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OZET

Giiniimiizde antimikrobiyal diren¢ diinya genelinde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
Oonemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu nedenle aragtirmacilar farkli formiilasyonlara
sahip antimikrobiyal ajanlar, antiseptikler ve dezenfektanlar gelistirerek diren¢ sorununu
¢ozmeye caligmaktadirlar. Bu ¢alismada, baz1 tibbi bitkisel ekstrelerin antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktiviteleri arastirllmistir. Echium vulgare (kok), E. vulgare (toprak {istii), E.
plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak stii), E. orientale (kok), E. orientale (toprak
uistii), Phytolacca americana (yaprak) ve P. americana (meyve)’nin metanol ekstrelerinin;
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, Trycophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum, ve Microsporum gypseum {izerindeki antibakteriyel, antifungal
ve antidermatofit aktiviteleri mikrodiliisyon yontemiyle degerlendirilmistir. Bakterisit/
fungusit ve bakteriostatik/ fungustatik konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla MIK ve
st diliisyonlarinda kati besiyerine ekim yapilarak degerlendirilmis ve kolorimetrik
mikrodiliisyon yontemiyle kantitatif inhibisyon konsantrasyonlari (ICso) 600-690 nm
absorbansta ELIZA mikropleyt okuyucuda ol¢iim yapilmistir. Ampisilin, gentamisin,
levofloksasin, flukonazol, ketokonazol, terbinafin, grizeofulvin ve itrakonazol kontrol ajani
olarak kullamilmistir. Tiim ekstreler, test edilen mikroorganizmalara kars1 MIK; 32-256
pg/mL araliginda aktivite gostermistir. Resazurin kolorimetrik mikrodiliisyon yonteminde
ICs0; 14-72 pg/mL araliginda inhibisyon degerleri gdstermistir. Tiim ekstreler MIK; >512/-
‘da minimum bakteristatik/-sidal (MBS/MBC; pg/mL) ve fungistatik/-sidal (MFS/-MFC,;
ug/mL) aktivite gostermistir,
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ABSTRACT

Today, antimicrobial resistance continues to be a important problem in the treatment of
infectious diseases worldwide. For this reason, researchers are trying to solve the resistance
problem by developing antimicrobial agents, antiseptics and disinfectants with different
formulations. In this study, some medicinal herbal extracts were tested for antimicrobial and
antibiofilm activity. The antibacterial, antifungal and antidermatophyte activities of
methanol extracts of Echium vulgare (root), E. vulgare (aerial part), E. plantagineum (root),
E. plantagineum (aerial part), E. orientale (root), E. orientale (aerial part), Phytolacca
americana (leaf) and P. americana (fruit) against bacteria and fungi such as Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Candida
albicans, C. parapsilosis, C. krusei, Trycophyton rubrum, Epidermophyton floccosum and
Microsporum gypseum were evaluated by microdilution method. In addition, in order to
determine the bactericidal/fungicide and bacteriostatic/fungistatic concentrations, solid
media were inoculated at MIC and above dilutions, and quantitative inhibition
concentrations (ICso) were measured using the colorimetric microdilution method on an
ELISA microplate reader at 600-690 nm absorbance. Ampicillin, gentamicin, levofloxacin,
fluconazole, ketoconazole, terbinafine, griseofulvin and itraconazole were used as standard
antibacterial and antifungal drugs. All extracts showed MIC values in the range of 32-256
pg/mL against the bacteria and fungi tested. In the microdilution method; ICso inhibition
curves obtained with the Resazurin Microplate Assay showed results in the range of 14-72
ug/mL All extracts shows both minimum bacteriostatic/-cidal (MBS/MBC; pg/mL) and
fungistatic/-cidal (MFS/-MFC; ug/mL) activity at values lower than MIC; >512/-.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Agciklamalar
ng Mikrogram
nl Mikrolitre
DMSO Dimetilsiilfoksit
EtOH Etanol
H20 Su
MeOH Metanol
mL Mililitre
mm Milimetre
°C Santigrat Derece
Vol Hacim
Kisaltmalar Aciklamalar
atcc Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyon
cfu Colony Forming Unit
c1 Cell Index
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
dna Deoksiriboniikleik Asit
e-dna Ekstraseliiler Deoksiriboniikleik Asit
eps Ekstraselliiler Polimerik Matriks
mbk Minimum Bakterisidal Konsantrasyon
mha Miiller Hinton Agar
mik Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards
NCPF National Collection of Pathogenic Fungi
rskk Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

rtca Real Time Cell Analyzer



1. GIRIS

Giliniimiizde antimikrobiyal diren¢ diinya genelinde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
onemli bir sorun olmasi giincelligini korumaktadir. Daha genis kapsamli tedaviler
gerektiren, biyofilm {ireten suslardan kaynaklanan enfeksiyonlar da bu sorunun farkli bir
yoniidiir. Mikrobiyal direng sorunu, hastanelerde goriilen salgin sorunu olmaktan ¢gikmis;
acil bakim, yogun bakim iinitelerinde ve toplum kdkenli enfeksiyonlarda da goriiliir
olmustur (Cornaglia ve Rossolini, 2009). Giincel arastirmalar tiim bu sorunlari ¢6zmeye
yonelik farkli formiilasyonlara sahip dogal kaynakli veya sentetik bilesiklerden tiiretilmis
antimikrobiyal ajanlar, antiseptikler ve dezenfektanlar gelistirmeye yonelik

surdirilmektedir.

Tibbi bitkiler tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de yeni antimikrobiyal arastirmalarda
kaynaktir. Arastirmamizda antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilecek olan Echium ve
Phytolacca tiirlerinin Cin, Amerika ve Italya gibi birgok iilkede geleneksel tipta
antimikrobiyal kullanimi bulunmakla birlikte bu bitkilerin farkl ekstre tiirleri ile ilgili farkli
yontem ve ¢oziiciilerin kullanildigi ¢ok az sayida antimikrobiyal calismaya ulasilmistir.
Ulkemizde Tiirkiye'nin kuzey kesimlerinde ve Anadolu'nun i¢ kesimlerinde yetisen Echium
vulgare ve Echium orientale, kiy1 kesimlerinde yetisen Echium plantagineum ve Marmara

bolgelerinde yetisen Phytolacca americana tiirleri calismamiza dahil edilmistir.

Bitki tiirlerinde yapilan aragtirmalar bolgeseldir ve cografyaya gore bitki fitokimyasinin
gosterdigi degiskenlik sonucunda biyoaktivitede farkli mikroorganizmalara karsi farkli
aktivite sonuglar1 goriilmektedir. Bitkilerin aktif bilesenleri i¢in etkin ¢oziiciileri diger
onemli faktordir. Arastirmamizda Tirkiye’de yetisen bitkilerin metanol ekstreleri

kullanilmustir.

Cesitli ajanlarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan disk diffiizyon, agar
diliisyon, makrodiliisyon gibi bir¢ok farkli yontem vardir. Mikrodiliisyon yontemi, ¢oklu
dozlarda ve diisiik konsantrasyonlarda ¢alismaya imkan vermesi, ekonomik olmasi ve
duyarli sonuglar vermesi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisidir. Tezde,
Tiirkiye'de yetisen Echium vulgare, E. plantagineum, E. orientale, Phytolacca Americana
metanol ekstrelerinde Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,



Acinetobacter baumannii, Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, Trycophyton
rubrum, Epidermophyton floccosum, ve Microsporum gypseum’a karst antimikrobiyal ve
anti-biyofilm aktivite belirlenmesi amaciyla mikrodiliisyon, kolorimetrik mikrodiliisyon ve

kantitatif spektrofotometrik yontemleri kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofilm

Biyofilm; bakteriler, arkealar, mayalar, kiifler, algler ve protozoalarin birbirlerine veya
yiizeylere tutunmalarini saglayan bir tiir hiicre dis1 polimerik matrikstir (Tiiliice, Temelli ve
Eyigor, 2021). EPS (extracellular polymeric substance) dedigimiz bu hiicre dig1 polimerik
madde matriksini hiicre dist DNA (extracellular DNA: eDNA), polisakkaritler, proteinler ve
glikolipidler olusturmaktadir. EPS biyofilm matrisinin yapisindaki bakteri kolonilerini bir
arada tutarak ve biyofilm yapilarinin stabilitesini artirarak destek olur. EPS'nin biyofilm
olusumuna bir baska katkis1 ise ¢esitli yasam formlarini barindirabilmesidir. Farkl: tiirler,
farkli EPS bilesenleri tiretebilir ve bu da biyofilm matrisinin ¢esitliligine katkida bulunur.
Bu bilesenler mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasinda, biyofilmlerin olusumunda,
biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarin arasindaki iletisimin saglanmasinda, viriilans 6zellik
kazanmasinda ve mikroorganizmalari ¢evre kosullarindan korumada gorev alir (Akgelik, N.
ve Akgelik, M., 2017). Onemli biyofilm bilesenlerinden eDNA ise bakterileri konak
bagisiklik sisteminden ve antimikrobiyal ajanlardan koruyan yapidir (Devaraj ve digerleri,
2019). Biyofilm yapisinda 6nemli bir bagka molekiil c-di-GMP (Siklik Diguanozin
Monofosfat), ikincil haberci molekiildiir. Hiicreler, dis kosullara yanit olarak c-di-GMP
seviyelerini degistirirerek bakterilerde biyofilm olusumunu diizenlemektedirler. Yiiksek
seviyelerde c-di-GMP, biyofilm olusumunu tesvik ederken, diisiik seviyeler biyofilm
olusumunu inhibe etmektedir. Ayn1 zamanda c-di-GMP, hiicre yiizeyindeki reseptorlere
baglanarak hiicre ylizeyindeki adezyon molekiillerinin diizenlenmesi ve biyofilm olusturan
bakteriler arasindaki iletisimin diizenlenmesi gibi c¢esitli hiicresel tepkilere neden
olabilmektedir (Almblad, 2019; Cotter, 2007; Ha, 2015; Zhang, 2018). c-di-GMP
molekiilleri tarafindan diizenlenen hiicre yiizeyindeki flagella ve pilus gibi hiicresel uzantilar
baz1 bakteriler tarafindan biyofilm olusumu sirasinda hareket etmek, biyofilm mimarisini
olusturmak ve yiizeye tutunmak i¢in kullanmaktadir (Barken ve digerleri, 2008).
Aragtirmacilar biyofilm olusumunu gozlemlemek i¢in bakteriyel hiicre yiizeyinde bulunan
ve piluslarin olusumunda rol oynayan genlerden biri olan PilH geni silinen bir P. aeruginosa
susu iiretmislerdir. Uretilen mutant susun, normale gore daha biiyiik, yogunlugu azalmus,
diizensiz mantar sekilli biyofilm yapilar1 olusturdugunu gézlemlediklerini bildirmislerdir.
Arastirmacilar PilH genini normal seviyelere getirdiklerinde, mutant susun normal sug gibi

davrandigin1 gozlemlediklerini bildirmistir (Barken ve digerleri, 2008). Biyofilm



olusumunda 6nemli olan bir diger yap:1 Quorum Sensing sistemleri ise bakteriler arasindaki
iletisimi saglayan bir mekanizmadir. Bu genler, bakterilerin besin kaynagi ve miktari,
popiilasyon yogunlugu, ozmolarite, pH gibi ¢evresel faktorlerde degisiklik meydana
geldiginde bu degisime adapte olmak amaciyla metabolizmasinda birtakim diizenlemeler
yapmasini ve bakteri popiilasyonunun yogunluguna duyarlilik gostermesini saglamaktadir
(Preda ve Sandulescu, 2019). Bakterilerde ¢evreden gelen bir uyart ile stres yanit1 genleri
devreye girmekte ve bakterilerin ¢evresel stres faktorlerine uyum saglamasina yardimci
olmaktadir. Bu genler, bakterilerin biyofilm olusturarak ¢evresel stresten korunmasina ve
biyofilm matrisinin stabilitesini artirmalarina yardimei olmaktadir. Yapilan bir arastirmada
stress yanitt genlerinin artmasiyla orantili olarak biyofilm olusumu ve antibiyotik direncinin

de arttig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Lories ve digerleri, 2020).

Biyofilmler hemen hemen her yiizeyde gelisebilir. Yapilan arastirmada Italya'da deniz
seviyesinden 60 metre derindeki kaplica sularinda biyofilmlerin varlig bildirilmistir (Jones,
Tobler, Schaperdoth, Mainiero ve Macalady, 2010). Donmus buzullarda biyofilmler
bulundugu da arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. 2009'da Antarktika kiyilarindan
toplanan bir buzul Orneginde yeni bir bakteri tiiri olan Antarcticimonas flava'nin
olusturdugu biyofilm gosterilmistir (Yang, Oh, Chung ve Cho, 2009). Bu ¢ok sicak ve soguk
kosullarin disinda, yiiksek metal igeren, yeterli besin olmayan, asir1 asidik ortamlarda da
biyofilmler goézlemlenebilmektedir. Cok c¢esitli nem diizeylerine sahip ortamlarda da,
biyofilm varlig1 tespit edilmistir (Campos, 2009; Dojani, 2007).

