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OZET

DEFNE VE BIBERIYE YAGLARININ ET KAYNAKLI
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Tez Danismani: Doc. Dr. Banu METIN
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Aerobik kosullar altinda sogukta muhafaza edilen et ve et iriinlerinde,
Pseudomonas tiirleri baskin bozulma etkeni olarak one ¢ikmaktadir. Bu bakteriler,
dogada yaygin olarak toprak, su ve bitki yiizeylerinde bulunmakla birlikte, gida
isleme ortamlarinda da siklikla tespit edilmekte ve meyve, sebze, et ve diisiik asit
icerigine sahip siit iiriinlerinin bozulmasma neden olabilmektedir. Ozellikle
biyofilm olusturma yetenekleri ve hareket kabiliyetleri, bu bakterilerin bozulmaya
neden olan baslica ozellikleri arasinda yer almaktadir. Bu ¢alismanin amaci, ¢ig
etten izole edilen Pseudomonas tiirlerinin bozulma potansiyelini belirleyen biyofilm
uretimi ve bakteriyel hareketlilik 6zellikleri tzerine defne (Laurus nobilis L.) ve
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) esansiyel yaglarinin etkisini degerlendirmektir.
Calisma kapsaminda oOncelikle kullanilan ugucu yaglarin bilesenleri, gaz
kromatografisi-kutle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilerek karakterize
edilmistir. Daha sonra &rneklerinden elde edilen vyiksek biyofilm dretim
kapasitesine sahip izolatlar (YKS, Y50, YK107, YB43, YBO91) ile referans suslar
(Pseudomonas earuginosa ATCC 27853 ve Pseudomonas fragi ATCC 4973)
iizerinde defne ve biberiye yaglarmin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK),
agar dilusyon yontemi ile belirlenmistir. Ardindan, defne ve biberiye esansiyel
yaglarmm s6z konusu izolatlarn bozucu faaliyetlerine etkisini ortaya koymak
amaciyla, yag icermeyen kontrol grubu ve 3 farklh MIK alti esansiyel yag
konsantrasyonu (0,5, 0,25 ve 0,125 MIK) igeren besiyerinde iki farkli sicaklikta

(25°C ve 4 °C) ve ¢ farkli zaman araliginda (1, 4 ve 7. glnler) biyofilm Gretim



miktar1 ve izolatlarin hareketlilik diizeyleri belirlenmistir. Biyofilm Gretimi, nicel
kristal viyole yontemi ile spectrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Bakteriyel
hareketlilik, ylizme (swimming), kaynasma (swarming) ve segirme (twitching)
hareketleri agisindan test edilmis; olusan zon g¢aplar1 Olgililerek izolatlarin
hareketlilik diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen bulgular, defne ve biberiye
esansiyel yaglarmin, bozulmaya neden olan Pseudomonas izolatlarinin hem
biyofilm firetimini hem de hareketliligini anlamli diizeyde inhibe -ettigini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas, Biyofilm, Defne Yagi, Biberiye Yagi,
Bakteriyel Hareketlilik.



ABSTRACT

THE EFFECT OF BAY LAUREL AND ROSEMARY OILS ON
BIOFILM PRODUCTION AND MOTILITY OF MEAT-
ORIGINATED PSEUDOMONAS ISOLATES
Ece USTUNEL
Master, Food Engineering
Thesis Advisor: Doc. Dr. Banu METIN
July, 2025 - 135 Pages

Under aerobic conditions, Pseudomonas species emerge as the predominant
spoilage agents in meat and meat products stored at low temperatures. These
bacteria are commonly found in nature on soil, water, and plant surfaces but are
also frequently detected in food processing environments. They are known to
contribute to the spoilage of fruits, vegetables, meat, and low-acid dairy products.
Particularly, their ability to form biofilms and their motility are among the key

features responsible for their spoilage potential.

The aim of this study is to evaluate the effect of laurel (Laurus nobilis L.) and
rosemary (Rosmarinus officinalis L.) essential oils on the biofilm formation and
motility characteristics of Pseudomonas species isolated from raw meat, which
determine their spoilage potential. Within the scope of the study, the chemical
composition of the essential oils used was first analyzed and characterized by gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Subsequently, the minimum
inhibitory concentrations (MICs) of laurel and rosemary essential oils were
determined using the agar dilution method against selected isolates with high
biofilm-producing capacity (YK8, Y50, YK107, YB43, YB91) and reference
strains (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Pseudomonas fragi ATCC
4973).

To reveal the effect of laurel and rosemary essential oils on the spoilage activities

of these isolates, biofilm formation and motility levels were assessed on media

Vi



containing no oil (control group) and three sub-MIC concentrations (0,5, 0,25, and
0,125 MIC) of each essential oil. These assessments were carried out at two
different temperatures (25°C and 4°C) and over three different time intervals (days
1, 4, and 7). Biofilm formation was quantitatively evaluated using the crystal violet
staining method with spectrophotometric measurements. Bacterial motility was
tested in terms of swimming, swarming, and twitching movements, and motility
levels of the isolates were determined by measuring the diameters of the resulting
zones. The findings revealed that laurel and rosemary essential oils significantly
inhibited both the biofilm formation and motility of Pseudomonas isolates

responsible for spoilage.

Keywords: Pseudomonas, Biofilm, Bay Essential Oil, Rosemary Essential Qil,
Bacterial Motility.
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BiRINCI BOLUM
GIRIS

Sogukta aerobik kosullar altinda depolanan et ve et lirtinlerinde, Pseudomonas tarleri
yaygin bozulma etkenleri arasinda yer almaktadir (Wang vd., 2017). Bu bakteriler,
ozellikle distik sicakliklarda tireyebilme yetenekleri nedeniyle, etin raf Omriinii
simirlayan baslica mikroorganizma gruplar1 arasinda yer alir. Pseudomonas tiirleri
arasinda Pseudomonas fragi, proteolitik ve lipolitik enzimler treterek etin duyusal ve
fiziksel ozelliklerini bozan 6nemli bir mikroorganizma olarak ©6ne ¢ikmaktadir
(Gennari ve Draghi, 1995; Jay, 2000). Bu mikroorganizma, depolama siresi boyunca
hizla ¢ogalmakta ve etin goriiniim, koku ve tat gibi temel kalite parametrelerinde
onemli kayiplara yol agmaktadir (Nychas vd., 2008; Remenant vd., 2015).
Dolaysiyla, P. fragi basta olmak iizere bozulmaya neden olan Pseudomonas
tirlerinin davranis mekanizmalarinin anlasilmasi, gida giivenligi ve muhafaza
tekniklerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik onem arz etmektedir (Skandamis &
Nychas, 2012).

