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Bu calisma Selahaddin Valiliginin Tikrit kasabasinda yasayanlar {izerinde yapilmistir.
05/03/2021 tarihinden 17/06/2021 tarihine kadar toplam 250 6rnek toplanmistir. Bu
bakteriler solunum sisteminden (burun delikleri) ve {iiriner sistemden (idrar) izole
edilmistir. Ayn1 zamanda gram pozitif olduklar1 i¢in gram boyama ile boyanarak, 1s1k
mikroskobunda mikroskobik olarak incelenmis ve biyokimyasal testlerle de teshis
edilmislerdir. Selahaddin Vilayeti'ndeki Tikrit sakinleri lizerinde yapilan bu ¢alismanin
amaci, S. aureus’un bu sehirde yayilma oranlarini incelemek ve ayrica %25 mg/mL, %50
mg/mL ve %100 mg/mL’lik konsantrasyonlarda limon ve zencefil bitkilerinin su ve alkol
ekstraktlarinin  etkisini  aragtirmaktir.  Laboratuar  sonuglari, 100 mg/mL
konsantrasyonunun diger konsantrasyonlardan %25 ve %50 daha gii¢lii bir inhibitor
yetenegine sahip oldugunu, calisgtlan limon ve zencefil bitkilerinin alkollii
ekstraktlarindan sulu ekstraktlarin daha verimli oldugunu gostermistir. Sulu limon ve
zencefil ekstrakti konsantrasyonu ne kadar ytiksek ise S. aureus bakteri izolatlarini inhibe
etmede o oranda basar1 saglandigindan, S. aureus bakterilerini inhibe etme yetenegi de
artmistir. S. aureus bakteri izolatlar1 ilizerinde bitki ekstraktlar1 kullanilmadan &nce
kontrol olarak 5 antibiyotik kullanilmis ve antibiyotikler farkli inhibisyon c¢aplari
gostermistir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF GINGER (ZINGIBER
OFFICINALE) AND LEMON (CITRUS LEMON) EXTRACTS AGAINST
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Ashraf Jamal Mahmoud ZANGANA

This study was conducted on the inhabitants of Tikrit town of Saladin Governorate. A
total of 250 samples were collected from 05/03/2021 to 17/06/2021. These bacteria were
isolated from the respiratory system (nostrils) as well as from the urinary system (urine).
At the same time, since they are gram positive, they were stained with gram staining,
examined microscopically under a light microscope, and diagnosed with biochemical
tests. The aim of this study on the inhabitants of Tikrit in Salahuddin Province was to
examine the spreading rates of S. aureus in this city and also to determine the water and
alcohol extracts of lemon and ginger plants at concentrations of 25% mg/mL, 50% mg/mL
and 100% mg/mL to investigate the effect. The laboratory results showed that the 100
mg/mL concentration has a 25% and 50% stronger inhibitory ability than the other
concentrations, and the aqueous extracts are more efficient than the alcoholic extracts of
the studied lemon and ginger plants. The higher the concentration of juicy lemon and
ginger extract, the more successful it was in inhibiting S. aureus bacterial isolates, the
greater the ability to inhibit S. aureus bacteria. Before using the plant extracts on S. aureus
bacterial isolates, 5 antibiotics were used as control and the antibiotics showed different
inhibition diameters

2022, 77 pages
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1 GIRIS

Bakteriyel enfeksiyon; parazitler, mantarlar ve viriislerin neden oldugu tiim patolojik
enfeksiyonlar arasinda ilk sirada yer almakta olup, idrar yolunu enfekte ettiginde idrar
yolu enfeksiyonuna sebebiyet verir (Nicolle 2014). Asendan yol, lenfatik ve kanli yollar,
idrar yolunda iltihabin meydana geldigi ii¢ farkli yoldur. idrar-bagirsak enfeksiyonlar,
asendan yolda diger iki yola goére, yani kan ve lenften daha sik meydana gelen

iltihaplanma nedeniyle daha sik goriiliir (Sobel 1991).

Her yil enfeksiyon kapan 250 milyon kisi olmakla beraber, her 5 kadindan biri enfekte
oldugu icin erkekler kadinlara gére daha az etkilenir (Ahmed et al. 1999). Idrar yolu
enfeksiyonu asemptomatik olabilir veya gii¢lii semptomlar esliginde goziikebilir (Crader
and Leslie 2019). Idrar yolu enfeksiyonunda bakteriyel enfeksiyonlarin sebebiyeti %95,
bakteriyel olmayan nedenlerin ise %5 oldugu tahmin edilmektedir (Talan et al. 2003).

Irak'ta, bakteriyel enfeksiyonlarin biiyiik kismi (%23) idrar yolu enfeksiyonudur (Al-
Karawyi et al. 2013, Al-Taha 2000). idrar yolu enfeksiyonlari iki tiptir. Bunlar, sistit,
mesane/alt idrar yolu enfeksiyonlar1 ve piyelonefrit, bobrek/iist idrar yolu
enfeksiyonlaridir (Smelov et al. 2016). Irak’ta idrar yolu enfeksiyonu, solunum yolu
enfeksiyonunun ardindan en sik rastlanan ikinci enfeksiyon tipidir. Bakteriyeminin ana
faktorii oldugu icin idrar yolu enfeksiyonu bir¢ok insanin 6liimiine sebebiyet vermektedir.
Idrar yolu enfeksiyonu, idrar yolu bolgesindeki bakteriyel enfeksiyon ile olusur (Tangho
and McAminch 2008). Solunum sistemi bir¢ok bakteri tiirii igermekte olup dis ¢evre ile
organizma arasindaki baglantidir (Albrich et al. 2012) Stafilokok; havada ve mukozalarda
yer alir. Ayrica bu bakteri iist solunum yollarinda ve toprakta da bulunur. Bu bakterilerin
cesitli ve farkli yerlerde bulunmasi tiim canli organizmalar ciddi sekilde etkilemekte ve
enfeksiyon bakteriler tarafindan dogrudan organizmalara niifuz etmektedir (Koneman et
al. 1997, Jawetz et al. 2001). Bakteriler firsatgidir ve bu nedenle 6zellikle organizmanin
bagisiklig1 zayif oldugunda solunum sisteminde ciddi hasarlara neden olurlar (Levinson
and Jawetz 2000). insanlarin burun deliklerinin yaklasik %40-50'sinin S. aureus tasidig

tespit edilmistir. Bu bakteriler, enfekte olan kisinin bagisiklik sistemini bozduklar1 ve



ayrica bagisiklik sisteminde hasara neden olduklari i¢in tehlikelidir (Koneman et al. 1997,
Jawetz et al. 2001). Patojenik bakterilerin neden oldugu hastaliklar1 tedavi etmek igin
bircok sifal1 bitki kullanilmais, tibbi bitkilerin herhangi bir yan etkisi olmadigi i¢in iiretilen
antibiyotiklere oranla daha ¢ok tercih edilmis ve sifali bitki tibbi preparat olarak
kullanilmistir (Ahmed et al. 1999, Liu et al. 2009). Mevcut ¢alismamizda iki tiir sifal
bitki lizerinde ¢alisilmistir, bunlar Limon (Citrus limon) ve zencefil (Zingiber officinale)

olarak siralanmaktadir.

1.1 Arastirma Amaclari

1- Solunum yolu ve idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan S. aureus izolasyonu ve
tanisinin ortaya koyulmast.

2- Staphylococcus aureus'a karsi direnci test etmek igin antibiyotik kullanimi.

3- Ekstraktlarin Staphylococcus aureus izole edilmis bakterilere karsi direncini test

etmek icin limon ve zencefilin sulu ve alkollii bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi.



2 LITERATUR OZETi

2.1

idrar Yolu

Uriner sistemin bilesenleri veya bir baska ifadeyle bobrek sistemi; bobrek, iireter ve iiretra

gibi birkag¢ organdan olusur ve Sekil 2.1'de gdsterilmistir. Uriner sistem veya bdbrek

sistemi olarak da adlandirilan sistem, toksinlerin ve fazla iyonlarin yani sira metabolik

atik tirlinleri tahliye etmek i¢in ¢alisir fakat temel maddeleri kanda tutar. Bu nedenle, bu

idrar veya bobrek sisteminin genel islevi, bobreklerdeki kan akisi yoluyla her giin 200

litreden az olmayan bir miktarda siviy1 filtrelemeye galigmaktir (Uetani and Bouchard

2009). Uriner sistem sunlardan olusur:

Bobrekler: Bobrekler fizyolojik sistemi biiylik Olgiide etkiler. Karmasik bir
organdir. Bobreklerde olusan toksik atiklar ve metabolik {iriinler bobreklerde
elimine edilir (Ivy and Bailey 2014).

Ureterler: Uriterler iki tarafli fibromiiskiiler tiiplerdir, iireterlerin uzunlugu 22-30
cm arasinda degisir ve idrar1 renal pelvisten mesaneye akitir (Anderson and
Cadeddu 2012)

Mesane: Mesane i¢i bos bir pelvik dolgudur. Kist seklindedir ve bu nedenle ana
islevi, her iki iireterden gelen idrar1 depolamaktir. Esas olarak diiz kastan ve 30
dereceden daha az kolajenden olusur ve kiitikiil bosken dortyiizlii olur ve oval
sekilde uzayabilir (Bauman et al. 2012, Sweet and Gibbs 2009).

Uretra: Idrar; idrarin iiretradan gecisi ile dis iiretral orifis ad1 verilen bir agikliktan
viicuttan digar1 atilir ve bu hareket liretranin tabandaki daralmasinin gevsemesi ile
saglanir. Uretranin yeri iistten mesaneye bagli oldugundan idrar mesaneden

tiretraya iletilmektedir (Bauman et al. 2012, Sweet and Gibbs 2009).

Elektrolitlerin, maddelerin ve kandaki su miktarinin ayarlanmasi plazmada

gerceklestirilir ve bunlar araciligiyla ozmotik bobregin diizenlenmesi gergeklesir

(Costantini and Kopan 2010, Uetani and Bouchard 2009).



Bobrek sisteminin islevlerinden biri de D vitaminini aktif formuna doniistiirmek igin
calismak, bununla birlikte uzun vadede asit-baz dengesi lizerinde calismak ve kan
basincini diizenleme siirecine kadar rezonans iiretimi ilizerinde de calismaktir. Ayrica
kirmizi kan hiicrelerinin liretimini uyaran eritropoietin tiretir (Costantini and Kopan 2010,
Uetani and Bouchard 2009). Bobrek sistemi veya iiriner sistem, kronik bobrek hastaligi,
bobrek taglari, idrar yolu enfeksiyonlari, erkeklerde ve kadinlarda idrar kagirma gibi bir
grup klinik hastaliga sahiptir. Gaz olusumuna {ist ve alt idrar yolu enfeksiyonlarinin

olusumu eslik eder (Johnson et al. 1986, Huang and Tseng 2000).
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Sekil 2.1 Uriner sistem (Maria 2021)

Idrar yolu enfeksiyonu olundugunda, laboratuvar testinde beyaz kan hiicrelerinin
sayisinda, kandaki kreatinin seviyesinde ve kan sekerinde bir artis goziikmekte olup,
karm agrisi, kusma ve ates gibi semptomlar esliginde titreme gelir (Haung and Tseng
2000). Nefrolitiazise gelince, magnezyum, kalsiyum, kristalize {irik asit veya sistein
varligi olan idrar veya bobrek sisteminin bir hastaligidir (Singh et al. 2015, Lieske et al.
2014).

Uriner sistemde (Singh et al. 2015, Lieske et al. 2014) sik goriilen bobrek hastaliklarindan
biri de istem dis1 idrar kagirma olan {iriner inkontinanstir (Buckley and Lapitan 2010).
Idrar kagirma nedenleri arasinda prostat hastaliklari, diyabet, ileri yas ve idrar yolu

enfeksiyonu Oykiisii bulunmaktadir (Rieken et al. 2010). ABD'de yilda yaklasik 150



milyon idrar yolu enfeksiyonu meydana gelmekte ve bu nedenle saglik hizmetleri idrar
yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in 6 milyar dolardan fazla harcama yapmaktadir
(Harding and Ronald 1994). Idrar yolu enfeksiyonu, dzellikle 2 ila 13 yas arasindaki
kizlarda daha sik olup, erkeklerde nadir goriiliir, ancak yagamin ilk yilindaki fonksiyonel
ve anatomik anormallikler buna dahil degildir. Istisnai olarak piyelit iltihabi ve bobrek ve
tekrarlayan sistitten muzdarip baz1 geng kizlarda tekrarlayan ataklar olusur (Kunin 1997).
2 - 13 yas arasindaki gengler icerisinde bu enfeksiyonun insidansi tahmini 10.000 kiside
sadece 5 ila 8 enfeksiyonun meydana geldigi ve erkeklerde kadinlardan daha az

oldugudur (Krieger et al. 1993).

2.1.1 [Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE)

Idrar yolu enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra ikinci sirada yer
almakla beraber toplumda en yaygin goriilen bakteriyel enfeksiyonlardan biridir
(Rossignol et al. 2016, Aabenhus et al. 2017). Kadin ve erkek tiim yas gruplarini etkiler
(Kirecci et al. 2015). Idrar yolu enfeksiyonlar1 son yillarda daha da 6n plana ¢iktig: igin
yapilan c¢alismalarda bakterilerin antibiyotiklere kars1 daha fazla direngli olmasi
nedeniyle, idrar yolu enfeksiyonlarimin tespiti, 6nlenmesi ve tedavisi siireglerini iyi

yonetmek gereklidir (Kalal and Nagaraj 2016).

Antibiyotiklerin yanlig kullanimi, hastaliklarin tedavisinin gecikmesi veya hi¢ tedavi
edilmemesi nedeniyle kronik kolit ve tekrarlayan enfeksiyonlar, nefrit, erken dogum,
sistit, cocuklarda bobrek hasari ve bakteriyemiye yol agmistir (Flores-Mireles et al.
2015). Idrar yolu enfeksiyonlar1 genel olarak iki tipe ayrilir: (Arnold et al. 2016; Giesen
et al. 2010).

1- Kronik veya tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu: Anatomik veya fonksiyonel herhangi
bir sorunu olmayan kadinlarda sik goriilen bir durumdur. Kronik enfeksiyonlar ayni
zamanda tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar1 olarak da bilinir; bu, enfeksiyonun alt1
ay boyunca iki veya daha fazla kez, 12 ay iginde ii¢ veya daha fazla kez tekrarlandigi
anlamia gelir (Arnold et al. 2016). Bakterilere bagli bu kronik enfeksiyonlarin

nedeni mesane digindan kaynaklaniyor olabilir veya mesanenin dorsal tabakasinda



bulunan bakteriler olabilir (Silverman et al. 2013). Kronik enfeksiyonlar, sik idrar,
diziiri, vajinal sekresyonlar ve kanli idrar gibi ¢esitli semptomlarla karakterizedir ve

bundan daha fazlasina doniiserek sepsis veya kronik nefrite neden olabilir (Choi and

Bae 2016).

2- Akut idrar yolu enfeksiyonlari: Bu enfeksiyon tiirii basit oldugu i¢in karmagik degildir
ve kadinlari, 6zellikle temel bakim hizmeti veren kadinlari etkileyen en yaygin
bakteriyel enfeksiyon tiirlerinden biridir. Bu enfeksiyonlar antibiyotik kullanimai ile
ortadan kaldirilabilir (Giesen et al. 2010). Kronik veya tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlart da iki kisma ayrilir: Alt idrar yolu enfeksiyonlar1 ve iist idrar yolu

enfeksiyonlari:

A- Alt idrar yolu enfeksiyonlari: Sistit en yaygin olanidir ve erkeklerde sistit ve prostatiti
igerir. Idrar yolu enfeksiyonu ve semptomlar: arasinda diziiri, idrara ¢ikma istegi, kanl
idrar, idrar damlamasi ve kotii koku bulunur (Stein et al. 2015, Chan et al. 2019). Hem
erkekler hem de kadinlar etkilense de, erkeklerin etkilenme olasiligi kadinlardan daha

azdir (Smith et al. 2018).

B-Ust idrar yolu enfeksiyonlari: Bu iltihaplanma tiirii, iireter yoluyla mesaneden
bobreklere dogru hareket ettigi igin bakteriyel bir enfeksiyonun sonucu olarak ortaya
cikar. Ayrica kandan bulasan veya lenflere bulasan bakteriyel bir enfeksiyon bobreklerde
ilserasyona yol acar ve kronik durumda bakteriyel bir enfeksiyon kollektifte iireterit ve
pelvik inflamasyona neden oldugunda bakteriyemiye yol agar (Hooton and Gupta 2018).
Idrar yolunun karmasikhigina goére iki kisma ayrilir: komplike olmayan idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve komplike idrar yolu enfeksiyonlaridir (Bono and Reygaert 2019, Grabe
et al. 2015).

A- Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlari: Etkilenen hastanin herhangi bir yapisal
deformasyondan ve bu tiir hasarlardan muzdarip olmadig1 bakteriyel bir enfeksiyondur.
Bu hasarlar mesanede ve mesane ile iligkili yapilarda bulunur ve bakteriyel enfeksiyon

ile iliskili herhangi bir hastalig1 yoktur (Bono and Reygaert 2019).



B- Komplike idrar yolu enfeksiyonlari: Yapisal deformasyon veya islev bozuklugu
sonucu olusan hasarlardir ve bunun belirtileri bakteriyemi ve bobregin pelvisinin
iltihaplanmasidir (Grabe et al. 2015, Hooton and Gubta 2018). Omurilik yaralanmasi olan
kisilerde idrar yolu enfeksiyonu, diyabetik hastalardaki IYE'den tamamen farklidir
(Johnson et al. 1986).

Diyabetik hastalarda idrar yolu enfeksiyonlari, izerinde c¢alisilmasi gereken 6zel bir konu
olup, patogenez dahil olmak iizere, hastaliga nasil neden olduklari, randomize klinik
calismalar ve hastanin dogal Oykiisii iizerine birden fazla calisma yapilmalidir. Bu
calismalarin ¢ok sayida olmadigi, konuyla ilgili ¢alisan sabit bir kurum olmadigi i¢in
birden fazla merkezde ¢ok sayida arastirma yapilmasina ihtiya¢ vardir (Johnson et al.

1986).

2.1.1.1 idrar yolu enfeksiyonu patojenlerinin kullandig1 yontemler

2.1.1.1.1 Lenfatik yol

Lenfatik sistem yoluyla enfeksiyon olusur, bakteriler kadinlarda iiretra ¢evresindeki lenf

yoluyla idrar yoluna gider (Abbo and Hooton 2014).

2.1.1.1.2 Asendan yol veya asendan hasarlar

Tiim yollar arasinda en enfekte olan yoldur. Ilerlemis enfeksiyon vakalarinda, bakteriler
iireter yoluyla bobreklere bulasarak, artan septisemi veya bakteriyemi riski ile birlikte
bobrek dokusu hasarina ve bobrek pelvisinin iltihaplanmasina neden olur. Bakteriler
tarafindan artan bir enfeksiyon bagladiginda, bakteriler mesane, vajina ve iretranin
liimeni etrafinda kolonize olmaya baglar ve bdylece asili bir hiicre seklinde biiylir

(Spaulding and Hultgren 2016).



2.1.1.1.3 Kanh yol

Enfeksiyonun diger yontemlere gore daha az goriilme seklidir ve burada bakteriler kan
yoluyla bobreklere bulasarak S. aureus bakterileri tarafindan nefrit, bakteriyemi ve

bobrek dokularinin iltihaplanmasina neden olur (Pulipati et al. 2017).

2.1.1.2 Tehlike nedenleri

2.1.1.2.1 Katetere bagh idrar yolu enfeksiyonu

Kateterlere bagli idrar yolu enfeksiyonlar1 bakteriyeminin baslica nedeni olup 6zellikle
yaslilarda en sik goriilen tiir olmakla beraber 6liim oran1 %10, enfeksiyon oran1 %20'dir

(Singh et al. 2017, Vincitorio et al. 2014).

2.1.1.3 ldrar yolu taslarina bagh idrar yolu enfeksiyonu

Idrar yolu tas1 olan hastalarda bakteri ve idrar yolu taslar1 arasinda bir iliski olduguna ve
hasta kisilerde idrar yolu enfeksiyonu oranlarinin artmasina neden olduguna
inanilmaktadir (Schwaderer and Wolfe 2017). Idrar yollarinda, iyicil prostat hiperplazisi
ve idrar yolu enfeksiyonlarindan sonra en sik goriilen tiglincii hastalik tipi idrar yolu
taslarina bagh enfeksiyondur (Rambe et al. 2019). Kanda uzun bir siire boyunca yiiksek
seker seviyesi ve bir grup metabolik bozukluk olarak kabul edilir. idrarda seker
bulunursa, bu durum, bakterilerin viriilansinda bir artis ve biiylimelerinin tesviki anlamina

gelmektedir (Danasegaran et al. 2019).

Omurilik yaralanmasma bagl idrar yolu enfeksiyonlari, yaklasik %15'lik bir 6liim
orantyla ikinci onde gelen 6liim nedeni olup bu enfeksiyonlar halen daha yaygindir

(Siroky 2002, Toh et al. 2019).



2.1.1.4 1Idrar yolu enfeksiyonunun nedeni

IYE'ye neden olan cesitli mikroorganizmalara ragmen, gram-pozitif ve gram-negatif
bakteriler IYE'nin baslica nedenleri arasinda ana suglulardir (Foxman 2013, Nicolle

2014).

2.2 Solunum Sistemi

Solunum sistemi Sekil 2.2'de gosterildigi gibi, hastaliklarin veya hastaliklara neden olan
faktorlerin viicuda girdigi yerdir ve solunum sistemi alt ve {ist solunum yollarindan olusur

(Cowan and Talaro 2006).
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Sekil 2.2 Solunum Sistemi (Forbes et al. 2007)



2.2.1 Solunum sisteminin dgeleri

2.2.1.1 Altsolunum yolu

Alt solunum yolu akcigerler, soluk borusu ve bronsiyollerden olusur. Bronsiyoller iki
bronsa ayrilir ve daha sonra bronsiyol ad1 verilen kii¢iik dallara ayrilir ve boylece alveolar
kanallar ad1 verilen daha ince uclarla dallanir ve son olarak alt solunum yolu alveollerle

biter (Cowan and Talaro 2006).

2.2.1.2 Ust solunum yolu

Ust solunum yolu farinks, burun boslugu, epiglot ve girtlaktan olusur. Farinks, laringeal
farinks ve nazofarenksten olusur. Farinksin yapisi, girtlak girisinin arkasinda epiglotun
altinda bulunan girtlak farenks olan farinksin boliimleriyle ilgili olarak kafatasinin
tabanindan yemek borusuna kadar uzanir. Nazofarenkse gelince, agiz boslugunun
arkasinda epiglot ile damak arasinda bulunur. Bademcikler, girtlak ve orofarenksin
bilesenlerinden birini temsil eder ve bademcikler, trakeanin {ist ucu ile dilin kokii arasinda

bulunur (Forbes et al. 2007).

Bakteriyel patojen S. aureus solunum sistemine girdiginde, bogazin {ist dokularini ve
dilin arka bolgesini igeren farinksin arka bdlgesinin iltihaplanmasinin yani sira ikinci tip
iltihaplanma gibi bir¢cok enfeksiyon meydana gelir, girtlak iltihab1 ve larenjit, girtlag:
kaplayan mukoza zarmin iltihaplanmasinin bir sonucu olarak ortaya cikar. Ugiincii
enfeksiyon tiirii ise bakterilerin agiza girmesi sonucu bademciklerin aerobik bakteri ve
S. aureus gibi anaerobik bakterilerle enfeksiyonudur (Forbes et al. 2007, Davidsons 2002,
Crown and Talaro 2006).
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2.3 Staphylococcus aureus

2.3.1 Staphylococcus aureus'un siiflandirilmasi

Staphylococcus aureus'un siiflandirilmasi asagidaki gibidir (Rasmussen 1975).

Krallik: Prokaryotik
Filum: Firmicutes
Sinif: Cocci

Takim : Eubacteriales
Aile: Mikrokokgiller
Cins: Stafilokok

Tiir: aureus

2.3.2 Staphylococcus aureus'un ozellikleri

1

S. aureus, Micrococcaceae familyasina aittir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

2- Fakiiltatif anaerobik ve hareketsiz olup sporojenik degildir (McTaggart et al. 2015,
Levinson 2014).

3- Kan pihtilagma testi pozitiftir ve bazi suslarin kapsiil adi verilen bir yapis1 vardir
(McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

4- Bakteriler, 6liimciil pndmoni gibi bir¢ok kiiciik hastaliga, minor ve siddetli dermatite
neden olma yetenegine sahiptir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

5- S. aureus ¢oklu zincirler seklindedir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

6- Katalaz ve iireaz testi pozitiftir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

7- Oksidaz testi negatiftir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

8- S. aureus bakterisi i¢in en onemli risk faktorleri damar yolu ve kateterler yoluyla
enfeksiyona sebebiyet vermesidir (McTaggart et al. 2015, Levinson 2014).

9- S. aureus, bakteriyel enfeksiyonlarda viral enfeksiyonlardan sonra ikinci sirada

gelmektedir.

11



10- Bu bakterinin tasiyicisi olan viicutlarda yasamasina ve %20-%50 oranina ulasmasina
ve tastyicilarin bu bakteri ile enfeksiyon belirtisi gostermemesine ragmen firsatgi
hastaliklara neden olan en siddetli stafilokoklardan biri olarak kabul edilir (Jawetz et
al. 2001).

11- Menenjit, pndmoni, flebit, idrar yolu enfeksiyonlari, kalp iltihabi, osteomiyelit gibi
solunum sisteminin bir¢ok hastaligina neden olur.

12-S. aureus enfeksiyonu sepsis nedeniyle hizli 6liime neden olur (Levinson and Jawetz

2000, Jawetz et al. 2001).

2.3.3 Staphylococcus aureus'un hiicre duvarinin ogeleri

Staphylococcus aureus'un hiicre duvari Sekil 2.3'te gosterildigi gibi sunlardan olusur.

2.3.3.1 Kapsiil

S. aureus'un ¢ogu, anti-fagositik olan ve bir polisakkaritten olusan kiiciik bir kapsiil
yapistyla kaplhidir (Joklik and Smith 1972, Levinson and Jawelz 2000).

2.3.3.2 Protein A

Patojenik faktorlerden biridir ve S. aureus'un hiicre duvarinin ana bilesenidir (Levinson

and Jawetz 2000).

2.3.3.3 Peptidoglikan

Gorevi, kat1 bakteri hiicresinin giiciinii korumak ve hiicre disindaki yapiy1 olusturmaktir

(Smith et al. 2018).
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2.3.3.4 Teikoik asit

Bu asit, bir fosfodiester bagina bagli Gliserol, Ryptol ve gliserol igerir ve bu asidin islevi,
mukoza ylizeyine yapisarak bakteri tehlikesine katkida bulunur ve teikoik asit suda

¢Oziinilir polimerlerden yapilir (Levinson and Jawetz 2000).

Capsule or polysaccharide
shime layer

Peptidoglycan layer

Polysaccharide A
(Teichoic acid)

Cell -bound proteins
(fibromectin-fibrinogemn)
Pr i A

Cytoplasmic

Cytoplasm

Sekil 2.3 Staphylococcus aureus'ta hiicre duvarinin 6geleri (Kenneth 2005)

2.3.4 Enzimler

Fosfataz enzimi S. aureus bakterisini teshis etmek i¢in kullanilir, ¢linkii bu bakterinin
suslari, bu enzimi ve alkali ve asidik tiirleri olusturur (Joklik and Smith 1972). Koagiilaz
enziminin islevi, fibrinojeni fibrine doniistiirmek i¢in ¢alistigl i¢in trombinin islevine
benzer. Koagiilaz enziminin {iiretimi, S. aureus bakterilerinin patojenik suslarinin

teshisidir (Joklik and Smith 1972).

DNaz enzimi S. aureus bakterisi tarafindan iki tir olarak uretilir. Bu enzimlerden biri
1stya dayanikli olup bu enzim tiirii. S. aureus bakterilerinin ¢ogu 1sidan etkilenmeyen

DNaz igerir ancak ikinci tip enzim 1siya dayanikli degildir (Joklik and Smith 1972).

B-laktamaz enzimini iireten bakteri tiirleri, bakterilerin -laktamaz halkasi olan penisilin
icindeki bir halkay1 parcalamasina yardimei olur ve bdylece bu bakterileri cogu penisiline

direngli hale getirir (Parveen and Tyothsna 2011).
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Yaniklar ve yaralar durumunda, Lipaz enzimi deri alt1 dokular ve cilt dokularini istila
etmek i¢in ¢alisir, ¢iinkii bu bakterilerin cogu suslar1 yaglar1 par¢alamak {izerinde ¢aligir
(Cunningham et al. 1996). Katalaz enzimi hidrojen peroksiti pargalayarak su ve oksijene
doniistiirmek icin ¢alisir. Katalaz enziminin islevi, S. aureus bakterilerini nétrofillerden

korumak olan korumadir (Forbes et al. 2007).

Hiyaliironidaz enzimi S. aureus bakterisi tehlikesini artirir ve bag dokularinda bulunan
hyaluronik asidi analiz ederek bag dokularinin gecirgenligi lizerinde calisir ve bdylece
bakterilerin viicutta yayilmasina yardime1 olur (Prescott et al. 1996). Fibirinolizin enzimi
patojenik S. aureus suslar1 tarafindan iretilir ve bu enzim fibrin pihtilarinin analizi

tizerinde ¢alistig1 i¢in fibrinolitik enzim olarak da adlandirilir (Prescott et al. 1996).

2.3.5 Toksinler

2.3.5.1 Eksfoliasyon toksini

I¢ine konuldugunda doku erozyonuna neden olur ve insanlarda kellige neden olur

(Prescott et al. 1996, Joklik and Smith 1972).

2.3.5.2 Enterotoksin toksini

S. aureus igeren yiyecekleri yiyen kisi, bu bakteride bulunan enterotoksinler nedeniyle

zehirlenir (Dinges et al. 2001).

2353 TSS

Bu toksin S. aureus bakterileri tarafindan tiretilir. Bu toksine toksik sok sendromu toksini
denir ve bu sendromu gelistirenlerin bu tiir toksinlerle savasan antikorlar1 yoktur. Bu
toksin yetigkin kadinlarda adet doneminde olur ve sendrom yaralanma sonucu da ortaya

¢ikar (Levinson and Jawetz 2000).
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2.3.5.4 Hemolizin toksinleri

S. aureus bakterilerinin patolojik suslart bu tip toksini iiretir ve bu toksin kirmizi kan
hiicrelerinin analizi tizerinde calisir ve organizmanin viicudunun disinda goriilebilir

(Omololu-Aso et al. 2011).

2.3.5.5 Lokosidin toksinleri

Beyaz kan hiicrelerinin yikimina, ayrismasina ve oldiiriilmesine neden olur, ayrica beyaz

kan hiicresinin sitoplazmik zarlarini1 pargalayip bozar (Cunningham et al. 1996).

2.4 Antibiyotikler

En 6nemlileri bakteri olan mikroorganizmalar1 yildirmak i¢in calisir. Bu antibiyotikler
tiretilmis veya dogal olabilir ve daha dnce izole edilmis mikroorganizmalar tarafindan
tiretilebilir veya etkinliklerini artirmak icin kimyasal olarak modifiye edilmis halde yar1

tiretilmis olabilir (Brown 2010).

2.4.1 Vankomisin (VA)

Bu antibiyotik, hiicre duvarinin sentez veya olusum siirecini etkiler ve hem Gram-negatif

hem de Gram-pozitif bakterileri 6ldiirmeye ¢alisir (Talaro 2008).

2.4.2 Novobiyosin (NV)

Niikleik asitlerin zarar gérmesi sonucu olusan mutasyonu inhibe ederek calistigi igin

Gram pozitif bakterilere karsi etkili bir inhibitordiir (Jara et al. 2015)
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2.4.3 Sefazolin (KF)

Bu antibiyotik, negatif bakterilerin aksine pozitif bakterilere karsi ¢ok etkili calisir ve ilk
nesil Sefalosporinlerden biri olarak kabul edilir. Uriner ve solunum sistemleri igin
kullanilir ve baska kullanimlar1 da vardir. Orta kulak iltihabi, sar1 kanal, kemikler ve

cerrahi profilaksi i¢in kullanilir (Hsieh and Ho 1975).

2.4.4  Amoksisilin (AX)

Penisilinler, hiicre duvar1 olusum siirecini etkilediklerinden hem pozitif hem de negatif

bakteriler i¢in oldiirtictidiir (Talaro 2008).

