yaygin olarak kdpek ve atlarda goriildigii
bildirilmistir (Middleton ve ark., 2005).

Insanlarda MRSA’nin  kontroliine ydnelik ¢ok sayida bilgi ve rehber
yayimlanmakta (6rnegin CDC MRSA rehberi, www.cdc.gov/ncidod/dhap/ar mrsa.html)
ve bu ilkelerin birgogu da hayvanlardaki MRSA’nin kontroliinde kullanilabilmektedir
(Coia ve ark., 2006). Bununla beraber hastaligin epidemiyolojisinde 6nemli farkliliklar
olabileceginden insanlardaki MRSA kontrol ilkelerinin hayvanlardakine uyarlanirken
oldukca dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir (Weese ve ark., 2006). Gunimizde
hayvanlarda kolonizasyon ve enfeksiyonun yayginligi ve kaliciligi, hayvanlar ve insanlar

arasindaki gecis kolayligi ve hayvanlarda dekolonizasyon islemlerinin etkinligi gibi



onemli sorular hakkinda veri saglamak igin kontrollii ¢alismalarin yetersiz oldugu
kaydedilmistir. Ozellikle at haralarinda yapilan ¢aligmalarda, haranin biiyiikliigii, dnceki
antimikrobiyal uygulamalar, onceki kolonizasyon, ayni ciftlikteki atlarda Onceden
enfeksiyonun tanimlanmis olmasi veya kolonizasyonu ve bir veteriner hekim
muayenesine sunulmasi gibi faktorler atlarda MRSA kolonizasyonu i¢in en énemli risk
faktorleri olup bunlarla ilgili ¢alismalarin sonuglart oldukga sinirlidir (Weese ve ark.,
2005). Ayrica atlarla ilgilenen personelin ellerinde bulunan bakterileri atlara
bulastirmasiyla enfeksiyonun gecisi MRSA enfeksiyonunun 6nemli bir bulasma yolu
olmasina ragmen, Kanada’da yapilan bir ¢aligmada, veteriner kliniklerinde bulunma
potansiyeli bulunan MRSA’lar nedeniyle bu alanlarin da yaygin bir bulagsma gevresi

olabilecegi rapor edilmistir (\Weese ve ark., 2004).

Pek ¢ok patojen bakteri tek bir konakg1 tiiriiyle siirliyken, bazilarmin konak
gecislerinden gegme kapasitesi vardir ve bu da insan ve hayvan sagligina tehdit olusturan
yeni klonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bununla birlikte, bir multihost ekolojisini
destekleyen bakteriyel 6zellikler iyi anlagilmamistir (Bacigalupe ve ark., 2019). Beseri
tipta kritik ve son derece 6nemli antimikrobiyal ajanlara diren¢ kazandiran hayvanlardan
alinan stafilokoklardaki ¢oklu ilaca direng genleri ve bunlarin karakterizasyonlart Sekil

1.2 ve 1.3'te gosterilmektedir.

blaZ mecA, mecC,
tet{K), rer{L), ret{M),
€t ooyy €Oty €Ol paa
fexA, fosD, oacA-aphD,
aadD, aphA3, aadf, str,
Spe, spd, spw, sotd,

erm(A), erm{B), erm{C),

tet(0)
s0(B)
sallA)
opmA

vgalC)
erm|33)
vgalt)

vonE)

erm(F), erm(T), erm{43),
msriA), mphiC), Inu(A),
Inu{B), var(B), wgb{(B),
vga(A), vgolA),, IsalE),
cfr, dfrA, dfrD, dfrG,
dfrK, fusB fusC,
iles2, ble

Sekil 1.2. insan ve hayvanlarda stafilokoklardaki direng genleri (Wendlandt ve ark., 2015).
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Sekil 1.3. Staphylococcus aureus susunda goriilen yeni antibiyotik direng genlerinin karakterizasyonu
(Wright, 2010).

Ozellikle MRSA’nin yayginlasmasiyla birlikte halk saghgina yonelik endiseler
artmakta ve bdylece alternatif antibakteriyel bilesiklerin gelistirilmesi zorunlulugu oldugu
gorilmektedir. MRSA’nin yani sira invaziv nitelikteki MSSA’nin da 6nemli bir halk
sagligt sorunu oldugu belirtilmelidir. Dolayisiyla halk sagliginin korunmasi ve
enfeksiyonlari 6nlenmesi, MRSA'ya ek olarak MSSA’ya da yonelik olmalidir. S. aureus
ayrica, besi hayvanlarinda da goriildiigiinden gida zehirlenmesine neden olan bir patojen
olarak kabul edilmistir (Akindolire ve ark., 2015). Hastanelerden veya diger insanlardan
bulasan S. aureus suslari, agirlikli olarak insanlari etkileyen patojen potansiyele sahip
suslardir. Bununla birlikte, hayvanlarla iliskili MSSA ve MRSA, ozellikle etkilenen
hayvanlarla mesleki temasin oldugu durumlarda, insanlar tarafindan da alinabilmektedir
(Marzoli ve ark., 2021). Son raporlara gore, antibakteriyellere direngli stafilokok

suslarinin yaygilhigi ciddi bir bi¢imde artis gostermistir. Farkli antibiyotiklerin yaygin



olarak uygulanmasi, biiyiik saglik sorunlarina yol acan antibiyotik direncinin gelismesinin

ana nedenidir (Kurlenda ve Grinholc, 2012).

MRSA normalde, beta-laktamlar, aminoglikozitler, fluorokinolonlar ve
makrolidler gibi antibiyotiklere direncli olan coklu ilag-direncli (multidrug-resistant)
genotipe sahiptir. Gunumuzde sadece glikopeptidlere (vankomisin ve teikoplanin) duyarl
oldugu bildirilmistir. Bununla beraber bunlara kars1 da direncli izolatlar bulundugu rapor
edilmektedir (Barrett, 2005; Berger ve Rohrer, 2002 ve Goldstein, 2007). Bildigimiz
kadariyla MRSA suslarina etki eden ilk beta-laktam antibiyotik olan 5. kusak sefalosporin
“seftarolin” 2010 yilinin Ocak aymda ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan onay alarak
kullanima sunulmustur (Steed ve Rybak, 2010). Seftarolinin MRSA’nin yani sira
vankomisine direncli Enterococcus (VRE) ve vankomisine direncli S. aureus (VRSA)
dahil bir¢ok direncli Gram pozitif bakteriyle birlikte Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) tiretmeyen Escherichia coli, ESBL
uretmeyen Klebsiella pneumoniae gibi Gram negatif bakterilere karsi da in vitro etkinligi
ispatlanmig, bOylece olduk¢a genis bir etki spektrumuna sahip oldugu belirtilmistir
(Brown ve Traczewski, 2009). Yapilan bir ¢aligmada Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen farkli klinik
orneklerden (yara, kan, idrar) izole edilen 98 MRSA susunun seftarolin, vankomisin ve
linezolid i¢in belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin sirasiyla
0,125-1 pg/mL, 0,75-1,5 pg/mL ve 0,38-1,5 pg/mL oldugu ve bu sonuglara gore biitiin
MRSA suglariin seftarolin, vankomisin ve linezolide duyarli oldugu rapor edilmistir

(Coskun ve ark., 2017).

Ozellikle yogun bakim {initelerine kabul edilen hastalarda, yash ve mikerrer
hastaneye yatirilan hastalarda  MRSA'min klinik izolatlarina siklikla rastlandigi
belirtilmektedir. Bu nedenle MRSA’ya etkili ve farkli etki mekanizmalarina sahip yeni
ilaglarin gelistirilmesine acil ihtiyag oldugu ifade edilmektedir (Enright, 2003).



Gunumuze kadar, ilag endistrisi yeni antimikrobiyaller gelistirerek ya da mevcut
olanlar1 degistirerek bu sorunun istesinden gelmeye ¢alismaktadir. Bununla beraber son
40 yilda yalnizca yukarida belirtilen {i¢ yeni sinif antibiyotik gelistirilebilmis ve bunlarin
hepsi de Gram pozitif bakterilerin yaptigi enfeksiyonlarin tedavisiyle smirli kalmistir.
Gram negatiflerde ise ¢oklu ilag direnci giin gectikge artmig ve tim dinyada blyiik sorun
olmaya bagladig1 gibi ila¢ direncinin yayilmasinda da olduk¢a dnemli rol oynamaislardir.
Bunlara ek olarak antibiyotik direncinin iistesinden gelmek icin yeni gelistirilen stratejiler,
direnci hizli bir sekilde yayabilen bakteriler karsisinda her gecen giin daha da etkisiz
kalmaktadir. Bu durum geleneksel antibiyotiklerden farkli mekanizmalar ile etki

gosterebilecek yeni maddelerin gereksinimini zorunlu kilmaktadir (Parisien ve ark.,
2008).

Son yillarda, kiimes hayvanlari, domuz eti ve sigir eti gibi ¢esitli hayvan kaynakl
gidalardan S. aureus suslar izole edilmis ve bunlarin toplumla iligkili S. aureus'un
rezervuarl ve kaynagi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hayvanlar, 6zellikle spesifik konake1
tropizminden yoksun gorinen klonlar igin S. aureus zoonotik enfeksiyonlarinin bir
kaynagi olarak hareket edebilirken, insanlar ¢iftlik hayvanlarini etkileyen yeni patojenik
suglarin 6nemli bir kaynagimi temsil edebilirler. Ayrica S. aureus, siit sigirlarinda
mastitisin en 6nemli etkenlerinden biri olarak kabul edilmektedir ve siitten izole edilmistir.
Metisilin mastitis tedavisinde kullanilmamaktadir. Ayrica ¢evrenin dogal kosullarinda
birkag ay hayatta kalabilecegi goz Oniine alindiginda, hayvanlardaki MRSA
enfeksiyonunun kaynaklarindan birinin de gevre olabilecegi ifade edilmektedir (Basanisi
ve ark., 2017).

Bir¢ok caligsmada siit ve siit iiriinlerinde yiiksek S. aureus prevalansi bildirilmistir.
S. aureus'un siit sigirlarinda en 6nemli bulasici mastitis patojenlerinden biri oldugu
gorulmektedir. Zoonotik potansiyeli nedeniyle S. aureus’un kontrolii sadece st
endustrisinde biylik ekonomik 6neme sahip olmayip, ayn1 zamanda 6nemli bir halk

sagligt sorunu da olmaktadir. Ayrica birgok {lilkede siit ve siit iiriinlerinde klasik



enterotoksinlerin saptanmasi ve S. aureus'un enterotoksin genlerinin belirlenmesine

yonelik arastirmalar yapilmistir (Kadlec ve ark., 2019).