Pseudomonas tdrlerinin ylzeyde uzun siire hayatta kalmasmi saglayan temel
mekanizmalardan biri, biyofilm olusturma yetenekleridir (Rollet vd.,2009).
Biyofilmler, mikroorganizmalarin kendilerini hiicre dis1 polimerik maddelerle
sararak bir yiizeye tutunmalariyla olusan karmasik ve dayanikli yapilardir (Donlan,
2002; Hall-Stoodley vd., 2004). Biyofilm formundaki bakteriler, cevresel stres
faktorlerine karsi daha direncli hale gelir ve konvansiyonel temizlik, dezenfeksiyon
ya da antimikrobiyal ajanlara karsi tolerans gelistirir (Flemming & Wingender,
2010). Bu durum, gida endiistrisinde mikrobiyal kontaminasyonun onlenmesini
zorlagtirmakta ve biyofilm olusturan bakterilerin iiriin kalitesini bozmasina neden
olmaktadir.

Pseudomonas tiirleri, yiizeye tutunma ve hiicre dig1 matriks tiretimi gibi 6zellikleriyle
giiclii biyofilm olusturucular olarak bilinmektedir (Harrison vd., 2005; Tolker-
Nielsen, 2015). Bunun yani sira, bakterilerin yiizey hareketliligi de biyofilm olusum
siirecinde belirleyici bir rol oynamaktadir. Yiizme (swimming), kaynagma
(swarming) ve segirme (twitching) gibi hareketlilik tiirleri, bakterilerin yiizeyle

temasini arttirmakta ve biyofilm gelisimini dogrudan etkilemektedir (Harshey, 2003;



Klausen vd., 2003). Ayrica, bu hareketlilik tiirlerinin quorum algilama (QS)
mekanizmasiyla iligkili oldugu ve bakterilerin koloni olusturarak organize yapilar
gelistirmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Conrad, 2012; O’Toole & Kolter,
1998; Verstraeten vd., 2008).

Glniimiizde gida kaynakli mikroorganizmalarin  kontrolii amaciyla dogal
antimikrobiyal maddelerin kullanimi 6nem kazanmistir. Bu dogal bilesikler,
bakteriyel hiicre zarinda yapisal hasara neden olarak gecirgenligi artirmakta, hiicre
iceriginin sizmasma Yol agmakta ve sonugta bakterinin 6lumiine sebep olmaktadir.
(Nazzaro vd., 2013). Ayrica, son yillarda yapilan galismalar esansiyel yaglarin
sadece Dbakterileri 6ldirmekle kalmayip, ayni zamanda quorum sensing
mekanizmasin1 da baskilayarak viriilans faktorlerini ve biyofilm olusumunu
engelleyebilecegini ortaya koymustur (Pejin vd., 2020; Ahmed vd., 2021).

Defne (Laurus nobilis L.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) esansiyel yaglari,
yiliksek antimikrobiyal etkinlikleri nedeniyle dikkat ¢eken dogal bilesikler arasinda
yer almaktadir.

Literatiirde, esansiyel yaglarm biyofilm olusumunu ve bakteriyel hareketliligi
baskilayan etkilerine dair ¢cok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, sogukta saklanan
etlerde bozulmaya neden olan P. fragi basta olmak fiizere diger Pseudomonas
tiirlerinin (6rnegin P. bubulae ve P. kulmbachensis) biyofilm yapilar1 ve bu yapilarin
esansiyel yaglarla inhibisyonu lizerine yiiriitiilen ¢aligmalar oldukc¢a smnirlidir. Bu
konuda yiiriitilecek calismalar, gida endistrisinde karsilasilan bozulma
problemlerinin ¢6ziimiine yonelik dogal ve etkili antimikrobiyal stratejilerin
gelistirilmesini miimkiin kilacaktir.

Bu tez calismasi, mevcut bilimsel boslugu doldurmayi hedeflemekte olup, dogal
antimikrobiyallerin bakteriyel viriilans faktorleri iizerindeki etkilerinin anlasilmasina
katki saglayacaktir. Ayrica, etin bozulma siirecinde aktif rol oynayan Pseudomonas
tirlerinin ~ biyofilm ve hareket davraniglarinin esansiyel yaglar yoluyla
baskilanmasimin miimkiin olup olmadigini ortaya koyarak, gida giivenligi agisindan
uygulamaya dontiik veriler sunmasi beklenmektedir.

Bu baglamda, bu ¢aligmanin amact; et yiizeyinden izole edilen P. fragi, P. bubulae
ve P. kulmbachensis gibi Pseudomonas tiirlerinin biyofilm olusturma kapasitesi ile
bakteriyel hareketlilik Ozellikleri Uzerine defne ve biberiye esansiyel yaglarmin
etkilerini arastirmaktir. Bu dogrultuda, oncelikle bu yaglarin 5 et izolat1 ile iki

referans sus iizerindeki minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmis,



ardindan MIK alt1 konsanrasyonlarinda esansiyel yag uygulamalari ile biyofilm
olusumu ve hareketlilik davraniglar1 tizerindeki degisimler analiz edilmistir. Elde
edilen bulgularin, dogal koruyucu maddelerin kullanimini temel alan yenilik¢i

muhafaza yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.



IKiINCi BOLUM

LITERATUR BILGISI

2.1. Pseudomonas Spp.’nin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Gram-negatif, ¢ubuk seklinde, hareketli ve spor olusturmayan
heterotrofik bakterileri icermektedir (Hossain, 2014). Bu cins Uyeleri; toprak, su ve
bitki ylizeyleri gibi c¢esitli ¢evresel ortamlarda yaygin sekilde bulunmakla birlikte,
gida isleme ortamlarinda da sikga karsilasilmaktadir (Rivas vd., 2018). Psikrotrofik
ozellikleri sayesinde diisiik sicakliklarda gelisebilen bazi tiirleri, meyve, sebze, et ve
digik asidik siit {riinleri gibi gidalarda bozulmaya neden olabilmektedir.
Pseudomonadaceae ailesine dahil olan ve floresan pigment {iretme yetenegine sahip
bu bakteriler, ¢evresel yaygmliklarinm yani sira, hem insan hem hayvanlarda hastalik
olusturabilen patojen tiirler de icermekte olup, gidalarin bozulmasinda 6nemli bir rol

ustlenmektedirler (Arnaut Rollier vd., 1999).