2.4.5 Seftazidim (CD2Z)

Hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere kars1 etkili bir antibiyotiktir. Ugiincii
kusak sefalosporin grubundandir ve ticiincii kusak antibiyotik muadillerinden daha etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Idrar yolu, solunum sistemi ve bel soguklugu enfeksiyonlarina

kars1 etkilidir (Barradell and Brogden 1992).

2.5 Bakteriler ve Antibiyotikler

Diinyanin her yerinde bakteri gruplarmin farkli antibiyotik tiirlerine kars1 direng sorunu
ortaya ¢ikmis ve bu durum ¢ok sayida oliime ve gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Cogu antibiyotik, antibiyotik direncinin bakteriyel mekanizmalarinin
gelismesi nedeniyle etkisiz hale gelmistir (Frieri et al. 2017, Kocsis and Szabo 2013).
Antibiyotiklerin asir1 ve diizensiz kullanimi, antibiyotige bakteri direncinin gelismesine

yol agmaktadir (Mattoo and Asmar 2020).
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2.6 Bakteriyel Mekanizmalar

Bakteriler, hiicre zarlarinda, ejakiilasyon yoluyla antibiyotikleri hiicrelerden atmak i¢in
calisan birgok akis pompasi igerir. Bakteriler, antibiyotik penisilinin etkisini engellemek
ve sonunda etkisini durdurmak i¢in B-laktamaz halkasini kesmek tlizere modifiye edilmis

B-laktamaz gibi enzimler iireterek antibiyotigin etkisini engeller (Carroll et al. 2016).

2.7 Sifah Bitkiler

Insanlik tarihinde, yaklasik 350.000 gesit bitki geleneksel tip alaninda kullanilmistir.
Kullanilan gifal bitkilerin %10'u damarli bitkilerdir (Fonnegra 2007, Joppa et al. 2011,
Pimm et al. 2014, Grover et al. 2002). Bitkilerin etken maddeleri kullanilir ve farmasétik
ilaglarin tiretilmesi i¢in bu endiistriye ihtiyag¢ vardir (Arceusz et al. 2010). Bitkisel tibbin

dezavantajlart:

1- Aromatik bitkilerin herhangi bir yan etkisi olmamasimna ragmen bazi bitkilerde
yararsiz ve tehlikeli etken maddeler bulunmaktadir.

2- Bitkilerin denetimsiz olarak gelisigiizel kullanilmasi insan sagligina ciddi zararlar
verir (Adoum 2009, Chan 2003).

Bitkilerdeki bilesenler veya bilesikler agsagidakilere ayrilir: (El-Shahat 1986; Moerman
1996). Bitkideki aktif olmayan maddeler: A-Seliiloz ve lignin gibi, bu bilesenlerin de ne
etkisi ne de herhangi bir tedavi edici 6zelligi vardir. Bitkilerdeki aktif maddeler: B-
Hastaliklardan c¢abucak iyilesebilmesi ve iyilestirici tibbi etkinligi ve hastaliklardan
semptomlar ortadan kaldirabilmesi nedeniyle aktif madde olarak adlandirilmislardir (El-
Shahat 1986). Aktif maddeler veya aktif bilesikler, bitkilerde bir metabolit olarak veya
bitkilerin bilesiminde temel bir bilesen olarak bulunur (EI-Shahat 1986). Bitkilerden elde
edilen ilk kimyasal ise benzoik asittir ve 1560 yilinda elde edilmistir (Moerman 1996).
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2.7.1 Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore aktif bilesiklerin simflandirilmasi

Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore aktif bilesikler su sekilde ayrilir:

2.7.1.1 Tirbinler

Bu bilesikler, sicak tatlari ile karakterize edilir. Azot icermezler, yiyecekleri korumak ve
istah1 harekete ge¢irmek icin calisirlar. Bu bilesik anti-mikrobiyaldir (Wink and
Schimmer 1999). Tiirbinler glikozitler, saponinler, ugucu yaglar ve recineler olarak ikiye

ayrilir (Ismail et al. 1995, Taiz and Zeiger 2006, Al-Shahat 2000)

2.7.1.1.1 Glikozitler

Kimyasal yapilarinda bir grup kimyasal element igeren bilesiklerdir ve bunlar O, H ve
C'dir. Ayrica bazen azot ve kiikiirt de icerir (Ismail et al. 1995, Arab Organization for
Agricultural Development 1988).

2.7.1.1.2 Saponinler

Bu bilesik ¢ogu bitkide bulunur ve su ile calkalandiginda 6zelliklerinden biri sabun
kopiigii benzeri bir kopiikk olusturmasidir. Kimyasal triterpen bilesiklerinden veya
steroidlerden biridir. Bu bilesikle ilgili cok sayida c¢aligma, bu bilesigin kirmizi kan
hiicrelerinin analizindeki fizyolojik aktivitesi nedeniyle hayvanlarin ve insanlarin yagsami
i¢in toksik oldugunu gostermistir. Sabunun kesfinden 6nce bu bilesikler deterjan olarak
kullanilmislardir. Toksisitesi olmasimma ve deterjan olarak kullanilmasina ragmen,

sabunlar1 kortizon yapiminda ve balgam soktiirmede de kullanilir (Taiz and Zeiger 2006).

2.7.1.1.3 Ucucu yaglar

Havaya maruz kaldiklarinda kimyasal bilesimlerini degistirmeden havada ugucu hale

gelen acik renkli veya renksiz hidrokarbonlardir. Monoterpenlerden olusur ve bu
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bilesikler anti-mikrobiyal, bocekler ve solucanlardir (Taiz and Zeiger 2006, Al-Shahat
2000).

2.7.1.1.4 Recineler

Alkoller, tanenler, regineli esterler ve asitlerin karmasik bir kimyasal karigimidir. Bu
recineli bilesikler suda ¢dziinmezler ancak alkol ve eterde ¢oziinebilirler. Bu bilesikler,
farkl tiplerde oksitlenmis ugucu yaglardan olusur (Arab Organization for Agricultural

Development 1988).

2.7.1.2 Fenoller

Bir hidroksil grup halkasi seklinde kendisine baglanan benzen varligi ile karakterize
edilen bir bilesiktir ve bu nedenle aromatik halkada iki veya daha fazla hidroksil grubu
iceren organik bilesikler olusturmaktadir (Usher 1974). Fenoller {i¢ sinifa ayrilir: (Daniel
et al. 1999, Shyamkumar et al. 2007, Harborne 1984).

2.7.1.2.1 Flavonoidler

Kimyasal yapilarinda ii¢ hidroksil grubu ve iki oksijen atomu bulunan ii¢ altigen halkali
bir bilesiktir ve simdiye kadar bitkilerden yaklasik 4 bin flavonoid izole edilmistir. Bu
bilesikler kan damarinin ¢apini arttirir ve trombositlerin aglomerasyonlar halinde

olugsmasini engeller (Daniel et al. 1999).

2.7.1.2.2 Tanenler

Tanen terimi, hayvan derisi endiistrisinden tiiretilmistir. Bu bilesiklerin birka¢ fenolden
oldugu kabul edilir ve bu bilesikler deri tabaklamada kullanilmistir. Deri tabaklamada
kullanimlar1 nedeniyle, bu bilesiklerin mikroorganizmalarin biiylimesini 6nleme

yetenegine sahip oldugu ortaya ¢ikmistir, zira mikroorganizmalar hayvanlarin derisine
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zarar vermektedir. Tanenler ikiye ayrilir: A- Yogunlagtirilmis grup, B- Hidrolize
edilebilir grup (Shyamkumar et al. 2007).

2.7.1.2.3 Kumarinler

Bu bilesikler ¢oklu biyolojik aktivitelere sahiptir ve Benenering ve apyronering'in bir
kombinasyonundan olusur. Bu bilesikler kan damarinin ¢apini artirip genisleterek
trombositlerin gruplar halinde olusmasinin zayiflamasina neden olur. Bu bilesikler

antimikrobiyaldir (Harborne 1984, Cowan 1999)

2.7.1.3 Alkaloidler

Organik alkali bilesiklerdir ve bunun igin alkaloidler olarak adlandirilirlar. Alkaloidler
karmagik bir kimyasal yapi igerirler ve azotlu bazlardir ve uyumsuz bir oksijen, karbon,

hidrojen ve azot halkasi seklindedirler (El-Shahat 1986).

2.7.2 Zencefil bitkisi (Zingiber officinale)

2.7.2.1 Bitki o6zellikleri ve varhgi

Zencefil keskin bir tat ve ayirt edici ve giiclii bir aroma ile karakterize edilir ve zencefil
Zingiberaceae familyasindandir (Khalifa 2009). Zencefil yetismek icin bol yagmura ve
verimli topraga ihtiya¢ duyar. Zencefil, pullar igeren kalin rizomlara ve 9 cm uzunluga
kadar ¢ok sayida havai govdeye sahiptir. Bu havai govde, zencefilin enine rizomlarindan
olusur. Bu rizom yeraltinda yetisir (Al-Nuaimi 2010, Chevalier 2003). Zencefil ¢ok y1llik
otsu bir bitkidir, ¢i¢ekleri sar1, yapraklari mizrak seklindedir (Al-Nuaimi 2010). Zencefil
bitkisi olgunlastiginda iyice yikanir, sonra 1slatilir, sonra iyice kaynatilir ve en sonunda

kabuklari soyulur. Zencefil bitkisinin olgunluk yas1 10 aydir (Chevalier 2003).
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2.7.2.2 Zencefilde bulunan aktif madde

Politerpen hidrokarbonlar ve fosfor, kalsiyum, A ve C vitaminleri, %9 protein, %6-8

yaglar, %2,4 1if, %50 nisasta, %1-3 ucgucu yaglar ve demir gibi bircok madde igerir.

Zencefilin keskin ve sicak tadi, recineli bir madde olan Gingerol maddesinden

kaynaklanmaktadir (Khalifa 2009). Zencefil kokusu, politerpen hidrokarbonlardan,

Zingeroller ve Shogaoller olmak {izere iki bilesige ayrilir (Al-Sanafi 2009).

2.7.2.3 Zencefilin kullanim alanlari

Zingibain enzimi i¢erdiginden protein analiz 6zelliginden dolay1 enfeksiyonlara karsi

etkilidir (Khalifa 2009).

Solunum sistemi ve enfeksiyonlara kars1 oksiiriik, grip ve soguk alginliina iyi gelen

bir tedavi aracidir (Chevalier 2003).

Antibakteriyel, antioksidan ve kanser Onleyici oldugu icin insan bagisikliginin

harekete gecirilmesinde oldukca etkilidir (Khalifa 2009).

Zencefil, bagirsak iltihabi, artrit, romatizma ve mide bulantist gibi birgok hastaligin
tedavisi olarak kabul edilir. Zencefil, yiiksek mide asitlerine esdeger oldugu i¢in tilser

tedavisi olarak kabul edilir (Khalifa 2009, Jasim et al. 2006).

Zencefil, icerdigi Shogaols ve Zingeroles adli iki maddeyi igerdiginden, sindirim

sistemini etkiledigi i¢in kusmaya gare olarak kabul edilir (Al-Sanafi 2009).

Ses kisikliginin yani sira konugma giicliigii ¢eken kisilerin tedavisinde kullanilir

(Khalifa 2009).

Zencefil, basta bakteriyel hastaliklar olmak iizere hastaliklara karsi tibbi tedavilerde
ve ayni zamanda tarimsal amagh kullanilmistir. Giiglii antibakteriyel o6zellikler
bakimindan zengindirler ve aktif bilesenler veya maddeler kolon bakterilerinin
cogalmasii onlemekle beraber Staphylococcus spp ve E. coli ve diger bakteri

tiirlerinin biiyiimesini engeller (Mostafa et al. 2014 ).
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2.7.3 Limon (Citrus limon)

2.7.3.1 Bitki ozellikleri

Limon, énemli beslenme 6zellikleri ile karakterizedir (Goetz 2014). Limonun meyvesi
sar1, yapraklar1 oval ve parlak yesil renkli, yaprak dékmeyen, kabuktandir. Limon,
Rutaceae ailesinden gelir. Bes yaprakli limon ¢igekleri kirmizi veya beyaz olabilir
(Mabberley 2004, Goetz 2014). Limon dahil turunggillerin boylari ii¢ ila bes metreye
ulagir. Turunggillerin meyveleri agag ve ¢alilardan olusur. Turunggillerin ¢icekleri tek tek
biiylir (Mabberley 2004). Limon bitkisinin hammaddesi meyvenin tamami, 6zellikle
limon suyu ve ugucu yagidir (Goetz 2014).

2.7.3.2 Limonda bulunan aktif maddeler

Limon suyu ve limon meyvesindeki etkinligini belirleyen en énemli aktif maddelerden
biri hesperidin, flavonols-apigenin, naringin, eriodictyol-flavanonlar, diosmin ve bunlarin

tiirevlerini igeren flavonoidlerdir (Robards and Antolovich 1997).

Limon ugucu yag1 bir¢ok dnemli ve bazik bilesik icerir ve bu bilesikler kozmetik ve gida
endiistrisinde dnemlidir ve bu bilesiklerin en énemlileri monoterpenoidler, 6zellikle D-
limonendir. Limonlarda bulunan en 6nemli ikincil metabolitler arasinda vitaminler,
karboksilik asitler, fenolik, amino ve kumarin bulunur , Bununla birlikte, limon
meyvesinde flavones-orientin ve vitexin, flavonols- limonsitrin'den baska flavonoid
bilesikler tespit edilmistir (Abad-Garcia et al. 2012, Garcia-Salas et al. 2013, Russo et al.
2015) .

2.7.3.3 Limonun kullanim alanlari

1. Limonda C vitamininin kesfinden Once, Ozellikle suyu, iskorbiit tedavisinde
kullanilmistir (Mabberley 2004).

2. Limonun ugucu yag: 6ksiiriik tedavisinde kullanilir.
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3. Geleneksel tipta limon suyunu soguk algmligi ve yiiksek tansiyon tedavisinde ve
ayrica diizensiz adet kanamasini tedavi etmek i¢in kullanilmigtir (Papp et al. 2011,
Clement et al. 2015, Bhatia et al. 2015).

4. Son bilimsel ¢alismalar ve son yayinlar, limonun i¢indeki 6nemli yaglar, ekstraktlar
ve limon suyuna odaklanmistir.

5. Limon, yogun ekimi ve patolojik tedavilerde yaygin kullanimi nedeniyle, ayrica
bakterileri stabilize etmeye veya Oldiirmeye yardimci olan etkili elementler
icerdiginden kullanilmistir. Limonun i¢inde bulunan sitrik asit, meyvenin asidik hale
gelmesi i¢in bir pH saglar ve bakterilerin dldiiriilmesine neden olan veya liremelerini
engelleyen ana etkenlerden biri olan pH nedeniyle bakteri tiirlerinin biiylimesini
engeller ve bakteri tiirlerinin i¢ asitligini azaltabilir. Bu durum bakteri hiicrelerinin

biiylimesini de engelleyebilir (Berti 2015).