Siit, stafilokok kaynakli gida zehirlenmelerinin 6nemli bir kaynagidir. S. aureus,
kontamine ve iglenmemis siit ve siit lirlinleri yoluyla insanlara bulasabilir. Son raporlara
gore, toplam S. aureus izolat sayisi i¢inde antibiyotiklere direngli suslarin orani1 giderek
artmaktadir (Fujikawa ve Morozumi, 2006). Bu nedenle S. aureus enfeksiyonlarini
onlemek ve ortadan kaldirmak ic¢in antibiyotiklere alternatif olarak, bitki kaynakli
bilesikleri de igeren yollarin arastirilmasi 6nemli bir firsat olarak gosterilmektedir (Martin

ve Ernst, 2003).

Bitkilerin farkli kisimlarinin yemeklere aroma ve tat vermek igin kullanildig
bilinmektedir. Cesitli sifali bitkiler, antioksidan, anti-inflamatuar, antidiyabetik,
antihipertansif ve antimikrobiyal aktiviteler gibi terapotik 6zelliklere sahiptir (Esiyok ve
ark., 2004 ve Martinez-Gracié ve ark., 2015). Bu nedenle, st drinlerinin sifali otlar ile
takviye edilmesi, besleyici ve tibbi degerlere sahip fonksiyonel siit {iriinleri saglamaya
yardimct olabilir. Ayrica, tiiketiciler i¢in zenginlestirilmis gidalarin goriinlimiinii ve
cekiciligini gelistirmek ve bu bitkilerin satisin1  artirmak i¢in  sifali  bitkiler
kullanilmaktadir (EI-Sayed ve Youssef, 2019). Bu nedenle, patojen mikroorganizmalarla
miicadele etmek i¢in siit lirtinlerine yalnizca en kaliteli otlar eklenebilir. Otlar, sadece gida
aromas1 olarak degil, ayn1 zamanda saglik o6zellikleri i¢in de yaygin olarak kullanilan
dogal maddelerdir. Bitkilerde bulunan antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
bilesenleri, insan ve hayvan varliinin saglik ve tibbi durumunu iyilestirmelerini

saglayabilir.

S. aureus enfeksiyonlarmi onlemek ve ortadan kaldirmak i¢in bitki kaynakli
bilesikler gibi mevcut antibiyotiklerin yerine alternatif yollarin belirlenmesi ve
arastirilmasi 6nemli bir firsat olarak goriinmektedir (Kurlenda ve Grinholc, 2012). Birgok
hastaligin insan uygarlig1 boyunca bitkisel ilaglarla tedavi edildigi bilinmektedir. Bugiin
bile, bitki materyalleri birincil saglik hizmetlerinde biiyiik rol oynamakta ve daha gelismis



bitkiler yeni antimikrobiyal maddelerin potansiyel kaynagi olarak bilinmektedir. Endemik
bitkiler ¢esitli metabolitlerin rezervleridir ve ¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip 6nemli
kimyasallarin sinirsiz kaynagina sahiptirler. Glinlimiizde modern ilaglarin ¢cogu bitkisel
kaynaklidir (Ibezim, 2015). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), yaklasik 20,000 bitki tiiriiniin
tibbi amacla kullanilabilecegini rapor etmektedir (Maregesi ve ark., 2008). Yapilan
arastirmalar Tirkiye’nin bitki florasinin hem tiir hem de endemik ag¢idan 6nemli bir gen
merkezi oldugunu gostermektedir. Biitiin Avrupa yaklasik 12,000 bitki tiirii igermesine
karsin, Tiirkiye tek basina 9,000 civarinda tiire sahip olup bunlarin yaklasik 3,000 kadari
endemiktir (Nalbantbas ve Golcii, 2009). Tiirkiye’de tibbi amach kullanilan bitkilerin
say1st kesin olarak bilinmemekle beraber bu saymin 500-1000 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Ayrica, yaklasik 200 tibbi ve aromatik bitkinin ihra¢ potansiyelinin oldugu
da ifade edilmistir (Berber ve ark.,2013).

Son yillarda 6zellikle Cin’de bitki ekstraklarinin antimikrobiyal tedavide
kullanilmasi bilim diinyasinin bu konuya ilgisini ¢ekmistir. Fitoterapi adi da verilen bu
uygulama artik tim diinyada yayginlasmaya baslamistir. Bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar ve degisik Ozler binlerce yildir degisik amaglarla kullanilmaktadir. Bunlarin
antimikrobiyal Ozelliklere sahip olmasi, dogal ve islenmis gidalarin korunmasi,
farmasotik, alternatif tip ve dogal tedaviler dahil olmak tizere, bircok uygulamada temel
olarak kullanilmalarini saglamistir (Hammer ve ark., 1999). Bu yiizden bitki 6zleri, ugucu
yaglar ve sekonder metabolitler dahil alternatif antimikrobiyal kaynaklarla ilgili

aragtirmalara yogun bir ilgi oldugu goriilmektedir (Salamct ve ark., 2007).

Cin’de degisik amaglarla kullanilan 19 bitkinin MRSA’ya yonelik etkinliklerinin
arastirildig bir ¢calismada (Zuo ve ark., 2008), arastirmaya konu 19 bitkinin MRSA’ya
yonelik MIK degerleri 1,25 ile 3,07 mg/mL arasinda bulunmus olup, yapilan
degerlendirmede en etkili antimikrobiyal bitkilerin Dendrobenthamia capitata, Elsholtzia
rugulosa, Elsholtzia blanda (Kori yapragi), Geranium striatipes (Sardunya) ve
Polygonum multiflorum (Muhri  Suleyman) (MIK<1,43 mg/mL) oldugu ve

Dendrobenthamia capitata‘nin etil asetat ile ekstrakte edilen kismindan izole edilen
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betulinik asidin MIK/MBK degerinin 62,5/125,0 mg/mL oldugu belirtilmistir. Sonugta
Dendrobenthamia capitata, Elsholtzia rugulosa, Elsholtzia blanda, Geranium strictipes,
Polygonum multiflorum ve betulinik asidin MRSA’ya yonelik in vitro etkilerinin oldugu
ortaya konulmustur. Merghni ve ark, (2018), tarafindan yapilan bir arastirmada ise
Eucalyptus globulus (Okaliptus) esansiyel yagi ve onun ana bileseni olan 1,8-cineole'nin
MRSA biyofilmlerine karst giiclii etkili oldugu gosterilmistir. Nigella sativa (Corek
otu)’nin esansiyel yag ekstraktinin test edilen MRSA suslarinin %62’sine yonelik etkileri
oldugu (Emeka ve ark., 2015), 4 mg’lik disk formuna getirilen etanol ekstraktlarinin ise
test edilen tiim MRSA izolatlarii inhibe ettigi (Hannan ve ark., 2008) bildirilmistir.
Nijerya’da yapilan bagka bir arastirmada ise Terminalia avicennioides, Phylantus
discoideus, Ocimum gratissimum ve Acalypha wilkesiana’nin hem su hem de etanol
ekstraktlarinin MRSA’ya etkili oldugunu ve bunun igerdikleri antrakinon bilesiklerden
kaynaklandig: bildirilmistir (Akinyemi ve ark., 2005). Bunlarin disinda S.aureus’a kars1
sofora alkaloitlerinin (Wang ve ark., 2018), Cuminum cyminum (kimyon), Punica
granatum (nar) ve Syzgium aromaticum (karanfil) ekstraktlarinin (Mostafa ve ark., 2017),
Pithecellobium dulce (hint hurmasi)’nin hekzan, etanol ve etil asetat ekstraktlarinin (Bhat
ve ark., 2018) etkili olduklar1 gosterilmistir. Ayrica Garcinia zeylanica, Jasminum
officinale (yasemin), Rubia cordifolia (kokboya) ve Pongamia pinnata (hint kaymn agaci)
(Gunasekara ve ark., 2017) ile Punica granatum ve Tabebuia avellanedae (Machado ve
ark., 2003) ve Turnera ulmifolia ekstraktlarinin (Coutinho ve ark., 2009) MRSA’ya kars1
etkili olabilecekleri kaydedilmistir.

Yapilan bir arastirmada Tirkiye’de geleneksel olarak tedavi amaciyla kullanilan
19 bitkinin antimikrobiyal etkinlikleri 14 patojen susa kars1 arastirilmis ve bunlardan en
iyi MIK ve MBK degeri gosteren yedi bitki ekstraktinin (Cornus sanguinea, Punica
granatum, Vitis vinifera, Liquidambar orientalis, Rosmarinus officinalis, Ecballium
elaterium, Eucalyptus camuldulensis) etkileri MRSA, E.coli ve Candida albicans’a
yonelik arastirilmigtir. Bunlarin MIK ve MBK degerlerinin sirasiyla 8-14,2 mg/mL ve
14,2-24,4 mg/mL arasinda degisebilecegi gosterilmistir (Oskay ve Sari, 2007). Avsar ve

ark. (2016), tarafindan yapilan bir arastirmada ise Sinop’tan toplanan Isatis arenaria
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(Kelebek otu) ve Verbascum degenii (Sigirkuyrugu) tiirlerinden elde edilen metanol ve
etanol ekstraktlarinin alternatif dogal antimikrobiyal ajanlara sahip oldugunu ve bunun

yeni ilag¢ gelistirilmesinde kullanilabilecegi dnerilmistir.

Birkag bitkiden elde edilen ugucu yaglarin, mikrobiyal gelismeyi 6nledigi, ayni
zamanda antioksidan aktivite gosterdigi ve st Urlinlerinde bu amagla kullanilmak i¢in iyi
adaylar oldugu kabul edilmistir (Bag ve Chattopadhyay, 2015; Chua ve ark., 2019 ve Tsai
ve ark., 2011). Ayrica, ugucu yaglar, ABD'de kullanim i¢in onaylanmak iizere GRAS'a
(genellikle glvenli olarak kabul edilen derece) sahip olma avantajina sahiptir (Dima ve
Dima, 2015 ve Hartung, 2018).

Bu arastirmada kullanilacak olan kekik bitkisinin (Thymus vulgaris) sulu
ekstraktinin S. aureus’a (Nzeako ve ark., 2006), esansiyel yaginin ise hem S. aureus’a
(Pedonese ve ark., 2017) hem de MRSA’ya (Boskovic ve ark., 2015) kars1 etkili oldugu
gosterilmistir. Origanum vulgare (Oregano) ve Rosmarinus officinalis (biberiye)’in
esansiyel yaglarmin S.aureus’a karsi inhibitor etkileri oldugu bildirilmistir (Honério ve
ark., 2015). Biberiye (R. officinalis) ayrica tek basina etanol ekstrakti olarak ve
sefuroksimle kombine halde MRSA’ya karsi arastirilmis ve kombinasyonun MRSA’ya
kars1 oldukga etkili oldugu ve ayrica biberiyenin beta-laktamlara duyarliligi artirmada

anahtar bir rol oynadigi bildirilmistir (Jarrar ve ark., 2010).