Pseudomonas tiirleri, aerobik kosullarda ve diisiik sicakliklarda muhafaza edilen et,
balik, siit ve siit iriinleri gibi gidalarda gelisim gostererek bu iirtinlerdeki
bozulmalarin baslica sorumlular1 arasinda yer almaktadir (Franzetti ve Scarpellini,
2007; Ercolini vd., 2010; Martin vd., 2011; Doulgeraki vd., 2012; Marchand vd.,
2012). Yapilan arastirmalar, bu bakterilerin buzdolabi sicakliginda depolanan
iirlinlerde baskin mikroorganizma oldugunu ve iriin kalitesini olumsuz etkileyen
simiiksii yap1 ve koti koku gibi bozulma belirtilerine neden oldugunu
gostermektedir (Nychas vd., 2008; Martin vd., 2011; Doulgeraki vd., 2012; Andreani
vd., 2015; Casaburi vd., 2015; Pothakos vd., 2015).

Pseudomonas fragi, P. fluorescens, P. putida, P. gessardii ve P. lundensis gibi tirler,
bozulmus gidalardan siklikla izole edilen ve gida bozucular1 arasinda degerlendirilen
bakterilerdir (Ercolini vd., 2006, 2010; De Jonghe vd., 2011). Sit (De Jonghe vd.,
2011; Marchand vd., 2012), sigir eti (Ercolini vd., 2006, 2009), domuz eti (Bruckner
vd., 2012), tavuk eti (Mellor vd., 2011) ve balik (Reynisson vd., 2008) gibi farkli
hayvansal iiriinlerin mikrobiyotasinda bu tiirler yogun olarak tespit edilmistir.

Ayrica, gida iiretim alanlarinda, 6zellikle ekipman, zemin ve drenaj sistemleri gibi



yiizeylerde yaygin kontaminantlar olarak da tanimlanmaktadir (Bagge-Ravn vd.,
2003; Brightwell ve ark., 2006; Licitra vd., 2007; Stellato vd., 2015b).

Pseudomonas tdrlerinin, rutin temizlik ve dezenfeksiyon islemlerine karsi direngli
olmalar1 ve biyofilm olusturabilme o6zellikleri, onlar1 gida endistrisinde ciddi bir
kontaminasyon riski haline getirmektedir (Grobe vd., 2001; Wirtanen vd., 2001;
Giaouris vd., 2014). Ozellikle et ve et iiriinlerinin sogukta aerobik kosullarda
depolandig1 durumlarda, bu bakterilerin baskin flora haline geldigi bildirilmektedir

(Wang vd., 2017).

Pseudomonas cinsi, giiniimiizde 240’tan fazla tiirii barindirmaktadir (Kolbeck vd.,
2021). Bu tiirler arasmnda en yaygin olanlar1 P. fragi, P. fluorescens ve P.
lundensis’tir. Bu tirlerin sayis1 107 ~ 108 kob.cm? seviyelerine ulastiginda, gidalarda
mukus ve kotii koku olusumu gibi bozulma belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (Biohaz,

2016).

Pseudomonadaceae ailesi; ¢evrede yaygin olarak bulunan, saprofit ve patojen tiirler
iceren, hem hayvan hem de insanlarda hastaliklara neden olabilen bakterileri
kapsamaktadir. Bu aileye ait floresan pigment tireten Pseudomonas tirleri, toprak ve
su gibi dogal ortamlarda sik¢ca bulunmakta, ayni zamanda gidalarda bozulmada
onemli rol oynamaktadirlar (Arnaut Rollier vd., 1999). Pseudomonas spp., 0.5-0.8 x
1.5-3.0 mm boyutlarinda, spor olusturmayan ve hareket kabiliyetine sahip, Gram-

negatif cubuk bakterilerdir (Hossain, 2014).

Psikrotrof Pseudomonas tiirleri, 6zellikle aerobik olarak sogukta depolanan et
riinlerinin  bozulmasinda kritik 6neme sahiptir (Wickramasinghe vd., 2019a).
Ornegin, aerobik sekilde paketlenmis kuzu etinde yapilan bir ¢alismada, depolama
siiresince Pseudomonas ve Serratia tiirlerinin rekabet i¢inde oldugu, ancak 10 giiniin
sonunda Pseudomonas tiirlerinin baskin hale geldigi gozlemlenmistir (Wen vd.,
2022).

Pseudomonas tiirlerinin et bozulmasindaki yayginligi, yalnizca et substratlarinda
gelisme yeteneklerinden kaynaklanmamakta, ayni zamanda salgiladiklar1 c¢esitli
metabolitlerle de yakindan iligkilidir (Wu vd., 2022). Bu ekstraselliiler salgilar,
cevredeki mikroorganizmalarm biyokimyasal 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkileyerek
karmagik bir mikrobiyal ekosistemin olusumuna katkida bulunur. Pseudomonas

tiirleri tarafindan {retilen metabolitler; vitaminler, kofaktorler, mikrobiyal



davraniglar1 diizenleyen sinyal molekiilleri ve mikrobiyal biiylimeyi engelleyen
antimikrobiyal bilesenler gibi ¢ok ¢esitli bilesenleri kapsamaktadir (Chassaing ve
Cascales, 2018; Gross ve Loper, 2009; LaCourse vd., 2018). Yapilan arastirmalar,
Pseudomonas tiirleri arasindaki tiirler arasi etkilesimlerin genellikle biyosiirfaktanlar,
ekstraselliiler polisakkaritler ve yag asidi temelli sinyal molekiilleri gibi salgilanan
metabolitler araciligiyla gerceklestigini gostermektedir; bu bilesenler mikrobiyal
iletisimde 6nemli roller Gstlenmektedir (Gralka vd., 2020; Hotterbeekx vd., 2017;
Xavier vd., 2011). Biyosiirfaktanlar, sivilar, katilar ve gazlar arasindaki ylizey
gerilimini azaltma yetenekleriyle bilinir ve emiilsifikasyon, i1slatma, dagilma,
¢oziinlirlik arttrma ve dekontaminasyon gibi ¢ok ¢esitli 6zellikler sergilerler
(Bezerra vd., 2018; Sun vd., 2019). Bakteriyel biyosiirfaktanlarin en yaygin tiirleri
glikolipidler ve lipopeptitler olup, bunlara 6rnek olarak rhamnolipidler, trehaloz,
fruktoz lipitleri ve surfaktin verilebilir (Abbot vd., 2022). Bu bilesikler arasinda,
Pseudomonas aeruginosa tarafindan {iretilen rhamnolipidler kapsamli sekilde
arastirilmis olup; hidrokarbon gibi hidrofobik substratlarin yiizey alanini ve
biyoyararlanimini arttirmadaki, mikroorganizmalarin yiizeye tutunma ve ylizeyden
ayrilmalarini diizenlemedeki, biyofilm olusumunu etkilemedeki ve agir metallerle
bag kurmadaki kritik rolleri vurgulanmistir (Araujo vd., 2016; Markande vd., 2021;
Ron ve Rosenberg, 2001; Van Hamme Jonathan ve Ward Owen, 2001; Varjani ve
Upasani, 2017; Zhao vd., 2017).