2.2. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumunun ilk adimi planktonik hiicrelerin ylizeye tutunmasidir. Tutunma, hiicre
ylizeyinde bulunan fimbria, pili, flagella gibi uzantilar ve uzantilarda bulunan adhezin
proteinleri ile gerceklesmektedir. Hiicresel uzantilar hiicre tipine, reseptdre veya yiizeye
Ozgili tutunma yetenegi saglayan protein yapilardir. Bu spesifik tutunma yetenegi,
bakterilerin ¢evresel kosullara ve hiicre tiplerine uyum saglamasina yardimci olmaktadir.
Adhezin proteinleri ise bakterilerin ylizeylere tutunmasini saglayan molekiiler yapilardir.
Adhezin proteinleri kimyasal olarak hedef yiizeydeki molekiiler yapilarla hidrojen baglari,
iyonik etkilesimler ve Van der Waals kuvvetleri gibi kimyasal etkilesimlere girebilmektedir.
Adhezin proteinleri esnek bir yapiya sahiptir bu sayede hiicrenin yiizeylere uyum

saglamasini kolaylastirmaktadir (Renner ve Weibel, 2011).



2.2.1. Bakterilerde geri doniisiimlii tutunma

Geri doniislimlii tutunma, bakteri hiicreleri ile ylizey arasinda zayif etkilesimlerle
gerceklestirilmektedir ve tutunma kuvvetlerin zayif olmasi nedeniyle bakteri hiicresi ile
yiizey arasindaki bag kolayca bozulabilmektedir. Bu zayif tutunma genellikle hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik giicler ve van der Waals etkilesimlerinden olusur. Yiizeyin fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri, bakterilerin tutunma yeteneklerini etkileyen onemli faktorlerdir

(Vigeant, Ford, Wagner ve Tamm, 2002).

Hiicreler, cevresel faktorlere gore biyofilm olusturup olusturmayacagina veya mevcut
biyofilminden ayrilip ayrilmayacagina karar verir. Ikinci haberciler olarak adlandirilan
molekiiller, ¢evresel faktorlerin hiicre igi yanitlarini diizenleyen sinyal molekilleridir
(O'Toole, 2000; Toyofuku, 2016). Geri doniisimlii tutunmada, bakteri hiicresi ile yiizey
arasinda zayif etkilesimler nedeniyle tam bir tutunma olmaz, olumsuz cevresel kosullari

sinyali alindiginda baglar kolayca kirilabilir.

2.2.2. Bakterilerde geri doniisiimsiiz tutunma

Bakteri hiicreleri, uygun bir yiizey bulduklarinda, yasamlarini devam ettirebilmek icin
besine ihtiyaclar1 vardir ve bulduktan sonra geri doniisiimsiiz baglardan dipol-dipol
etkilesimleri, kovalent baglar, hidrojen baglar1 gibi gii¢lii baglarla yiizeye tutunarak biyofilm
olustururlar (Vigeant, Ford, Wagner ve Tamm, 2002). Yiizeye tutunan bakteriler,
olusturduklar1 ince EPS tabakasi ile yiizeye tutunma kuvvetlerini artirir, gevresel stres, UV

isinlari, antibiyotikler ve konak immiinitesinden korunurlar.
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Sekil 2.1. Yiizey ve bakteri arasinda olusabilecek bag tiirleri (Renner ve Weibel, 2011)

2.2.3. Ureme ve boliinme

Uygun kosullar ve yeterli besini sagladiktan sonra biyofilm i¢inde hizla ¢ogalan bakteriler,
EPS matrisi i¢inde hareket ederek koloniler olustururlar, bazi bakteriler ¢evredeki besin
maddelerini alirken, digerleri metabolik atiklari temizler ve bu sayede biyofilm igindeki
bakteri popiilasyonunun dengesini saglar, biyofilm tabakasinin biiyiimesini destekler.
Biyofilm olusturan bakteriler, cogalma ve biiylime siirecinde biyofilm matrisi i¢in
ekzopolisakkaritler gibi matriks bilesenleri liretmeye devam ederler. Bu sekilde, biyofilm
tabakasinin yapisal biitiinliigiinii korur, bakterilerin bir arada kalmasini saglar ve biyofilm

tabakasinin dayanikliligini artirirlar (Johnson, 2008).

2.2.4. Ayrilma

Biyofilm yapisindaki bakteriler, farkli bolgelerde yeniden kolonize olmak i¢in yapidan
ayrilabilirler. Bu ayrilma, ¢esitli dis ve i¢ etkenler tarafindan kontrol edilmektedir. Dis
etkenlerden olan hidrodinamik kuvvetler, biyofilm tabakasinin iizerindeki akiskan
hareketinden kaynaklanan kuvvetlerdir. Akiskanin hiz1 ve yogunlugu, biyofilm tabakasinin
stabilitesini etkiler ve ayrilma siirecini hizlandirabilir. Yiizey gerilimi de, biyofilm
tabakasinin yilizeyine uygulanan bir kuvvettir ve biyofilm tabakasimin dayanikliligim
etkileyebilir. Yine biyofilm yiizeyine etki eden riizgar, akarsu vb. su kaynaklarinda goriilen
akintilar veya dalgalar biyofilm tabakasini pargalayabilir ve bakterilerin yiizeyden
ayrilmasina neden olabilir. Genel olarak ayrilma siiregleri, biyofilm yapisinin siirekli olarak

yenilenmesini saglar, hiicrelerin farkli yiizeylerde yeniden biyofilm yapisi olusturmasina



olanak tanir. Enzimatik sorunlar veya yiizeye baglanmayi1 saglayan proteinlerin yapisinda
meydana gelen bozulmalar gibi i¢ etkenler, biyofilm yapisindaki bakterilerin ayrilma

davranigini etkileyebilir ve bu siiregte rol oynayabilirler (Horn, 2003; Petrova, 2016).
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Sekil 2.2. Biyofilm olusum agsamalar1 (Benetton, X. D. 2007)

2.3. Hastane Enfeksiyonlar1 ve Biyofilm

Biyofilmlerin hemen her ylizeyde gelisebilmesi insan sagligi icin biiyiik bir tehdit
olusturmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin biiyiik bir ¢cogunlugunun solunum cihazlari,
kateterler (santral vendz, liriner), protez kalp kapakciklari ve ortopedik cihazlar gibi vuciida
implante edilen tibbi cihazlarin ylizeyindeki patojenlerin kolonizasyonu ile ilgili oldugu
bildirilmistir (Dufour, Leung ve Lévesque, 2010). Hastane enfeksiyonu etkeni olan
bakteriler, kateterin dis yiizeyleriyle tasinarak veya saglik ¢alisanlar1 tarafindan manipiile
edilirken kateterden girerek, intravaskiiler kateterlerin enfeksiyonuna neden olabilmektedir.
Gram pozitif mikroorganizmalardan S. aureus; iiretral kateter, intravaskiiler kateter gibi
biyomedikal cihazlarla iligkili enfeksiyonlarda ¢ok yaygin goriilen tiirlerdendir (Otto, 2008;
Tamilvanan, 2008). S. epidermidis, nozokomiyal enfeksiyonlarda kronik olma
egilimindeyken, S. aureus konakta akut bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmasi nedeniyle akut
enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir (Otto, 2008). Stafilokoklar ve enterokoklarin sik
goriilen vakalardan sorumlu oldugu bildirilmistir. Stafilokoklar ve enterokoklar; deri, st
solunum yolu, alt gastrointestinal sistem ve {lirogenital sistem insan florasinin komensal

liyeleridir. Bu nedenle implante tibbi cihazlarda kolonize olma olasiligi en yliksek



organizmalar arasinda oldugu bildirilmistir (CDC, 1993; CDC, 2010; Erdemir, Polater ve
Cirlak, 2011). E. faecalis en yaygin bakteriyel biyofilm etkenlerinden biri olup enterokok
enfeksiyonlarmin yaklasik %90’ inda etken tiir oldugu bildirilmistir (Jett, 1994; Jones, 2004;
Mohamed, 2007). Enterokoklar saglik ¢alisanlarinin elleri araciliiyla ve hastadan hastaya
bulas1 yogun bakim iinitelerinde en sik rastlanilan enfeksiyonlarin etkenleri arasindadir

(Boyce ve digerleri, 1994).

Biyofilm kaynakl1 antibiyotik direnci, kronik enfeksiyon tedavisinde 6nemli bir sorun haline
gelmistir (Gebreyohannes, 2019; Pai, 2023; Zaph, 2010). Biyofilm olusumu sonucu gelisen
kronik ve akut enfeksiyonlarin tedavisinde farkli stratejilerin gelistirilmesi gerektigi
bildirilmistir (Davies, 2003; del Pozo 2007; Schilcher, 2020; Thaarup, 2021).

Biyofilm olusumunun engellenmesi i¢in gerekli onlemler alinmalidir. Mikroorganizmalarin
tutunabilecegi, hiicre yapisinda bulunan niikleik asitler (DNA ve RNA), proteinler ve lipitler
gibi organik bilesiklerin yikama ile uzaklastirilmasi ve etkili dezenfeksiyon uygulamalar
onemlidir (Giin ve Ekinci, 2009). Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin artan goriilme siklig:
nedeniyle biyofilm olusumunun Kkontrolii ve Onlemi igin arastirmacilar yogun ¢aba

gostermektedir (Ozcelik, 2010; Pfaller, 2009; Piras, 2013).

2.4. Anti-Biyofilm Aktiviteleri

Biyofilm igerisinde yer alan bakteriler gerek konakta gerek baglandiklar1 yiizeyde tek hiicreli
formdan biyofilm durumuna gecislerinde daha baskin yasam tarzina gecisleri karmasik
faktorlere baglidir. Bu asamalarda farkli bilegenler ile farkli konsantrasyonlarda antibiyofilm

aktivite i¢in arastirmalar mevcuttur (Manner, Skogman, Goeres, Vuorela ve Fallarero, 2013).

2.4.1. Bakteriyel iletisim (cevreyi algilama= quorum sensing) inhibisyon aktivitesi

Bakteriyel iletisimde (QS) sinyal bileseni N-asil homo-serin laktonlar1 (AHL) bakteri
popiilasyon yogunlugunu ve hareketliligini kontrol eder. Bu iletisimi, Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerde kontrol eden aktivator proteinler olan Luxl, LuxR ve benzerleri veya
sinyal molekiilleri (Autoinducer; AI-1,Al-2) hedef alinarak biyofilm olusum siireclerinde
yer alan bu iletisimin engellenmesine yonelik bir¢ok sentetik ve dogal kaynakli bilesenlerin

antibiyofilm aktivite arastirmasi gliniimiizde siirdiiriilmektedir (Gopu, Meena ve Shetty,



2015). Yapilan arastirmalar, hiicresel iletisimi engelleyerek bakteriyel iletisimin
engellenmesi sonucu kolonizasyonun oniine gecilmesi amaglanmaktadir. Son yillarda
yapilan arastirmalarda furanon bilesigi yapisal benzerligi ile AHL antagonistik etki
gosterdigi bildirilmistir (Givskov, 1996; Manefield, 1999). Bu caligmalarda patojenin yok
edilmesi yerine bakteriyel viriilansin atteniie edilmesi hedeflenmistir. Arastirmacilar furanon
bilesiginin P. aeruginosa’da hiicresel iletisimi engelleyerek QSC (Quarum Sensing
Controlled) gen ekspresyonunu azalttigini ancak bakterilerin gelismesine etkisinin
olmadigmi raporlamislardir (Hentzer ve digerleri, 2002). Arastirmacilar bitkisel
bilesenlerden izole edilmis kuersetinin bakterileri ¢evresel faktorlerden koruyan EPS
iiretimini azalttigi ve S. aureus'a karsi anti-biyofilm aktivite gosterdigi bildirilmistir

(Manner, Skogman, Goeres, Vuorela ve Fallarero, 2013).
2.4.2. Stres yanit yolaginin hedef alinmasi

Arastirmacilar biyofilm gelismesinde sinyal molekiilii olan ve hiicresel stres cevabi
olusturan guanosine 59-diphosphate 39-diphosphate ((p)ppGpp)‘i inhibisyon amaciyla izole
ettikleri 1018-peptitin antibiyofilm aktivitesini Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
kars1 2,5-10 ug/mL konsantrasyonda biyofilm akis hiicresi aparatinda tespit etmislerdir (De
la Fuente-Nufiez, 2014). Baska bir arastirmada ise 1018-peptidinin antibiyotiklerle
sinerjistik etkiler gosterdigi de bildirilmistir (Reffuveille, De La Fuente-Nunez, Mansour ve
Hancock, 2014). De La Fuente-Nunez ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir diger
calismada 1038-peptiti gibi diger peptitlerin de antibiyofilm etkin olduklari rapor edilmistir.