Anti-inflamatuar, anti-bakteriyel, anti-hepatik, anti-kanser ve ¢esitli kalp hastaliklarina
kars1 koruyucudur (Otang and Afolayan 2016, Parhiz et al. 2015, Kim et al. 2012,
Bhavsar et al. 2007, Riaz et al. 2014).
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Laboratuvar Arac ve Gerecleri

Mevcut caligmamizda kullanilan laboratuvar ara¢ ve gerecleri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan laboratuvar arag ve geregleri

Sira No | Mense iilke Uretici firma Cihaz adx

1 Irak Yerel liretim Petri kaplar

2 Ingiltere Gallen kamp Elektrikli firin

3 Ingiltere Gallen kamp Calkalamali Inkiibator
4 Japonya Ogawa Su damitici

5 Ingiltere Shandon Pamuklu ¢ubuklar

6 Japonya Marubeni Buzdolabi

7 Danimarka Radyo metre pH metre

8 Ingiltere Gallen kamp Santrifiij

9 Hindistan Jlassco Volumetrik Siseler
10 Ingiltere Gallen kamp Inkiibator

11 Ingiltere Shandon Dongii

12 Irak Yerel liretim Mantar delici

13 Almanya Memmert Benmari

14 Ingiltere Gallen kamp Otoklav

15 Swizerlan Metre Hassas terazi

16 Ingiltere Gallen kamp Isitma Plakasi

17 Japonya Marubeni (Cekerocak

18 Irak Yerel iretim Bunsen ocak

19 Jordan Meheco Slaytlar ve Kapak slipleri
20 Ingiltere Gallen kamp Isitma Plakasi

21 ABD Oxford Mikropipetleri

22 Ingiltere Shandon Gazli Bez

23 Almanya Heidotoph Doner evaporator
24 Jordan AFMA Plastik tek kullanimlik test tiipleri
25 Ingiltere Gallen kamp Vorteks karigtiric
26 Japonya Olympus Isik Mikroskobu
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3.2 Kimyasal Malzemeler

Mevcut calismamizda kullanilan kimyasallar, reaktifler ve boyalar Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan kimyasal maddeler ve reaktifler

Sira No Mense iilke Uretici Kullanilan kimyasal
Firma maddelerin adi

1 Ingiltere BDH Gram boyama Kiti

2 Ingiltere BDH Katalaz reaktifi

3 Ingiltere BDH Oksidaz reaktifi

4 Ingiltere BDH Mannitol

5 Ingiltere BDH H20>

6 Ingiltere BDH Ba,.oH.0

7 Ingiltere BDH Ureaz reaktifleri

8 Ingiltere BDH Etil alkol

9 Fransa Biomerieux Tuz fizyolojik soliisyonu

10 Ingiltere BDH Metil Kirmiz1 Reaktif

11 Ingiltere BDH Metil Kirmiz1 Reaktif

12 Ingiltere BDH NaOH

13 Fransa Biomerieux Kovacs reaktifi

3.3 Kiiltiirel Besiyeri

Mevcut calismamizda kullanilan kiiltiirel besiyerileri Cizelge 3.3’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Kullanilan kiiltiir besiyerleri

Sira No Mense iilke | Uretici Firma Kiiltiirel Besiyeri ad1

1 Hindistan Himedia Besin agar1

2 Hindistan Himedia Besin s1v1 besiyeri

3 Hindistan Himedia Beyin-kalp infiizyon besiyeri
4 Hindistan Himedia Kanli agari

5 Hindistan Himedia Mannitol tuzlu agar besiyeri
6 Hindistan Himedia Muller Hinton agar1

7 Hindistan Himedia Ure agar besiyeri
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8 Hindistan Himedia Jelatin besiyeri

3.4 Antibiyotikler

Mevcut calismamizda Cizelge 3.4 antibiyotik tabletlerini ve iireticisini gostermektedir.

Cizelge 3.4 Kullanilan antibiyotikler

Sira No Uretim pug/m Kodu Antibiyotik
1 Bioanalyse 30 VA Vankomisin
2 Bioanalyse 5 NV Novobiyosin
3 Bioanalyse 30 KF Sefalotin

4 Bioanalyse 30 CDZ Seftazidim

5 Bioanalyse 25 AX Amoksisilin

3.5 Sterilizasyon

Kullanilan metal ve camdan olusan laboratuvar aletleri kuru konveksiyonlu firinda 180
°C sicaklikta iki saat sterilize edilmistir. Ayrica kiiltlir besiyeri, otoklav adi verilen bir
cihazda ve 15 pound/ing? basing altinda 121 °C sicaklikta 15 dakika boyunca sterilize
edilmistir. Son olarak, bir Bunsen lambasi asilama dongiisiiniin laboratuvar

kullanimindan once sterilize edilmistir.

3.6 Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

Firmanin talimatlarina gdre hazirlanmigtir. Besiyerinin hazirlanmasi tamamlandiktan
sonra besiyeri steril kaplara dagitilmis ve diger organizmalarin onunla birlikte
iiremeyeceginden, besiyerinin iiremeyeceginden ve kontamine olmayacagindan emin
olana kadar 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibatorde inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyeri
kullanilana kadar 4 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edilmistir. Besiyeri

hazirlandiginda otoklavda sterilize edildikten sonra plakalara dagitilmistir
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3.6.1 Besin agar besiyeri

Firma talimatlarina gore 28 g gida agar 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir ve
otoklav ile sterilize edilmistir. Bu besiyeri, bakteri izolatlarinin 2 ila 3 hafta siireyle devam

ettirilmesi ve korunmasi i¢in kullanilabilir (Atlas 2005).

3.6.2 Beyin — kalp infiizyon agar besiyeri

Bu besiyer 24 g besiyeri tozundan alinarak 1 L’de distile su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmistir. pH 7,3'e ayarlanmis olup, besiyer bir otoklav ile sterilize edilmistir

(Prescott et al. 1996).

3.6.3 Besin siv1 besiyeri

Bu besiyeri bakteri biiyiitmek, bakteri kiiltiirlerini azaltmak ve bakteri aktivitesini
harekete ge¢irmek i¢in kullanilmiitir. Bu besiyeri, iireticinin talimatlarina gore 12 g 1 L
distile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve ozmoz ile sterilizasyon oncesi pH 7,3'e
ayarlanmigtir. Bakteri 6rneklerini korumak igin %10 gliserol eklenmistir (Prescott et al.
1996).

3.6.4 Mannitol tuzlu agar besiyeri

Bu besiyeri, diferansiye ve segici besiyerilerden biridir. Besiyerine ilistirilmis {ireticinin
talimatlarina gére Mannitol tuzlu agar besiyeri hazirlanmis ve daha sonra besiyer bir
otoklav ile sterilize edilmistir. Mannitol tuzu agar besiyeri, mannitol ile fermente edilen
S. aureus'u, S. epidermidis gibi mannitol ile fermente edilmemis diger bakterilerden izole

etmek ve karakterize etmek i¢in kullanilmistir (Alfred 2005, Prescott et al. 1996).
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3.6.5 Kanh agar besiyeri

Bu besiyeri, bakterileri izole etmek, biiylitmek ve bu bakteriyi analiz tiiriiniin yan1 sira
kan1 analiz etme yetenegine sahip olup olmadigimi 6grenmek i¢in kullanilmistir.
Ureticinin talimatlarina gore besiyeri sterilizasyon ile hazirlanip sterilize edildikten sonra
besiyerinin sicaklig1 %45'e ulasana kadar besiyerinin sogumasi i¢in biraz beklenmis ve
daha sonra besiyerinin %7,5'i kadar kan eklenmis ve besiyeri ile iyice karistirilmigtir
(Prescott et al. 1996).

3.6.6 Jelatin besiyeri

Bu besiyeri jelatini analiz etme kabiliyetine sahip bakterileri aramak i¢in kullanilmis ve
tiretici firmanin talimatlarina gore besiyeri, 128 g besiyeri 1 L distile suda eritilerek
hazirlanmustir. ince tiiplere dokiilmeden 6nce pH degeri 7 ye ayarlanmis ve bdylece
besiyeri tiiplere dagitilmistir. Son olarak orta kisim otoklav ile sterilize edilmistir.(Alfred

2005).

3.6.7 Ure agar besiyeri

Bu besiyeri, iireaz enzimi iiretme kabiliyetine sahip bakteri tiirleri i¢in kullanilmigtir.
Uretici firmanin talimatlaria gore besiyeri hazirlanmis, daha sonra besiyeri otoklav ile
sterilize edilmis, sogumasi igin biraz beklenmis ve iizerine 5 mL miktarinda % 40 steril
iire ¢ozeltisi eklenmis ve besiyeri ile iyice karistirlmistir. Ure ¢ozeltisi, Capr 0,45
mikrometre olan ince bir filtre ile sterildir. Besiyeri ve lire ¢ozeltisinin karigimi steril

tiiplere agil1 olarak dokiilmiis ve ardindan bir kapakla tamamen kapatilmistir (Atlas 2005).
3.6.8 DNaz agar besiyeri
Bu besiyeri, izole edilmis bakteri tiirlerinin DNaz iiretme kabiliyetlerini test etmek i¢in

kullanilmistir (MacFaddin 2000).
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3.6.9 Mueller-Hinton agar besiyeri

Bu besiyeri, bitki 6zleri ve antibiyotiklerle bakteri izolatlariin direncini ve duyarliligini
test etmek i¢in kullanilmistir. Ureticinin talimatlarma gore besiyeri hazirlanmis ve
sterilizator ile sterilize edilmistir. Besiyeri sogutulduktan sonra steril kaplara dagitilmistir

(Atlas 2005).

3.7 Cozeltiler ve Reaktifler

3.7.1 Gram boyama cozeltisi

Bu c¢ozelti gram pozitif bakterileri gram negatif bakterilerden ayirt etmek icin
kullanilmistir. Gram boyama ¢dzeltisi, iyot ¢ozeltisi, menekse kristalleri boyasi, safranin

boyasi ve etil alkolden olusur.

3.7.2 Hidrojen peroksit H202 ¢ozeltisi

Bu ¢ozelti, izole edilmis bakterileri katalaz enzimi iiretme yeteneklerinden tespit etmek

icin kullanilmistir. H2O2'yi oksijen ve suya indirgeyen enzim katalaz analizi yapilmistir.

3.7.3  Ure cozeltisi

Bu ¢ozelti lire enzimini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢ozelti, 20 g iire tozunun 50
mL distile su iginde ¢oziilmesiyle % 40 konsantrasyonda hazirlanmis ve son olarak

Millipore Filtreleri ile sterilize edilmistir (Forbes et al. 2007).

3.7.4 Fizyolojik tuz ¢ozeltisi

Bu ¢ozelti, arastirmada gerekli olan seyreltmelerin yapilmasi amaciyla iiretici tarafindan

hazirlanmistir (Forbes et al. 2007).
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3.7.5 McFarland standart cozeltisi

Bu ¢ozelti, bitki ekstraktinin direncini test etmenin yani sira, bu testler yapilirken yaklasik
bir bakteri hiicresi sayisi verilerek antibiyotigin direncini test etmek i¢in kullanilmistir.
Bu ¢o6zelti iki farkli ¢6zeltiden olusur. (Koneman et al.1997) tarafindan yazilan
talimatlara gore hazirlanmistir. 1,75 g Bacl2.2H20 90 mL hacimde steril distile suda
¢oziilerek hazirlanmis, ardindan steril distile su ile hacim 100 mL'ye tamamlanmistir.
Ikinci ¢ozelti ise sterilize edilmis 90 mL distile suya 1 mL H2SOs karstirilarak
hazirlanmis ve hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir. MacFarland ¢ozeltisi, daha once
hazirlanan ilk ¢ozeltiden 0,5 mL, daha dnce hazirlanan ikinci ¢ozeltiden 9,5 mL alinarak
yaklasik 1,5 x 106 hiicre/mL tiirbidite elde edilene kadar hazirlanmistir. Bundan sonra
MacFarland ¢6zeltisi buharlasmamasi i¢in 1yi kapatilmis ve hacmi 5 mL olan agz1 sikica

kapatilmis tiiplere dagitilmis ve 25 °C'de muhafaza edilmistir.

3.7.6 Oksidaz reaktifi

Bu reaktif, enzim oksidaz iiretme kabiliyetine sahip izole edilmis bakteriler icin
kullanilmistir. Bu reaktif, bir gram P-aminodimetilanilinoksidazin 100 mL damitilmis
suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan reaktif steril siselere konulmus ve son

olarak buzdolabinda saklanmistir (Forbes et al. 2007).

3.7.7 Katalaz reaktifi

Bu reaktif, katalaz enzimini liretebilen bakteri tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu
reaktif, 3 mL H2O2'nin 97 distile su iginde ¢oziilmesiyle %3'liikk bir konsantrasyon elde
edilecek sekilde hazirlanmigtir (Cain et al. 2013).

3.7.8 Indol reaktifi

Bu reaktif, bir gram Paradimetil aminobenzaldehitin 15 mL Isoamil alkol i¢inde

¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra 5 mL hacimdeki konsantre HC1 yavasg yavas
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ilave edilmis ve son olarak hazirlanan reaktif, kullanilmasi gerekene kadar buzdolabinda

muhafaza edilmistir (Collee et al. 1996).

3.7.9 Metil kirmz reaktif

Bu reaktif, glikoz sekerini fermente etme yetenegine sahip izole edilmis bakteri tlirlerini
tespit etmek i¢in kullanilmistir. 0,1 g metil kirmizisi tozu 300 mL etil alkolde %95
konsantrasyonda ¢oziilerek hazirlanmis ve distile su ilave edilerek hacim 500 mL'ye

tamamlanmistir (Brown 2010).

3.8 Ornek Toplama

Tikrit Egitim Hastanesi'nden 8 ila 50 yaglari arasinda, iiriner sistemden (idrar) 130 .
solunum sisteminden (burun deliklerinden) 120 olmak tizere toplam 250 6rnek alinmistir.
5/3/2021 tarihinde Ornek alimmma baslanmis ve 17/6/2021 tarihinde Ornek alimi
tamamlanmustir. Iki siiriintii icinde kodlama yapilmus ve idrar siiriintiileri icin bir sembol
(A) ve burun siiriintiileri i¢in bir sembol (B) verilmistir. idrar akismin ortasindan
toplandiktan sonra idrar 6rnekleri steril plastik tiiplerde toplanmistir. Ayrica 6rnekleri
ciltteki dogal flora ile kontamine etmemek i¢in hastalar idrar 6rnekleri ile cildine temas
etmemesi konusunda uyarilmistir (Vandepitte et al. 2003). Nazal 6rnekler ise dnceden
sterilize edilmis steril pamuklu c¢ubuklar kullanilarak burundan siiriintii alinarak
toplanmistir. Ornekler sadece bir santimetre derinlikte toplanmistir ve bu derinlige
yerlestirildiklerinde 6rnegi almak igin bir kereden fazla dondiriilmiislerdir (Holt et al.
1994). Agar besiyerindeki saf bakteri izolatlarini korumak i¢in 4 °C’de, ancak hemolize
gore de kolonilerin rengine, sekline ve boyutuna gore ilk teshis yapildiktan sonra

korunmuslardir. Saf bakteri izolatlar1 biyokimyasal ve fenotipik testler icin korunmustur.

3.9 Teshis

Kiiltiir 6zellikleri, morfolojik 6zellikler ve biyokimyasal 6zelliklere gore bakteri tiirleri

teshis edilmistir.
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3.9.1 Kiiltiir ozellikleri

Farkli hemoliz tiirleri (Gama - Beta - Alfa) araciligiyla, kanli agarin besiyerinde biiyiiyen
bakteri kolonileri, bakteri kolonisinin rengi ve koloninin boyutu ve sekli ile

tamimlanmustir (Holt et al. 1994).

3.9.2 Morfolojik o6zellikler

Dongii boyunca, bakteri tireme kolonisinin bir kism1 temiz bir cam lam {izerine aktarilmas,
cam lam iizerine sabitlendikten sonra bakteri {iremesi bir gram boyama ile boyanmis ve
daha sonra bakteriler boyutlari, bakteri toplama yontemi ve gram boyama ile iiretilecek

renk igin yag mercegi altinda 151k mikroskobu ile incelenmistir (Holt et al. 1994).

3.9.3 Biyokimyasal testler

3.9.3.1 Oksidaz testi

1. Nemli filtre kagid1 alinmigtir.

2. Yas siizge¢ kagidinin lizerine birkag damla P-aminodimetilanilin, kagit ¢ozeltiye
doyuncaya kadar yas siizge¢ kagidina ilave edilerek ¢ozelti konsantrasyonun %1
olmas1 saglanmistir.

3.  Onceden sterilize edilmis tahta bir ¢ubukla, secilen bakteri kolonisinin bir kism1
ilave edilerek ¢ozeltiyle doyurulmus bir filtre kagidina yerlestirilmistir.

4. 30 saniye i¢inde mavi renk gelmesi testin pozitif oldugunu gelmemesi ise testin

negatif oldugunu gostermektedir (Forbes et al. 2002).

3.9.3.2 Katalaz testi

1. Bir bakteri veya mikroorganizmanin hidrojen peroksit H2O2 ¢ozeltisi kullanarak

katalaz enzimi {iretme yetenegini belirlemek i¢in bu test kullanilmistir.
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2.

Bakteri kolonilerine damla hidrojen peroksit eklenmis ve baloncuk olusumu, bu testin
pozitifligini ve katalaz enziminin aktivitesinin kanitin1 gdostermistir (Forbes et al.

2007).

3.9.3.3 Ure enzim testi

A-

Bu testte lire agar besiyeri kullanilmistir. Bu test, yas1 24 saati gegmeyen saf koloniler
tarafindan bir agar plakasi lizerinde bigaklama ve ¢izgiler olusturma yontemiyle egik

astlama ile gerceklestirilmis ve inkiibasyon siiresi 37 °C sicaklikta 24 saat olmustur.

Ortamin renginin saridan pembeye doniismesi testin pozitif oldugunu, besiyeri

saridan pembeye donmiiyorsa, bu testin negatif oldugunu gosterir.