Taze ve bozulmus et, siit, peynir ve balik 6rneklerinden izole edilen psikrotrofik
bakterilerin fenotipik ve molekiiler karakterizasyonlar1 sonucunda, P. fragi, P.
lundensis, P. putida ve P. fluorescens’in bu gidalarda baskin tiirler oldugu
belirlenmistir (Liao, 2016). P. fragi tlri pigment tretmezken, P. fluorescens, P.
putida ve P. lundensis pigment Uretme kapasitesine sahiptir (Gill vd., 2014;
Wickramasinghe vd., 2019b). Ozellikle P. lundensis’in, diisiik sicakliklarda biyofilm
olusturarak hem patojenlerin hem de diger bozucu bakterilerin gelisimini destekleyici
bir ortam yarattigi bildirilmektedir (Wickramasinghe vd., 2019b). Pseudomonas
fluorescens ise diisiik sicaklikta ozellikle et, siit ve deniz iriinleri gibi hayvansal
gidalarda meyve ve sebzelerin raf Omriinii kisaltan psikotrofik bir bozulma

bakterisidir (Holley ve Patel, 2005).

Et iriinlerinde en yaygm bozulmaya neden olan tiirlerden biri olan P. fragi, dogal

mikrofloranin énemli bir iiyesi olarak tanimlanmstir. Ornegin, sigir etinden izole



edilen pseudomonadlarin %61’inin ve domuz etindekilerin %76-79'unun P. fragi
oldugu belirtilmektedir (Liao, 2016; Wang vd., 2017). Ayrica, bu tiiriin siit ve siit
iriinlerinin yanm1 sira sogutulmus tavuk etinde de bozulmalara neden oldugu
bildirilmektedir. P. fragi suslari, dis ortamda ekzopolisakkarit, mukus, kétl koku ve
cesitli ekzoenzimlerin (lipaz, proteaz) iiretimi yoluyla kas dokusunda protein

yikimia sebep olmaktadir (Stanborough vd., 2018).

Pseudomonas putida, daha ¢ok kanatli etlerinde goriilen ve diisiik sicakliklarda
gelisim gosterebilen bir diger tiirdiir (Wickramasinghe vd., 2019b). P. lundensis ise
sogutulmus domuz etinde giiclii proteolitik aktivitesi ile bozulmaya neden
olmaktadir. Ayni zamanda, mukus tretimi ve koOti kokuya yol agan Ozellikleri
nedeniyle dikkat ¢eken bir tardur (Liu vd., 2015; Wickramasinghe vd., 2019b).

Pseudomonas aeruginosa, genellikle insanlarda firsat¢1 enfeksiyonlara yol agan bir
patojen olarak bilinir. 25-37 °C’de iyi gelisim gdstermesinin yani sira, 42 °C’de de
biiyliyebilme kapasitesiyle diger tiirlerden ayrilir. Ayrica, incimsi bir gorlinlime ve
Uztm ya da tortilla benzeri bir kokuya sahiptir (Wu vd., 2015; Stover vd., 2000). P.
aeruginosa’nm bazi suslarmin, ayni tiire ait duyarli bakteriler tzerinde lizis etkisi
gosteren ve bakteriyosin smifina giren piyosin lretme yetenegine sahip oldugu

saptanmustir (Jacob, 1954).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, sigir etinden izole edilen P. bubulae (Lick vd.,
2020) ve ¢ig etten izole edilen P. kulmbachensis (Lick vd., 2024) yeni turler olarak

tanimlanmstir

Pseudomonas tiirleri, yalnizca yaygmliklar1 ve biyofilm olusturma yetenekleri ile
degil, ayn1 zamanda farkli c¢evresel stres faktorlerine karsi dayanikliliklariyla da
dikkat gekmektedir. Bu tirlere yonelik biyokontrol aktivitelerin arastirilmasi, gida

bozulmalar1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.2. Bakteriyel Biyofilmler

Biyofilm kavrami ilk kez 17.yiizyillda Antonie van Leeuwenhoek tarafindan basit
mikroskop yardimiyla dis plagindan alinan Orneklerin incelenmesi sirasinda
mikrobiyal kiimelerin gdézlemlenmesiyle ortaya konmustur. Ancak Leeuwenhoek,
gbzlemledigi yapilarin biyofilm oldugunu fark edememistir (Donlan, 2002). 1970°1i

yillarda Costerton’un yaptig1 ¢aligmalar, dag akarsularinda yasayan bakterilerin



biiyiik ¢ogunlugunun (%99,99) yiizeylere yapisik halde bulundugunu ortaya
koymustur (Costerton vd. 1978). Takip eden yillarda, 1973’te Characklis, endiistriyel
su sistemlerinde incelemelerde bulunmus ve yiizeye sikica tutunan mikrobiyal
topluluklarm, klor gibi dezenfektanlara kars1 oldukga direngli olduklarmi gostermistir
(Donlan, 2002). Marshall (1976), bakterilerin yiizeylere tutunmasimni saglayan ince
ekstraselliiler polimer fibrillerin varligini rapor etmistir. Biyofilm terimi ise ilk kez
1978’de Costerton ve ¢alisma arkadagslar1 tarafindan, dis plagi ve nehir gibi
ortamlardaki hiicre topluluklarmi tanimlamak amaciyla kullanmistir. Biyofilm, 6zetle
bir yiizeye tutunmus mikroorganizma toplulugu ve bu toplulugun sentezledigi
maddeler butini  olarak tamimlanabilir  (Tdlice vd., 2021). Biyofilm,
mikroorganizmalarin hem birbirlerine hem de bulunduklar1 ylizey veya ara
tabakalara geri doniissiiz sekilde tutunmalarini saglayan, hiicre dis1 polimerik madde
(Ekzopolisakkarit, EPS) matriksi icerisinde organize olduklar1 yapidir. Bu yapi,
mikroorganizmalarm genetik ifade diizeyleri ve biiyiime oranlarma gore farkh
fenotipik karakteristikler gelistirmelerini miimkiin kilar. Biyofilm, 6zetle bir ylizeye
tutunmus mikroorganizma toplulugu ve bu toplulugun sentezledigi maddeler bitin
olarak tanimlanabilir (Tullce vd., 2021). Mikroorganizmalarin degisken ¢evresel
kosullarda yasamlarini stirdiirebilmeleri, biyofilm olusturma kapasiteleriyle dogrudan
iligkilidir. Bu yetenek, patojenite acisindan Onemli bir avantaj saglamaktadir.
Biyofilmin temel bileseni olan (Ekzopolisakkarit) EPS, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ve hiicreleri ¢evresel tehditlerden koruyan biyopolimer yapili