2.4.3. Ekstraseliiler polisakkarit matriksin enzimler aracihgiyla dagitilmasi

Antibiyofilm etkinlikte EPS'nin yapisin1 bozan Polisakkarid liyazlar, DNaz I ve Dispersin B
gibi enzimler, biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar1 hedef almak icin sik kullanilmaktadir
(Itoh, 2005; Whitchurch, 2002). DNaz I enzimi, biyofilm yapisinda bulunan e-DNA'y1
parcalayarak; Dispersin B enzimi ise, bakterilerin bir araya gelmesini saglayan 3 1-6 N-
asetilglukosamin (PNAG) polimerlerini keserek antibiyofilm aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Kaplan, 2009). Arastirmacilar bu enzimlerin, antimikrobiyaller ile sinerjistik
etki gostererek antibiyofilm aktivite gosterdigi bildirilmistir (Darouiche, Mansouri,
Gawande ve Madhyastha, 2009).
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2.4.4, Peptidoglikan tabakanin hedef alinmasi

Aragtirmacilar, N-asetil muramik asit (NAMA) ile N-asetil glukozamin (NAGA) arasindaki
B-1,4 glikozidik bagin par¢alanmasini katalize eden lizozim benzeri enzimlerden olan

tanenik asit gibi bilesiklerin, peptidoglikani par¢alayan enzimleri aktive ederek antibiyofilm
aktivite gosterdigi bildirmistir (Payne, 2013; Holtje, 1975; Shah, 2008).

Bakteri hiicrelerinin duvarin1 pargalayan streptokok bakteriyofaj endolizini olan PlyC gibi
0zel enzimlerin biyofilm olusumunu bozarak islev gordiigii bildirilmistir (Hoopes, 2009;
Shen, 2013). Bir bagka arastirmada ise epigallocatechin gallate gibi baz1 molekiillerin, hiicre
duvarmi hedef alarak biyofilm olusumunu engelledigi bildirilmistir (Yoda, 2004; Zhao,
2002).

2.4.5. Lipopolisakkarit ¢oziinmesi veya notralizasyonunun hedef alinmasi

Dogal molekiillerden olusan mikroorganizmalar tarafindan da iiretilen antimikrobiyal
peptitlerin (AMP) antimikrobiyal aktivite gosterdigi bilinmektedir. Genellikle pozitif
yiklidiir hem hidrofilik hem de hidrofobik uclara sahiptir bu sayede lipid tabakaya niifuz
edebilmekte ve suda ¢oziinebilmektedir (Zhang ve Gallo, 2016). Antimikrobiyal peptitler,
lipopolisakkaritler (LPS) ile etkilesime girerek hiicre zarimin biitiinliiglinii bozdugu, diger bir
peptit olan PTP-7 ise pH veya yiiksek metal iyon konsantrasyonlarindan etkilenmedigi
bdylece biyofilm yapisina etki ettigi bildirilmistir (Kharidia ve Liang, 2011). Sushi
peptitlerinin ise LPS'yi notralize ederek anti-biyofilm aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Li,
Wohland, Ho ve Ding, 2004).

2.4.6. C-di-GMP sinyal sisteminin hedef alinmasi

Planktonik bakteriler genellikle akut enfeksiyonlardan sorumludur ve antibiyotiklere
duyarhidir ancak biyofilm icerisindeki bakteriler kronik enfeksiyonlara neden olur ve

antibiyotiklerle tedavisi zordur.

Biyofilm olusumunda rol oynayan 3’-5'-cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-
GMP), ikincil habercidir ve sinyal yolaklarinin degistirilmesi sonucu antibiyofilm etki

olusturur (Romling, Galperin ve Gomelsky, 2013). Yapilan arastirmalarda sentezlenen
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bilesiklerde c-di-GMP sentezini engelleyerek biyofilm olusumunu engelledigi bildirilmistir
(Wu, 2015; Sambanthamoorthy, 2014; Lieberman, 2014). Bakteriyel sinyal yolaklarindan
biri olan indol sinyallesmesinin belirli molekiillerle inhibe edilerek biyofilm olusumunu

engellendigi bildirmistir (Nishino, Nikaido ve Yamaguchi, 2007).

2.4.7. Biyofilm tabakanin hedef alinmasi

Bakterilerin hiicre disina salgiladiklar1 proteazlar (sarA, sigB, Esp) ve DNazlar gibi
enzimlerin biyofilm igerisinde yer aldig1 rapor edilmistir (Beenken, 2010; Lauderdale, 2009;
Tsang, 2008). Yapilan baska bir arastirmada ise bu enzimlerden ekstraseliiler proteazlarin
biyofilm matriksinin bilesenlerini parcaladigi, niikleazlarin ise, e-DNA'y1 parcalayarak
biyofilmin parcalanmasini kolaylastirdigir rapor edilmistir (Mann ve digerleri, 2009).
Bakterilerde yardimei gen diizenleme (accessory gene regulatory: agr) sisteminin, biyofilm

matriksini parcalayan enzimlerin sentezini kontrol ettigi bildirilmistir (Boles ve Horswill,

2008).

Amiloid benzeri lifler ve TasA proteininin salgilanmasinin da biyofilm olusumunda etkili
oldugu bildirilmistir (Branda, 2006; Romero, 2011). Molekiillerin anti-amiloid aktivitelerini
test etmek igin yapilan bir arastirmada E. coli, Bacillus cereus ve B. subtilis biyofilminde
AA-861 ve parthenolide gibi inhibe edici molekiillerin, amiloid olusumunu bozdugu bu

sayede biyofilm par¢alanmasina yol ag¢tig1 bildirilmistir (Romero ve Kolter, 2011).

2.4.8. Adhezyon molekiilii sentezi ve fonksiyonunun hedef alinnmasi

Pili veya fimbrialar gibi hiicresel uzantilar bakterilerin konak dokulara yapismasini saglayan
uzun filamentli yiizey yapilaridir ve biyofilm olusumunda da rol almaktadir (Jacobsen,
Stickler, Mobley ve Shirtliff, 2008). Antimikrobiyal peptitlerin bakterilerin yapismasini
etkileyerek biyofilm olusumunun azalmasina yol agtig1 rapor edilmistir (Segev-Zarko, Saar-
Dover, Brumfeld, Mangoni ve Shai, 2015). Streptococcus bovis’in iirettigi Bovicin HC5 ve
nisin gibi bakteriyosinlerin, S. aureus'un tutundugu yiizeylere yapismasini en aza indirdigi
bildirilmistir (de Jesus Pimentel-Filho, de Freitas Martins, Nogueira, Mantovani ve Vanetti,
2014). Katyonik peptit LL-37'nin bakteri yapismasini azalttigi bildirilmistir (Overhage,
2008; Hell, 2010). Buforin 11 ve PR-39 niikleik asitlerle dogrudan etkilesen antimikrobiyal
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peptitlerdendir (Cho, 2009; Boman, 1993). Melimine peptiti ve citropinin anti-biyofilm
aktivite gosterdigi bildirmistir (Cirioni, 2006; Willcox, 2008).

2.4.9. Membran gecirgenliginin hedef alinmasi

Membran gecirgenliginin bozulmasi birka¢ farkli mekanizma ile sitoplazmik zarin
bozulmasma neden olur (Mihajlovic, 2010; Gottler, 2009; Shai, 2001). Membran
gecirgenligini degistirerek enzim iiretimini engelleyen Lantibiyotik peptitlerden olan nisinin
hiicre duvar1 sentezini inhibe ettigi ve membranda porlar acarak sitoplazmik membran
gecirgenligini arttirdigi bildirilmistir (Hasper, 2006; Hsu, 2004; Bierbaum, 2009). Yapisal
benzerligi olan subtilinin, epidermin ve galiderminin de biyofilm olusumunu engelledigi

bildirilmistir (Parisot, 2008; Saising, 2012).

2.5. Anti-Biyofilm Aktivite Yontemleri

Giiniimiizde teknolojinin gelismesiyle birlikte biyofilm olugumunu saptamada in vitro ve in
vivo yontemlerden yararlanilmaktadir. Deney hayvanlarinda biyofilm enfeksiyon modeli
olugturulmasina dayali in vivo yontemler sik kullanilmaktadir. Tip testi yOntemi
(Christensen yontemi), mikroplate kullanilan yontemler, modifiye tiip aderans yontemi
(Modifiye Christensen yontemi), Kongo kirmizili agar ydntemi, biyofilm olusumunu
saptamada sik kullanilan yontemlerdir. Kuru agirlik ve metabolik aktivitenin saptanmasina
dayali bazi kantitatif yontemlerle floresan mikroskobisi, konfokal lazer tarama mikroskobisi
ve elektron mikroskobisinin kullanildig1 yéntemler de bulunmaktadir (Atshan, 2012; Oztiirk,
2014).

Biyofilm olusumunu belirleme yontemleri arasinda hala en yaygin kullanilan Christensen ve
arkadaslar1 tarafindan 1982 ve 1985 yillar1 arasinda gelistirilen kiiltiir tliplinii kaplayan
bakteriyel biyofilmin katyonik bir boya ile boyandig tiip testi yontemidir. Diger yaygin bir
yontem boyanmis bakteri filminin optik dansitesinin (OD), spektrofotometrik olarak

belirlendigi bir mikroplaka testidir (Christensen ve digerleri, 1985).

Uygulanan tiim yontemlerde arastirilan madde ve mikroorganizma Ozelliklerine gore

inokulum  miktari, besiyeri, inkiibasyon kosullar1 degisebilmektedir dolayisiyla
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uygulanmada modifikasyonlar yapilmakta ve yontemlerin standardizasyonu zorlagmaktadir

(Temel ve Erag, 2018).

Gergek Zamanli Hiicre Analizi (real time cell analyzer-RTCA) yontemi hizli ve giivenilir
sonuglar veren kolay bir yontemdir. Bu yontem baslangicta, 96 kuyucuklu mikroplakalara
esdeger bir ylizeye sahip olan E-plakalarin, tabanina yerlestirilen altin mikroelektrotlar
tizerine yapisan Okaryotik hiicrelerin adhezyonu ve biiylimesiyle olusan elektrik akimina
kars1 direnci tespit etmek igin gelistirilmistir. Direngteki bu degisim hiicre sayisi ve biyofilm
olusumu ile orantilidir (Valdes, Gueimonde ve Ruas-Madiedo 2015). Klasik yontemlerle
uyumlu oldugu belirtilen yontemin biyofilm olusumunu gercek zamanli gosterebilen ve
maddelerin anti-biyofilm aktivitesinin degerlendirildigi yontemdir (Gutiérrez, Hidalgo-
Cantabrana, Rodriguez, Garcia ve Ruas-Madiedo, 2016). Inokiilasyon asamasinda elektrik
akimima gosterilen direncteki Ol¢lim ile hesaplanan hiicre indeksi (CI) degeri "0"’dir.
Bakteriler E-plate tabaninda mikroelektrotlara adheze olduktan sonra basladiklari
proliferasyon hizina bagli olarak elektrik akimina gosterilen direngte degisiklik yani ClI
degeri artis1 goriilmekte, akimin gecisine karsi diren¢ sabitlendiginde maksimum Cl'ya
ulagilmis yani mikroelektrot ylizeyi biyofilm tarafindan tamamen kaplanmis olmaktadir.
Maksimum CI degeri, biyofilmin olgunlagsma siiresi boyunca sabitdir biyofilm ayrilma

asamasina geldiginde CI degeri de orantili olarak azalma goriiliir (Sekil 2.3.).

Bakteriyel biyofilm:

E-Plate
(16-kuyucuk)

E-Plate Kuyucuk i
(iistten goriiniim) Inokiilasyon

Matiirasyon

»

¢ Adezyon/ proliferasyon
/

A Fa—

b)

P
FETAEE ER Ty 1Py ot SRy, | S, S,
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Sekil 2.4. Bakteriyel biyofilm olusumunun real time cell analyzer-RTCA ger¢ek zamanlh
grafigi. A: standart E-plate (16-kuyu) de yer alan altin mikroelektrotlarla
kaplanmis kuyucuklar. B: bakteriyel biyofilm olusumunda zamana kars1 elektrik
akimina gosterilen direng
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Prensip olarak Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizine benzeyen bir diger yontem biyofilm
gelisimini yine ger¢ek zamanli izlemeyi saglayan fiber-optik sensdrlerin kullanilmasidir
(Orii ve digerleri 2017). Bir¢ok arastirmact grubu bu yontemin fakli modifikasyonlarini
arastirmiglardir (Fischer, 2012; Philip-Chandy, 2000; Zhong, 2014). Yapilan bir arastirmada
%1 maya ekstrakt1 ve glikoz iceren besin ¢dzeltisinde biyofilm olusumunu izlemek igin bir
fiber optik sensor gelistirilmistir. Yontemde 590 nm dalga boyuna optimize edilmis bir beyaz
151k kaynagi ve spektral Vis-NIR araliginda bir spektroskopi dedektorii kullanilarak optik
gecirgenligin  incelenmesine dayanmaktadir. Arastirmacilar, fiber-optik  ¢ekirdek
yilizeyindeki biyofilm olusumuna bagli olarak, tabakanin kalinlig1 arttikga gecirgenligin
(transmitans) azaldigini VR sensoriin anti-biyofilm aktivitesi arastirilan bir iriin igin
basartyla kullanildigint bildirmislerdir (Orii ve digerleri 2017). Yine fiber optik
teknolojisiyle yapilan bir ¢alismada fiber optik sensor su kanallarinin kirliligini anlik olarak
tespit etmek icin kullanilmistir. Kapali su sistemlerinde fiber-optik sensor {izerindeki
biyofilm birikimine bagh olarak kirilma indisindeki (refraktif indeks) artis1 hesaplayarak

biyofilm gelisimininin izlenebilecegi bildirmislerdir (Philip-Chandy ve digerleri, 2000).