Saridan pembeye renk degisimi olan pozitif test, bakterilerin tlire analizi ve amonyak
olusumu iizerinde ¢alisan bir enzim olan iireaz enzimini liretebilmesinin sonucudur.

pH degerinin yiliksek olmasi dedektoriin renginin degismesine neden olmustur

(Forbes et al. 2007).

3.9.3.4 DNaz analizi enzim testi

A- Bu testte, hazirlanan ve tabaklara dokiilen katt DNA analiz besiyeri kullanilmis ve

B-

C-

tizerinde bakteri kiiltiirii yapilmis ve 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir.

24 saat inkiibasyondan sonra 8,4 mL konsantrasyonda hidroklorik asit ve HCL'in
tizerine 80 L distile su ilave edildikten sonra bir molar elde edinceye kadar bir litreye
ulagana kadar hacmi tamamlamak i¢in HCL ilave edilmistir.

Bakteri iiremesinin gevresinde seffaf bir aura goriiniiyorsa bu testin pozitif oldugunun
ancak seffaf bir auranin olusmamasi testin negatif oldugunun gostergesidir (Collee et
al. 1996).
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3.9.3.5 Koagiilaz testi

A- Enzimin aktivitesini test etmek i¢in 1-2 saf Staphylococcus aureus kolonisinin bir
damla fizyolojik ¢ozeltiyle karistirildigi, tiimii temiz ve kuru bir cam lam {izerinde
konveyor kullanilarak karistirildigi bir slayt yontemi kullanilmastir.

B- Bir damla plazma da alinarak Staphylococcus aureus kolonisi ile karigtirtlmig olup 20
saniye i¢inde pithtilasma meydana geldiyse, testin pozitif ancak 20 saniye i¢inde pihti

olusmadiysa, testin negatif oldugunun kanitidir (Forbes et al. 2007).

3.9.3.6 Jelatin sivilastirma testi

A- Igne ile tiiplere saf bakteri kiiltiirlerinin bir kismi asilanir. Bu tiipler besin jelatin
besiyeri igerir. Igneleme isleminden sonra bu tiipler laboratuvar sicakliginda yedi giin
stireyle inkiibe edilmistir.

B- Saf bakteri kiiltilirleri ile beslenmis jelatin besiyeri tilipline inokiile edildikten ve
inkiibatorde tutulduktan sonra tiipler, sivilasma olup olmadiginin tespiti i¢in
buzdolabinda 4 °C sicaklikta 30 dakika bekletilmistir.

C- Buzdolabina konuldugunda ve gida besiyeri igeren dollenmis tiiplerin sivi halde
kalmasi, testin pozitifliginin ve jelatinaz enziminin etkili oldugunun kanitidir (Colle

et al. 1996).

3.9.3.7 Mannitol fermantasyon testi

Mannitol tuzlu agarda bakteri kiiltiiri yapilmis ve ardindan tabaklar 37 °C sicaklikta 24
saat inkiibe edilmistir. Besiyeri pembeden sariya donerse bu testin pozitif olugunu, eger

renk degismezse testin negatif oldugunu gosterir (MacFaddin 2000).
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3.10 Bakteriyel izolatlar1 Koruma Yéntemleri

3.10.1 Uzun siireli bakteri izolatlarinin korunmasi

Her 5 mL steril cam tlipe dagitilan izole bakteri kolonilerini korumak i¢in %15 gliserol
ilave edilen Brain-Heart inflizyon sivi besiyeri kullanilmis, bir sicaklikta maksimum
koruma siiresi 3 ay olmus ve koloniler -20 °C'de tutulmustur (Atlas 2010, Vandepitte et
al. 2003).

3.10.2 Kisa siireli bakteri izolatlarinin korunmasi

Her giin kullanilmak iizere izole edilmis bakterileri korumak icin egimli besin agar
besiyeri kullanilmis ve ardindan bunlar1 24 saat boyunca 37 °C sicakliktaki inkiibatore
yerlestirilmistir, burada 3 ay boyunca korunabilir, ancak ¢alisma siiresinin uzunluguna
gore izole edilen bakterilerin yeniden kiiltivasyonu ve her 14 giinde bir devam ettirilmesi

gereklidir (Atlas 2010, Prescott et al. 1996).

3.11 S. aureus Antibiyotikler icin Diren¢ Testi

Vandepitte et al. 2003'un yontemine dayanarak, antibiyotigin S. aureus ile nasil islem
gordiiglinii ve etkinligini gérmek i¢in bir antibiyotik direng testi yapilmistir. 2 ila 3 saf
bakteri kolonisi alinmis ve her biri fizyolojik ¢ozelti igeren steril cam tiiplere aktarilmistir.
Koloniler spiral ile transfer edilmistir. Bakterilerin 6mrii yirmi dort saat olmalidir ve
bakteriler steril cam tiiplere aktarildiktan sonra vorteks kullanarak bakteriyi fizyolojik
cozelti ile karistirilmasi, bakteri sispansiyonunun olugsmasina neden olmaktadir. Bakteri
stispansiyonunun bulanikligini kontrol i¢in kullanilan standart Mackferland tiipiiniin
bulanikligr ile karsilastirilmistir. Daha sonra tlipe steril bir pamuklu c¢ubuk
yerlestirilmistir. Tlipten ¢ikarirken, pamuklu ¢ubugun tizerinde asili kalan fazla bakteriyi

cikarmak icin bakteri siispansiyonunu iceren tiiplin kenarina bir kismi silinmistir.
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Bakteri siispansiyonunun tiiptinden alinan siiriintii, Muller - Hinton agar besiyeri iceren
bir tabaga gecirilmis ve daha sonra besiyerine ekilen bakterileri emmek i¢in tabak birkag
dakikaligima bir kenara birakilmis ve daha sonra dagitilmistir. Bakterilerin iiretildigi
besiyeri lizerine her kullannmda Bunsen lambasi ile sterilize edilmis metal pens
kullanilarak antibiyotikler esit boyutlarda ve diizenli sekillerde dagitilmis ve besiyeri
lizerine biraz baski uygulayarak her bir anti disk sabitlenmistir. Son olarak, tabaklar 24
saat 37 °C sicaklikta inkiibe edilmis ve dogru sonuglar1 elde etmek i¢in deney 3 kez
tekrarlanmistir. 24 saat sonra antibiyotik diski etrafinda olusacak bulanik bir aura olan
inhibisyonun ¢ap1 okunmus ve milimetre cinsinden 6lglilmiistiir (National Committee for
Clinical Laboratory Standards 2003).

3.12 Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Irak'taki ciftliklerden ¢ok sayida limon meyvesi toplanmis olup, 01.03.2021 tarihinde
toplanan 5 kilo limon iyice yikanip keskin bir bigakla esit dilimler halinde kesildikten
sonra keskin bir bicakla meyvelerin i¢indeki ¢ekirdekleri ¢ikarilarak kurutmak amaciyla
aralikli olarak firin tepsilerine dizilmistir. Firinin kurutma islemi i¢in hazir hale
getirilmistir. Firin 57 santigrat derece sicakliga ayarlanmis ve daha sonra tepsiler firina
yerlestirilmistir. Limon bulunan firin tepsileri yanmamalari i¢in siirekli kontrol edilmistir.
Limon tepsileri tamamen kuruyana kadar 7 ila 15 saatlik bir siire boyunca kurutulmasi
gerekmistir. Temiz cam kaplarda saklanmis ve cam kaplara tamamen dolu olmayacak bir
sekilde yerlestirilirmis ve yerlesmesi i¢in cam kaplar iyice sallanmistir. Bu islem yedi giin
boyunca devam etmis, ancak bu cam kabin kenarlarinda nem olma ihtimaline karsi,
tamamen kuruyana kadar 6 ila 8 saat konveksiyonlu firinin i¢inde bekletilmis ve daha

once belirtildigi sekilde saklanmistir.

2/15/2021 tarihinde Irak'taki ciftliklerde yetistirilmis Zencefilin meyvelerini toplanmaistir.
Bunlarin arasindan 5 kilo zencefil alinmais, iyice yikanip bigakla kabugu soyulmus ve aynm
kalinlikta ince dilimler halinde kesilmis olup daha sonra kurumasi i¢in bir firin tepsisine
esit araliklarla yerlestirilmistir. Firmin sicakligi en diisiik dereceye ayarlayip firinin
kapag1 hafif acik birakilmistir. Hava hareketini daha iyi hale getirmek amaciyla firinin

Oniine de bir fan koyulmustur. Zencefil 10 ila 15 saat arasinda degisen bir siire pisirilmis,
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zencefil dilimleri her {i¢ saatte bir siirekli alt iist cevirilmistir. Daha sonra i¢cinden bir dilim
test amaciyla kiritlarak kurutma isleminin tamamlandigi kontrol edilmistir. Kolay
kirilmas1 hazir oldugunun kaniti olmakla beraber kirilmiyor ise daha fazla pismesi
gerektigi anlamina gelmektedir. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra zencefil
dilimlerini cam kaselere veya hava almayan herhangi bir kaba alinmis kuru, karanlik ve
serin bir yerde muhafaza edilmistir. Elektrikli 6giitiicii ile kurutulan ve dgiitiilen bitkilerin
meyveleri 6gltiildiikten sonra biri sulu digeri alkol ¢oziicii olmak iizere iki ¢esit ¢oziici

ile ¢oziilmiistiir.

3.12.1 Sulu bitki 6zlerinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Sulu ¢oziicli kullanilmasinin sebebi limon ve zencefildeki aktif bilesenlerin bir kisminin
suda ¢oziiliir ama tanenler ve glikozitler gibi alkolde ¢dziilmez olmasidir. Bu nedenle
suda ¢oziindiiglinde bakteri iiremesini engelleyen aktif maddeler iceren sulu bir bitki

ekstrakt: elde edilir.

Limon ve zencefilin ezilmis ve kurutulmus meyveleri kullanilmistir. Bitkilerin sulu
ekstraktlarindan kullanilacak ve hazirlanacak olan bu ezilmis meyvelerden 50 gr tartilarak
500 mL distile suda ¢oziilerek sulu ekstrakt elde edilmistir (Boskabady et al. 2006). Daha
sonra karisim yirmi dort saat boyunca 37 °C sicaklikta calkalayict inkiibatore
yerlestirilmis ve daha sonra igse yaramaz bitki parcalarindan ve karisimdaki safsizliklardan
kurtulmak i¢in karisim steril tibbi gazli bez ve filtre kagitlarindan kat kat siiziilmiistiir.
Daha sonra karigtmin 15 dakika ve 2500 devir/dakikada ayrilmasi i¢in santrifiije
konulmustur. Boylece elde edilen karisim doner buharlastiriciya yerlestirilerek ekstrakt
40 °C sicaklikta buharlastirilmis ve yogun bitki ekstraktlar1 elde edilmis, ve son olarak,
bu yogun ekstrakt, mevcut ¢alismamizda kullanacagimiz sulu ekstrakti elde etmek igin
bir firinda 40°C'lik bir derecede kurutulmustur (Schneider and Ermel 1986) Daha sonra,
bir gram sulu ekstrakt tozunun 5 mL steril distile su i¢inde 15 dakika siireyle 72 °C
sicaklikta ¢Oziilerek bakteri igeren besiyerine konacak olan 200 mg/mL standart
konsantrasyonda hazirlanan bu ekstrakt, pastorizasyonla sterilize edilmis ve mevcut

calismada farkli seyreltmelerle kullanilmistir (AlI-Noman 1998).
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3.12.2 Alkollii bitki ekstraktinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Alkollii ¢oziicii, zencefil ve limonda bulunan fenoller, regineler, flavonoidler ve ugucu
yaglar gibi bazi aktif maddelerin alkolde (eter) ¢oziinmesi ve suda c¢Oziinmemesi
nedeniyle kullanilmistir. Boylece, ¢6ziindiigiinde, bakterilerin biiylimesini engelleyen

alkollii bir bitki ekstrakti elde edilmistir.

40 g kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 160 mL %95 etil alkol i¢inde ¢6ziilmiis ve 24 saat
boyunca islatilmistir. Bundan sonra, birka¢ kat steril tibbi gazli bezden karisim
stizilmistiir. 40 °C sicaklikta karisim konsantre edilmis ve bir doner evaporator cihazina
yerlestirilerek kalin bir sivi elde edilmistir. Ekstrakt konsantre edildikten sonra kuru
ekstrakt elde etmek icin 0,22 mikrometre ¢apinda mikrobiyal filtre membranlarindan
stiziilmiistiir. Ekstrakt, kurutma ve kuru bir ekstrakt elde etmek amaciyla 40 °C
sicakliktaki firina yerlestirilmistir. Son olarak kati1 kuru ekstrakt steril tiipler icerisinde
tamamen ve sikica kapatildiktan sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda saklanmaistir.
Bir gram alkollii ekstrakt tozunun 5 mL DMSO ile ¢oziilmesi ve ardindan alkollii
ekstraktin 72 °C sicaklikta 15 dakika pastdrizasyon ile sterilize edilmesi ve bdylece
pastorizasyon isleminin sonucunda elde edilecek ve arastirmamizda kullanilacak

seyreltmelerin hazirlanmasinda kullanilmistir (AlI-Noman 1998).

3.13 Bitki Ekstraktlarimin inhibitor Aktivitesi

0,1 mL bakteri siispansiyonu, Muller-Hinton agar besiyerinin yiizeyine yayilmis ve
besiyeri ve bakteri siispansiyonunu igeren plakayi, besiyeri bakteriyel silispansiyonu
emene kadar bir siire birakilmistir. Ardindan (25, 50, 100) mg/mL bitki ekstrakti
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bakterilerin direncini test etmek igin, uygun ve esit
boyutlarda Muller-Hinton agar besiyerinde mantar delici ile agarda difiizyon yontemiyle

delik ¢ap1 6 mm olacak sekilde ii¢ kuyucuk agilmistir (Sexena et al. 1999, Egorove 1985).

Kuyucuklara konulacak ekstrakt miktar1 0,2 mL olacak sekilde ayarlanmistir. Kuyucuklar

bitki ekstrakti ile doldurulduktan sonra, bitki ¢ozeltisini yaymak i¢in plaka bir saat
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boyunca buzdolabina yerlestirilmistir. Son olarak tabaklar 37 °C'de yirmi dort saat inkiibe
edilmis ve bu silire sonunda bitki ekstrakti ile doldurulmus ¢ukurun etrafinda olusan

inhibisyonun ¢ap1 okunmustur (Sexena et al. 1999).

3.14 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Limon ve zencefil meyveleri igerisindeki etken maddeleri elde etmek i¢in 2 gr limon ve
zencefil tozlar alinarak alkollii ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu tozlar 20 mL
dietil eterde ¢ozililmiis ve bitki tozlar1 ¢oziildiikten sonra laboratuvar filtre kagitlarindan

siiziilmiistiir.

Son olarak siiziilerek bitkilerdeki etken maddeyi igeren siizlintii siiziilerek toplandiktan
sonra steril tiiplere yerlestirilmis ve etkin madde 6l¢iimii icin HPLC cihazinda kullanilana

kadar tamamen ve sikica kapatilmistir.

3.14.1 Zencefil bitkisinin etken maddelerinin tiirii ve konsantrasyonunun

belirlenmesi

HPLC cihazi ile (Agilent, Foster, CA, ABD) HPLC cihazi, otomatik bir 6rnekleyici, bir
fotodiyot dizisi detektorii ve Sekil 3.1'de gosterildigi gibi bir dort kutuplu pompadan
olugmaktadir . HPLC, 230 nm'ye ayarlanmistir. Ters faz kolonunda, 250 x 4,6 mm
boyutunda kromatografi yapilmis ve pH, asetonitril-su (v/v) ile Mm 5 um Alltima HP
C18 ters faz kolonuna (Grace, Deerfield, IL, ABD) mobil faz olarak ayarlanmistir. Kolon
akis hiz1 1,0 mL/dak ve HPLC igin enjeksiyon hacmi 5 pL olmustur (He et al. 1998).
Kromatografik analiz i¢in ¢alisma siiresi 48 dakika olarak ayarlanmistir. Mobil faz su (A)

ve asetonitrilden (B) olugsmus ve gradyan eliisyonu asagidaki gibi olmustur.