maddelerdir (Frglund vd., 1996).

Biyofilmler; dogal ortamlar, endiistriyel sistemler, sucul yasam alanlari, tibbi cihaz
yiizeyleri ve canli dokular gibi pek ¢ok farkl ylizeyde olusabilmektedir (Costerton
vd., 1994). Bu yapilarda bakteriler, ekstraselliiler polimerik fibrillerden olusan bir
matriks iginde yer alir ve bu koruyucu yapi; ultraviyole isinlara, fagositik
organizmalara ve antimikrobiyal maddelere kars1 direng saglar (Costerton vd., 1994;
Yang vd., 2011). Bu direng; (1) biyofilm tabakasmin antimikrobiyal maddelerin
penetrasyonunu zorlastirmasi, (2) bu ajanlarmm biyofilm ortaminda etkisiz hale
getirilmesi ve (3) biyofilm matrisine adsorbe olarak etkisinin azalmasi gibi
mekanizmalarla agiklanmaktadir (Sharma ve ark., 2014). Nitekim paslanmaz ¢elik
yiizeylerde biyofilm olusturan P. aeruginosa, P. fragi ve Salmonella typhimurium

turlerinin dezenfektanlara karsi tolerans gelistirdigi gézlemlenmistir (Liao, 2006).



Ekstraselliiler polimerik maddelerin (EPS) kimyasal bilesimi; bakteri tiirii, biiylime
evresi ve gevresel kosullara bagl olarak degiskenlik gostermekle birlikte, yapisinda
genellikle polisakkaritler, proteinler, lipitler, ekstraselliiler DNA (eDNA) ve cesitli
metal iyonlar1 bulunur (Steinberger vd., 2005). Mikroorganizmalar, ¢evresel stres
faktorlerine karsi hayatta kalabilmek, kosullara uyum saglamak ve konakg1 yiizeylere
tutunmak amaciyla biyofilm olustururlar. Bu yapi, bakterilere besin eksikligi, pH
degisimi, reaktif oksijen tiirleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotikler gibi digsal
etkilere kars1 onemli 6l¢iide diren¢ kazandirir (Donlan ve Costerton, 2002; Lewis,

2001).

Mikroskobik dizeyde incelendiginde biyofilmin yapisinin homojen olmadigi, besin
ve oksijen tasmimini kolaylastiran su kanallar1 igeren kompleks bir organizasyon
sergiledigi goriilmektedir (Flemming ve Windenger, 2010). Biyofilm, yogun ve
mercan kayaliklarini andiran bir yapiya sahiptir. Bu yapi, ¢evredeki organik ve

inorganik molekiillerin matrikste toplanmasiyla olusur.

Bakteriler, cevrelerini algilama yetenekleri sayesinde yalniz mi yoksa bir topluluk
icinde mi bulunduklarini ayirt edebilmekte ve buna bagl olarak kolektif davranislar
sergileyebilmektedir. Bu hiicreler arasi iletisim, “cevresel algi sistemi” ya da daha
yaygimn adiyla Quorum Sensing (QS) mekanizmasiyla gergeklesmektedir. QS sistemi,
bakterilerde antibiyotik iiretimi, spor olusumu, genetik materyal transferi
(konjugasyon), hareket davramiglar1 (kaynasma ve yiizme), biyoisima, viriilens
faktorlerinin sentezi ve biyofilm olusumu gibi pek c¢ok fizyolojik olayda gorev
almaktadrr (Fuqua wvd., 1994; Parsek ve Greenberg, 2005). Bu iletisim
mekanizmasinda bakteriler, diisitk molekiil agirlikli sinyal bilesikleri iiretir ve ortama
salarlar. Bu kimyasal sinyaller, hiicre zarin1 kolaylikla gegerek ortama difiize olur ve
hiicre yogunlugundaki artigla birlikte birikir. Belirli bir esik konsantrasyona
ulasildiginda, bu sinyaller hiicreler tarafindan algilanir ve buna yanit olarak viriilens
faktorlerinin iiretimi ya da toksin sentezi gibi ¢esitli gen ifadeleri aktive edilir. Bu
sistem sayesinde bakteriler, kendi popiilasyon yogunluklarini izleyerek ¢evresel
kosullara uygun davraniglar gelistirebilir. Boylece enfeksiyon siirecinde, konak
bagisiklik sisteminden gizlenerek yeterli hiicre yogunluguna ulasana kadar fark
edilmeden ¢ogalma avantaji elde ederler (Fuqua vd., 1994; Jayaraman ve Wood,
2008).



Quorum Sensing mekanizmasi, biyofilm olusumu siirecinde de kritik rol
oynamaktadir. Bu sistem, biyofilmi olusturan hiicrelerin farklilagmasi, organizasyonu
ve biyofilm yapisinin olgunlagsmasi asamalarinda diizenleyici islev gormektedir.
QS’in biyofilm olusumundaki bu diizenleyici rolii ilk kez 1998 yilinda Pseudomonas

aeruginosa iizerinde yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Davies vd., 1998).

2.2.1. Biyofilm Olusum Nedenleri ve Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilm gelisimi, c¢evredeki besinlerin alimi ve atiklarin uzaklastirilmasiyla
dogrudan baglantilidir. Bunun yaninda besin sinirlamalar1 sonucu aktive olan QS
sistemleri, ortamin pH diizeyi, oksijen gecirgenligi, karbon kaynaklarinin varligi ve
ozmotik kosullar da biyofilmin olusumu ve gelisimi tlizerinde belirleyici rol oynar
(Bothwell vd., 2003; Sakarya, 2005).