Yukarida wverilen bilgiler, bitkilerden alternatif antibakteriyel maddeler
gelistirilebilecegini gostermektedir. Boylece mevcut calismada, her iki S. aureus susuna
kars1 segilen 2 bitkinin antibakteriyel 6zelliklerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

1.2. Biberiye (Rosmarinus officinalis)

Biberiye (Rosmarinus officinalis), Akdeniz bolgesine 6zgi, 2 m yiikseklige kadar

yaprak dokmeyen, bircok Avrupa iilkesinde ve ABD'de yetistirilen bir ¢al1 bitkisidir. Ust
yiizeyinde yesil, alt yiizeylerini beyazimsi yapan c¢ok sayida dalli tiiy ile dogrusal
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yapraklar1 vardir (Sekil 1.4). Soluk mavi, nadiren pembe veya beyaz ¢igekler, yapraklarin
aksillerinde iiretilen vertisillasterlerde tasinir. Yapragimn iist yilizii koyu yesil, alt yiizii
beyaz; yapraklar reginelidir. Dallar, c¢atlakli kabuk ve govde ile sert, odunsu ve
kahverengidir. Kimoz salkimina soluk mavi kiiciik ¢igekler goriinlr. Yapraklar, cicekli
iist kisimlar ve ince dallar, geleneksel tipta, modern tipta ve aromaterapide oldugu kadar
parfim ve aroma endustrilerinde de kullanilan esansiyel bir yag ve oleoresin verir.
Lamiaceae familyasina ait yaygin bir ev bitkisidir ve giiglii keskin aromasi ve koyu yesil

uzun yapraklari ile en eski Akdeniz ¢alilarindan biridir (Gachkar ve ark., 2007).

Sekil 1.4. Biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkisi (Pravotorova, 2019).

Biberiye, yillardir gidalarda baharat ve dogal ilag olarak kullanilmistir.
Rosmarinus adi, 'denizin ¢iyi' anlamina gelen Latince terimden tiiremistir. Biberiye, antik
Yunan ve Roma'dan beri bir anma semboliidiir. Yunanlilar otu hafizalarini gili¢lendirmek,
kutsal otu yastigin altina yerlestirerek olumsuzluklari gidermek ve kabuslar1 6nlemek i¢in
kullanmiglardir. Sirkeye (marine) eklenen R. officinalis yapraklari, et, kabuklu deniz
tirtinleri ve sebzelerin hazirlanmasinda begenilen bir tatlandirici bilesen olusturur. Bu bitki
A vitamini, C vitamini, tiamin, riboflavin, B6 vitamini ve folat ile kalsiyum, magnezyum,
demir, fosfor, potasyum ve bakir gibi 6nemli mineraller a¢isindan zengindir. Karnosik asit
ve karnosol (biberiye polifenol), antioksidan faz 11 enzimlerini kodlayan genler
araciligiyla prostat, deri, meme, 16semi, akciger, mesane ve kolon kanserlerine karsi

kemoprotektif, antioksidan ve antikanser aktiviteler sunar. Antiinflamatuar olarak

13



karnosol, l6kotrien gociinii azaltma, 5-lipoksijenazi inhibe etme, hiicre i¢i Ca®*
mobilizasyonunu antagonize etme ve I0kosit elastaz salgilanmasini inhibe etme
yetenegine sahiptir. Triterpenoid bilesik ursolik asidin anti-inflamatuar ve hatta

antidepresan etkileri oldugu gosterilmistir (Cheung ve Tai, 2007).

Biberiye esansiyel yaginin kimyasal analizi, terpenlerin ve terpenoidlerin varligini
ortaya ¢ikarmistir (Sekil 1.5). Bu ugucu yagin ana bilesenleri arasinda o-pinen, mirsen,
1,8-sineol, kafur, kamphen, a-terpineol ve borneol bulunur. R. officinalis yapraginin
esansiyel yagi baslica a-pinen, 1,8-cineole ve kafurdan olusur ve masajda kullanildiginda
kan basincint ve solunum hizini arttirir ve sempatik aktivite ile otonom sinir sistemini
uyarici etkiye sahiptir. R. officinalis esansiyel yagi, lipid peroksidasyonunu sinirlayarak
serbest radikal stpirme aktivitesi ve milkemmel hepatoprotektif dzellikler sergiler. R.
officinalis esansiyel yagindan elde edilen 1,8-sineol, kan-beyin bariyerinden gegisi
kolaylastiran, reseptor bolgeleri iizerinde ndronal etki iireten veya fircakuyruk sicanindaki
noronlarin enzim aktivitesini etkileyen, yagda ¢ozilinen bir bilesiktir. Ugucu yag,
miikemmel antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve dogal bir koruyucu olarak
saklama sirasinda gida ve cilt bakim iiriinlerinin raf 6mriinii uzatabilir (Borges ve ark.,

2019).
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Sekil 1.5. Biberiye (Rosmarinus officinalis) esansiyel yaginin kimyasal bilesikleri.

R. officinalis ve bilesenlerinin, genotoksisiteyi (7,12-dimetilbenz(a)antrasen
(DMBA)-DNA eklentisi olusumu) inhibe ederek deri ve meme kanserlerinde in vivo
kimyasal onleyici 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir. Diigiik kalsemik vitamin D3
analoglar1 ile kombinasyon halinde R. officinalis'ten elde edilen polifenolik preparasyon,
alt1 ila sekiz haftalik disi Balb/c farelerinde in vivo antilésemik aktivite gostermistir
(Moore ve ark., 2016). Biberiye ayrica biiziicli, spazmolitik, antiinflamatuar, balgam
sOktdriict, gaz giderici, antiromatizmal, analjezik, antimikrobiyal ve hipotansif 6zellikleri
nedeniyle tibbi bir bitki olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir. Biberiye yapraginin
hazimsizlik, yiiksek tansiyon ve romatizma tedavisinde kullanimi, Almanlar tarafindan
giinde 4 ila 6 g dozlarda onaylanmistir. Biberiyeye atfedilen diger farmakolojik etkiler,
antimutajenik, antikanser, hepatoprotektif ve antioksidan aktiviteleri igerir. Tarihsel
olarak biberiye, ¢elenkler ve diger aromatik tatil siisleri olusturmak i¢in kullanilan yaygin
bir Noel bitkisiydi. Son zamanlarda, Noel siisleri i¢in biberiye kullanimi bir rénesans

gecirdi, ¢clinki bircok insan tatil dekorasyonlari igin geleneksel veya "eski moda" temalari
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seciyor ve boylece ev hayvanlarinin bitkiye maruz kalma firsatin1 artiriyor (Kontogianni

ve ark., 2013).

Biberiye ayrica bocek kovucu ozellikleriyle taninir ve gardiroplarda giysileri
korumak ic¢in kullanilir. Ayrica meyve bahgelerinde bocek kovucu bir bitki (fonksiyonel
bocek ilact) olarak da kullanilir. Budama ve sekillendirmeye karsi toleranslidir, budama
icin uygundur ve degerli bir saks1 bitkisidir. Biberiye, tarla bitkisi veya i¢c mekan bitkisi
olarak yetistirilebilir. Bitki, 1lik ve gilinesli havalarda pH 6,5—7,0 olan iyi drene edilmis
topraklarda iyi gelisir. Yar1 kurak bir tropik iklimde de biiyiiyebilme potansiyeline
sahiptir. Bununla birlikte, bitki siddetli soguga ve dona karsi hassastir, ancak artik dona
dayanikli gesitleri de gelistirilmistir (Heidari-Vala ve ark., 2013).

Gunimuzde biyoaktif bitki tirtinlerinin antibiyotik etkinliginin artirilmasina artan
bir ilgi vardir ve mikroorganizmalara karsi etkinligini artirmak i¢in ¢ok sayida gaba sarf
edilmistir. Biberiye esansiyel yaginin tetrasiklin, gentamisin, sulfonamid-trimetoprim,
kloramfenikol, sefepim ve tetrasiklin ile etkisi hakkinda yapilan arastirmalar S. aureus ve
E. coli'ye kars sinerjik bir etki gostermistir (Nieto ve ark., 2018). Biberiye esansiyel yagi
tizerine yapilan son ¢aligmalar, ¢esitli patojenik mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
aktivitesine odaklanmistir. Bu ucucu yagin antimikrobiyal aktivitesi hakkinda bazi
raporlar vardir. Ornegin, Jiang ve ark. (2011) biberiye esansiyel yagmin Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, B. subtilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa ve E.
coli'ye karsi ¢ok etkili oldugunu gostermislerdir; MIK degerlerinin tim test
mikroorganizmalari i¢in %0,03 (h/h) ila 1,0 (h/h) arasinda oldugu bildirilmistir. Diger
aragtirmalarda da biberiye esansiyel yaginin S. aureus'a karsi gii¢lii bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir. Ornegin, o-pinen, S. aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 35218 ve Klebsiella pneumoniae'yi
0,8 ila 8 uL/mL araligindaki MIK ile inhibe edebilmistir (Nikoli¢ ve ark., 2016). Biberiye
esansiyel yaginin antimikrobiyal aktivitelerinin o-pinen ve 1,8-sineole gore daha stiin
oldugu g6sterilmistir. Bir ugucu yagin antimikrobiyal etkisini bir veya birkag aktif bilesige

baglamak zordur, ¢linkii ekstraktlar farkli biyolojik 6zelliklere sahip farkli kimyasal
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bilesiklerin bir karisimidir (Celiktas ve ark., 2007). Biberiyenin gidalarda farkl
uygulamalari vardir. Ornegin hayvansal iiriinlere ve yaglara eklenmistir. Farkli calismalar,
biberiyenin, karotenoidlerin renk kaybini azaltarak ve yaglarda ve et iiriinlerinde lipid
oksidasyonunu geciktirerek giiclii aktivite gdstermistir. Ote yandan, biberiye &zii hayvan

diyeti yoluyla uygulanabilir (Okoh ve ark., 2010).

Antibiyotige direngli bakteri suslarinin yaygilagmasi ve tiketicilerin hakli
endiseleri, diger AB {liyesi olmayan iilkeleri, antibiyotiklerin gelismeyi artirici olarak
kullanimina iliskin AB direktiflerini takip etmeye sevk etmistir. Bu, gida endiistrisi
tizerindeki yeterli alternatifleri bulma baskisini artirmistir.  Hayvan beslemede
antibiyotikler yerine probiyotikler, sifali otlar, prebiyotikler ve organik asitler de
kullanilabilmektedir (Oluwatuyi ve ark., 2004 ve Wang ve ark., 2012).

1.3. Kekik (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris, Bat1 Akdeniz'den giiney italya'ya kadar giiney Avrupa'ya dzgii
nargillerden Lamiaceae'de bulunan ¢icekli bir bitki tirtdir. Kigik, oldukca aromatik, gri-
yesil yapraklar1 ve yaz basinda mor veya pembe ¢igek salkimlari olan giir, odunsu tabanli,
yaprak dokmeyen bir alt ¢alidir (Sekil 1.6) (Christopher, 2008). Kekik, 1liman ve sicak,
kuru, giinesli iklimlerde ve golge alanlarda her yerde iyi yetisir. Kekik tiirleri, birkag
alternatif bitki icin uygun olmayabilecek kaba topraklarda da iyi gelisebilir

(bioweb.uwlax.edu).