0 dakika %45 B

8 dakika %50 B
17 dakika %65 B
32 dakika %100 B
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38 dakika %100 B
43 dakika %100 B
45 dakika %100 B

Kurutulmus zencefilin analizi i¢in, zencefilden aktif bilesikler elde etmek amaciyla
etanol, DCM, metanol, aseton ve basingli CO> gibi ¢esitli ¢oziicliler kullanilmistir. Geri
akis yontemi kullanilmis ve bu nedenle ekstraktlar HPLC araciligiyla gingerol - 10, 8, 6
ve Shogaols-6 gibi standart bilesiklerle tarama dalga boylarinda 80°C sicaklikta
asagidaki sekilde gosterildigi gibi analiz edilmistir:

2

standerd  G-gingerol 6-shogeol

]
§

5 10 15 20 25 min

Sekil 3.1 Zingiber officinale igin standart HPLC

3.14.2 Limonun etken maddelerinin tiirii ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Cok dalga boylu bir dedektor olan Agilent 1100 serisi Model HPLC cihaz1 kullanilarak
limon meyvelerinin polifenol aktif maddeleri belirlenmistir. Cihaz, Zorbax SB-C18
kolonunda (Agilent Teknolojisi, ABD) 280 nm'ye ayarlanmistir. Coziiniir ekstraktin

kromatografik incelemesi yapilmistir.

Fosfat tamponu, asetonitrilden olusan mobil faz, pH 4,5, 0,01 M'de 65:35; v/v oraninda
0,5 mL/dk akis hizinda ayarlanmistir (Miyake 1997, Perdetzoglou et al. 2000).
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tzolasyon ve Tam

Bu calisma, 130 iiriner sistem (idrar) ve 120 solunum sisteminden (burun deligi) rastgele
250 ornek alnarak yapilmistir. Ornekler Tikrit Egitim Hastanesi'nden 8-50 yas
araligindaki hastalardan alinmistir. Bu bakteri ile enfekte olan ve {iriner sistemden izole
edilen hastalarin semptomlari, kotii kokulu koyu idrar rengi, yiiksek ates, alt karin agrisi,
sirt agrisi, sik idrara ¢ikma ve idrar yaparken yanma hissi olmustur. Solunum sisteminden
izole edilen bu bakteriye sahip hasta kisilerin semptomlari ise yiiksek viicut 1s1s1, titreme

ve nefes almada zorlanmak olmustur.

Besiyeri iizerine ¢izim yOntemi ile hastalardan alinan 6rnekler kiiltiir ortam1 agar kanina
aktarilmis ve yirmi dért saat 37 °C sicakliktaki inkiibatérde inkiibe edilmistir. Uriner
sistemden rastgele alinan 130 Ornekte kiiltiir yapildiktan sonra 110 Ornekte iireme
saptanmig, 20 oOrnekte saptanmamustir. Uriner sistem etiyolojik organizmalari
Staphylococcus aureus 83 izolat, E.coli 16 izolat, Pseudomonas aeruginosa 6 izolat ve
Klebsiella pneumonia 5 izolat tespit edilmistir.Detaylar Cizelgeler (Cizelge 4.1, Cizelge
4.2) gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Idrar yolu enfeksiyonu olan hastadan alinan &rneklerin kiiltiir sonucu

Kiiltiir Ornek Sayisi % Yiizde
Pozitif biiylime 110 84,6
Negatif biiylime 20 15,4

Toplam 130 100,0

Cizelge 4.2 Idrardan izole edilen bakteri sayis1 ve tiirleri ve yiizdeleri

Kiiltiir Ornek Sayisi % Yiizde
Staphylococcus aureus 83 75,5 %
Pseudomonas aeruginosa 6 5,5 %
E.coli 16 145 %
Klebsiella pneumonia 5 4,5 %
Toplam 110 100,0 %
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Bu ¢alismada kullanilan idrar sisteminden alinan 83 Staphylococcus aureus izolatinin
Cizelge 4.3'te belirtildigi gibi, 56's1 (%67,5) kadin hastalardan, 22'si (%26,5) erkek
hastalardan ve 5'1 (%6,0) ¢ocuk hastalardan olusmustur. Bu Cizelgede ( 4.3 ) ve Sekilde
(4.2) gosterildigi gibi, idrar sisteminde Staphylococcus aureus ile enfekte kadin sayisinin

erkeklerden daha fazla oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.3 Uriner sistemde cinsiyete gore Staphylococcus aureus dagilimi

Cinsiyet Ornek Sayis % Yiizde
Erkek 22 26,5
Kadn 56 67,5

Cocuklar 5 6,0

Toplam 83 100,0

Solunum sistemine gelince, Solunum sisteminden alan 120 rastgele 6rnegin kiiltiirii
yapildiktan sonra 111 6rnekte {ireme tespit edilmis ve dagilimi, Staphylococcus aureus
90 izolat, Neisseria gonorrhoeae 10 izolat ve Staphylococcus epidermidis 11 izolat
seklinde olmustur. 9 Ornekte ise iireme tespit edilmemistir. Ornekler Cizelgelerde

(Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ) gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.4 Solunum yolu enfeksiyonu olan hastadan alinan 6rneklerin kiiltiir sonucu

Kiiltiir Ornek Sayisi % Yiizde
Pozitif biiyiime 111 925
Negatif bliylime 9 7,5

Toplam 120 100,0

Cizelge 4.5 Solunum sisteminden izole edilen bakteri sayis1 ve tiirleri ve yiizdeleri
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Kiiltiir Ornek Sayisi % Yiizde
Staphylococcus aureus 90 81,1 %
Neisseria gonorrhoeae 10 9,0 %
Staphylococcus epidermidis 11 9,9 %
Toplam 111 100,0 %

Bu ¢alismada kullanilan solunum sisteminden alinan 90 Staphylococcus aureus zolatinin
Cizelge 4.6'da belirtildigi gibi 55'1 (%61,1) kadin hastalardan, 23'Q (%25,6) erkek
hastalardan ve 12'si (%13,3) ¢cocuk hastalardan bulunmustur.

Cizelge 4.6 Solunum sisteminde Staphylococcus aureus'un cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Ornek Sayisi % Yiizde
Erkek 23 25,6
Kadin 55 61,1

Cocuklar 12 13,3

Toplam 90 100,0

4.1.1 Kiiltiirel testler

Kiiltiir besiyerinde iiredigi zaman bakterinin, Sekil 4.1'de gdsterildigi gibi, iizerinde
gelisen kanli agar, digbiikey koloniler seklinde ortaya ¢ikmis ve rengi beyaz olmustur
(Shittu et al. 2004). Sekil 4.6 S. aureus'un hemolitik bakteri kolonilerini gostermektedir.

250 ornek teshis edildikten sonra, 173 S. aureus buzdolabinda -20°C sicaklikta gliserol
ilaveli uzun siireli besiyerinde izole edilmis ve daha sonra bu besiyerinde yeniden aktif

hale getirilmesi i¢in bilyiitiilmiis ve boylece 173 S. aureus izolat1 bliylitiilm{istir.
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Sekil 4.1 Nutrient broth ortaminda bakterilerin birincil bliylimesi

250 ilaveli uzun siireli besiyerinde izole edilmis ve daha sonra bu besiyerinde yeniden
ornek teshis edildikten sonra, 173 S. aureus buzdolabinda -20°C sicaklikta gliserol aktif

hale getirilmesi i¢in biiyiitiilmiis ve boylece 173 S. aureus izolat1 biiytitiilmiistiir.

Sekil 4.2 S. aureus'un hemolitik bakteri kolonileri
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4.1.2 Karbonhidrat kaynaklarinin fermantasyonu

Bir mannitol tuzlu agar ortaminda Sekil 4.3'de gosterildigi gibi S. aureus biiyiitiilmiistiir.
Bu durum, S. aureus'un aktivitesi nedeniyle mannitol sekerinin fermantasyonuna yol
acmis, renk sartya donmiis ve pH asidik hale gelmistir. Bakteri izolatlar1 daha once
MacConkey besiyerinde biiyiitiilen idrar 6rneklerinden izole edilen mannitol besiyerinde
biiyiitiildiigiinde, 83 6rnekte lireme meydana gelmis ve besiyerinin rengi pembeden sariya
degismistir, yani pozitif - mannitol olmustur. Ayrica, daha 6nce MacConkey besiyerinde
biiyiitiilen solunum orneklerinden izole edilen ve daha sonra mannitol besiyerinde
yetistirilen izolatlardan izole edilen mannitol besiyerinde bakteri izolatlar
biyiitiildiigiinde, 90 6rnekte biiyiime gerceklesmis ve besiyeri pembe renkten sariya

doniligmistiir, yani pozitiftir - mannitol olmustur

Sekil 4.3 S. aureus kolonileri biiyiiyiip sarardiginda mannitol sekerinin fermantasyonu

4.1.3 Mikroskobik testler

Bakteriler gram boyama ile boyandiginda, sonuglar asimetrik kiiresel kiimelerin yani1 sira
gram pozitif olduklarini gostermistir (Shittu et al. 2004). 221 Gram pozitif bakteri izolati

ve 29 Gram negatif bakteri izolat1 s6z konusu olmustur.
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4.1.4 Biyokimyasal testler

4.1.4.1 Oksidaz testi

Oksidaz tahlili bir¢ok izole bakteri lizerinde Cizelge 4.7'de gosterildigi gibi yapilmis ve

sonuglar, bu testin yapildig1 bakterilerin negatif oldugunu gostermistir.

4.1.4.2 Katalaz testi

Bu test, S. aureus'u ayni1 aileden katalaz testi sonucu negatif olan diger bakteri tiirlerinden
ayirt etmek i¢in amaciyla Cizelge 4.7'de gosterildigi gibi konacak tani i¢in ¢ok 6nemlidir.
[zole edilen bakteri orneklerine, bu izole edilen bakterilerin bir kismu alinarak ve bir
damla H2O> ilave edilerek katalaz testi yapildiginda, baloncuk olusumunu gosteren
sonuglar testin pozitifligini gostermektedir (Stokes et al. 1993, Al-Amin 2017).

Cizelge 4.7 S. aureus’un 173 bakteri izolatlar {izerinde yapilan biyokimyasal testlerin
sonuglari

S. aureus testleri Sonug
Oksidaz testi

Katalaz testi

Koagiilaz testi

Mannitol tuz ortaminda biiylim
mannitol fermantasyonu

Ureaz testi

DNA testi

Jelatinaz testi

+ |+ |+ H| ]|+

4.2 S.aureus'un Antibiyotiklere Karsi Direnci

Kirby-Bauer Method (1988) ile S. aureus'un segilen 5 antibiyotige direnci arastirilmistir.
Sonuglar, S. aureus'un direncinin izole edildigi alanlara gore degistigini gostermistir. Bes
antibiyotige kars1 S. aureus direncinin ne dereceye kadar uzandiginin belirlenmesinde

antibiyotik diski etrafinda olusan hale seklindeki inhibisyonun capina gilivenilmistir.
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Calismamizda kullanilan  antibiyotikler;  Sefalotin, Novobiocin, Amoxicillin,
Vancomycin ve Sefodizime'dir .Cizelge 4.8’de gosterildigi gibi iiriner sistemden izole
edilen Staphylococcus aureus bakterilerine diren¢ testi sonuglarmi inceledigimizde
Sefalotinde en diisiik direng %0 olarak belirlenmis ancak Onanuga and Awhowho (2012)
yaptig1 ¢alisma da direng oram1 %77,8 oldugu igin bu sonugla uyusmamistir. Uriner
sistemden izole edilen Sefalotine direngli Staphylococcus aureus izolati tespit
edilemmeistir. Onanuga and Awhowho (2012) ¢alismasinda Sefalotine direngli 6rnekler
tespit etmistir. Bu calismada da Novobiosin ile elde edilen degerlere bakacak olursak,
direng testi sonucunda 5 tane Staphylococcus aureus izolatinin %6,3 nin direngli oldugu
saptanmistir. Amoksisilin sonuglarina bakacak olursak {iriner sistemden izole edilen
Staphylococcus aureus bakterilerine karsi en yiiksek direng testi yiizdesi %98,8 olarak
belirlenmistir bu da Khudair (2010) tarafindan yapilan ¢alismada tespit edilen oran
%87,5'lik sonuca yakin ¢ikmistir. Arastirict Khudair (2010) de yiiksek bulunan direng
oran1 bu calismada da yiiksek oranda tespit edilmistir. Uriner sistemden izole edilen
Staphylococcus aureus bakterisine karsi direng testi sonuglarimi  incelersek
Vancomycin'de 10 6rnekte %12 gibi diisiik bir direng tespit edilmistir. Ancak Onanuga
and Awhowho (2012) tarafindan yapilan caligmada ise direncin 46 Ornekte %69,6
oraninda oldugu tespit edilmistir. Iki calisma sonucundaki farklilik yiiksek ¢ikmis gibi
goriilsede bunun iki c¢alismada kullanilan Ornek sayisindaki farkliliktan da
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Seftazidim e karsi ise %98,8 gibi yiiksek bir direng
orani tespit edilmistir. Burada 82 &rnekde bu rakam bu antibiyotige karsi izolatlarin

direngli oldugunu diistindiirmektedir (Sekil 4.4)

Cizelge 4.8 Idrar 6rneginde Staphylococcus aureus igin duyarlilik ve direng yiizdesi

Antibiyotikler Duyarhhk Direng
Ornek % Ornek %
Sayisi Yiizde Sayisi Yiizde
KF 10 12,1 % 0 0 %
NV 54 64,8 % 5 6,3 %
AX 1 1,2 % 82 98,8 %
VA 23 27,8 % 10 12,0 %
CDZz 1 1,2 % 82 98,8 %
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Sekil 4.4 Uriner sistem‘de S. aureus icin antibiyotik inhibisyonunun capi

Cizelge 4.9°de gosterildigi gibi solunum yollarindan izole edilen Staphylococcus aureus
izolatlar1 Sefalotine direngli bulunmamaktadir. Ancak, Gashe et al (2018) izolatlarinin
bu antibiyotige kars1 elde edilen %34 oraninda direngli oldugunu ifade etmistir. Solunum
yolundan izole edilen S. aureus a karsi direng testine gore Novobiocin %86,7'lik bir
direng tespit edilmistir. Ve bu, bakteri direncinin yiiksek bir ylizdesiydi. Amoksisilin ile
elde edilen degerlere bakacak olursak direng testi sonucunda elde edilen deger 9%88.,9
olarak tespit edilmistir. Solunum yollarindan izole edilen Staphylococcus aureus
bakterisine direng testi sonuglarini incelersek Vancomycin'de direng %0 olarak belirlendi,
bu da bakterinin bu antibiyotige diren¢ gostermedigi anlamina gelmektedir. Seftazidim
ile elde edilen degerlere bakacak olursak direng testi sonucunda elde edilen deger %88.,9
olarak tespit edilmistir. Ancak bu sonug (Salem et al 2018) tarafindan yapilan ¢alismada
elde edilen %6,84 sonug ile ortiismemektedir. Solunum sisteminden izole edilen
seftadizime direngli Staphylococcus aureus ornek sayisi 80'dir. (Saleem et al 2018)
caligmasinda ise Sefalotine direngli 6rneklerin orani 190 izolasyonda % 7,89'du . Sekil

4.5 Solunum sistem’de S. aureus i¢in antibiyotik inhibisyonunun ¢ap1 gostermektedir .

Cizelge 4.9 Solunum yolu 6rneginde Staphylococcus aureus'a karsi duyarlilik ve direng
yuizdesi

| Antibiyotikler | Duyarhhk \ Direng |
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Ornek | % Yiizde | Ornek %

Sayisi Sayis1 Yiizde
KF 60 66,7 % 0 0%
NV 7 7,7 % 78 86,7 %
AX 7 7,8 % 80 88,9 %
VA 80 88,9 % 0 0%
CDZ 4 4,4 % 80 88,9 %

Sekil 4.5 Solunum sistem’de S. aureus i¢gin antibiyotik inhibisyonunun ¢ap1

4.3 Limon (Citrus Limon) ve Zencefilde (Zingiber Officinale) Aktif Bilesiklerin

Konsantrasyonunun ve Tiiriiniin Belirlenmesi

4.3.1 Zencefildeki aktif bilesiklerin konsantrasyonunun ve tiiriiniin belirlenmesi

Zencefil ekstrakti elde etmek i¢in, zencefil bitkisi etanol, aseton, metanol ve basingli CO>
gibi farkll ¢oziicii tiirleri i¢inde ¢Oziilmiistiir. Zencefil ekstrakti i¢in Yiiksek basingh
Soxhlet, Sonication ve Reflux dahil olmak iizere ¢esitli yontemler vardir. Fakat bu
calismada Sekil 4.6'de gosterildigi gibi Reflux kullanilmis ve sonra dalga boyunu taramak
ve zencefil ekstraktini analiz etmek i¢in HPLC GEE80'da kullanilmistir.
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Sekil 4.6 Zingiber officinale’nin HPLC kromatogram analizi

min

4.3.2 Limondaki aktif bilesiklerin konsantrasyonunun ve tiiriiniin belirlenmesi

HPLC cihaz1 ile limon bitkisindeki etken maddelerin miktar1 ve tiirii Cizelge 4.10’teki

gosterilmistir. Sekil 4.7 Limon'un HPLC kromatogram analizini gostermektedir.