2.6. Bakteriyel Direnc

Arastirmacilar genelde bakteriyel direnci, dogal (intrinsik) direng¢ ve kazanilmis direng

olmak tizere iki temel tiire ayirmaktadir (Schwarz ve Chaslus-Dancla, 2001).

2.6.1. Dogal (intrinsik) direng

Bakterilerin tiir 6zelligi olarak ilacin hedef aldig1 yapiy1 tasimamalarina veya ilacin yapisal
bir Ozellikten dolayr hedefine ulasamamasina dogal (intrinsik) direng denmektedir.
Enterokoklar gibi bazi bakteriler, disardan aldig1 folatlar1 kullanabilirler yani kendi folat
sentez yolaklarina bagimli degillerdir bu sayede enterekoklar, trimetoprim ve siilfonamid
gibi folat yolagimi hedef alan antibiyotiklere karsi dogal olarak direnglidirler (Schwarz,
Loeffler ve Kadlec, 2017). Vankomisin, Gram negatif bakterilerin dis zarina penetre olamaz
bu sayede P. aeruginosa gibi bakteriler vankomisine karsi dogal direngli olmasidir (Van
Duijkeren, Schink, Roberts, Wang ve Schwarz, 2018).
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2.6.2. Kazanmilmis diren¢

Kazanilmis direng bakteri susunun, bir antimikrobiyale kars1 bir mutasyon veya genetik
degisiklikle direng kazanabilmesidir. Ornegin S. aureus, metisilin ile tedavi edildiginde, baz1
suslarda metisiline kars1 direng gelisebilmektedir. Bu durumda, bu bakteri susu "metisilin
direngli Staphylococcus aureus" (MRSA) olarak adlandirilmaktadir. Kazanilmis direngte
genellikle degisiklik, kromozomal DNA’da hiicrede belirli bir islevden sorumlu olan gende
olmaktadir. Ornegin bakteride ilacin baglandig1 reseptdriin yapis1 degisebilmektedir veya
yeni bir reseptér olusturulabilmektedir. Kromozomal mutasyonla gelisen direng baska
bakterilere yayilmamaktadir ve mutasyona ugrayan bakterinin metabolik aktivitesi de
degisebilmektedir bunun sonucu olarak bakterinin {ireme yetenegi de azalabileceginden

plazmidle olusan dirence gore daha seyrek goriilmektedir.

Direng kazanma yontemlerinde biri {izerinde ilaglara kars1 diren¢ genlerini tasiyan direng
yapilar1 (plazmidler, transpozonlar, insersiyon dizileri) aktarildiklar1 mikroorganizmaya bir
veya birden ¢ok antimikrobiyale karsi direngli olma 0&zelligini kazandirmaktadirlar.
Bakterilerde gen aktarim yollari olan transdiiksiyon, konjugasyon ve transpozon ile direng

plazmidleri tasinarak diger bakterilere aktariimaktadir.

2.6.3. Kazamilms diren¢ mekanizmalari

Ilac hedefinde degisiklik olmasi

Mikroorganizma iizerinde ilacin hedefledigi yapida gergeklesen degisimler birkac farkl
mekanizmayla ilacin etkisini azaltabilmektedir. Ornegin bakteri hiicre zarinda bulunan
penisilin baglayan proteinlerde degisim goriilebilmektedir bu da B-laktam grubu igeren
antibiyotiklere karsi direng saglamaktadir. Baska bir mekanizma ise bakterilerin,
antibiyotigin hedef aldig1 ribozom yapisinda degisiklikler yaparak antibiyotige karsi direng
gelistirebilmesidir 6rnegin Mycobacterium tuberculosis, antibiyotiklerin ribozomlara
baglanmasini engelleyerek direng gelistirebilmektedir.  Bakteriler 6zellikle makrolit,
aminoglikozit ve linkozamitlerde bu mekanizma diren¢ gelistirilmektedir. Enzimatik
hedeflerde de degisim goriilebilmektedir boylece sulfonamid, trimetoprim, rifampin ve

kinolonlara kars1 diren¢ saglamaktadir.
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Sentezlenen enzimle ilacin inaktive veya modifiye edilmesi

Bakteriler, antibiyotigi etkisiz hale getiren enzimler iiretebilmektedirler 6rnegin p-laktam
antibiyotiklerin bir¢cogu, hiicre duvarini sentezleyen bakteriyal enzimlerin galismasini
engelleyerek bakteri hiicrelerinin biiytimesini durdurmakta veya 6ldiirmektedir. B-laktamaz
enzimleri, B-laktam tiirii antibiyotiklerin igerdigi B-laktam halkasini pargalayarak etkinligini
ortadan kaldiran enzimlerdir. S. aureus ve E. coli gibi birgok bakteri tiirii, -laktamaz
enzimlerini iretebilmektedir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus, p-laktamaz
enzimlerini treterek penisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklerine karsi direng

gelistirebilmektedir.

Hiicrevye giren veva biriken ilac miktarinin azalmasi

Bakteriler birkag farkli mekanizma ile hiicre icerisinde ila¢ konsantrasyonunun artmasint
engelleyerek antibiyotiklere karsi direng gosterebilmektedir. Mekanizmalar; bakterinin
permeabiliteyi azaltmasi, antibiyotik alim ve transport sisteminin zayiflatilmasi veya efflux
pompalama ile ilacin disar1 atilmasi olarak siralanabilir. Birgok bakteri tiirii, 6zellikle gram-
negatif bakteriler, efflux pompalarna sahiptir. P. aeruginosa genis bir yelpazedeki

antibiyotiklere kars1 direng gelistirmekte etkili olan ¢esitli efflux pompalarina sahiptir.

Metabolik aktivite azaltilmasi veya degistirilmesi

Ornek olarak, E. coli gibi bakteriler antibiyotik stresine yanit olarak metabolik aktivitelerini

azaltir, enerji ve kaynaklarini antibiyotige direng gostermek i¢in harcayabilmektedirler.

2.7. Antimikrobiyal Aktivite Testi Yontemleri

Antimikrobiyal aktivite testleri etken madde kesfi, epidemiyoloji ve terapotik doz araligi
belirlemek igin kullanilir. Tim 6nemli antibiyotik gruplarinin (penisilinler, sefalosporinler,
makrolidler, tetrasiklinler, aminoglikozitler ve siilfonamidler) kesfedildigi ve kemoterapinin
temel sorunlarinin ¢6ziildiigii altin cagindan sonra mikrobiyal direncin artmasi nedeniyle
ilaglar antimikrobiyal aktivitesini kaybetme tehlikesiyle kars1 karsiyadir (Mayers, Sobel,
Ouellette, Kaye ve Marchaim, 2017).
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Bir bitkisel ekstrenin veya kimyasal bilesigin in vitro antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmek icin ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Bu yontemleri diflizyon ve diliisyon
yontemleridir. Antimikrobiyal aktivite testlerinin en temel ve en bilinenleri disk-difiizyon,
s1v1 veya agar diliisyon yontemleridir. Bu yontemler, antimikrobiyal aktivitenin zaman ve
konsantrasyona bagli olarak bakterisidal veya bakteriostatik etkisini ve mikroorganizmaya
karst hiicresel hasarin (hiicre oliimii, fonksiyonlarin kaybi veya hiicrenin yapisinin
bozulmasi) derecesini belirleme konusunda bilgi verir. Antimikrobiyal aktivite test

yontemleri uygulanan prensibe dayali olarak, ¢esitli tiplere ayrilmistir:

Agar Overlay
Metodu

Metodu (Agar

Difiizyon
| aktivite
Diliisyon

E-test Metodu Mikrodiliisyon

Makrodiliisyon
Siv1

Diliisyon

Nokta Ekim
Yontemi

Cizgi Yontemi

H

Szybalski
Gradient
Yontemi

Agar
Diliisyon

Fleming Agar
Kanal Yontemi

i

Sekil 2.5. Uygulama prensiplerine gore antimikrobiyal aktivite test yontemleri

2.7.1. Difiizyon yontemleri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik aktivitenin degerlendirilmesinde diflizyon
testleri en yaygin kullanilan yontemlerdendir. Kirby-Bauer yontemi CLSI ve FDA tarafindan
onerilenyontemlerdendir. Testin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, standart prosediirde
kullanilan malzemelerin steril muhafaza edilmesine baghdir. Bu test, incelenen
mikroorganizmanin kagit disklere emdirilen antibiyotige duyarliligini belirlemek igin
kullanildig1 bir yonteme dayanir. Kullanilan kagidin emme ve emdigi maddeyi difiize etme
yetenegi yontemin dogrulugu ig¢in ¢ok O6nemlidir. Belirlenen miktarda antibiyotik igeren
kagit diskler, yogun ekim yapilan kat1 besiyerine yerlestirilir. Diskler bir siire sonra agar
lizerinden diflize olurken, inokiile edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya baslar. 24 saat

35°C'de yapilan inkiibasyon siiresinin ardindan, ilacin inhibitér konsantrasyonlarinin elde



18

edildigi disk zonunda lireme gézlemlenmez. Mikroorganizmanin ilaca duyarhiligi arttikca,
disk etrafinda olusan inhibisyon zonu genisler. Inhibisyon zon ¢ap1 milimetre olarak 6liiliir
ve CLSI tarafindan belirlenen referans degerler ile karsilagtirilarak yorum yapilir (CLSI
MO02-A11, 2012: 1-58; European Committee on antimicrobial susceptibility testing
[EUCAST], 2013: 1-18).

2.7.2. Diliisyon yontemleri

Siv1 ve kati besiyerlerde diliisyon yontemleri, antimikrobiyal maddelerin bakterilere karsi
laboratuvar kosullarinda aktivitesini kantitatif olarak 6lgcmeye yarar. Temel olarak, bir seri
tiipe veya mikropleyte sivi besiyeri agar dilisyonda ise petriye kati besiyeri konur.
Antimikrobiyal madde dilisyonu yapilarak farkli konsantrasyonlarda eklenir. Bu
besiyerlerine, standart miktarta mikroorganizma igeren bir siispansiyon inokiile edilir.
Besiyerleri 24 saat 35°C'de inkiibe edildikten sonra iiremenin olmadigi en diisiik
antimikrobiyal madde konsantrasyonu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) olarak

belirlenir (CLSI M07-A9, 2012: 1-67; Wiegand, 2008).
2.7.3. Diliisyon ve difiizyon

Gradient Diflizyon Duyarlilik Testi, E-test veya Epsilometre testi olarak da adlandirilabilen,
gradient ve stripler kullanilarak yapilan kantitatif bir yontemdir. E-test S. pneumoniae, B3-
hemolitik streptokok, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus sp. ve anaeroblar gibi zor tireyen

organizmalar i¢in MIK degerlerini belirlemek i¢in kullanilabilir.

E-test yonteminde besiyerine numune inokule edildikten sonra strip agar ylizeyine konulur
ve 24 saat 35°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra antimikrobiyal maddenin farkl:
konsantrasyonlarinin bulundugu seritler, agar yiizeyine yerlestirilir. Seridin agar iizerine
yerlestirilmesiyle antibiyotik, difiize olur. Inkiibasyon sonrasi simetrik bir inhibisyon elipsi
olusur. MIK degeri, seridin iist yiiziine basili olan dogrusal 6lgekten ve iiremenin inhibe
oldugu zonun seridi kestigi noktada okunur. Kalibre edilmis strip ile inhibisyon alaninin

kenarinin kesisimi, MIK degerini gosterir (Baker, 1991; Huang, 1992).
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2.8. Biyoaktiviteleri Arastirilan Tiirkiye’de Yetisen Bitkiler

Ulkemizde Tiirkiye'nin kuzey kesimlerinde ve Anadolu'nun i¢ kesimlerinde yetisen Echium
vulgare ve Echium orientale, kiy1 kesimlerinde yetisen Echium plantagineum ve Marmara

bolgelerinde yetisen Phytolacca americana tiirleri calismamiza dahil edilmistir.

2.8.1. Echium vulgare (Engerek otu)

|l Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Boraginales
Familya: Boraginaceae
Genus: Echium

Tiir: Echium vulgare

Resim 2.1. Echium vulgare

Echium vulgare Tirkiye'de “Engerek Otu” olarak bilinen boyu 90 santimetreye kadar
uzayabilen, iki yillik otsu bir bitkidir. Echium vulgare’nin yaprak veya goévdesine
dokunulmasi dermatite neden olabilir. Bitkiye temas edilecekse eldiven giyilmelidir.