T. vulgaris'ten elde edilen ugucu yag, yiiksek oranda oksijenli monoterpen igerigi
(%56,53) ve disiik monoterpen hidrokarbon igerigi (%28,69), seskiterpen hidrokarbon
(%5,04) ve oksijenli seskiterpen (%1,84) gostermistir (Sekil 1.7). Ucucu yag bilesenleri
arasinda baskin bilesik timol (%51,34) iken, yagin diger tiim bilesenlerinin miktari
%19'dan azdir (Maher ve ark., 2011).

17



Sekil 1.6. Kekik (Thymus vulgaris) bitkisi (Chauvet, 2016).
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Sekil 1.7. Kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yaginin kimyasal bilesikleri.
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Kekik antiseptik, antibakteriyel, buzustiiriicti, gaz giderici, dezenfektan ve tonik
olarak kullanilmistir. Ayrica kancali kurt, Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler gibi
cesitli bagirsak enfeksiyonlari ve istilast durumlarinda da yararl olabilecegi belirtilmistir.
Aktif bileseni olan timol, koksidiyoza karsi da etkili olabilmektedir. Kekik ayrica
karaciger fonksiyonlarim1 dizenleyebilmekte ve istahi artirmak amaciyla da
degerlendirlmektedir. Kikirdak, brongiyal ve iriner enfeksiyonlarm tedavisinde
kullanilabilir - (Amiri, 2012). Kekik, larenjit ve iltihap tedavisinde de yararl
olabilmektedir. Yagl cilt, siyatik, akne, dermatit, cilt hasar1 ve bocek 1siriklar1 gibi cilt
sorunlart i¢in kullanilir. Aroma terapide, antiviral 6zellikler i¢in ¢ok hafif yumusak etkisi
nedeniyle timol, “kirmiz1 kekik yagi1”, linalool tiirii farkl: tiirleri kullanilir. Diizeltilmis bir
tiriin olan “beyaz kekik yagi” da kullanilir ve cilt {izerinde daha yumusaktir. Cilde
uygulanan kekik, 1sirik ve sokmalardan kaynaklanan agrilarla nevralji ve romatizmal aci
ve agrilar1 giderir (ESCOP, 2007).

Thymus vulgaris'ten elde edilen ugucu yaglar, biyolojik aktiviteleri ve kimyasal
bilesenleri agisindan degerlendirilmistir. Kekik ugucu yaglari, 9 Gram negatif bakteri
susuna ve 6 Gram pozitif bakteri susuna karsi inhibisyon etkileri agisindan analiz
edilmistir. Ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitesini tespit etmek igin biyo-empedans
metodolojisi secilmis ve ayrica kekik yaglarinin antibakteriyel aktivitesini ana hatlariyla
belirtmek ve 6lgmek igin secilen parametre tespit siiresi olmustur. Plaka sayma teknigi,
dogrudan maruz birakma yoluyla engelleyici etkiyi incelemek i¢in kullanilmistir.
Incelenen tiim kekik ugucu yaglari, test edilen mikroorganizmalara karsi 6nemli bakteri
statik aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, Gram pozitif bakterilere karsi ek olarak
isaretlenmistir. Kekikten elde edilen yag, incelenen mikroorganizma tiirlerinin
biiyiimesini durdurmada en etkiliydi. Test edilen yaglarin, dogrudan temas yoluyla
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gosterildi ve bu durumun Gram-negatif
mikroorganizmaya karsi ¢ok fazla etkili olabilecegi izlenimi vermistir. Bazi tiirler,
inhibitor ile temas ettiklerinde metabolik fonksiyonlarinin en az %50'sini geri kazanma
yetenegine sahipken, suslarin cogunun neredeyse tamamen inaktive oldugu gdsterilmistir

(Marino ve Bersani, 1999).
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Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), giney Avrupa ve Akdeniz'e 6zgu, yaprak
dokmeyen bir bitkidir (Gillett, 1998). Bitki, eski ¢aglardan beri peynirlere (Akarca ve ark.,
2016 ve Aygun ve ark., 2005) ve likorlere (Karabegovic ve ark., 2012 ve Martinez-
Francés ve Rios, 2005) lezzet katmak i¢in kullanilmaktadir. Tavsan, domuz ve kuzu gibi
etleri tatlandirmak i¢in kullanilir (Cornara ve ark., 2000). Ticari T. vulgaris ugucu
yaglarinin ana bilesenlerinin timol (%23-60), gama-terpinen (%18-50), p-simen (%8-44),
karvakrol (%2-8) ve linalool (%3-%4) oldugu bildirilmistir (Duke, 1992). T. vulgaris
yaginin yani sira yalniz basma timol de antibakteriyel, antifungal ve anti-inflamatuar
etkiler géstermistir (Basch, 2004).

Kekik esansiyel yaglarinin kimyasal bilesimleri ve farmasotik ozellikleri,
halihazirda kirmiz1 et ve tavukta oldugu gibi gidalarin muhafazasinda kullanilmaktadir
(Barbosa ve ark., 2009 ve Fratianni ve ark., 2010). Bununla birlikte, mevsimsel
degisikliklerin, ugucu yaglarin bilesimini ve Dbitkilerin farmasotik 6zelliklerini

etkileyebilecegini belirtmek 6nemlidir.

Biberiye (Rosmarinus officinalis) ve Kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yaginin
sergiledigi antibakteriyel aktivite, birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir, ancak ne
yazik ki, ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili ¢ok az kantitatif veri (MIK veya
MBK degerleri) vardir. Bu nedenle, bu ¢alisma Biberiye ve Kekik ugucu yaglarinin S.
aureus gida kaynakli patojenin hayatta kalmasi ve bilylimesi iizerindeki “in vitro”
etkinligini aragtirmak amaciyla yapilmistir. Bu sonuglar, ugucu yaglarin gaz kromatografi
karakterizasyonuna gore hangi bilesenlerin antimikrobiyal aktiviteye katkida
bulunabileceginin ¢ikarilmasina ve bilesenler ile antibakteriyel aktiviteleri arasindaki

herhangi bir iligkinin belirlenmesine izin verecektir.
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1.4. Amaglar ve hedefler

Mevcut literatir goéz oniine alindiginda sttlerde S. aureus kontaminasyonunun
yaygin olmasi, ayrica MRSA suslarinin gittik¢e artmasi mastitisli ineklerin siitlerinde de
bu bakterinin bulunabilecegini ve sahadan toplanan bitkilerin ekstraktlarinin bu tiirden

bakterilere yonelik etkilerinin olabilecegine yonelik bir hipotez kurulmustur.

Yapilan literatiir taramalarinda bilgilerimize gore Tiirkiye’de siit inekgiliginde
metisiline direngli S. aureus’in sikligina yonelik sinirh sayida arastirma bulunmaktadir.
Dolayisiyla Ankara ve gevresinde siitciiliik isletmelerinden toplanan ¢ig siitlerde S. aureus
insidansint  belirlemek ve bu suslar tiplendirmek, S. aureus izolatlarinin hangi
antibiyotiklere duyarli veya direncli oldugunu tespit etmek ve bunlara karsi
kullanilabilecek alternatif bitkisel maddelerin antibakteriyel etkinligini arastirmak

calismanin 6zglnliigiinii gostermektedir.

Boylece bu c¢alismada oOncelikle Ankara’da faaliyet gosteren siit¢iilik
isletmelerinden toplanan sitlerde S. aureus insidansi belirlenmis ve viriilans
belirteglerinin varligi ve kontamine siitiin durumu hakkinda bilgi edinilmistir. Yapilan
literatiir taramasinda bu konuyla ilgili sinirh sayida arastirma oldugundan ayrica tespit
edilen S. aureus suslarin gesitli antibiyotiklere direngli olup olmadiklar1 belirlenmistir.
Ayrica sahadan izole edilen MRSA suslarina karsi secilen iki bitki ¢esidinin etanolik
ekstrakti kullanilarak MIK degerleri belirlenmis ve MRSA suslarina karsi alternatif bitki

cesitlerinin kullanilip kullanilmayacagi hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

Dolayistyla bu ¢aligma 3 6nemli amaca hizmet etmektedir.

1. Sutgiiliik isletmelerinden toplanan ¢ig siitlerde S. aureus sikligini belirlemek,

2. Tespit edilen S. aureus izolatlarmin secilen antibiyotiklere duyarlilik veya
direnclilik durumunu tespit etmek,

3. Direngli S. aureus suslarmna ve ozellikle MRSA’ya karsi bitkisel ekstraktlar

kullanilarak alternatif antibakteriyel etkilerini aragtirmak
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Ornekleme

Siit ineklerinden Haziran 2019 ile Aralik 2020 arasinda yaklasik 1000 hayvandan
CMT+ olan toplam 150 ¢ig siit numunesi alindi. Numuneler Ankara’nin farkli
bolgelerinden toplandi. Siit numunesi tiim aktif laktasyondaki loblardan toplanmistir, bu
nedenle her numune bir inegin tiim loblar1 i¢in kullanilmistir. Antibiyotik uygulamasi
yapilmayan ancak subklinik mastitisli inekler orneklemeye dahil edilmistir. TUm
numuneler, soguk zincirde (4°C'de) ve uluslararasi resmi standartlara gore laboratuvara

getirilmistir.

Materyal olarak Ankara’da siit inekgiligi yapilan ciftliklerde bulunan, 3-7 yasli,
Holstein ve Holstayn melezi irki ineklerde klinik muayenede mastistisli olmadigi, ancak
California Mastistis Testi (CMT) ile enfeksiyonun varligini ve siddetini gosteren
karigimin pihtilasma ve viskozitesinin dogasina dayanarak subklinik mastitisli oldugu
belirlenen 150 hayvan ve bunlara ait 600 meme lobu kullanildi. Subklinik mastitis tespit
edilen ancak antibiyotik uygulanmayan inegin her lobundan alinan siitler havuzlanarak bir
numune olarak kullanildi. Test i¢in CMT kabinin gozlerine her memeden yaklagik 2 ml
stit alinarak iizerine yaklasik ayn1 miktarda ayirag eklendi. Test skoru herhangi bir
degisiklik gostermeyen, gri renk ve pihtilasmayan kisim negatif, esik degeri (+) ve daha
tistii olanlar ise pozitif olarak kabul edildi. Calisma igin en az bir lobunda pozitiflik olan
ineklerin siitii toplandi. 150 subklinik mastitisli inegin tespit edilmesi ve bunlardan
numune alinmasi igin yaklagik 1000’e yakin inek taranmustir. Sekil 2.1’de arastirmada

alinan yol kisaca agiklanmustir.
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Sekil 2.1. Arastirmada yapilan islemlerin akig semasi.