Cizelge 4.10 Limonun icerdigi etken maddeler

( dzlliirlia) Konsantrasyon Kompozit Gozetleme Sayisi
3,4 %39,1 mg/100g Pirogallik Asit 1
5,3 %1,19 mg /100g Kafeik Asit 2

6 % 1,23 mg/100g Ojenol 3
78 r?%l/ibzoeg Salisilik Asit 4
8,1 %0,77 mg/100g P-hidroksi Benzoik Asit 5
8,9 %1,05 mg/100g Resorsinol 6
13,4 %3,92 mg/100g P-kurmarik asit 7
18 %6,21mg/100g Luteolin 8
18,3 90,84 mg/100g Querceti 9
30,2 90,50 mg/100g Krizin 10
311 | %040 mg/100g |  -uteolin-3-metoksi-7- 11

rutinosit
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Sekil 4.7 Citrus limon'un HPLC kromatogram analizi

280nm'de limon kabugu ekstraktinin HPLC kromatogram analizi Grafikte sunulan sayilar
limon kabugu bilesenlerini agagidaki gibi gostermektedir: 1: pirogallik asit; 2: kafeik asit;
3: 6jenol; 4: p-kumarik asit; 5: p-hidroksibenzoik asit; 6: resorsinol; 7: salisilik asit; 8:

luteolin; 9:kersetin; 10: krizin; 11: luteolin-3-metoksi-7-rutinosit).

4.4 Bitki Ekstraktlarin S. aureus’'un Biiyiimesi Uzerindeki Etkisi

Uriner sistemden izole edilen Staphylococcus aureus bakterilerini inhibe etmek igin
(%100, %50, %25) konsantrasyonlar kullanilds. Idrar 6rneklerinde Zingiber officinale'nin
sulu 6zii kullanildiginda S. aureus bakterilerini inhibe eden %100 konsantrasyonda
inhibisyon bolgesinin ¢ap1 23 mm'dir. %50'lik konsantrasyon i¢in bu bélgenin maksimum
cap1 19 mm, %25 konsantrasyonda ise maksimum g¢ap Cizelge 4.11°de gosterildigi gibi
12 mm olmustur. Zingiber officinale’nin sulu ekstrakti ile S. aureus biiyiimesinin inhibe
edilmesi i¢in minimum ¢ap, %100'liik konsantrasyonda 19 mm olarak kaydedilirken bu

deger %50 konsantrasyonda 16 mm ve %25'lik konsantrasyonda 9 mm olarak kaydedildi.

Uriner sistemden izole edilen S. aureus érneklerinde Zingiber officinale'nin alkollii dziitii
kullanildiginda S. aureus biiylimesinin inhibisyonu i¢in maksimum bolgenin ¢apt %100
konsantrasyonda 18 mm, %50 konsantrasyonda maksimum ¢ap 15 mm olarak kaydedildi.
%25 konsantrasyonda Zingiber officinale'nin alkollii 6ziitii ile S. aureus biiyiimesinin

inhibe edilmesi i¢in zon ¢apina gelince, S. aureus biiyiimesine karsi inhibisyon zonunun

51



maksimum ¢ap1, 9 mm olarak belirlendi (Sekil 4.8). Zingiber officinale'nin alkollii 6zii ile
S. aureus biliylimesinin inhibe edilmesi i¢in minimum g¢apa gelince, S. aureus
biiyiimesinin inhibisyon bolgesi %100'liik bir konsantrasyonda 14 mm olarak kaydedildi.
Bu cap degeri %50 konsantrasyonda 10 mm, %25 konsantrasyonda ise 5 mm olarak

kaydedilmistir.

Sekil 4.8 Idrar sisteminden S. aureus icin Zingiber officinale'nin alkolik inhibisyonunun
capl

Cizelge 4.11°de gosterildigi gibi, sulu Citrus limon ekstrati kullanildiginda, S. aureus
biiylimesine karsi maksimum inhibisyon zonu ¢ap1 %100 konsantrasyonda 20 mm, %50
konsantrasyonda 19 mm ve %25 konsantrasyonda 12 mm olarak kaydedilmistir. Sulu
Citrus limon 6zii konsantrasyonunda, S. aureus biiyiimesine karsi minimum inhibisyon
zonu ¢apt %100 konsantrasyonda 15 mm, %50 konsantrasyonda 2 mm ve %25

konsantrasyonda 6 mm olarak kaydedilmistir.

Cizelge 4.11 ve Sekil 4.9 de gosterildigi gibi, Citrus limonun alkollii 6zitii, triner
sistemden izole edilen S. aureus numunelerinde kullanildiginda S. aureus biiylimesine
kars1 maksimum inhibisyon zonu c¢api, %100 konsantrasyonda 20 mm, %50

konsantrasyonda 16 mm ve 25 % konsantrasyonda 15 mm olarak kaydedilmistir.

52



Sekil 4.9 idrar sisteminden S. aureus i¢in Narenciye limon alkolik inhibisyonunun ¢api

Cizelge 4.11 Zingiber officinale ve Citrus limon ekstraktinin sulu ve alkollii ekstraktinin
idrar 6rneklerinde Staphylococcus aureus'un (mm) biiyiimesi {izerine etkisi

Zingiber ekstrakti

Ekstrakt Konsantras Alkollii Sulu
yon % | % | % | % | % %
25 50 100 25 50 100
Inhibisyon Maksimum 9 15 18 12 19 23
zonu Minimum 5 10 14 9 16 19
(mm)
Citrus limon ekstrakt:
Ekstrakt Konsantras Alkollii Sulu
yon % % % % % %
25 50 100 25 50 100
Inhibisyon Maksimum 15 16 20 12 19 20
zonu(mm) Minimum 11 14 12 6 2 15

Sekil 4.10°de gosterildigi gibi Zingiber officinale'nin sulu ekstresi solunum sistemi
orneklerinde kullanildiginda S. aureus biiylimesine karst maksimum inhibisyon zonu
capi, %100 konsantrasyonda 25 mm, %50 konsantrasyonda 19 mm ve 25 %
konsantrasyonda 17 mm olarak kaydedilmistir. Zingiber officinale'nin sulu 6ziine

gelince, S. aureus bilyiimesine karst minimum inhibisyon bélgesinin ¢api, %100'lik bir
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konsantrasyonda 22 mm, %50 konsantrasyonda 14 mm, %25 lik konsantrasyonda ise 13

mm olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.12).

Sekil 4.10 Solunum sisteminden S. aureus igin Zingiber officinale’nin sulu
inhibisyonunun ¢ap1

Zingiber officinale'nin alkollii 6ziitii, solunum sisteminden izole edilen S. aureus
orneklerinde kullanildiginda S. aureus biiylimesine kars1 maksimum inhibisyon zonu ¢ap1
%100 konsantrasyonda 17 mm, %50 konsantrasyonda 17 mm ve %25 konsantrasyonda
11 mm olarak kaydedilmistir. Minimum c¢apa gelince, S. aureus biiyliimesine karsi
inhibisyon bolgesi, %100'liik bir konsantrasyonda 10 mm olarak, %50 konsantrasyonda
10 mm olarak, %25 konsantrasyonda ise 8 mm olarak kaydedilmistir. Sulu limon
ekstraktinin %100 konsantrasyonda S. aureus biiylimesine karsi maksimum inhibisyon
zonu ¢ap1 19 mm olarak kaydedilmistir (Sekil 4.11) . Bu deger %50 konsantrasyonda 17
mm ve %25 konsantrasyonda ise 13 mm olarak kaydedilmistir. Sulu limon ekstraktinin,
S. aureus biiylimesine karst minimum inhibisyon bdlgesinin ¢ap1 ise, %100'lik bir
konsantrasyonda 16 mm olarak, %50 konsantrasyonda 9 mm olarak ve %25

konsantrasyonda 5 mm olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.11 Solunum sisteminden Narenciye limon sulu ile S. aureus'un inhibisyon ¢ap1

Citrus limonun alkollii ekstraktinda %100 konsantrasyonda S. aureus biiyiimesine karsi
maksimum inhibisyon zonu ¢ap1 19 mm olarak, %50 konsantrasyon icin 13 mm olarak,
%25 konsantrasyon i¢in ise 11 mm olarak kaydedilmistir. Citrus limon'un alkollii
ektraktinda minimum inhibisyon zonu c¢ap1 ise %100 konsantrasyonda 16 mm, %50
konsantrasyonda 11 mm ve %25 konsantrasyonda 7 mm olarak kaydedilmistir. Tiim bu
degerler Cizelge 4.12 de paylasiimistir.

Cizelge 4.12 Zingiber officinale ve Citrus limon sulu ve alkollii ekstraktinin solunum
yolu drneklerinde Staphylococcus aureus'un (mm) biiylimesi tizerine etkisi

Zingiber ekstrakti
Alkollii Sulu
Ekstrakt Konsantrasyon 2506 150% 1100% | 25% 150% | 100%
Inhibisyon Maksimum 11 | 17 | 17 | 17 [ 19| 25
zonu(mm) Minimum 8 10 | 10 13 | 14 | 22
Citrus limon ekstrakti
Alkollii Sulu
Ekstrakt Konsantrasyon 5506 150% 1100% | 25% 150% [ 100%
Inhibisyon Maximum 11 | 13| 19 | 13 |17 | 19
zonu(mm) Minimum 7 11 | 16 5 9 16
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5 SONUC VE ONERILER

5.1 Sonugclar

Irak-Tikrit sehrinde 250 kisinin solunum sisteminden (burun delikleri) ve iiriner
sistemden (idrar) ornekler alinarak yapilan ¢alismada ¢ok sayida S. aureus bakterisi
bulunmustur. Bu bakterilerin bir takim antibiyotige karst biliylik direng gosterdigi
goriilmistiir . Bu nedenle S. aureus bakterisinin dogal yollarla miicadelesi a¢isindan bitki
ekstraktalarina karsi etkisine bakilmistir. Cikan sonuclara bu bakterinin tedavisinda limon
ve zencefil ekstraktinin invitroda etkili olacagini gostermisir. Bu tarz enfeksiyonlarda
kisisel hijyen 6emli olmaktadir Aynca antibiyotikler gelisigiizel kullanilmamali ve
bilingsiz kullanim insanlara zarar verebileceginden dolayr doktora basvurulmasi tercih
edilmelidir. Ekstraktlarin solunum yolu ve idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kalici
olarak kullanilmasinin, hastaya zarar verecek yan etkilerinin olmamasini saglamak icin
daha fazla caligma yapilmasi gereklidir. Antibiyotik kullanimini azaltmak i¢in bitki

ekstraktlarinin etkinliginin daha fazla aragtirilmasi1 gereklidir.
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EK 1. Calismaya dahil edilen tiim izolatlarin ortalama inhibasyon zon dl¢iimleri