E. vulgare daha 6nceden farkli bitkilerden elde izole edilip antimikrobiyal etkisi kanitlanmig
fenolik asitler (Ghasemzadeh A. ve Ghasemzadeh N. 2011), polisakkaritler (Tahmouzi,
2014), pirolizidin alkaloidleri (Wei, Ruan ve Vrieling, 2021), naftokinon pigmentleri
(Sasaki, Abe ve Yoshizaki, 2002) ve organik asitler (Zare ve digerleri, 2011) igermektedir.

E. vulgare ekstresinin antibakteriyel aktivitesi daha Onceden bildirilmistir. Yapilan bir
aragtirmada; E. vulgare’nin toprak st sulu ekstresinde; S. epidermidis, S. marcescens ve E.
cloacae’ya kars1 disk difflizyon yontemi ile elde edilen sonuglara gére 7 mm ile 8,2 mm zon

capinda antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Karakas, Y1ldirim ve Tiirker, 2012).
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2.8.2. Echium plantagineum (Kirkbatiran)

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Boraginales
Familya: Boraginaceae
Genus: Echium

Tiir: Echium plantagineum

Resim 2.2. Echium plantagineum L.

Echium plantagineum L. Tiirkiye'de “Kirkbatiran olarak bilinen yumusak tiiylere sahip, bir
veya iki yillik bir bitkidir. E. plantagineum'un yaygin olarak bildirilen kullanim sekli toprak
tistii kisminin kaynatilip ¢ay ve tentiir haline getirilmesidir. Elde edilen ¢ayin diaforetik ve
ditiretik olarak kullanildig1 bildirilmistir (Sezik ve digerleri, 1997: 195-211).

E. plantagineum daha 6nceden farkli bitkilerden elde izole edilip antimikrobiyal etkisi
kanitlanmis bitki igerikleri olan; flavonoidler (Kumar ve Pandey, 2013), naftokinon
pigmentleri (Sasaki ve digerleri, 2002), pirolizin alkoloidleri ve organik asitler igermektedir
(Zare ve digerleri, 2011).

Echimidine ve Echihumiline, E. plantagineum tiiriinde bulunan ana pirolizidin alkaloididir.
Yapilan bir arastirmada Echimidine ve Echihumiline alkaloidlerinin anti-inflamatuar,
analjezik, lokal anestezik ve anti-plasmodyum aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir
(Debnath ve digerleri, 2018).

E. plantagineum bitkisinin bir baska igerigi olan shikonin yara iyilestirici, anti-inflamatuar,
antibakteriyel, anti-oksidan, anti-trombotik ve anti-tiimor 6zelliklere sahip oldugu bildirilen
dogal bir kirmiz1 naftokinon pigmentidir (Papageorgiou, Assimopoulou ve Ballis, 2008). E.
vulgare ile karsilagtirildiginda, E plantagineum'un kok ekstresinde yaklasik 2,5 kat daha
yiiksek shikonin bulundugu bildirilmistir (Skoneczny ve digerleri, 2015).
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2.8.3. Echium orientale (Aksamsavki)

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsif:

Takim: Boraginales
Familya: Boraginaceae

Genus: Echium

Tur: Echium orientale

Resim 2.3. Echium orientale

Echium orientale Tirkiye'de “Aksamsavki” olarak bilinen Echium orientale L.,
Boraginaceae familyasina ait, Tiirkiye'nin kuzey kesiminde ve Anadolu'nun i¢ kesimlerinde

goriilen endemik bir bitkidir (Davis, 1970). Endemik olmasi bitkiyi degerli kilmaktadir.

Echium tiirlerinin, 6zellikle pirolizidin alkaloidleri, shikonin tiirevleri ve yag asitleri olmak
tizere ikincil metabolitler agisindan zengin oldugu bildirilmistir (Kuruiizim-Uz, 2004;
Mehrabani, 2005; Tiirker, 2018). Bitkinin sekonder metabolitlerinden biri fenolik asit tiirevi
olan rosmarinik asittir. Rosmarinik asidin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu daha

onceden bildirilmistir (Petersen 2003; Vostalova, 2010).

Arzu Ugar Tiirker ve digerleri (2018) E. orientale L. bitkisinde antibakteriyel aktiviteyi disk
difiizyon yontemiyle arastirdiklar1 ¢aligmalarinda tarlada yetistirilen yapraklarin metanolik
ekstrelerinin (14,3 + 0,3 mm) in vitro yetistirilen yapraklara (9,5 + 0,3 mm) gore daha yiiksek
antibakteriyel aktivite gosterdigini  bildirmislerdir. Calismada sulu ekstre ile
karsilagtirildiginda metanolik ekstrenin daha yiiksek aktivite gostermesi, metanol

ekstresindeki polifenollerin daha yiiksek miktarlariyla iligkilendirilmistir.



22

2.8.4. Phytolacca americana (Sekerci Boyasi)

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Caryophyllales
Familya: Phytolaccaceae
Genus: Phytolacca

Tiir: Phytolacca americana

Resim 2.4. Phytolacca americana

Phytolacca americana (Sekerci Boyasi) Ciceklenmenin Haziran-Eyliil aylari arasinda
oldugu, yasam alanlari tarlalar, yamaclar ve ¢alilik habitatlar olan bir bitkidir. Yanginlardan
dahi etkilenmemesini saglayan gii¢lii ve derin kok sistemi bulunmaktadir. Yangindan sonra
koklerinden yeniden biiyliyerek yasamina devam edebilmektedir. P. americana L.
taksonunun zehirli oldugu i¢in kullanimma dikkat edilmesi gerektigiyle birlikte 6zellikle

Cin’de tedavi, gida ve hayvan yemi olarak kullanildig: bildirilmistir (Bailly, 2021).

Phytolacca americana L’nin. antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikanser ve uyarict
etkilerinden dolayr Giiney ve Orta Amerika'da geleneksel tipta, bircok rahatsizligin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta oldugu bildirilmistir (Ravikiran, 2011; Ding, 2013).

P. americana L.’nin antimikrobiyal aktivitesi daha 6nceden bildirilmistir. Ham ekstre ile
yapilan bir ¢alismada 1,8 mg/mL'de Porphyromonas gingivalis'e kars1 oldukga aktif (%100
biiyime inhibisyonu) ve S. mutans'a karsi orta derecede (%44 biiylime inhibisyonu) aktif
oldugu bildirilmistir. (Patra ve digerleri, 2014).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Bitkisel Ekstreler

Arastirmada kullanilan Echium ve Phytolacca tiirleri Temmuz 2021'de Tiirkiye'nin farkli
yerlerinden, dogal yasam alanlarindan toplanmistir. Echium plantagineum L., Echium
vulgare L. ve Phytolacca americana Kirklaraeli'nin Vize ilgesinden; Echium orientale L.
Kiitahya Domanig-Tavsanli yolundan toplanmustir. Bitkilerin teshisleri Gazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Botanik Béliimii'nden Dog¢.Dr. M. Ufuk Ozbek tarafindan yapilmustir. E.
plantagineum, E. orientale ve E. vulgare'nin kanit niteliginde 6rnekleri sirasiyla GUE-3849,
GUE-3850 ve GUE-3851 herbaryum erisim numarasiyla Gazi Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Herbaryumu'nda saklanmaistir.

Arastirmamizda antimikrobiyal yonden incelenen ekstreler; Echium vulgare-MeOH (kok),
Echium vulgare-MeOH (toprak istii), Echium plantagineum-MeOH (kok), Echium
plantagineum-MeOH (toprak {istii), Echium orientale-MeOH (kdk), Echium orientale-
MeOH (toprak {istii), Phytolacca americana-MeOH (Yaprak), Phytolacca americana-
MeOH (Meyve) tibbi bitkisel ekstre stok soliisyonlar1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof.Dr. Ipek SUNTAR ve Dr. Kevser TABAN

tarafindan hazirlanmistir.
3.2. Mikrobiyolojik Analiz

Arastirmamizda kullanilan mikroorganizmalar Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmas6tik Mikrobiyoloji Kiiltiir Koleksiyonundan saglanmistir.
3.2.1. Gerec ve yontemler

Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Streptococcus mutans ATCC 21752
Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Escherichia coli ATCC25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC10145,
Klebsiella pneumoniae RSKK574
Acinetobacter baumannii RSKK02026
Candida albicans ATCC10231
Candida parapsilosis ATCC90028
Candida krusei ATCC6258
Trycophyton rubrum RSKK486
Epidermophyton floccosum RSKK3027
Microsporum gypseum NCPF580

Besiyerleri

Muller Hinton Agar (MHA, Merck)
Muller Hinton Broth (MHB, Merck)
Saboroud Dekstroz Agar (SDA, Merck)
Saboroud Liquid Medium (SLM, Merck).

Coziciiler

Dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck)
%80 metanol : %20 su
Fosfat tampon ¢ozeltisi

Distile su

Kullanilan kontrol antimikrobiyal maddeler

Ampisilin (AMP, sigma A0166)
Levofloksasin (LFX, sigma D1806)
Gentamisin (GM, sigma A8650)
Itrakonazol (ITRA, sigma 16657)
Griseofulvin (GRI, sigma G2664 )
Terbinafin (TER, sigma G003253)
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e Ketokonazol (KET, sigma G003254)
e Flukanozol (FLU, sigma 48F8814)

Kontrol ajanlar; fosfat tamponu (AMP, pH: 8,0), su (GEN, LFX, FLU) ve %5 DMSO (KET,
ITRA, GRI) ve %1 Tween 80 (TERB) ¢oziiciilerinde hazirlanarak deneyde test edilmistir.
Stok soltisyonlar CLSI kriterlerine gore hazirlanmistir (CLSI M38-A2, 2008: 1-35; (CLSI
M27-A3, 2012: 1-25).

Cam malzemeler

e Balon joje
e Beher

e Test tiipleri
e Petri kutular
e Erlen

e Cam pipetler (1ml, 5ml, 10ml).

Cihazlar

e Giivenlik kabini (Chemocell LRCX-UV, Classll A-B (1°2°3”) III)
e ELIZA cihazi (Molecular Devices Versamax)

e Otoklav (Niive, OT 4060, ISO, 9001)

e Pasteur firmi1 (NEL, NR900, Heraueus NR900)

e Vorteks (Firlabo)

e Hassas terazi (AW320, D432410445, Shimadzu)

e pH metre (Appoyal)

e Otomatik pipetler (Greiner, eppendorf)

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Bakterisit/ fungusit ve bakteriostatik/ fungustatik konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla
MIK ve iistii diliisyonlarinda kat1 besiyerine ekim yapilarak degerlendirilmis ve kolorimetrik
mikrodilisyon yoOntemiyle kantitatif inhibisyon konsantrasyonlart (ICsp) 600-690 nm

absorbansta ELIZA mikropleyt okuyucuda dlgiim yapilmistir
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3.3.1. inokulum hazirhg

Arastirmada; American Type Culture Collection (ATCC), Culture Collection of Refik
Saydam Central Hygiene Institute, Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK), National
Collection of Pathogenic Fungi (NCPF)’ye ait referans suslar kullanilmistir.

Dermatofitlerden; T. rubrum (RSKK 486) E. floccosum (RSKK 3027) ve M. gypseum
(NCPF 580), miselyum ve konidia gelisimi igin patates dextroz agara pasajlanmis ve
28°C’de 7-10 giin inkiibe edilmistir. Tiim dermatofit suslar steril bir pastor pipeti yardimryla
10 mL steril serum fizyolojik (%0,9) i¢erisine alinmig ve 15-20 dk agir partikiillerin ¢6kmesi
icin CLSI M38-A’ da 6nerildigi bigimde oda 1s1sinda bekletilmistir.

Kiiltiir siispansiyonlart spektrofotometrik olarak ODgo 520 nm’ de %70—72 absorbansa gore
hazirlanmistir. Stok siispansiyonlar RPMI 1640+0,165 M MOPS (pH: 7,0) ile 1:50 oraninda
diliie edilerek 4x10° ve 5x10* CFU/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan inokulum;

antidermatofitik aktivite testinde denenmistir.

Maya benzeri funguslardan C. albicans, C. parapsilosis ve C.krusei SDA besiyerinde
35°C’de 24 saat iiremis kiiltiirleri steril serum fizyolojik icerisine alinmistir ve RPMI

besiyeriyle 5x10? CFU/mL’de hazirlanmustir.

Gram pozitif bakterilerden; S. aureus, S. pyogenes, B. subtilis, E. faecalis, Gram negatif
bakterilerden ise; E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve A. baumannii, MHA’da 37°C’de

1 gecelik kiiltiirlerinden 0,5x10° CFU/mL’de hazirlanmistir.

3.3.2. Yontem

Echium vulgare (kok), Echium vulgare (toprak {istii), Echium plantagineum (kok), Echium
plantagineum (toprak iistii), Echium orientale (kok), Echium orientale (toprak iistii), P.
americana (yaprak) ve P. americana (meyve) ‘nin metanol ekstreleri nihai konsantrasyonu
1024 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir ve 0,22 mm millipore (MA 01730, ABD)

kullanilarak filtrasyon yoluyla sterilize edilmistir ve stok ¢ozeltiler olarak kullanilmistir.