2.2. Staphylococcus aureus'un izolasyonu ve tanimlanmasi

Bakterilerin izolasyon islemi agar plak yontemiyle gergeklestirildi (Herigstad ve
ark., 2001). S. aureus'un izolasyon ve tanimlama prosediirii Sekil 2.2’de gosterilmistir.
Ornekler seri olarak seyreltilerek (102, 102, 10°)  koyun kanli agar (Merck, Almanya)
besiyeri igeren plaklarin yuzeyine 0,1 ml aktarildi. Bakterilerin morfolojik ézelliklerini ve
saf kiltur olup olmadigini kontrol etmek i¢in her bir koloninin striinttisti cam lam tzerine
konuldu ve Gram boyama yontemine gore boyandi. Orneklerin bakteri morfolojisini
kontrol etmek i¢in optik mikroskopi kullanildi. Koyun kanli agar ortamindan elde edilen
tiim suslar, Reiner (2010) tarafindan tarif edildigi gibi katalaz testine tabi tutuldu. Ayrica
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saf olarak saptanan tiim stafilokok suslar1 arasindan S. aureus tirleri izole etmek igin

bakteri siispansiyonlar1 Mannitol tuzlu agar (MS agar, Merck, Almanya), kromojenik

besiyeri secici ortam olarak kullanildi.

Etiketleme

Mikroskobik
Numaralama

inceleme

Koyun Kanli Agar EMB/McConkey
Kdaltar Kaltar Positif Manitol salt

besiyerine ekim

Staph kolonileri net degi

Stafilokok olan koloniler

Besiyerin sari renge dénmesi

Staph kolonileri goriilmed

Koloni
teshisi i¢in
kaltdr
tekrari

Deney disi
birakmak

Besiyerin S. aureus o Antllig:ﬁgram
renginde pozitif
degisim
olmamasi ‘
sonlandirmak
Deney d . a E
blrak);nalil Negatif katalaz testi . | Diger stafilokok - SOS:;; ﬁ‘a’de
| tarter d
Sekil 2.2. Siit 6rneklerinde S. aureus izolasyonu ve tanimlama prosediirii.
2.3. Staphylococcus aureus suslarmmin  antibiyotik duyarhhklarinin

degerlendirilmesi

24



Inek ¢ig siitlerinde bulunan izolatlarin sik kullanilan ¢esitli antibiyotiklere
duyarliliklar1 ve direngleri, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii'ne (CLSI, 2020)
gore (Sekil 2.3) kullanildi. Kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 standart susu kullanildu.
Mueller-Hinton agar plakalari, her susun bir siispansiyonu (0,5 McFarland standardina

esdeger olarak) ile inokule edildi.

Antibiyotik direncinin tespiti igin dokuz antibiyotik diski, metisilin (5 pg),
sefoksitin (30 ug), streptomisin (10 pug), seftiofur (30 ug), tylosin (15 ug), penisilin G (10
U), enrofloksasin (5 pg), stlfametoksazol-trimetoprim (25 ug) ve oksitetrasiklin (30 pg)
kullanildi. MSSA ve MRSA suslar iizerindeki antibiyogram prosediri Sekil 2.3'te
gosterilmektedir. Antibiyotik se¢imi stratejisi, veterinerlik ve tipta S. aureus ile iliskili
enfeksiyonlarin birinci basamak tedavisinde Onemlerine, inhibitor etkilerine ve sik
kullanimlarina dayanmaktadir. Tiim antibiyotik diskleri bir disk dispenser kullanilarak

Mueller-Hinton agar lizerine yerlestirildi ve 37°C'de 18-24 saat inkiibe edildi.

Staphylococcus
Aureus

MRSA/MSSA icin
Antibiyogram

antibiyogram
(Rutin antibiyotikler)

Sulfametoxasol
+ trimethoprim

Ceftiofur
FUX
30 mcg

Enrofloxacin
ENR
5 mcg

Streptomycin
S

Meticilin Cefoxitin 10 mcg

MET FOX
5 mcg 30 mcg

Standart H Standart
inhibisyon ayir inhibisyon

Evet

Evet ilgili Antibiyotige Duyarl MRSA/ ilgili Antibiyotiklere Direngli MRSA/
Hayr MSSA MSSA

I

Sekil 2.3. S. aureus suslarinda MRSA ve MSSA tirlerinin belirlenmesi ve antibiyogram degerlendirmesi.
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2.4. Bitkilerin toplanmasi, analize hazirlanmasi ve ekstraksiyonlari:

Kullanilan bitkiler kekik ve biberiye yapraklar1 Toros daglarinda toplayicilik
yapan Antalya’li koyliilerden yeni hasat edilenlerden (Nisan ayinda) satin alindi ve
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde teshis edildikten sonra yapraklari dogrudan
giines 151¢1na maruz kalmaksizin oda 1sinda kurutuldu. Antibakteriyel etkinlik i¢in bitkinin
incelenecek bolimleri toz haline getirildi ve 100 g bitki 6rnegi Avrupa Farmakopesi'ne
gore 2,5 saat sureyle 3 L distile suyla Clevenger tipi aparat kullanilarak hidro-distilasyon
metoduyla (artik hi¢bir ugucu yag elde edilmeyene kadar) ekstrakte edildi. Esansiyel
yaglar %10 dimetildulfoksit (DMSO) ile ¢ozdurildu ve membran filtreler (0,45 pm)
yardimiyla sterilize edildi. Ekstraktlar susuz sodyum sulfat Uzerinde kurutuldu ve
deneysel islemlere kadar -21°C'de saklandi. Biberiye ve kekik yapraklarinin ugucu yag
verimleri sirastyla %1,9 ve %0,2 olarak ol¢tldu. Antibakteriyel etkinlik i¢in disk diftizyon

ve broth mikrodilusyon yontemleri kullanild: (Bauer, 1966).

2.5. Ekstraktlarin kompozisyon analizleri:

Ucucu yaglarin analizi, PTV enjeksiyon portu ve Thermo Finnigan Polaris Q iyon
tuzak-kutle spektrometrik dedektdr bagli Gaz kromatografiyle yapildi (elektronik impakt,
iyon source sicakligi, analiz kiitle aralig1 ve arayiiz sicakligi sirasiyla 70 eV, 230 °C, 50-
650, 280 °C). Ayirim igin DB-5MS kapiler kolonu (30mm x 0,25mm id; film kalinligi
0,25m) kullanildi. Tasiyict gaz olan helyum (saflik %99,9) 1,2 mL/dk akis hizinda tutuldu.
Enjektor ve dedektor MS transfer hatti sicakliklart sirasiyla 160 ve 265°C olarak
ayarlandi. Firin sicakligi baslangigta 80°C'de 2 dk tutuldu, dk’da 10°C artarak 200°C’ye
sonra dk’da 6°C artarak 280°C'ye getirildi ve burada 35 dk tutuldu. Bilesenler, alikonma
stirelerinin ve kiitle spektrumlarinin standartlarinkilerle (ana bilesenler i¢in), GC-MS
sisteminin NIST kitaplig1 verileriyle ve literatiir verileriyle karsilastirilmasiyla tanimlandi.

Bu islem i¢in hizmet satin alim1 yapildi.
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2.6. Disk Diflizyon Yontemi

Antimikrobiyal duyarlilik testi icin disk diflizyon yontemi, secilen bitki
ekstraktlarinin antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmek i¢in Kirby-Bauer disk diflizyon
standart test yontemine (Hudzicki, 2009) gore gerceklestirildi. 0,5 McFarland test
standard: kullanilarak, izolatlarin her birinin bakteri siispansiyonlari tiirbidometrik olarak
hazirlandi ve konsantrasyonu 0,600 OD (450 nm) olarak ayarlayan bir spektrofotometre
ile 6lculdu ve steril bir swab kullanilarak MHA plakalarini esit sekilde ekildi. Secilen
antibiyotik diskleri ve bitki ekstraktlar1 emdirilen diskler, dnceden hazirlanmis bakteri
stispansiyonlarinin pamuklu ¢ubukla yayildigt MHA yiizeyine yerlestirildi. Standart ticari
antibiyotik diskleri metisilin (5 ug), sefoksitin (30 ug), streptomisin (10 ug), seftiofur (30
ug), tilosin (15 pg), penisilin G (10 U), enrofloksasin (5 pg), sulfametoksazol-
trimetoprim (25 ug) ve oksitetrasiklin (30 pg) Bioanalysis®, Tiirkiye), bitki ekstraktlari,
bitki ekstraktinin ¢oziiciisii olarak %10 DMSO ve negatif kontrol olarak steril distile su
gomiilii diskler agar plaklarina konuldu ve aerobik kosullar altinda 18 ila 24 saat siireyle
37°C'de inkibe edildi. Inkiibasyondan sonra plaklardaki disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlarinin ¢ap1 bir kumpas kullanilarak dlgiilerek antibiyotik ve ekstraktlarin inhibisyonu

acisindan incelendi ve kaydedildi. Giivenilirligi saglamak i¢in testler ii¢ kez tekrarlandi
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Secilen antibiyotikler ve bitki 6zlerinin disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkinliklerinin
degerlendirilmesi.

Bitki ekstratlarinin MSSA ve MRSA suslarina inhibitor etkilerinin

degerledirilmesi sekil 2.5 te sunulmaktadir.
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Sekil 2.5. Bitki ekstratlarinin MSSA ve MRSA suglarina inhibitor etkilerinin degerledirilmesi.

2.7. Mikrodilusyon yontemi ile minimum inhibitér konsantrasyonun (MiK)

ve minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi:

Tum S. aureus izolatlari, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitist (CLSI)
kilavuzlarinda belirtildigi gibi mikrodiliisyon testi kullanilarak MIK igin test edildi
(Arendrup ve ark., 2017). Bitkisel ekstratlarin ¢oziiciisii olarak %10’luk dimetilstlfoksit
(DMSO), antibakteriyel etki gostermedi. Inokulumlar inkiibe edilerek gecelik kiiltiirler
hazirland1 ve 0.5 McFarland standardina gore ayarlandi. Daha sonra, 96 kuyucuklu
mikroplakalarda Mueller—Hinton broth (MHB, Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD)
kullanilarak 256 pg/mL'den 0,25 pg/mL'ye kadar konsantrasyonlarda seri seyreltmeler
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yapildi. Bakteri stspansiyonu (0,5 McFarland standardina gore), 24 saatlik bir kultir
plakasinda hazirlandi. Bu siispansiyondan her kuyucuga 100 pL inokile edildi. Her sus
icin bir sterilite kontrol kuyusu ve bir blylme kontrol kuyusu da tutuldu. Son kuyu
(negatif kontrol), sadece herhangi bir esansiyel yagi igermeyen MHB igeriyordu. Toplam
hacim her kuyuda 200 pL idi. Plakalar 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. MiK son
noktasi, kuyuda goriiniir bir bliylimenin olmadig1 en diisiik 6ziit konsantrasyonudur. MBK
son noktasi, MHA'da goriiniir bir bliylimenin gézlemlenmedigi MRSA popiilasyonunun
%99, 9’undan fazlasini 61diirme yetenegine sahip bir 6ziitiin en diisiik konsantrasyonudur

(Sekil 2.6 ve 2.7).
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Sekil 2.6. Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK).
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Sekil 2.7. Mikrodillisyon yontemiyle minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK).