(mm)
Izr(])cl)at Inhibasyon zonu (mm)
solunum yolu izolatlar1
Zingeber extract Citrus limon extract
KF. NV. AX. DZ VA. Suda Alkolde Suda Alkolde
1 11 0 0 0 19 11 |19 |20| 5 | 15 |17 | 10 | 17 |18 | 13 | 15 | 18
2 10 15 0 2 20 9 {19 |20| 8 |13 |14 | 11 |16 | 17| 14 | 16 | 18
3 12 13 0 0 17 11 | 17 |22 | 7 | 14 |17 |10 | 18 |19 | 14 | 16 | 16
4 11 11 0 0 19 11 | 18 |22 | 8 | 13 |17 |10 | 17 | 19| 13 | 15 | 18
5 10 14 0 0 20 11 | 19 |21 | 8 | 14 | 15|10 | 17 |17 | 14 | 16 | 18
6 10 12 0 0 18 9 |18 |19| 8 |15 |17 | 10 |17 | 19| 13 | 16 | 18
7 12 11 0 0 18 11 | 18 |22 | 7 | 14 |17 |10 | 16 |19 | 14 | 16 | 14
8 11 13 0 0 18 11 | 19 |22 | 8 | 12 |17 |10 | 17 |19 | 14 | 16 | 18
9 11 10 0 0 20 9 |19 |22| 7 |14 |16 | 10 | 17 |18 | 13 | 14 | 17
10 10 11 0 0 19 11 | 19 |22 | 8 | 14 | 17| 9 | 17 | 19| 14 | 16 | 18
11 11 15 0 0 16 9 |18 |22| 8 |14 |16 | 10 | 17 |17 | 14 | 15 | 18
12 10 14 0 0 17 11 | 19 (22| 8 | 11 |17 |11 | 17 |19 | 14 | 16 | 17
13 11 11 0 0 19 11 | 17 (21| 6 | 14 |17 |10 | 12 |18 | 14 | 15 | 18
14 11 12 0 0 16 10 | 19 |22 | 8 | 14 |17 |10 | 17 | 19| 11 | 16 | 18
15 11 14 0 0 18 11 | 19 (21| 7 | 14 |17 |10 | 17 |18 | 14 | 14 | 18
16 10 12 0 0 19 11 | 19 (22| 7 | 11 |14 |10 | 15 | 19| 14 | 16 | 16
17 11 14 0 0 22 11 | 19 (22| 8 | 13 |17 | 10 | 13 |19 | 13 | 16 | 18
18 11 0 0 0 19 11 | 18 (22| 8 | 14 |17 | 10 | 19 |19 | 14 | 16 | 17
19 11 14 0 0 19 11 | 18 |20 | 7 | 14 |17 | 10 | 18 |19 | 12 | 16 | 18
20 10 10 0 4 17 9 |19 |21| 8 |14 |16 | 10 | 17 | 20| 14 | 16 | 18
21 11 15 0 0 20 11 | 19 (22| 8 | 13 |17 |10 | 19 |19 | 14 | 15 | 19
22 12 12 0 0 19 11 | 17 22| 7 | 14 |17 |10 | 17 | 19| 14 | 16 | 18
23 10 13 0 0 18 11 | 19 (21| 7 | 14 |17 |10 | 17 |19 | 14 | 15 | 18
24 12 14 0 0 20 11 |19 (22| 8 | 12 |18 | 9 | 17 | 18| 14 | 16 | 18
25 10 11 0 0 20 11 | 18 | 21| 8 14 | 17| 10 | 16 | 19| 14 | 14 | 15
26 11 14 0 0 16 11 | 19 | 22| 8 12 | 17| 11 | 17 | 18 | 13 | 16 | 16
27 10 13 0 0 18 11 | 19 |21 | 7 14 | 15|10 | 17 | 19| 14 | 16 | 18
28 11 11 0 0 19 10 | 17 |22 | 7 13 | 17| 10 | 17 | 19| 14 | 15 | 17
29 11 14 0 0 18 11 | 19 | 21| 8 14 | 17| 10 | 17 | 17 | 13 | 16 | 18
30 10 15 0 0 16 11 | 19 | 22| 8 14 | 17| 10 | 15 | 19| 14 | 16 | 17
31 11 11 0 0 22 11 | 19 |21 | 7 11 | 16| 10 | 17 | 19| 13 | 16 | 18
32 11 12 0 0 19 9 18 | 22| 6 14 | 15| 10 | 18 | 19| 14 | 14 | 17
33 10 14 0 0 19 11 | 19 | 20| 8 14 | 17| 10 | 15 | 19| 13 | 16 | 18
34 11 11 0 0 19 11 | 19 | 22| 8 11 | 16| 9 17 | 18 | 14 | 15 | 17
35 10 14 0 0 17 11 | 18 | 21| 8 14 | 17| 10 | 17 | 19| 11 | 16 | 18
36 11 0 0 0 19 11 | 19 | 22| 8 15 | 17| 8 17 | 19| 14 | 15 | 18
37 11 12 0 0 18 9 19 | 19| 5 11 | 17| 10 | 18 | 18 | 12 | 16 | 14
38 12 11 0 0 18 11 | 19 | 22| 8 12 | 17|10 | 17 |19 | 14 | 14 | 18
39 11 14 0 0 18 9 19 | 23| 7 14 | 17| 6 17 | 17 | 13 | 16 | 16
40 10 15 0 0 19 11 | 18 | 22| 7 11 | 15|10 | 17 | 19| 14 | 16 | 18
41 11 10 0 0 20 10 | 19 | 20| 8 14 | 14| 10 | 17 | 18 | 13 | 16 | 17
42 11 11 0 0 20 11 | 18 | 22| 9 13 | 17|10 | 16 | 19| 14 | 16 | 18
43 11 14 0 0 22 10 | 19 | 21| 7 14 | 18| 10 | 17 |17 | 15| 16 | 12
44 10 13 0 0 18 11 | 18 | 22| 8 14 | 17| 9 17 | 19| 14 | 15 | 18
45 11 11 0 0 20 10 | 19 | 21| 7 14 | 17| 8 17 | 18 | 12 | 16 | 18
46 11 15 0 0 17 11 | 18 | 22| 7 13 17| 9 15|19 | 14 | 15 | 18
a7 10 14 1 0 16 11 | 19 | 21| 8 14 117 7 17 | 19| 13 | 16 | 18
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48 11 0 0 0 19 11 | 18 | 22 7 14 | 17| 10 | 17 | 19| 14 | 15 | 17
49 11 11 0 0 16 9 19 | 21 8 14 | 15 6 18 | 18 | 14 | 16 | 18
50 12 13 0 0 18 11 | 19 | 22 8 12 | 17| 11 | 14 | 19| 14 | 16 | 16
51 10 14 0 2 18 10 | 19 | 21 7 11 {16 | 10 | 17 | 17| 14 | 14 | 18
52 11 12 0 0 19 11 | 19 | 22 8 14 | 17| 12 | 17 | 19| 14 | 16 | 18
53 11 12 0 0 19 12 | 18 | 22 7 11 {16 | 10 | 17 |18 | 15 | 16 | 20
54 10 12 0 0 19 11 | 19 | 22 8 14 | 17 9 17 |19 | 14 | 16 | 18
55 10 14 0 0 17 10 | 17 | 22 8 10 {17 | 10 | 17 | 19| 11 | 15 | 18
56 11 15 0 0 20 11 | 19 | 19 8 14 | 17| 10 | 18 | 19| 14 | 16 | 16
57 10 10 0 0 19 9 17 | 22 7 14 | 17 9 15 |19 | 13 | 16 | 18
58 12 11 0 0 18 11 | 19 | 22 8 11 | 15 6 17 | 17 | 14 | 15 | 18
59 10 14 0 0 18 11 | 19 | 22 7 15 | 17 8 17 | 19| 13 | 16 | 18
60 11 14 0 0 16 11 | 19 | 21 8 14 | 17| 10 | 17 | 18 | 14 | 14 | 17
61 11 15 0 0 20 10 | 19 | 22 7 14 | 17| 11 | 17 | 19| 13 | 16 | 18
62 10 11 0 0 18 11 | 16 | 20 8 14 {16 | 10 | 17 | 15| 14 | 15 | 17
63 11 13 0 0 20 11 | 19 | 22 9 14 | 17| 10 | 15 | 19| 12 | 16 | 18
64 10 14 0 0 16 11 | 19 | 20 8 13 | 17| 10 | 17 |16 | 14 | 16 | 16
65 12 11 0 0 17 11 | 17 | 22 8 14 | 17 9 18 | 19 | 13 | 16 | 18
66 10 14 0 0 19 11 | 19 | 21 8 13 | 14 8 15 | 18 | 14 | 16 | 17
67 11 13 0 0 19 10 | 19 | 22 8 14 | 17| 10 | 17 | 19| 13 | 14 | 18
68 10 14 0 6 19 11 | 19 | 22 6 14 | 17| 10 | 17 | 17| 14 | 16 | 18
69 11 12 0 0 22 11 | 16 | 22 8 14 | 17 9 17 | 19| 12 | 15 | 18
70 11 0 0 0 19 11 | 19 | 20 8 12 | 15| 10 | 18 | 19| 14 | 16 | 19
71 11 12 0 0 18 10 | 19 | 22 7 14 | 17 9 17 | 19| 13 | 15 | 18
72 11 12 0 0 19 11 | 19 | 22 8 12 {16 | 11 | 17 | 19| 14 | 16 | 17
73 11 11 0 0 16 9 17 | 23 5 14 | 17| 10 | 17 | 19| 13 | 16 | 18
74 10 15 0 0 18 11 | 19 | 22 8 14 | 17| 10 | 17 | 18 | 14 | 16 | 15
75 12 10 0 0 18 10 | 19 | 21 7 11 | 17| 11 | 16 | 18 | 13 | 15 | 18
76 10 11 0 0 19 11 | 19 | 22 8 14 | 16 9 17 | 19| 14 | 16 | 17
77 11 14 0 0 20 10 | 19 | 21 7 14 | 17| 10 | 17 | 19| 12 | 14 | 18
78 11 13 0 0 20 11 | 18 | 22 8 14 | 17 8 17 |19 | 14 | 16 | 18
79 10 11 0 0 17 10 | 18 | 20 7 13 | 15 7 15 {19 | 13 | 15 | 18
80 11 14 0 0 16 11 | 19 | 22 7 14 | 17 9 17 |19 | 14 | 16 | 18
81 11 12 0 0 19 10 | 18 | 21 8 13 | 17| 10 | 17 | 17| 14 | 14 | 18
82 12 11 6 0 19 11 | 19 | 22 7 14 | 17| 10 | 18 | 19| 14 | 16 | 16
83 10 14 0 0 18 10 | 19 | 19 8 13 {16 | 10 | 15 | 19| 14 | 15 | 18
Idrar izolatlart
84 10 18 0 0 17 15 | 18 | 22 | 11 | 12 | 17 8 15 |19 | 10 | 13 | 18
85 11 10 0 0 16 17 | 16 | 23 9 14 {10 | 10 | 10 | 19| 11 | 12 | 19
86 10 11 0 5 18 16 | 18 | 25| 11 | 12 | 15| 11 | 15 | 19| 10 | 13 | 18
87 12 15 6 0 20 16 | 18 | 23| 11 | 17 |17 | 11 | 15 |18 | 11 | 13 | 19
88 11 16 0 6 16 16 | 16 | 23 9 12 {16 | 11 | 11 | 18| 11 | 13 | 19
89 10 13 0 5 20 14 | 18 | 23| 11 | 16 | 10| 11 | 15 | 19| 11 | 12 | 19
90 11 18 0 0 17 16 | 18 | 23 8 14 | 17 8 14 | 19 9 11 | 19
91 11 14 0 0 20 16 | 17 (22| 11 | 12 |16 | 11 | 15 |18 | 11 | 13 | 19
92 11 15 0 0 18 14 | 18 | 23| 11 | 12 | 10 9 11 | 19| 11 | 13 | 17
93 11 16 0 0 19 16 | 18 | 23| 11 | 12 |16 | 11 | 15 | 19| 11 | 13 | 18
94 10 0 9 7 19 16 | 18 | 24 9 14 | 17| 10 | 15 | 19| 11 | 13 | 19
95 10 14 0 0 18 13 |16 | 23| 11 | 12 {17 | 11 | 15 | 19| 10 | 13 | 19
96 11 14 0 0 22 14 | 18 | 25| 11 | 17 | 16| 11 | 15 | 17| 11 | 11 | 19
97 10 15 0 0 19 15|18 (23| 11|12 {10 | 10 | 12 | 19| 10 | 13 | 19
98 11 13 0 0 18 14 | 18 | 23 9 12 {16 | 11 | 15 | 18 | 11 | 13 | 18
99 12 12 0 0 19 16 | 15 | 25| 11 | 14 | 17 9 14 |19 | 11 | 11 | 19
100 12 15 0 0 19 16 | 18 | 23| 11 | 12 | 17| 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 18
101 11 14 0 0 19 16 | 18 | 25| 11 | 12 | 16 9 15 119 | 10 | 13 | 19
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102 10 11 8 0 16 14 | 14 | 23|11 |12 |17 ] 10 | 15 | 19| 11 | 11 | 18
103 12 10 0 0 20 13 116 | 23| 9 [ 14 |15 |11 | 11 |18 11 | 13 | 19
104 11 13 0 6 17 16 | 18 | 23| 11 | 17 |17 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 17
105 10 12 0 0 20 14 117 |24 9 [ 12 |16 | 9 |15 |19] 10 | 13 | 19
106 11 11 0 6 18 16 | 18 |23 | 11 | 12 |17 |11 | 15 |19 | 7 | 11 |19
107 12 14 0 0 20 15 118 | 23| 9 |14 |10 ] 10 | 10 |18 | 11 | 13 | 19
108 10 15 0 0 19 16 | 18 |22 | 11 | 17 | 17| 11 | 11 |18 | 11 | 13 | 18
109 11 12 0 0 18 14 116 | 25| 11 | 12 |10 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
110 10 13 0 0 22 16 |18 | 23| 9 [ 16 |16 | 11 | 15 |19 | 11 | 11 | 19
111 11 11 0 0 19 13 |17 |24 |11 | 14 |17 |11 | 15|19 8 | 13 | 18
112 11 15 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 | 12 |15 ] 10 | 15 |18 | 11 | 11 | 19
113 10 14 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 |12 |17 |11 |15 |19 9 | 13 | 18
114 11 17 7 0 19 14 118 |23 | 8 |16 |14 ] 9 |14 |19 11 | 13 |19
115 11 14 0 0 16 16 | 18 |22 | 11 | 17 |16 | 11 | 15 | 19| 10 | 13 | 17
116 11 17 0 0 18 16 | 18 | 25| 11 | 12 |17 | 8 | 14 | 19| 11 | 12 | 19
117 11 14 0 0 19 16 | 16 |23 | 11 | 14 |17 |11 | 15 |18 | 10 | 13 | 18
118 10 0 0 0 18 13 118 |23 9 |12 |16 | 7 |11 |19 11 | 13 |19
119 11 14 6 0 17 16 | 18 |24 | 11 | 17 |10 ] 11 | 15 |18 | 10 | 13 | 18
120 12 13 0 0 18 14 118 |23 | 11 | 12 |16 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
121 11 14 0 0 16 16 | 17 |23 |10 | 12 |17 | 9 |15 |18 | 10 | 13 | 17
122 10 11 6 0 20 15118 | 25| 11 | 14 |16 | 11 | 15 | 17| 11 | 11 | 19
123 12 14 0 0 20 16 | 18 |22 | 11 | 17 | 15| 11 | 14 | 19| 11 | 13 | 18
124 10 15 0 0 17 14 118 | 23| 8 |12 |10 ] 10 | 15 |16 | 11 | 13 | 19
125 11 12 0 0 20 16 | 16 |22 | 11 | 12 |16 | 11 | 14 |17 | 9 | 13 | 17
126 11 13 0 0 18 13 |17 |22 9 |17 |14 ] 11 | 15 | 19| 11 | 11 | 19
127 11 11 0 6 17 16 | 18 | 25| 11 | 12 | 17| 11 | 11 |19 | 11 | 13 | 18
128 10 10 5 0 18 16 | 18 |22 | 11 | 16 |10 | 12 | 15 | 19| 10 | 13 | 19
129 11 14 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 | 12 |16 | 11 | 14 |19 11 | 13 | 19
130 11 15 0 0 16 14 | 17 |22 |11 | 12 |17 | 11 | 15 | 19| 11 | 13 | 19
131 12 11 0 0 18 13 118 |24 | 8 |14 |16 |11 | 14 | 18] 10 | 12 | 19
132 10 14 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 | 12 |10 | 10 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
133 12 14 0 0 19 14 118 | 25| 9 |12 |16 | 11 | 11 |18 | 11 | 12 | 17
134 10 11 0 0 19 16 | 16 |22 |11 | 17 |17 | 5 |15 19| 11 | 13 | 17
135 11 12 0 0 19 14 118 | 22| 8 |12 |15 ] 11 | 15 |17 | 11 | 12 | 19
136 10 0 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 |12 |16 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
137 11 12 0 0 22 16 |18 |22 | 9 [ 14 |16 | 8 |15 |19] 10 | 13 |19
138 12 15 0 0 20 13 118 |22 | 11 |12 |10 | 11 | 17 |18 | 11 | 13 | 18
139 11 17 0 0 18 16 | 18 | 23| 11 | 14 |17 ] 11 | 15 | 19| 11 | 12 | 19
140 10 13 0 0 20 16 |16 |22 | 8 |14 |17 |13 | 15|19 | 8 | 13 | 18
141 10 10 0 0 17 16 | 18 | 24| 11 | 16 |10 ] 11 | 15 |17 | 11 | 11 | 19
142 11 14 0 0 16 14 |17 |22 11 |12 |16 | 11 | 11 |18 | 11 | 11 | 16
143 11 12 2 0 18 16 |18 | 25| 9 [ 12 |17 |11 |15 |19 9 |11 |19
144 12 11 0 0 18 15 |17 |23 |11 | 17 |17 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
145 10 15 0 0 20 16 | 18 |23 | 11 |12 |16 | 11 | 13 |19 | 11 | 13 | 19
146 11 13 0 0 17 16 | 17 | 25|11 | 16 |17 | 10 | 15 |18 | 10 | 12 | 18
147 10 14 0 0 19 14 116 |23 | 11 | 14 |10 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
148 11 11 0 0 19 16 | 18 | 25| 9 |12 |17 ] 11 | 11 |18 | 11 | 11 | 19
149 11 14 0 0 19 16 |18 | 23| 8 |12 |15] 9 |15 19| 11 | 13 | 17
150 10 12 0 6 16 13 118 |22 | 11 |12 |16 |11 |15 |19 9 | 11 |19
151 11 11 0 0 19 16 |16 | 24| 9 [ 14 |10 | 8 |13 |19 | 11 | 13 | 18
152 11 14 0 0 19 16 | 18 |23 | 11 | 16 |17 | 11 | 15 |19 | 11 | 12 | 19
153 10 12 0 0 19 16 |16 | 25| 8 [ 12 |16 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 19
154 11 14 0 0 22 13116 |23 11|10 |17 ] 9 |15 17|11 | 12|19
155 11 0 0 0 18 16 | 18 |22 10 |12 |17 |11 |10 |17 | 8 | 13 |19
156 10 11 2 0 18 13 118 |22 11|12 |10] 10| 15 18| 11 | 12 |19
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157 12 13 0 0 17 15 118 |23 9 |17 |17 |11 |11 |19 9 | 13 | 17
158 10 15 3 0 20 16 | 18 |22 | 11 | 12 |16 | 10 | 15 |17 | 11 | 13 | 19
159 11 21 0 0 16 16 | 16 |24 | 8 |17 |17 ] 11 | 15 |19 11 | 13 | 19
160 10 14 0 0 19 16 |17 |25 11 |12 |17 | 9 |15 |18 | 11 | 13 | 18
161 11 12 0 0 18 14 118 |23 | 9 |12 |16 | 11 | 15 |19 11 | 11 | 19
162 12 14 0 3 17 16 |18 |23 | 9 [ 14 |17 ]| 8 |13 |18 11 | 11 | 19
163 10 13 0 0 20 16 | 16 |22 | 11 | 17 |10 | 11 | 15 | 19| 10 | 13 | 18
164 11 20 8 0 19 13 118 |23 | 11 |12 |17 | 11 | 15 |18 11 | 13 | 19
165 10 14 0 8 19 16 | 18 |22 | 11 | 12 |17 |11 | 13 |19 | 11 | 11 | 17
166 11 12 0 0 20 16 | 18 |23 | 8 |12 |16 | 11 | 15 |17 | 10 | 13 | 19
167 11 11 0 8 18 16 | 18 |22 | 11 | 12 |17 | 11 | 15 |19 | 11 | 13 | 18
168 11 15 8 10 18 15 119 |25 |11 |17 |10 | 7 |11 |18 11 | 12 |19
169 10 14 0 0 16 16 |18 | 23| 9 [ 12 |15 ] 11 |15 |18 9 | 13 |19
170 11 12 8 11 19 16 | 16 |22 | 11 |12 |14 ] 9 |15 |19 | 11 | 13 | 18
171 11 20 9 0 19 13 118 |24 |11 |16 |16 |11 | 15|19 9 |13 |19
172 11 19 0 0 22 16 | 16 |23 |11 |12 |17 | 7 |10 |19 11 | 13 | 17
173 11 18 3 1 19 16 |18 | 23| 8 |14 |16 |11 | 9 |18 7 |12 |19
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