Standart antibakteriyel ve antifungal ilaglar olarak ampisilin (AMP), gentamisin (GM),
levofloksasin (LFX), flukonazol (FLU), ketokonazol (KET), terbinafin (TER), grizeofulvin
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(GRI), itrakonazol (ITRA) kullanilmistir. Referans antibakteriyel maddeler Sigma Chemical
Co.'dan satin almmistir ve fosfat tampon c¢ozeltisi (ampisilin, pH 8,0; 0,1 mol/mL),
dimetilstilfoksit (ketokonazol, terbinafin, grizeofulvin, itrakonazol) veya su (gentamisin,

levofloksasin, flukonazol) i¢inde ¢6zlilmiistiir.

Antidermatofit, antifungal ve antibakteriyel aktivite tayininde mikrodiliisyon yontemi
kullanilmistir. Besiyeri igeren 96 kuyulu mikropleyte maddelerin ¢ift katli diliisyonlar: (128-
0,125 pg/mL) yapilmistir. Kuyulara her 6rnek i¢in 10 uL dermatofit, maya benzeri fungus
ve bakteri kiiltiir siispansiyonu ilave edilerek sirastyla; 28°C’de 72 saat, 35°C’de 24 saat,

37°C’de 18 saat inkiibasyon sonras1 minimum inhibisyon diliisyonlar1 (MIK) belirlenmistir.

Kolorometrik mikrodiliisyon yontemiyle besiyeri igeren 96 kuyulu mikropleyte maddelerin
cift kath dilisyonlart (128-0,125 pg/mL) yapilmistir. Kuyulara her 6rnek icin 10 pl
dermatofit, maya benzeri fungus ve bakteri kiiltiir siispansiyonu ilave edilmistir. Resazurin
soliisyonu 10 pl ilave edilmistir. Dermatofitler i¢in 28°C’de 72 saat, Candida’lar i¢in
35°C’de 24 saat, bakteriler i¢cin 37°C’de 18 saat inkiibasyon sonrasi resazurinin metabolik

aktivite sonunda resafurine doniiserek olusturdugu renk degisimi degerlendirilmistir.

Bakterisit/ fungusit ve bakteriostatik/ fungustatik konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla
MIK ve iistii diliisyonlarinda kati besiyerine ekim yapilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda
tireme goriilmeyen Ornekler bakterisit/fungusit, tireme goriilenler bakteriostatik/fungustatik
olarak degerlendirilmistir. Kolorimetrik mikrodiliisyon yontemi ile kantitatif %50
inhibisyon konsantrasyonlarinin (ICsp) belirlenmesi amaciyla 600-690 nm absorbansta
ELIZA mikropleyt okuyucu’ da 6lgiim yapilarak inhibisyon oranlari denenen tiim
mikroorganizmalar/test Ornekleri ve konsantrasyonlar1 igin belirlenmistir. Grafiklerin
olusturulmas1 ve %inhibisyon degerleri (% Inh.); %Inh.=[Rezasurin+¢dziicii+besiyeri]-

[Rezasurin+mikroorganizma-+besiyeri]x%100° degerlerine gore hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Gram pozitif mikroorganizmalardan S. aureus, S. mutans, B.subtilis ve E. faecalis {izerinde
denenen E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak tstii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum
(toprak tstii), E. orientale (kok), E. orientale (toprak iistii), P. americana (yaprak) ve P.
americana (meyve) ekstrelerinin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve
Resazurin kolorimetrik yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK; pg/mL), minimum bakteriyostatik/-sidal (MBS/-MBC; pg/mL) degerleri ve
absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (ICso; pg/mL) degerleri Cizelge

4.1°de verilmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde S. aureus’a kars1 her iki yontemde E.
vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak
uistii), E. orientale (kok) ve P. americana (yaprak) ekstrelerinde 64 pug/mL’de antibakteriyel
aktivite belirlenmistir. E. orientale (toprakiistii) ve P. americana (meyve) ekstrelerindeyse
mikrodiliisyon yonteminde 64 ug/mL’ de antibakteriyel aktivite belirlenirken kolorimetrik
mikrodiliisyon yonteminde 128 pg/mL’ de antibakteriyel aktivite belirlenmistir. MBS/MBC;
>512/-, I1Cxo ise; 28-41 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilagtirilmali olarak degerlendirildiginde S. mutans’a kars1 her iki yontemde E.
vulgare (kok) ekstresinde 32 pg/mL’de; E. vulgare (toprak istii), E. plantagineum (kok), E.
plantagineum (toprak istii), E. orientale (kok), E. orientale (toprakiistii), P. americana
(yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 64 pg/mL’de antibakteriyel aktivite
belirlenmistir. MBS/MBC; >512/-, ICs ise; 30-20 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde B. subtilis’e kars1 her iki yontemde E.
vulgare (kok) ve E. orientale (kok) ekstrelerinde 64 pug/mL’de; E. vulgare (toprak {istii), E.
plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak iistii), E. orientale (toprakiistii), P. americana
(yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 32 pg/mL’de, antibakteriyel aktivite
belirlenmistir. MBS/MBC; >512/-, ICs ise; 18-58 pg/mL araliginda belirlenmistir.
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Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon ydntemleri sonucunda elde edilen MIiK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde E. faecalis’e kars1 her iki yontemde E.
vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii) ve E. plantagineum (kok) ekstrelerinde 128
ug/mL’de; E. orientale (kok), E. orientale (toprakiistii), P. americana (yaprak) ve P.
americana (meyve) ekstrelerinde 64 pg/mL’de; E. plantagineum (toprak iistii) ekstresinde
mikrodiliisyon yonteminde 64 pg/mL’ de antimikrobiyal aktivite belirlenirken kolorimetrik
mikrodiliisyon yonteminde 128 pg/mL’ de antibakteriyel aktivite belirlenmistir MBS/MBC;
>512/-, ICxo ise; 31-62 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Gram negatif mikroorganizmalardan E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve A. baumannii
denenen E. vulgare (kdk), E. vulgare (toprak istii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum
(toprak tistii), E. orientale (kok), E. orientale (toprak iistii), P. americana (yaprak) ve P.
americana (meyve) ekstrelerinin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve
Resazurin kolorimetrik yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK; pg/mL), minimum bakteriyostatik/-sidal (MBS/-MBC) degerleri ve absorbans
degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (ICso) degerleri Cizelge 4.2. de

goriilmektedir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde E. coli’ye karsi her iki yontemde E.
vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii) ve E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak
iistii) ve E. orientale (kok), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde
64 pg/mbL’de; E. orientale (toprakiistii) ekstresinde 32 pg/mL’ de antibakteriyel aktivite
belirlenmistir. MBS/MBC; >512/-, ICs ise; 28-35 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilagtirlmali olarak degerlendirildiginde P. aeruginosa’ya karsi her iki
yontemde E. vulgare (kok) ekstresinde 32 pg/mL’ de; E. vulgare (toprak iistii), E.
plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak iistii), E. orientale (kok) ve E. orientale
(toprakiistii), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 64 ug/mL’de
antibakteriyel aktivite belirlenmistir MBS/MBC; >512/-, ICso ise; 17-40 pg/mL araliginda

belirlenmistir.
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Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon ydntemleri sonucunda elde edilen MIiK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde K. pneumoniae ’ya karsi her iki
yontemde E. vulgare (kok), E. orientale (kok) ve ve P. americana (meyve) ekstresinde 64
ug/mL’ de; E. vulgare (toprak iistii) ve E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak iistii)
ve E. orientale (toprakiistii) ve P. americana (yaprak) ekstrelerinde 32 pg/mL’de
antibakteriyel aktivite belirlenmistir. MBS/MBC; >512/-, ICx ise; 22-37 pug/mL araliginda

belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde A. baumannii’ye karst her iki
yontemde E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak istii) ve E. plantagineum (kok) ekstrelerinde
128 pg/mL’de; E. plantagineum (toprak iistii), E. orientale (toprakiistii) ve P. americana
(yaprak) ekstrelerinde 32 upg/mL’de; E. orientale (kok) ve P. americana (meyve)
ekstresinde 64 pg/mL’ de antibakteriyel aktivite belirlenmistir MBS/MBC; >512/-, ICsoise;
20-72 pg/mL aralifinda belirlenmistir.

Maya benzeri funguslardan C. albicans, C. parapsilosis ve C. krusei denenen E. vulgare
(kok), E. vulgare (toprak {istii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak tistii), E.
orientale (kok), E. orientale (toprak {istii), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve)
ekstrelerinin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik
yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK; upg/mL),
minimum fungistatik/-sidal (MFS/-MFC) degerleri ve absorbans degerlerine bagh %50

inhibisyon konsantrasyon (I1Cso) degerleri Cizelge 4.3.” de goriilmektedir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde C. albicans’a karsi her iki yontemde
E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok) ve E. plantagineum (toprak
tisti), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 64 pg/mL’de; E.
orientale (toprakiistii) ve E. orientale (kok) ekstrelerinde 128 pg/mL’ de antifungal aktivite
belirlenmistir MFS/MFC; >512/-, I1Cx ise; 31-70 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde C. parapsilosis ve C. krusei’ye karsi

her iki yontemde E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok) ve E.
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plantagineum (toprak {istii) ekstrelerinde 128 pg/mL’de; P. americana (yaprak) ve P.
americana (meyve) ekstrelerindeyse 256 pg/mlL’de antifungal aktivite belirlenmistir.
MES/MFC; >512/-, ICs ise; C. parapsilosis i¢in 31-70 pg/mL, C. krusei iginse 55-93

ug/mL araliginda belirlenmistir.

Dermatofitlerden T. rubrum, E. floccosum ve M. gypseum denenen E. vulgare (kok), E.
vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak {istii), E. orientale
(kok), E. orientale (toprak dstii), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve)
ekstrelerinin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik
yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK; pg/mL),
minimum fungistatik/-sidal (MFS/-MFC) degerleri ve absorbans degerlerine bagh %50
inhibisyon konsantrasyon (I1Cso) degerleri Cizelge 4.4. de verilmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde T. rubrum’a kars1 her iki yontemde E.
vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok) ve E. plantagineum (toprak
ustli), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 32 pg/mL’de; E.
orientale (toprakiistii) ve E. orientale (kok) ekstrelerinde 64 pg/mL’ de antifungal aktivite
belirlenmistir MFS/MFC; >512/-, ICsp ise; 16-28 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilagtirilmali olarak degerlendirildiginde E. floccosum’a kars1 her iki yontemde
E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok) ve E. plantagineum (toprak
uistii) ekstrelerinde 64 pg/mL’de; E. orientale (toprakiistii), E. orientale (kok), P. americana
(yaprak) ve P. americana (meyve) ekstrelerinde 128 pg/mL’ de antifungal aktivite
belirlenmistir MFS/MFC; >512/-, ICs ise; 30-51 pg/mL araliginda belirlenmistir.

Mikrodiliisyon ve kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleri sonucunda elde edilen MIK
degerleri karsilastirilmali olarak degerlendirildiginde E. floccosum’a ¢ok benzer sonuglar
elde edilmistir M. gypseum kars1 her iki yontemde E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak tistii),
E. plantagineum (kok) ve E. plantagineum (toprak {istii) ekstrelerinde 64 pg/mL’de; E.
orientale (toprakiistii), E. orientale (kok), P. americana (yaprak) ve P. americana (meyve)
ekstrelerinde 128 pg/mL’ de antifungal aktivite belirlenmistir MFS/MFC; >512/-, ICsp ise;
41-65 pg/mL araliginda belirlenmistir.
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S. aureus, S. mutans, B. subtilis, E. faecalis, E.coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A.
baumannii, C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, T. rubrum, E. floccosum ve M.
gypseum’un; E. vulgare (MeOH, kok), E. vulgare (MeOH, toprak iistii kisim), E.
plantagineum (MecOH, kok), E. plantagineum (MeOH, toprak {iistii kisim), E. orientale
(MeOH, kok), E. orientale (MeOH, toprak {istii kistm), P. americana (MeOH, meyve), P.
americana (MeOH, vyaprak) ekstreleri, absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon
konsantrasyon (ICso) degerleri Sekil 4.1-4.14. arasinda gosterilmistir.