2.8. istatistiksel analizler

Tim sonuglar, ti¢ bagimsiz deneyde ti¢ kopya halinde yapildi ve elde edilen nicel

veriler, sonuglarin ortalamasi olarak ifade edildi. Farklarin belirlenmesi i¢in istatistiksel

ANOVA testi (p < 0,05), ardindan Tukey testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Cig siitlerde Staphylococcus aureus suslarmn izolasyonu

Besiyerine ekimi yapilan ¢ig siitlerde iireyen S. aureus suslari ve bunun i¢in
kullanilan prosediir Sekil 3.1°de gosterilmistir.
B P f : P

Sekil 3.1. (a) siit numunesi hazirlama, (b) ilk bakteri kiiltiirii, (c) S. aureus'un mikroskobik goériiniimii, (d)
S. aureus ve diger stafilokoklar olarak klttrel blytime, (e) S. aureus numunelerinin (+) katalaz testi.

Yapilan analizlerde 150 subklinik mastitisli inekten alinan siitlerde 26 6rnek S.
aureus icin pozitiflik (%17,33) gosterdi. Pozitif numunelerin 20’si MSSA ve 6’s1t MRSA
olarak tespit edildi. Boylece subklinik mastitisli ineklerin %13,33’iinde MSSA ve
%4’tinde MRSA izole edildi.
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3.2. Antimikrobiyal duyarhlik testi (AST)

Cizelge 3.1 ve 3.2°de ¢ig siitten elde edilen MSSA ve MRSA izolatlarina kars1

dokuz antibiyotigin antibakteriyel duyarliliklar1 gosterilmistir. Tiim MSSA izolatlar

sefoksitin (30 pg), seftiofur (30 pg), penisilin G (10 U) ve enrofloksasine (5 ug) karsi tam

duyarhilik gosterirken, bazi izolatlar metisilin, streptomisin, tilosin (15 pg) ve

stilfametoksazol-trimetoprim’e

orta diizeyde

duyarlilik  gdstermistir.

Ayrica

oksitetrasiklin i¢in en yiiksek direng seviyesi tespit edildi (izolatlarin %15'i direngli ve

%401 orta diizeydeydi) (Sekil 3.2). Ote yandan, tim MRSA o6rnekleri metisilin ve

penisiline kars1 tam direng sergiledi (Sekil 3.3).

Cizelge 3.1. Disk difiizyon yontemi ile test edilen ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen metisiline duyarli S.
aureus’un (MSSA) antimikrobiyal duyarlilik paternleri.

Test edilen Antibiyogram deseni
Antibiyotik .
izolat say1si Duyarhi (%) | Ortadizey (%) | Direncli (%)
Methicillin (5 pg) 20 18 (90) 2 (10) -
Cefoxitin (30 pg) 20 20 (100) - -
Streptomycin (10 pg) 20 19 (95) 15 -

Ceftiofur (30 pg) 20 20 (100) - -

Tylosin (15 pg) 20 18 (90) 2 (10)

Penicillin (10 U) 20 20 (100) - -
Enrofloxacin (5 pg) 20 20 (100) - -
Sulfamethoxazole-

) ) 20 19 (95) 1(5) -

Trimethoprim (25 ug)
Oxytetracycline (30 pg) 20 9 (45) 8 (40) 3(15)
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Sekil 3.2. MSSA antibiyogramlari.

Sekil 3.3. MRSA tiirlerinin antibiyogramlari.
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Cizelge 3.2. Disk diftizyon yontemi ile test edilen ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen metisiline direncli S.
aureus’un (MRSA) antimikrobiyal duyarlilik paternleri.

Test edilen Antibiyogram deseni
Antibiyotik izolat sayis1 . . .
Duyarh (%) | Orta dizey (%) Direncli (%)
Methicillin (5 pg) 6 - - 6 (100)
Cefoxitin (30 pg) 6 - 2 (33,4) 4 (66,6)
Streptomycin (10 ug) 6 1(16,6) - 5 (83,4)
Ceftiofur (30 pg) 6 1 (16,6) 1(16,6) 4 (66,8)
Tylosin (15 pg) 6 2 (16,6) 2 (16,6) 2 (16,6)
Penicillin G (10 U) 6 - - 6 (100)
Enrofloxacin (5 pug) 6 2 (33,4) 1(16,6) 3 (50)
Sulfamethoxazole- 6 5 (83.4) 1(16.6) i
trimethoprim (25 pg)
Oxytetracycline (30 pg) 6 - 1 (16,6) 5 (83,4)

3.3.Ekstraktlarin kimyasal bilesimi:

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin GC-MS ile analiz edilen icerigi Cizelge
3.3’te verilmistir. Rosmarinus officinalis i¢in ana bilesenler p-simen (%44,13), linalool
(%20,49) ve gama-terpinen (%16,42) idi; Thymus vulgaris icin Timol (%42,7), Furan,
tetra hidro-3-metil (%11,92) ve p-Cymene (%2,48) tespit edildi.
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Tespit edilen bilesikler

Rosmarinus officinalis (%6)

Thymus vulgaris (%)

alfa-Thujene 0,34 -
alfa-Pinene 2,81 0,19
beta-Pinene 3,59 -
Myrcene 1,78 0,16
p-Cymene 44,13 2,84
0-Cymene - 0,4
gamma-Terpinene 16,42 1,20
Terpinen-4-ol 0,79 0,37
Carvacrol 0,12 -
Camphene 1,39 0,14
linalool 20,49 -
alfa-Terpineol 0,42 0,27
Camphre 1,73 -
Borneol 0,97 0,95
Thymol 1,77 427
beta-Caryophyllene 0,13 0,89
Furan, tetra hydro-3-methyl - 11,92
Cyclohexane - 0,12
3-Octanol - 0,20
Carene - 0,30
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-

dimethyl- ) 042
Humulene - 0,19
2-Aminopyrimidine-1-oxide - 0,11
Spathulenol - 0,15
Caryophyllene - 0,58
Isoaromadendrene epoxide - 0,10
Cyclo propane carboxamide - 0,10

Cizelge 3.3. Biberiye (Rosmarinus officinalis) ve Kekik (Thymus vulgaris) ugucu yaglarinin kimyasal
bilesimi.
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3.4. Antibakteriyel etkinlik

Ekstraktlarin ve segilen antibiyotiklerin ortalama inhibisyon bolgesi Cizelge 3.4
ve 3.5'te gosterilmistir. %10 DMSO (ekstrenin seyrelticisi) iceren negatif kontrol grubu
diski, herhangi bir inhibisyona neden olmadi. Ekstraktlarda sonuglar1 karsilastirmak igin
hem disk diftizyon hem de agar kuyucuk diftizyon yontemleri kullanildi. Segilen iki bitki
ekstrakti da hem MSSA hem de MRSA izolatlarina kars1 etkinlik gostermistir (Sekil 3.4
ve 3.5). MSSA izolatlarinda disk difiizyon ile agar kuyucuk difiizyon yontemi arasinda
inhibitdr zon acisindan anlamli fark bulunurken (p < 0,05) MRSA grubunda bulunmadi.
Thymus vulgaris igin, MSSA ve MRSA'da her iki yontemde de anlamli fark yoktu.

Cizelge 3.4. MSSA ve MRSA izolatlarinda Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris’in ortalama
inhibisyon bolgesi (mm).

Ekstraktlarin inhibisyon caplari (Disk ve kuyu difiizyon yontemi) (bélgeler mm olarak)

MSSA MRSA
Ekstraktlar
Disk difiizyon Aggirﬂ'ﬁ‘;’gr‘]’”k Disk difiizyon Aggirﬁ'j‘;‘;’g‘rf“k
(Mean£SD) (Mean+SD) (MeanzSD) (Mean+SD)
Rosmarinus officinalis 13,9+6,1 9,9£4,2 9,1£211 13,5%5,8
Thymus vulgaris 48,4+9,6 48,2+10,4 39,3145 35,8+13,3
Cizelge 3.5. MSSA ve MRSA izolatlarinda antibiyotiklerin ortalama inhibisyon zonu (mm).
Antibiyotiklerin inhibisyon caplari (Disk yontemi) (bdlgeler mm olarak)
Antibiyotikler MSSA MRSA
Methicillin (MET), 5 ug 22,5%4,9 NA
Cefoxitin (FOX), 30 pg 33,2+8,8 7,648,5
Streptomycin (S), 10 pg 25,7£3,8 4,6+7,6
Ceftiofur (FUX), 30 pg 33,319,1 7+11
Tylosin (TY), 15 g 26,3+4,1 20+4,7
Penicillin G (P), 10 U 43,8+5,7 12,346,2
Enrofloxacin (ENR), 5 ug 35,4459 20,8+11,2
Sulfamethoxazole-Trimethoprim (SXT), 25 pg 32,948,3 29,3+7,5
Oxytetracycline (T), 30 ug 25,4+12,6 7,810
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Sekil 3.5. S. aureus izolatlarinda Thymus vulgaris duyarliligi; a) MSSA ve b) MRSA.

3.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK)

Sekil 3.6 ve 3.7, 37°C'de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan biberiye, kekik,
penisilin ve oksitetrasiklin'in seri dillisyonu ile tedavi edilen S. aureus izolatlar1 (MSSA
ve MRSA) icin MBK degerlerini gosteren Mueller-Hinton agar (MHA) plakalarini
gOstermektedir. S. aureus'un MSSA ve MRSA izolatlarina kars1 segilen ekstraktlarin ve
antibiyotiklerin direng, MIK ve MBK degerleri Cizelge 3.6’da verilmistir. MSSA
izolatlarmin biberiye icin MIK ve MBK ortalama degerleri sirasiyla 49,3+30 pg/mL ve
68+39,8 ng/mL ve kekik i¢in sirasiyla 61,5+33,2 ug/mL ve 103,3+60 pg/mL idi. MRSA
izolatlar1 i¢in bu degerler biberiye i¢in sirasiyla 85,3+30,1 ve 213,3+£60,3 ve kekik i¢in
170,6+60,3 ve 213,3+60,3 idi. MiK ve MBK degeri direncli olmayan MSSA izolatlar1
biberiye ve kekikte sirasiyla %40 ve %35, penisilin ve oksitetrasiklin gruplarinda %10 ve
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%20 idi. MRSA izolatlarinin %50'si biberiye ve kekik tedavi gruplarina direng

gosterirken, bu direng penisilin ve oksitetrasiklin gruplari igin sirasiyla %16,6 ve %33'tiir.