Bakteriler konak¢1 organizmalarda fibrinojen, fibronektin gibi ekstraselliiler matriks
proteinlerine tutunarak adhezyon ve kolonizasyon saglar; bu durum biyofilm
olusumunu tesvik eder (Wolz vd., 2002; Svensater vd., 2001; Gilmore vd., 2003).
Karbon kaynaklari, 6zellikle glukoz, biyofilm yapimini ve EPS iiretimini arttirarak
yaganabilir mikro ¢evrelerin olusumunu destekler (Ammendolia vd., 1999; Jefferson
vd., 2004). Ayrica, bakteriler biyofilm i¢inde komiinite olusturarak cevresel
sinyallere gore serbest hale gecebilir ve g¢evre kosullarma uygun gen
ekspresyonlartyla fenotipik degisiklikler gosterebilirler (Ozturk vd., 2008). Ayrica
biyofilm olusumu, mikroorganizma tiirii, besin ihtiyaci, inkiibasyon siiresi, yiizey
alani, yiizey diizglinliigii, ylizey materyali gibi faktorlere de baghdir (Douglas, 2003;
Donlan ve Costerton, 2002).

2.2.2. Biyofilm Olusum Basamaklar

Biyofilm yapisinin olusumuna katkida bulunan ¢ok sayida gen, genomik ve
proteomik analizler aracihigiyla tespit edilmistir. Bu genler hiicre fizyolojisinde
adezyon, QS, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide
baglanmada etkilidirler. Biyofilm olusumu ilerledik¢e c¢evrede go6zlemlenen
degisimler, gen ekspresyonlarinda da farkliliklara yol agmakta ve bu durum biyofilm
gelisimini daha da hizlandirmaktadir. Biyofilm siirecini etkileyen bazi genler bu
olusumu desteklerken, bazilar1 ise baskilayici yonde rol oynamaktadir. Ayrica
biyofilmle iliskili genetik materyaller, plazmidler araciligiyla kolaylikla diger

mikroorganizmalara transfer edilebilmektedir. (Vuong ve Otto, 2002).
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Biyofilm olusumunun baslayabilmesi i¢in bakterilerin yiizeye yeterince yaklagmasi
gereklidir. Yiizeye yaklagik 10-20 nanometre mesafeye ulastiklarinda, bakteri
hiicresinin ve yiizeyin negatif yiiklii bolgeleri arasinda elektrostatik itme kuvvetleri
olusur. Bu etkilesim, Van der Waals kuvvetleri gibi fiziksel kuvvetlerle sinirli
kalabilecegi gibi, bazi durumlarda bakteriler fimbria veya flagella gibi yapilar
araciligiyla yilizeye mekanik olarak tutunabilirler (Thomsen vd., 2022). Biyofilm
olusumu, bakterinin yiizeye tutunmasi, geri doniisiimsiiz baglanma, kolonizasyon ve
mikrokoloni olusumu, kopma ve ayrilma olarak 4 asamada gerceklesir (Temel ve
Erac, 2018; Gupta vd., 2016; Watnick ve Kolter, 2000). Biyofilm olusum asamalari
Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Biyofilm Olusum Asamalari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

a. Tutunma: Biyofilm olusumunun ilk asamasmni, planktonik haldeki
mikroorganizmalarm pilus ve flagella gibi yapilar araciligiyla bir yiizeye gecici
olarak baglanmalar1 olusturur (Lejeune, 2003). Bu evrede bakteriler, yiizeyle tam
temas halinde degildir ve aralarinda hidrofobik etkilesimler ile Van der Waals baglar1
gibi zayif, uzun menzilli kuvvetler rol oynamaktadir. ilk temas sirasinda dzellikle
hidrofobik etkilesimlerin 6nemi biiyiiktiir. Hiicreler bu asamada Brownian hareketi
olarak tanimlanan, rastgele titreme benzeri bir hareket sergiler (Duran, 2011).
Tutunma islemiyle birlikte, bakterilerde cesitli genetik diizenlemeler baslar ve
biyofilm fenotipine 6zgii 6zellikler gelismeye baglar. Bakterilerin ylizeye basarili bir
sekilde tutunabilmeleri i¢in yiizeyle temas kurduklarmi algilamalar1 gerekir. Bu

algilamay1, ¢evresel sinyalleri algilayan ve hiicre i¢i yanitlara doniistiiren alici-verici
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sistemler araciligiyla gergeklestirirler. Tutunmanin ardindan, biyofilm olusum
siirecinin ilerlemesini baslatan siireg, QS sistemiyle iligkilidir. Bu sistem araciligiyla,
yiizeye tutunan her bakteri hiicresi, cevresine kendi varligini bildiren sinyal
molekiilleri salgilar. Yiizeye baglanan hiicre sayisi arttikca, bu molekiillerin
konsantrasyonu artar ve boylece biyofilm olusumuna yonelik gen ekspresyonu
tetiklenir. Bu molekiiler haberlesme, bakteriler arasinda koordinasyonu saglayarak
biyofilm gelisimini destekler (Shrout vd., 2011). Bu asamadaki bakteriler, fiziksel
olarak kolaylikla ortadan kaldirilabilir ve basit yikama islemleriyle yiizeyden
uzaklastirilabilir (Duran, 2011).

b. Geri Doniisiimsiiz Baglanma: Bakteriler yiizeye baglandiktan sonra hiicre
zarlarindaki proteinlerin aktive olmas1 ile birlikte, hiicreler arasi iletisim
mekanizmalar1 devreye girer ve bakteriler tarafindan EPS iiretimi baslar (Lindsay ve
von Holy, 2006). EPS, bakterinin g¢evresel kosullara uyumunu saglarken, ayni
zamanda yiizeye ve diger hiicrelere giiclii baglarla tutunmasini miimkiin kilar. Bu
polimerik matriksin bilesimi, bakteri tiirline ve cevresel kosullara bagli olarak
degismekle birlikte, c¢ogunlukla ekzopolisakkaritler, proteinler ve ekstraselltler
DNA’dan olusur (Donlan, 2002).