Cizelge 4.1. Gram-pozitif mikroorganizmalarda, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik @
yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK; pg/mL), minimum bakteriyostatik/-sidal (MBS/-MBC)
degerleri ve absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (ICso) degerleri

Gram-pozitif Mikroorganizmalar
S. aureus ATCC 25923 S. mutans ATCC 21752 B. subtilis ATCC 6633 E. faecalis ATCC 29212

MiK. | MiKs MBS/ ICso MiK. | MiKs MBS/ ICso MiK. | MiKs MBS/ ICso MiK. | MiKs MBS/ ICso
Ekstreler MBC MBC MBC MBC
E. vulgare
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 35 32 32 >512/- 20 64 64 -/512 48 128 128 >512/- 62
E.vulgare
(toprakiistii- 64 64 >512/- 28 64 64 >512/- 30 32 32 -/512 21 128 128 >512/- 47
MeQOH)
E. plantagineum 3 3 ) 3
(kik-MeOH) 64 128 >512/ 29 64 64 >512/ 24 32 32 /512 21 128 128 >512/ 54
E. plantagineum
(toprakiistii- 64 64 >512/- 35 64 64 >512/- 29 32 32 -/512 18 64 128 >512/- 46
MeQOH)
E. orientale
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 29 64 64 >512/- 28 64 64 -/512 58 64 64 >512/- 31
E. orientale
(toprakiistii- 64 128 >512/- 41 64 64 >512/- 26 32 32 -/512 30 64 64 >512/- 36
MeQOH)
P. americana 64 128 | =512 | 22 64 64 | >512- | 24 32 32 512 | 21 64 64 | >s512- | 38
(meyve-MeOH)
P. americana 64 64 | =512~ | 20 | 128 128 | >512- | 38 32 32 512 | 18 64 64 | >s12- | 41
(yaprak-MeQH)
AMP 0,5 <0,12 0,12 0,25
LFX 0,25 05 - 05

Ekstreler: Echium vulgare (kok-MeOH), Echium vulgare (toprakiisti-MeOH), Echium plantagineum (k6k-MeOH), Echium plantagineum (toprakiistii-MeOH), Echium orientale (kok-MeOH),
Echium orientale (toprakiistii-MeOH) Phytolacca americana (meyve-MeOH), Phytolacca americana (yaprak-MeOH). AMP: Ampisilin, LFX: Levofloksasin. ATCC: American Type Culture
Collection, S. aureus: Staphylococcus aureus, S. pyogenes: Streptococcus pyogenes, E. faecalis: Enterococcus faecalis, MiKa: Minimum inhibisyon konsantrasyonu MiKy: Rezasurin kolorimetrik
yontemle MIK degerleri.



Cizelge 4.2. Gram-negatif mikroorganizmalarda, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik
yontem kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK; pug/mL), minimum bakteriyostatik/-sidal(MBS/-MBC)
degerleri ve absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (IC50) degerleri

Gram-negatif Mikroorganizmalar
E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 10145 K. pneumoniae RSKK 574 A. baumannii RSKK02026
. . MBS/ . . MBS/ . . MBS/ . . MBS/
Ekstreler MIKa MIKb MBC 1Cso MIKa MIK» MBC ICso MIKa MIKb MBC 1Cso MIKa MIKb MBC 1Cs0
E. vulgare
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 31 32 32 >512/- 17 64 64 >512/- 37 128 128 -/512 66
E.vulgare
(toprakiistii- 64 64 >512/- 31 64 64 >512/- 26 32 32 >512/- 25 128 128 -/512 72
MeOH)
E. plantagineum : : 3 )
(kik-MeOH) 64 64 >512/ 28 64 64 >512/ 34 32 32 >512/ 22 128 128 /512 67
E. plantagineum
(toprakiistii- 64 64 >512/- 35 64 64 >512/- 34 32 32 >512/- 22 32 32 -/512 20
MeQOH)
E. orientale
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 32 64 64 >512/- 40 64 64 >512/- 30 64 64 -/512 40
E. orientale
(toprakiistii- 32 32 >512/- 29 64 64 >512/- 40 32 32 >512/- 27 32 32 -/512 22
MeQOH)
P. americana 64 64 >512/- | 25 64 64 | =512 | 34 64 64 | =512~ | 34 64 64 | -/512 | 40
(meyve-MeOH)
P. americana 64 64 >512/- | 28 64 64 | =512 | 34 32 32 | >512- | 20 32 32 | 512 | 24
(yaprak-MeQH)
GM - 0,5 - -
LFX <0,12 1 <0,12 0,12

Ekstreler: Echium vulgare (kok-MeOH), Echium vulgare (toprakiistii-MeOH), Echium plantagineum (k6k-MeOH),, Echium plantagineum (toprakiisti-MeOH), Echium orientale (kok-MeOH),
Echium orientale (toprakiistii-MeOH), Phytolacca americana (meyve-MeOH), Phytolacca americana (yaprak-MeOH). GEN: Gentamisin, LFX: Levofloksasin. ATCC; American Type Culture
Collection, RSKK; Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu'nun eski kiiltiir koleksiyonu (Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisii) S. aureus: Staphylococcus aureus, S. pyogenes: Streptococcus pyogenes, E.
faecalis: Enterococcus faecalis, 1Cso: biyofilm olusumuna karst %50 inhibisyon konsantrasyonu degerleri MiKa: Minimum inhibisyon konsantrasyonu MiKb: Rezasurin kolorimetrik yontemle
MIK degerleri.

qe



S. aureus ATCC 25923
150 o E vulgare kok
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Sekil 4.1. S. aureus’a kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale,
P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon degerleri

B. subtilis ATCC 6633
150 — —®— E.vulgare kdk
—m— E. vulgare toprak Ustl
—h— E. plantagineum kbk
120 - —»— E. plantagineum toprak Ustl
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Sekil 4.2. B. subtilis’e kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale,
P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon degerleri

E. faecalis ATCC 29212
150 — —e— E.vuigare kdk
—m— E. vulgare toprak ustl
120 — —k— E. plantagineum kok
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30—
0 T T ' 7 T T T T T 1
1 2 4 8 16 32 64 128 256 5121024
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Sekil 4.3. E. faecalis’e kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale, P.

americana metanol ekstreleri % inhibisyon degerleri

S. mutans ATCC 21752
150 — —®— E.vulgare kdk
—=— E. vulgare toprak Ustu
120 —k— E. plantagineum koék
| —— E. plantagineum toprak asti
g —e— E. orientale kbk
& 90— —©— E. orientale toprak ustl
= —B— P. americana meyve
= —&— P. americana yaprak
= 60 - yap
==
30—
0« T | T T T T T | |
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.4. S. mutans’a kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale,
P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon degerleri
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E. coli ATCC 25922
150 = —8— E.vulgare kdk
—m— E. vulgare toprak ustl
120 —a&— E. plantagineum kok
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P. aeruginosa ATCC 10145
150 — —e— E.vulgare kdk
—m— E. vulgare toprak UstQ
120 - —a— E. plantagineum kok
—¥— E. plantagineum toprak ustl
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Sekil 4.5. E. coli’ye kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale,
P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon degerleri

Sekil 4.6. P. aeruginosa’ya karst E. vulgare, E. plantagineum, E.
orientale, P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon

degerleri
K. pneumoniae RSKK 574 A. baumannii RSKK02026
150 — —— E.vulgare kdk 150 = —e— E.vulgare k&k
—m— E. vulgare toprak Usta —a— E. vulgare toprak Ustu
—a&— E. plantagineum kék 120 - —a&— E. plantagineum kék
120 - —%»— E. plantagineum toprak Ustu —w— E. plantagineum toprak Ustl
g —e— E. orientale kdk g —e— E. orientale k&k
& 90— —©— E. orientale toprak Ustu & 90— —©— E. orientale toprak Ustu
= —8— P. americana meyve = —8— P. americana meyve
E 60— —&A— P. americana yaprak _E 60— —&— P. americana yaprak
= =
30— 30—
0 T T T T T T T T T ™ o T T T T T ] T T L
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
Konsantrasyon (pg/mkL) Konsantrasyon (pg/mkL)

Sekil 4.7. K. pneumoniae’ya karsi E. vulgare, E. plantagineum, E.
orientale, P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon

degerleri

Sekil 4.8. A. baumanni’ye kars1 E. vulgare, E. plantagineum, E.
orientale, P. americana metanol ekstreleri % inhibisyon

degerleri
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Cizelge 4.3. Maya benzeri funguslarda, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik yontem
kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK; pg/mL), minimum fungistatik/-sidal (MFS/-MFC) degerleri ve
absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (ICsp) degerleri

Maya Benzeri Funguslar

C. albicans ATCC 10231 C. parapsilosis ATCC 90028 C. krusei ATCC 6258
Ekstreler MICa MICyp I\I\gllleC/ 1Cs0 MICa MICyp II\\/I/I';SC/ 1Cso MICa MICyp '\l\jllli%/ 1Cso
E. vulgare
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 41 128 128 >512/- 65 128 128 >512/- 93
E.vulgare
(toprakiistii- MeOH) 64 64 >512/- 31 128 128 >512/- 70 128 128 >512/- 74
E. plantagineum
(kék-MeOH) 64 64 >512/- 31 128 128 >512/- 65 128 128 >512/- 49
E. plantagineum
(toprakiistii- MeOH) 64 64 >512/- 43 128 128 >512/- 72 128 128 >512/- 74
E. orientale
(kék-MeOH) 128 128 >512/- 65 128 128 >512/- 67 128 128 >512/- 65
E. orientale
(toprakiistii- MeOH) 128 128 >512/- 70 128 128 >512/- 55 128 128 >512/- 55
P. americana 64 64 >512/- 12 256 256 >512/- 15 256 256 >512/- 19
(meyve-MeOH)
P. americana (yaprak- 64 64 >512/- 13 256 256 >512/- 15 256 256 >512/- 18
MeOH)
KET 2 2 4
FLU 4 4 64

Ekstreler: Echium vulgare (kok-MeOH), Echium vulgare (toprakiistii-MeOH), Echium plantagineum (k6k-MeOH),, Echium plantagineum (toprakiisti-MeOH), Echium orientale (kok-MeOH),
Echium orientale (toprakiistii-MeOH), Phytolacca americana (meyve-MeOH), Phytolacca americana (yaprak-MeOH). FLU: flukonazole, KET: ketokonazol, ATCC; American Type Culture
Collection,, C. albicans: Candida albicans, C. parapsilosis: Candida parapsilosis, C. krusei: Candida krusei. 1Cso: biyofilm olusumuna karst %50 inhibisyon konsantrasyonu degerleri MiKa :
Minimum inhibisyon konsantrasyonu MiKb: Rezasurin kolorimetrik yontemle MiK degerleri.



Cizelge 4.4. Dermatofitlerde, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin mikrodiliisyon yontemi ve Resazurin kolorimetrik yontem tahlili
kullanilarak elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK; pg/ mL), minimum fungistatik/-sidal (MFS/-MFC) degerleri ve
absorbans degerlerine bagli %50 inhibisyon konsantrasyon (ICsp) degerleri

Dermatofitler

T. rubrum RSKK486 E. floccosum RSKK3027 M. gypseum NCPF 580
Ekstreler MiKa MiKs RAAE%/ ICso MiKa MiKs 'I\\/'AESC/ ICso MiKa MiKo mgg ICso
E. vulgare
(kik-MeOH) 32 32 >512/- 28 64 64 >512/- 30 64 64 >512/- 61
E.vulgare
(toprakiistii- MeOH) 32 32 >512/- 22 64 64 >512/- 44 64 64 >512/- 41
E. plantagineum 3 : :
(kik-MeOH) 32 32 >512/ 19 64 64 >512/ 45 64 64 >512/ 58
E. plantagineum
(toprakistii- MeOH) 32 32 >512/- 16 64 64 >512/- 48 64 64 >512/- 58
E. orientale
(kik-MeOH) 64 64 >512/- 24 128 128 >512/- 51 128 128 >512/- 65
E. orientale
(toprakiistii- MeOH) 64 64 >512/- 24 128 128 >512/- 45 128 128 >512/- 65
P. americana 32 32 >512/- 12 128 128 >512/- 15 128 128 >512/- 19
(meyve-MeOH)
,F\’/'Ie%“:)r icana (yaprak- 32 32 >512/- 13 128 128 >512/- 15 128 128 >512/- 18
ITRA 0,25 0,25 0,25
GRI 0,5 0,5 05
TER 0,125 0,125 0,125

Ekstreler: Echium vulgare (kok-MeOH), Echium vulgare (toprakiistii-MeOH), Echium plantagineum (k6k-MeOH),, Echium plantagineum (toprakiisti-MeOH), Echium orientale (kok-MeOH),
Echium orientale (toprakiistii-MeOH), Phytolacca americana (meyve-MeOH), Phytolacca americana (yaprak-MeOH). ITRA: itrakonazol, GRI: Griseofulvin, TER: Terbinafin, RSKK; Tiirkiye
Halk Saghigi Kurumu'nun eski kiiltiir koleksiyonu (Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii), T. rubrum: Trycophyton rubrum, E. floccosum: Epidermophyton floccosum, M. gypseum: Microsporum
gypseum, NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi, I1Cso: biyofilm olusumuna karst %50 inhibisyon konsantrasyonu degerleri MiKa: Minimum inhibisyon konsantrasyonu MiKp:
Rezasurin kolorimetrik yéntemle MiK.
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C. albicans ATCC 10231
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Sekil 4.9. C. albicans ‘a kars1 E. vulgare, E.
plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol ekstreleri %

C. parapsilosis ATCC 90028
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Sekil 4.10. C. parapsilosis e kars1 E. vulgare,
E. plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol ekstreleri %