Cizelge 3.6. Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris ile Penisilin ve Oksitetrasiklin'in MSSA ve MRSA
izolatlaria kars1 direnci, MiK ve MBK'si.

MSSA (n=20) MRSA (n=6)
MiK MBK MiK MBK
n | R R (%
| ® | (ugimi) | (ugimi) ®) | @gnl) | @y
Rosmarinus | o4 | g 4006) | 49,330 | 68+39,8 3(50%) | 853%30,1 | 213,3+60,3
officinalis
Juhlggt‘; 20 | 7(35%) | 61,5¢33,2 | 103,360 3(50%) | 170,6+60,3 | 213,3+60,3
Penicillin__| 20 | 2 (10%) | 04+02 | 15+19 1 (16.6%) 6£2,8 39,2425,3
Oxytetracycline | 20 | 4 (20%) | 7,7+44 | 7659,4 2(33%) | 28+22,9 192+64

Sekil 3.6. a) Rosmarinus officinalis, b) Thymus vulgaris, c) Penisilin ve d) Oksitetrasiklin icin MSSA
blytmesinin inhibisyonunu (MBK) gosteren Mueller-Hinton agar (MHA) plakalari.

Sekil 3.7. a) Rosmarinus officinalis, b) Thymus vulgaris, c) Penisilin ve d) Oksitetrasiklin igcin MRSA

blyimesinin inhibisyonunu gosteren Mueller-Hinton agar (MHA) plakalari.
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4. TARTISMA

Gunumuzde, coklu ilag direnci (Multi Drug Resistance-MDR) patojenleri son
derece yaygin hale getirmekte ve hastanelerde ve ayrica toplum diizeyinde yasami tehdit
eden enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bakteriler, halihazirda kullanimda olan ¢esitli ilag
tdrlerine direng kazanmak igin genis bir genetik potansiyele sahiptir ve kullanima sokulan
herhangi bir yeni sentetik antimikrobiyalin er ya da ge¢ etkisiz hale gelecegi iddia
edilmektedir (Doyle, 2015). Son zamanlarda, DSO, acilen yeni ve etkili antibiyotiklere
ihtiyag duyan 12 aileye ait dncelikli bakteriyel patojenlerin bir listesini gozden gegirmistir
(Willyard, 2017). MDR organizmalarinin artan prevalansi, yeni antimikrobiyal ajanlar ve
bunlarin gelistirilmesi igin acil arastirmalarin yapilmasii gerektirmektedir. Bitkiler,
cesitli biyoaktif maddeler (antimikrobiyaller dahil) igin altin madeni niteliginde olup
diinya capinda geleneksel ilaglarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin bazilari
ucuz, giivenli ve etkili antibiyotikler gelistirmek icin onemli firsatlar sunmaktadir.
Bakterilerin, bitki ekstraktlarinda bulunan g¢oklu ve/veya kimyasal olarak karmasik
fitokimyasallara kolayca direng gelistirme konusunda yetersiz olduklar: da belirtilmelidir
(Miyasaki ve ark., 2010 ve Rai ve kon, 2013). Tuketiciler, sentetik kimyasallarin
gidalardaki olumsuz etkilerinden endise duydugundan, “temiz etiketli {irtinler (clean label
products)” bulma ihtiyaci iireticilerin 6nemli biro dak noktasidir. Bu nedenle, (a) diger
muhafaza yontemleriyle uyumlu olmalar1 (b) glvenli kabul edilmeleri ve (c) antioksidan,
antidiyabetik, antimutajenik, antitoksijenik ve antibakteriyel olarak spesifik 6zellikleri
nedeniyle sentetik katki maddelerine alternatif olarak dogal ekstraktlarin kullanilmasina
artan bir ilgi vardir (Asioli ve ark., 2017). Staphylococcus aureus, diinya ¢apinda
stafilokokkal enterotoksinlerin (SE'ler) etkilerinden kaynaklanan gida zehirlenmesi, gida
kaynakl1 zoonotik hastaliklarin dikkate deger nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir
(Fisher ve ark., 2018). Ek olarak, bu enfeksiyonun ekonomik etkileri de hesaba
katilmalidir (Pal ve ark., 2020).
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Bu caligsma, alternatif bir yol olarak iki bitki ekstraktinin kimyasal bilesimini ve
antibakteriyel etkilerini test etmenin yani sira olusumu, antimikrobiyal aktiviteleri ve
direncini arastirtirmistir. S. aureus'un (MSSA ve MRSA izolatlar1) antimikrobiyal
direncini tespit etmek icin ¢ig siit 6rneklerinde eckstraktlarin antibakteriyel etkileri
arastirtlmistir. Boylece bu ¢alismanin, stt Urinlerinde S. aureus kontaminasyonunun
onlenmesi ve kontrol altina alinmasi ve son tiiketicinin korunmasina yardimci olabilecek

niteliktedir.

Bu ¢alismada, farkli siit merkezlerinden, subklinik mastitisli ve ila¢ kullanilmayan
ineklerden ¢ig siit drnekleri alindi. Orneklerin %17,33'0 S. aureus igin pozitif bulundu. Bu
sonug diger bazi ¢aligmalarda SA'nin %10 ile %50 arasindaki izolasyon araligina karsilik
gelmektedir (Bartolomeoli ve ark., 2009; Jahan ve ark., 2015; Mansour ve ark., 2017 ve
Rola ve ark., 2016).

Son yillarda hayvanlarda ve insanlarda S. aureus ile iliskili enfeksiyonlarin buytk
bir halk sagligi sorunu haline geldigi bildirilmistir (Aires-de-Sousa, 2017; Lozano ve ark.,
2016 ve Schaumburg ve ark., 2015). Calismada izole edilen tim MSSA'lar sefoksitin,
seftiofur, penisilin G ve enrofloksasine duyarli olmakla birlikte oksitetrasikline yiliksek
direng gOriilmesi durumu diger ¢alismalarla da uygunluk gostermektedir (Novy, 2011).
Ayrica MRSA izolatlarinin penisiline %100, oksitetrasiklin ve streptomisine %83,4 direng
gostermesi direncin oldukga yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Almanya’da yapilan
bir calismada ruminantlar, domuz ve kanatlilardan alinan gidalarda da metisilin direncinin
oldukc¢a yaygin oldugu belirtilmistir (Fetsch ve ark., 2011). Oksitetrasiklin ve tilozinin
Turkiye'de st ciftliklerinde ve veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilmasi dikkat
cekicidir. Ayrica Tiirkiye'de S. aureus enfeksiyonlarinda penisilin ve aminoglikozidler
halen birinci basamak tedavi protokolleri olarak kullanilmaktadir. Bu tir direncli
izolatlarin hayvanlarin/insanlarin enfekte etmesi neredeyse kaginilmaz olmaktadir. Bu
nedenle gida degeri olan hayvanlarda uygun ydnetim ve uygun antibiyotik receteleriyle
antibiyotige direngli S. aureus’un 6nlenmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir (Jessen ve ark.,
2017).
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Onlarca yildir MSSA ve MRSA ve bunlarin enterotoksinleri gida giivenligi
acisindan onemli olmustur. Bu nedenle, antibiyotik direncinin énemli Slgiide yiiksek
oldugu hayvan ve insanlarda olas1 enfeksiyon tehlikesini 6nlemek i¢in ¢ig gidalarin S.
aureus ile kontaminasyonu her zaman izlenmeli ve kontrol edilmelidir (Igbinosa ve ark.,
2016). Beseri ve veteriner tipta rutin olarak kullanilan farkli antibiyotiklere karsi artan
antimikrobiyal diren¢ ve ayn1 zamanda ¢oklu ilaca direncli bakteri suslarinin gelismesiyle
birlikte, bitkisel ilaglar gibi bazi alternatif etkili tedavi yontemlerinin arastirilmasi tam

olarak diisiiniilmelidir (Dhama ve ark., 2014).

Bitkisel driinlerin S. aureus’a karsi antimikrobiyal 6zellikleri birgok ¢alismada
arastirilmistir.  Bazi  ¢alismalarda Rosmarinus  officinalis'in -~ S.aureus’a  karsi
antimikrobiyal etkileri bildirilmistir (Jafari-Sales ve ark., 2020a; Jafari-Sales ve ark.,
2020b ve Nakagawa ve ark., 2020). Andrade ve ark. (2018), biberiye ve kekik
ekstraktlariin S. aureus, Listeria monocytogenes ve Clostridium perfringens'e karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmistir. Jarrar ve ark. (2010), ise Rosmarinus
officinalis'in tek basina S. aureus’a karsi, sefuroksim ile kombine edildiginde ise tlim

MRSA'lara kars1 etkili olabilecegini gostermistir.

Thymus vulgaris'in antibakteriyel aktivitesi farkli ¢alismalarda arastirilmigtir. T.
vulgaris'in aktivitesi Kon ve Rai (2012) tarafindan farkli ucucu yaglar ile kombinasyon
halinde S. aureus ve E. coli'ye karsi disk difiizyon yontemi ile taranmistir. Bagka bir
calismada, T. vulgaris, birgok patojenik bakteriye karst giiglii antibakteriyel aktivite
gOstermis ve potansiyel uygulamalar i¢in alternatif dogal bir antibakteriyel ve antioksidan
kaynagi olarak kullanilmaya 6zgii bir bitki olarak kendini gostermistir (Aljabeili ve ark.,
2018).

Kekik esansiyel yagimin kimyasal bilesimi ve farmasotik 6zellikleri,
arastirmacilarin ve gida endiistrilerinin biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Bu bitkinin ilkbaharda
hasat edilen ugucu yag, S. aureus (MIK = 20 pg/mL), E. coli (MIK = 50 pg/mL) ve S.
typhimurium'a (MIK = 500 pg/mL) karsi gii¢lii antimikrobiyal aktivite gdstermistir
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(Lemos ve ark., 2017). Bir arastirmaya gore, kekik, biberiyeden daha yiiksek bakterisit
etkiye sahip olmaktadir. Bu sonuglar boylece kekik ve biberiyenin gida islemede dogal
sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip

oldugunu diisiindiirmektedir (Miladi ve ark., 2013).

Mevcut ¢alismada subklinik mastitisli ineklerden alinan siitlerden izole edilen S.
aureus izolatlarinda iki bitkinin potansiyel antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Ozellikle,
MSSA'nin %90'imdan fazlas1 metisiline duyarliyken, tim MRSA suslar1 metisiline
direncliydi. Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris, her iki susta da 6nemli olgiide
etkili bulunmustur. Rosmarinus officinalis icin MIK ve MBK degerleri MSSA suslari icin
49,3 pg/mL ve 68 ug/mL ve MRSA suslar igin 85,3 pg/mL ve 213,3 pg/mL olarak
hesagplanmugtir. Thymus vulgaris icin bu degerler MSSA suslari i¢in 61,5 pg/mL ve 103,3
pg/mL ve MRSA suslar1 i¢in 170,6 pg/mL ve 213,3 pg/mL olarak bulunmustur. Tespit
edilen MIK ve MBK degerleri arasindaki fark ekstraktlar arasinda ve suslar arasinda

istatistiksel anlamda oldukga farklilik gostermistir (p<0,05).