Bu asamada hiicre ile ylizey arasinda iyon-dipol, dipol-dipol, kovalent ve iyonik
baglar gibi kisa mesafeli gii¢lii etkilesimler goriiliir. Ayrica hidrofobik ve hidrojen
baglar1 da bu baglanmay1 destekler. Flagella ve fimbria gibi uzantilarla birlikte,
EPS’nin iiretimi bakterilerin ylizeye sikica baglanmalarini saglar (Duran, 2011).
Endiistriyel ortamlarda, boru hatlarinda biriken katyonlar, organik makromolekiiller
ve Kkolloidal maddeler mikroorganizmalarin 6nce gegici, ardindan kalict
baglanmalarimi kolaylastirmaktadir. Bu asamada tutunan bakteriler EPS iiretmekte,
ancak bazi bakteri tiirlerinin EPS olusturmadan da yiizeye geri doniisiimsiiz olarak
baglanabildigi bilinmektedir. Bu baglanmanm ortadan kaldirilmast i¢in giicli
mekanik islemler, 6rnegin fircalama veya kazima gibi yontemler gerekmektedir

(Duran,2011).

c. Kolonizasyon ve Mikrokoloni Olusumu: Yiizeye tutunmus bakteriler ¢cogalarak
mikrokoloniler meydana getirir (Costerton vd., 1994). Biyofilm, farkli bakteri
tiirlerinin bir araya gelmesiyle karmasik bir yapi haline gelir ve her tiir, kendi

mikrokolonisini olusturarak aralarindaki mikrokanallar yoluyla besin ve suyun
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diftizyonunu saglar. Planktonik bakterilerin mevcut mikrokolonilere eklenmesiyle
kolonizasyon siireci daha da hizlanir (van Loosdrecht vd., 1990). Artan hiicre
yogunlugu, bakterilerin Quorum Sensing (QS) sistemi aracilifiyla birbirleriyle
haberlesmelerine imkan tanir. Bu sistem, sinyal molekiilleri vasitasiyla belirli
genlerin aktivasyonunu saglayarak olgun biyofilm yapisinin gelisimini destekler
(Omar vd., 2017). Bu evre, biyofilme 6zgl fenotipin ortaya ¢iktig1 ve bakterilerin
direngli bir yapiya biirlindiigii asamadir (Donabedian, 2003). Bakteri hiicrelerinin
cogalmasiyla ylizeyde birincil koloniler meydana gelir, ardindan farkli tiirlerin
katilimiyla ikincil koloniler olusur. Biyofilm biiyiidiikce, kapsiil yapisina sahip
hiicrelerin sayisinda artis gozlemlenir. Gelisen mikrokoloniler, zamanla mantar
benzeri yapilar veya kuleler halini alir. Farkl yiiksekliklerde bulunan bu
mikrokoloniler arasinda olusan mikroskobik su kanallari, besin ve oksijen tagmimini
saglarken, atik maddelerin uzaklastirilmasina da olanak tanir (Onur, 2021). Bu
asamada ayrica, biyofilm ile iliskili genlerin ekspresyonu artar ve EPS (retimi
yogunlasir (Taskan, 2019). Gelisen {i¢ boyutlu yap1, mikrokanallar araciligiyla besin

alim1 ve metabolitlerin tasinmasini optimize eder (Canberi, 2020).

d. Kopma ve Ayrilma: Biyofilmin olgunlagsmasindan sonra, baz1 bakterilerde flagella
iretimi ile hareket kabiliyeti yeniden kazanilir ve bu bakteriler biyofilmin iist
katmanlarindan ayrilarak ¢evreye yayilir (Marcinkiewicz vd., 2013; Vlassova vd.,
2011). Bu ayrilan planktonik hiicreler yeni ylizeylere yerleserek yeni biyofilm
olusumlarmm baglamasmna neden olur. Bu silire¢, biyofilmin yayilmasina katki
saglarken, lokal enfeksiyonlarin sistemik hale doniismesine de yol acabilir. Ayrilma
asamasi, mikroorganizmalarin besin kaynaklarindaki azalma gibi ¢evresel faktorlere
bagli olarak gerceklesir. Bu siirecte sivi akisina bagl kayma kuvvetleri, biyofilm
yapisinda zayiflamalara neden olur (Germeg, 2014). Ayrilma iki temel sekilde
gerceklesir: asinma ve dokilme. Asinma, sivi akimiyla birlikte kiiglik biyofilm
parcalarmin koparak uzaklastirilmasidir. Dokiilme ise besin kitlig1 gibi nedenlerle

biiyiik parcalarmn rastgele kopmasidir (Germeg, 2014).

2.2.3. Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi

Biyofilm gelisiminin 6niine gegilebilmesi i¢in etkili dnlemler alinmali, 6zellikle gida
isletmelerinde temizlik islemleri diizenli ve titizlikle gerceklestirilmelidir.
Mikroorganizmalarin tutunabilecegi organik kalintilarin ortamdan uzaklastirilmasi,

dezenfeksiyon islemlerinin etkinligini arttrmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009). Biyofilm
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kontroliinde yapisal 6zelliklere gore degisen gesitli yontemler kullanilabilir (Krtal

vd., 2021). Bu yontemler sunlardir:

a. Yuzeylerin mekanik yollarla temizlenmesi

b. Antimikrobiyal maddelerin uygulanmasi

€. Mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen besin kaynaklarinin kisitlanmast
d. Kimyasal maddelerle yiizey tutunmasinin énlenmesi

e. Biyofilm yapisinin parcalanmasinin tesvik edilmesi

Biyofilmin uzaklastirilmasinda ilk adim genellikle fiziksel miidahaledir. Mekanik
temizlik, biyofilm gelisiminin erken asamalarini durdurmada oldukga etkilidir, Jel
temizleyicilere ya da diislik basin¢h sistemlere kiyasla daha basarili sonuglar verir.
Ancak, bazi sistemlerin yapisi mekanik temizlige elverisli olmayabilir: 6zellikle
erisilmesi gii¢ bdlgelerde bu tiir temizlik yetersiz kalabilir. (Dogruéz, 2014). Bu
nedenle mekanik temizlik sonrasinda kimyasal temizlik de yapilmalidir. Kimyasal
temizlikte genellikle mineral ya da organik asitler tercih edilmekte, ancak bu asitlerin
metal ylizeylerde korozyona neden olabilecegi géz oniinde bulundurularak korozyon

inhibitorlerinin kullanim1 6nerilmektedir. (Dogrudz, 2014).