C. krusei ATCC 6258
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Sekil 4.11. C. krusei 'ye kars1 E. vulgare, E.
plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol ekstreleri %

inhibisyon degerleri
T. rubrum RSKK486
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inhibisyon degerleri
E. floccosum RSKK3027
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inhibisyon degerleri
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Sekil 4.12. T. rubrum’a kars1 E. vulgare, E.
plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol ekstreleri %
inhibisyon degerleri

Sekil 4.13. E. floccosum’a kars1 E. vulgare, E.
plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol
inhibisyon degerleri

ekstreleri %

Sekil 4.14. M. gypseum’a kars1 E. vulgare,
E. plantagineum, E. orientale, P.
americana metanol ekstreleri %
inhibisyon degerleri
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5. TARTISMA

Antimikrobiyal diren¢ diinya capindaki en biiyiik sorunlardan biridir. Antibiyofilm aktif
bilesenlerin varligma hala ihtiyag oldugu aciktir. Biyofilm iireten suslarin neden oldugu
enfeksiyonlar daha kapsamli tedavilere ihtiya¢ duymaktadir ve bu konu halen &nemini
korumaktadir. Bu noktada antibiyotik direngli biyofilm topluluklarina kars: alternatif stratejilere
ve yeni anti-biyofilm ajanlara ihtiyag duyulmaktadir. Dogal kaynaklardan elde edilen gesitli
bilesiklerin antimikrobiyal maddeler, antiseptikler ve dezenfektanlar olarak fayda sagladigi
kamitlanmustir. Bu tezde Tiirkiye'de yetisen E. vulgare (kok), E. vulgare (toprakiistii), E.
plantagineum (kok), E. plantagineum (toprakiistii), E. orientale (kok), E. orientale (toprakiistii),
P. americana (meyve), P. americana (yaprak) metanol ekstrelerinde S. aureus, S. mutans, B.
subtilis, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumannii, C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, T. rubrum, E. floccosum, ve M. gypseum 'a karsi antimikrobiyal aktivite
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK); 32-256 pg/mL arahiginda belirlenmistir. Anti-
biyofilm aktivite tim ekstrelerde Resazurin kolorimetrik yontem ile 1Cso (%50 inhibisyon
konsantrasyonu) 14-72 pg/mL konsantrasyon araliginda tespit edilmistir. Test edilen bitkisel
ekstrelerde testte denenen mikroorganizmalara karst minimum bakteristatik/-sidal (MBS/MBC)
fungistatik/-sidal (MFS/-MFC) aktivite MIK; >512/- ng/mL‘de belirlenmistir (Cizelge 4.1.-
4.4., Sekil 4.1.-4.14.).

Yapilmis arastirmalarda E. humile, E. lycopsis, E. italicum ve E. amoenum gibi farkli Echium
tiirleri tizerinde antimikrobiyal aktivite rapor edilmistir (Tabata 1982; Abolhassani, 2004;
Kahyaoglu, 2008; Morteza-Semnani, 2009; Karakoti, 2022). Echium ve Phytolacca tiirlerinin
geleneksel tipta antibakteriyel kullanimi da bulunmaktadir. Ancak Echium ve Phytolacca
tiirlerinin biyoaktivite ¢aligmalar ile ilgili az sayida kaynaga rastlamlmistir. Bu kaynakta farkli
yontem ve ¢oziiciiler kullanilarak Echium ve Phytolacca tiirlerinde farkli mikroorganizmalara
kars1 yapilan aktivite sonuglart rapor edilmistir. Yapilan bir arastirmada E. vulgare'nin (Sezik ve
digerleri, 1997) toprak tistii metanol ekstreleri E. coli, B. subtilis, S. aureus ve C. albicans'a karsi
denenmis, antimikrobiyal aktivite gostermedigi bildirilmistir (Kuruiiziim-Uz, Giivenalp, Stroch,
Demirezer ve Zeeck, 2004). Boskovi¢ ve digerleri (2022) yaptiklar bir arastirmada E. vulgare’nin
farkl ekstrelerinin fenolik iceriklerine gore mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklari antimikrobiyal
aktivite sonuglarma gore en yiiksek fenol ve flavonoid igerigine sahip etanol ekstresinin K.
pneumoniae, Salmonella enteritidis ve Citrobacter freundii’ye karsi MIK; 3,91 pg/mL

konsantrasyonda aktivite belirlemislerdir. Arastirmada en yiiksek tanen igerigine sahip kloroform
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ekstresinde ise Proteus mirabilis, S. typhimurium Listeria ivanovii ve S. aureus’a kars1 MIK; 3,91
pug/mL konsantrasyonda belirlenmistir. Disk diiflizyon yontemi ile yapilan bir arastirmada E.
khuzistanicum etanol ekstrelerinde S. aureus’a karsi inhibisyon zon g¢api: 24,16+1,6 mm, B.
subtilis’a kars1 inhibisyon zon gapi: 24,33+0,57 mm, S. typhimuriuma karst 7,96+1,37 mm,
inhibisyon zon ¢apinda antimikrobiyal aktivite goriildiigi bildirilmistir (Mohammadi, Khosro ve
Dinarvand, 2019). Iran’da Boraginaceae cigekleri geleneksel tipta grip gibi bulasici hastaliklarda
ve ates diistirlicli olarak kullanilmakta oldugunu bildiren bir aragtirmada Boraginaceae ailesinden
E. amoenum (hodan) kurutulmus ¢iceklerinin sulu ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi disk
diflizyon yontemi ile S. aureus'ye kars1 4-10 mm zon ¢ap1 araliginda rapor edilmistir (Abolhassani,
2004). Arastirmamizda E. vulgare ve E. plantagineum kok ve toprak {istii ekstreleri MIK; 32-64
pg/mL konsantrasyon araliginda E. faecalis disindaki Gram pozitif bakterilere karsi akvite
gostermistir. P. americana ekstresi ise 64 pg/mL konsantrasyonda Gram pozitiflere kars1 aktivite
gostermistir. B. subtilis'e karsi yiiksek aktivite E. orientale ve E. vulgare kok ekstreleri disindaki
tiim ekstrelerde MiK; 32 pg/mL’de goriilmiistiir (Cizelge 4.1.; Sekil 4.2.). E. coli, P. aeruginosa
ve A. baumannii'ye karst MIK; 32-64 pug/mL araliginda tiim ekstreler antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Cizelge 4.2.; Sekil 4.1-4.14.).

Disk difiizyon yontemi (Kirby-Bauer Method) ile yapilan bir arastirmada Echium tiirlerinden E.
orientale (Aksamsavki) etanol ekstrelerinde antibakteriyel aktivite arastirdiklari ¢alismalarinda
S. pyogenes, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae, K. pneumonia 'ya karst 9,5-14,3 mm zon
cap1 araliginda E. cloacae’ya karsi antibakteriyel aktivite goriilirken K. pneumonia’ya karsi
disiik aktivite belirlenmistir. E. cloacae’ya karsi en yiiksek inhibisyon zon ¢apt dogal ortamda
yetisen E. orientale L. i¢in belirlenmistir (Ugar Tiirker ve digerleri, 2018). Agar difiizyon
yontemi ile yapilan arastirmada Echium tiirlerinden E. rauwolfii ve E. horridum metanol
ekstereleri E. coli, B. subtilis, S. aureus, C. albicans, A. flavus’a karsi E. rauwolfii’nin 7-17 mm
zon ¢ap1 araliginda belirlenmistir (EI-Shazly, Abdel-All, Tei ve Wink 1999). Arastirmamizda K.
pneumoniae’ya karsi MIK; 32-64 ug/mL arah@mnda tim ekstreler antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Cizelge 4.2.; Sekil 4.8.). C. parapsilosis'e kars1 P. americana ekstreleri haricinde
tiim ekstreler MiK;128 pug/mL’de antifungal aktivite gostermistir (Cizelge 4.3.; Sekil 4.10.)

Disk diflizyon yontemi ile yapilan bir antimikrobiyal aktivite aragtirmasinda Heliotropium
tiirlerinden H. subulatum ekstresinde farkli bakteri ve funguslara kars1 9,35 + 0,267 mm zon gapi
araliginda antimikrobiyal aktivite belirlenmistir (Singh, Sahu ve Singh, 2002). Mikrodiliisyon
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yontemiyle S. epidermidis e ve P. aeruginosa’ya kars1 Heliotropium tiiriinden H. strigosum’ un

MIK: 8 mg/mL konsantrasyonda aktivite belirlenmistir (Hussain ve digerleri, 2010).

Bu calismada E. vulgare, E. plantagineum, E. orientale ve P. americana’nin koklerinin ve
toprak iistii kisimlarinimn tiim metanol ekstreleri antimikrobiyal aktivite MIK; 32-256 pg/ml
konsantrasyon araliginda ve ICsp; 16-74 pg/mL konsantrasyon araliginda goriilmiistiir
(Cizelge 4.1.-4.4.; Sekil 4.1-4.14.). Antimikrobiyal aktivite arastirma sonuglarimiza gore
Echium ve Phytolacca metanol ekstrelerde belirlenen antibiyofilm aktivitede sonuglarinin
gerek antiseptik gerekse antimikrobiyal ajan olarak kullanimina yo6nelik elde edilen ilk in
vitro arastirma sonuglarini kapsamasi ve ileri ¢alismalara yeni aktif bilesenler olarak yon

vermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir.
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6. SONUC

E. vulgare (kok), E. vulgare (toprak iistii), E. plantagineum (kok), E. plantagineum (toprak
iisti), E. orientale (kok), E. orientale (toprak iistii), P. americana (yaprak) ve P. americana
(meyve)’nin metanol ekstreleri ve yanisira referans antibiyotikler (ampisilin, levofloksasin,
gentamisin, itrakonazol, griseofulvin, terbinafin) MiK'leri (ug/mL), Minimum
bakteriyostatik/-sidal (MBS/MBC; pg/mL) veya fungistatik/-sidal (MFS/-MFC; ug/mL)
etkileri ve 1Cso (%50 inhibisyon konsantrasyonu)'si S. aureus, S. mutans, B. subtilis, E. coli,
P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumannii, C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, T.

rubrum, E. floccosum ve M. gypseum ‘a kars1 test edilmistir.

Tiim ekstreler, test edilen bakteri ve mantarlara karsi 32-256 pg/mL arahginda MIK
degerleri gostermistir. Mikrodiliisyon yonteminde; Resazurin kolorimetrik yontem ile elde
edilen ICsp 14-72 pg/mL araliginda sonuglar gostermistir (Sekil 4.1-4.14.). Test edilen
numuneler S. aureus, S. mutans, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A.
baumannii, C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, T. rubrum, E. floccosum ve M. gypseum
‘a karst hem Minimum bakteristatik/-sidal (MBS/MBC; ug/mL) hem de fungistatik/-sidal
(MFS/-MFC) aktivite gostermistir, MIK; >512/- degerinden daha diisiik degerlerde
duyarhilik gostermistir (Cizelge 4.1.-4.4.; Sekil 4.1-4.14.).

E. vulgare'nin kok ve toprak iistii ekstreleri MIK; 32-64 pug/mL araliginda Gram pozitif
bakterilere (E. faecalis hari¢) kars1 ayn1 derecede akvite gostermistir. E. orientale kok
ekstrakti tiim Gram pozitif bakterilere karst MIK; 32 pg/mL ile daha yiiksek aktivite
gostermistir. Ek olarak, E. orientale ve E. vulgare kok ekstreleri disindaki tiim ekstreler
MIK; 32 pg/mL de B. subtilis'e kars1 daha giiclii etki gostermistir (Cizelge 4.1.). Tiim
ekstreler E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve A. baumannii'ye kars1 MiK; 32-64 ug/mL
araliginda antimikrobiyal aktivite gostermistir (Cizelge 4.2). E. vulgare ve E. orientale kok
ekstreleri disindaki tiim ekstreler Gram negatif bakterilere karst MIK; 32 pg/mL degeriyle
K. pneumonia'ya gore daha giiclii etki gostermistir. Ekstrelerden E. vulgare ve E. orientale
kok ekstresi ile E. plantagineum toprak {istii ekstresi E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae
ve A. baumanniia’ye karst MIK; 32 pg/mL de antibakteriyel aktivite gostermistir. E.
vulgare'nin (kok, toprak tistii) ve E. plantagineum (kok, toprak tstii) ekstreleri referans
ilaglarla karsilastirildiginda C. krusei'ye karst MIK;128 pg/mL de 6nemli derecede
antifungal aktivite gostermistir (Cizelge 4.3.; Sekil 4.11).
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Tiim ekstreler C. parapsilosis'e kars1 MIK;128 pg/mL ile antifungal etki gdstermistir
(Cizelge 4.3.; Sekil 4.10.). Taranan tiim ekstreler dermatofitler arasindan T. rubrum'a karsi
daha iyi bir aktivite gostermistir (MIK; 32 ug/mL), son olarak dermatofitlerin geri kalaninda
MIK;64-28 pg/mL araliginda antidermatofitik aktivite goriilmiistiir (Cizelge 4.4. Sekil 4.12.-
4.14)).
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