Sicak iklimlere sahip Akdeniz ve Orta Dogu iilkelerindeki siit sektorleri, elde
ettikleri siit ve siit iiriinlerinde siirekli olarak degisik kontaminasyonlar ve hayvanlarla
ilgili enfeksiyon tehlikesinden sikayet etmektedirler (Claeys ve ark., 2013; Pulina ve ark.,
2018 ve Verraes ve ark., 2015). Dupas ve ark. (2020), siit islemede farkli bitkilerin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini derledigi makalesinde ¢ig siitiin mikrobiyal
kontaminasyonunu geciktirmek i¢in bitki ekstraktlarinin kullanilmasinin gerektigini ve bu
tirden uygulamalarin 06zellikle siirekli kontaminasyondan sikayet eden bdlgelerde
uygulanmasinin acil ihtiya¢ oldugunun altin1 ¢izmistir. Kozlowska ve ark. (2015), S.
aureus suslarinin biberiye 6zline duyarli oldugunu gostermistir. Benzer raporlar,
biberiye'nin st Grlnleri Gzerindeki antibakteriyel 6zelliklerini dogrulamaktadir (Boutoial
ve ark., 2013; Ghalem ve Zouaoui, 2013 ve Pasca ve ark., 2015).

Kekik bitkisi igin de S. aureus’a karst etkili olduguna dair arastirmalar

bulunmaktadir. Ornegin Abboud ve ark. (2015), mastitise neden olan Staphylococcus spp.
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ve Streptococcus spp. suslarina kars1 kekik bitkisi ekstraktlarinin énemli antibakteriyel
aktivite gosterdigini gostermistir Bu sonuclar kekik bitkisinin gida diyet sistemlerinde

dogal bir antibiyotik olarak kullanima uygun bir aday olabilecegini gdstermektedir.

Bitkilerin dogal antibiyotik olarak kullanilabilme potansiyeline ragmen, bu
etkilerinin yapisal kompozisyonlari, cografi konumlari, yetistirme ve hasat yontemlerine
ve ticarilestirme siireclerine gore farklilik gosterebileceginin de g0z Onlinde
bulundurulmals: gerektiginin alt1 ¢izilmelidir. Ek olarak, ekstraksiyon yéntemleri,
ekstraktlardaki aktif bilesenler, farkli bakteri suslar1 gibi farkli faktorler, Onceki
calismalardan farkli sonuglara yol agabilir. Cesitli bitkilerden elde edilen yaglar gibi dogal
bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini arastirmak i¢in standart bir yontemin olmamasi
nedeniyle farkli calismalarda degisik sonuclarin alinmast durumuyla sik sik

karsilasilabilmektedir (Othman ve ark., 2018).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan calismada Ankara’nin degisik bolgelerinde bulunan subklinik mastitisli
sit ineklerinde S. aureus’'un MSSA ve MRSA izolatlarinin bulunabilecegini
gostermektedir. Boylece énemli bir halk sorunu olan S. aureus izolatlarinin prevalansini,
olusumunu ve kontrol yontemlerini arastirmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigi ifade edilmelidir. Halk sagliginin korunmasindan sorumlu yetkili otoritelerin
oOzellikle yetistiriciler arasinda bu konuda farkindalik olusturmasi ve kontrol ve

denetimlerin daha sik yapilmasi dnerilmektedir.

Yapilan ¢alismada siitlerden izole edilen MSSA ve MRSA suslarina kars1 in vitro
ortamda Rosmarinus officinalis (biberiye) ve Thymus vulgaris (kekik)'ten elde edilen
ucucu yaglarin iyi antibakteriyel etkinlik gosterebilecekleri tespit edilmistir. Bdylece bu
bitkilerin st sektdrlinde ve insanlarda kontaminasyonun dnlenmesi igin kullanilabilecegi
goriinmektedir. Mevcut ¢aligmanin bulgusu, bu bitkilerin antibakteriyel etkilerinin in vivo
caligmalar: i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini gostermektedir. Sonuglara
dayanarak, bu bitkilerin gida ve ila¢ endiistrilerinde 6zellikle stafilokok enfeksiyonlarina

kars1 yenilik¢i terapotik alternatifler olarak degerlendirilebilecegi goriilmektedir.

Sut sektorunde birgok bitkinin 6zellikle geleneksel olarak peynir yapiminda, lezzet
verici Ozelliklerinin yan1 sira teknolojik Ozellikleri (6rnegin siitlin pihtilagmasi,
ambalajlanmasi) icin kullanildigi bilinmektedir. Bu bitkilerden bazilari, gida kaynakl
patojenlere karst antimikrobiyal o&zellikler sergileyen peptitler ve/veya sekonder
metabolitler igerir. Turkiye gibi Akdeniz iilkelerinde, basta ¢ig siit olmak iizere siit
urdinleri, yerel ekonomik sektérde ve yerel tiketicilerin beslenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, sogutma veya yeterli doniistiirme ekipmaninin olmamasi
nedeniyle ¢ig siitiin patojenik suslarla kontaminasyon seviyesi artabilir. Bu nedenle,
geleneksel olarak siit frtinleriyle iligkilendirilen bitkilerle ¢ig siitiin mikrobiyal

kontaminasyonunu geciktirmek ¢6ziimiin bir pargasi olabilir. Bu tiir ¢oziimler,
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diizenlemelere ve ekonomik hususlara saygi duyularak tiim Akdeniz iilkelerinde
gelistirilebilir. Bununla birlikte bu tiirden uygulamalarin siitiin pihtilasmast ve
olgunlagmasinda rol oynayan teknolojik floray1 korurken, patojenik ve bozulmaya neden
olan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkili olduklar1 bilimsel c¢alismalarla

kanitlanmalidir.
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OZET

Mastitisli Inek siitlerinden izole edilen Staphylococcus aureus suslarina karsi bazi Bitkisel
Ekstraktlarin Etkilerinin Arastirilmasi

Staphylococcus aureus (S. aureus), yiizeyel cilt enfeksiyonlarindan sistemik hastaliklara
kadar ¢ok sayida enfeksiyona neden olan dikkate deger bir patojendir. S. aureus'un antibiyotik
direnci gelistirmesi ile hayvanlarda ve insanlarda stafilokok enfeksiyonlarinda yeni, etkili ve
giivenli alternatif tedavi seceneklerinin bulunmasi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu caligmada,
oncelikle Ankara-Tiirkiye’de bulunan subklinik mastitisli ineklerden 150 ¢ig siit 6rnegi toplanmis
ve S. aureus (MSSA ve MRSA suslari) olusumu agisindan arastirilmig, ardindan ekstrakte edilen
iki bitkinin (Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris) kimyasal bilesimi ve antibakteriyel
etkileri arastirilmustir. Biiyiikbas ¢ig siit 6rneklerinde S. aureus olusumu %17,33 idi. Daha sonra
izolatlarin genel olarak kullanilan dokuz antibiyotige ve iki bitki dziitiine kars1 duyarliliklar1 disk
diflizyon testi kullanilarak test edildi.

Tiim MSSA izolatlar1 sefoksitin, seftiofur, penisilin G ve enrofloksasine tamamen
duyarliydi. Ancak metisilin, streptomisin, tilosin ve siilfametoksazol-trimetoprim icin direng tespit
edilmemistir. En yiiksek antibakteriyel direng sirastyla %40 (orta direng) ve %15 (tam direng) ile
oksitetrasiklin i¢in kaydedildi. MRSA izolatlar1 metisilin ve penisiline tamamen direngliydi.
Bununla birlikte, bazt MRSA izolatlar1 bazi antibiyotiklere duyarliydi. Stlfametoksazol-
trimetoprim %83,4 ile en etkili antibiyotikti. Rosmarinus officinalis ve Thymus vulgaris'in S.
aureus izolatlarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri, minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) ve
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) kullanilarak degerlendirildi. Bulgular, R. officinalis
ve T. vulgaris'in MSSA ve MRSA susu tizerinde giiglii antibakteriyel etkileri oldugunu gosterdi.
Bu bitkilerin S. aureus izolatlarina kars1 etkinligi, siit irtinlerinde ve insan sagliginda alternatif
tedavi icin antibakteriyel bir ajan olarak uygulanabilirligini géstermekte ve bu alanda daha fazla
arastirmay1 motive etmektedir.

Anahtar Sozcikler: Antimikrobiyal Duyarlilik, Cig Siit, Staphylococcus aureus, Ugucu Yag.
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Some Herbal Extracts against Staphylococcus aureus strains
isolated from mastitistic cow’s milk.

Staphylococcus aureus (S.aureus) is a remarkable pathogen that causes a multitude of
infections ranging from superficial skin infections to systemic diseases. With the developing of
antibiotic resistance by S. aureus, finding new, effective, and safe alternative therapeutic options
in staphylococcal infections in animals and humans is crucially demanded. In the present study,
first, the mastitistic bovine raw milk samples in Turkey were collected and explored for the
occurrence of S. aureus (MSSA and MRSA strains) and then the chemical composition and
antibacterial effects of two herbal extracted (Rosmarinus officinalis and Thymus vulgaris) were
evaluated on obtained isolated. A total of 150 samples were analyzed using phenotypic and
microbiological approaches. The occurrences of S. aureus in bovine raw milk samples were
17.4%. Then, the isolates were tested for their sensitivity to nine generally used antibiotics and
two herbal extracts agents by using disc diffusion assay.

All MSSA isolates were fully susceptible to cefoxitin, ceftiofur, penicillin G, and
enrofloxacin. However, resistance was recorded for methicillin, streptomycin, tylosin, and
sulfamethoxazole-trimethoprim. The most antibacterial resistance was recorded for
oxytetracycline with 40% (intermediate resistance) and 15% (full resistance) respectively. The
MRSA isolates were entirely resistant to methicillin and penicillin. Nevertheless, some MRSA
isolates were susceptible to some antibiotics. Sulfamethoxazole-trimethoprim were the most
effective antibiotic with 83.4%. The antimicrobial activities of Rosmarinus officinalis and Thymus
vulgaris against S. aureus isolates were evaluated using minimum inhibitory concentration (MiK)
and minimum bactericidal concentration (MBK). The findings revealed that R. officinalis and T.
vulgaris acted as potent antibacterial agents on MSSA and MRSA strain. The efficiency of these
herbs against S. aureus isolates indicates their applicability as an antibacterial agent for alternative
therapy in dairy products as well as human health and motivates further research in this area.

Keywords: Antimicrobial Susceptibility, Essential Oil, Raw Milk, Staphylococcus aureus.
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