Son yillarda biyofilm kontroliine yonelik farkli teknolojiler de gelistirilmistir.
Elektriksel alan uygulamalari, yiizeylerin kimyasal olarak modifikasyonu, ultrason,
enzim bazli ¢oziimler, amonyak ve formaldehit igeren ajanlar, deterjanlar ve basingh
temizlik sistemleri bu yontemler arasinda yer alir (Giin ve Ekinci, 2009). Enzimler,
Ozellikle biyofilm matriksinde bulunan ekstraselliler polimerik maddeleri
parcalamada  etkilidir. Farkli  mikroorganizmalardan olusan  biyofilmlerin
uzaklastirilmasi i¢in, a-amilaz, B-glukanaz ve proteaz gibi spesifik enzimleri iceren
karigimlar kullanilmaktadir. Ornegin, kagit hamurunun islenmesinde bu enzim

karigimlar1 ile biyofilm olusumu kontrol altina alabilmistir (Kilig, 2016).

2.2.4. Ette Bozulma ve Biyofilm

Etin bozulmasi; mikrobiyal faaliyetler, lipit oksidasyonu ve otolitik enzimatik
reaksiyonlar olmak {izere ii¢ temel mekanizma araciligiyla gergeklesir. Bu siiregler,

depolama siresince drin kalitesini olumsuz etkileyerek kotl koku olusumu, renk

degisikligi ve ylizeyde siimiiksii yap1 gelisimi gibi duyusal sorunlara yol agmakta ve
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bu durum hem tiiketici tarafindan lriiniin reddedilmesine hem de ciddi ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (Koutsoumanis vd., 2006; Dave & Ghaly, 2011).

Et, yiksek besin igerigi ile birlikte su aktivitesinin de yeterli seviyede olmasi
nedeniyle c¢ok c¢esitli mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun bir ortam saglar.
Ancak bozulmadan esas sorumlu olanlar, "0zgiil bozulma mikroorganizmalar1"
olarak tanimlanan smnirli sayidaki tiirlerdir. Bu mikroorganizmalar gida
ekosisteminde baskin hale gelerek bozulma siirecini yonlendirmektedir (Nychas vd.,
2008; Wickramasinghe vd., 2019).

Soguk zincir kosullarinda bile bozulmaya acik olan et iiriinlerinde, 6zellikle aerobik
ortamda depolananlarda, P. fragi gibi tirler en dnemli bozulma etkeni olarak 6ne
cikar. Bu tiir, ylizeyde siimiiksii yapi, koloni olusumu ve koétii koku gibi duyusal
bozulmalara yol agmakta ve bu belirtiler genellikle bakteriyel EPS varlig: ile
iligkilendirilmektedir. EPS, bakterilerin biiylime ve biyofilm olusturma siirecinde
sentezledikleri kompleks yapilar olup, baslangicta yalnizca polisakkaritlerden
olustugu diisiintilse de daha yeni caligmalar protein, lipit ve niikleik asitlerin de bu
matrikste dnemli yer tuttugunu gostermistir (Bramhachari ve Dubey, 2006; Sheng
vd., 2005; Allesen-Holm vd., 2006). EPS’nin baslica islevleri arasinda hiicrelerin
birbirine tutunmasmi saglamak, yiizeylere yapismay1 kolaylastirmak, biyofilm
yapisini stabilize etmek ve bakterileri antibiyotikler, kuruma ve oksidatif stres gibi

dis gevresel tehditlere kars1 korumak yer almaktadir (Helbling ve VanBriesen, 2007).

Wang ve arkadaslarmin (2017) ¢alismasinda P. fragi, aerobik depolanan etlerde en
yiiksek bozulma potansiyeline sahip tiir olarak tanimlanmigtir. Bu turin biyofilm
olusturma kabiliyeti, lipaz ve proteaz gibi disa salgilanan enzimler araciligiyla et
yiizeyinde serbest yag asitleri ve amino asit birikimine neden olmakta; bdylece
bozulmanin hizlanmasma, hos olmayan koku ve tatlarin ortaya ¢ikmasina Katki

saglamaktadir (Remenant vd., 2015; Doulgeraki vd., 2012; Ercolini vd., 2009).

Sonug olarak, biyofilm olusumu et iirlinlerinin mikrobiyal bozulmasinda temel bir rol
oynamaktadir. Bu siireg, bakteriyel tiirlerin 6zgilin enzimatik aktiviteleri, biyofilm
yapisinin  karmasikligi ve etin ylizey Ozellikleri ile etkilesimli bir sekilde
ilerlemektedir. Bu nedenle, yalnizca geleneksel hijyen uygulamalar1 degil, ayni

zamanda fiziksel, kimyasal ve biyolojik yaklasimlarin bir arada kullanildig1 ¢oklu
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stratejilerin  benimsenmesi; raf Omriinii uzatmak ve mikrobiyolojik giivenligi
saglamak agisindan biiyiikk onem tasmmaktadir (Bolocan vd., 2015; Giaouris vd.,
2014; Bridier vd., 2015).

2.2.5. Gida Endiistrisinde Biyofilm

Biyofilm yapilari, uzun yillardir endiistriyel sektdrde 6nemli bir problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Oztirk vd., 2008). Ozellikle gida endiistrisinde,
mikroorganizmalarm {iriinle temas eden ylizeylerden tam olarak uzaklastirilmamasi
durumunda biyofilm gelisimi kaginilmaz hale gelmektedir. Biyofilm olusumunu
etkileyen baglica faktorler; mikroorganizma tiirii, yiizeyin fiziksel-kimyasal
ozellikleri ve cevresel kosullardir (Karaoglu, 2020). Sicaklik, pH, besin igerigi ve
ortamda bulunan antimikrobiyal maddeler de biyofilm yapisinin sekillenmesinde

onemli rol oynamaktadir.

Gida isleme alanlarinda biyofilm, mikroorganizmalarin ¢evresel stres faktorlerine
kars1 gelistirdigi bir hayatta kalma mekanizmasidir. Bu mikroorganizmalar, diisiik
sicaklik, degisken nem diizeyleri, farkli besin tiirleri ve periyodik dezenfeksiyon
uygulamalar1 gibi gesitli stres etkenleriyle karsi karsiya kalmaktadir (Brooks ve Flint,
2008). Biyofilm yapilar1 gida sanayisinde ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Wagner vd., 2021). Et endiistrisinde izole edilen mikroorganizmalarin
yaklasik %90’mm biyofilm olusturabildigi bildirilmis, bu durumun sektore yillik
yaklasik 150 milyon dolar kayba yol actig1 belirtilmistir (Rather vd., 2022). Taze et
ve et Uriinlerinin soguk ortamda muhafazasi ve sevki zorunludur. Ancak bu diisiik
sicaklik kosullari, bakterilerde soguk soka karsi yanit mekanizmalarinin gelismesini
tetiklemekte, glikoliz ve piruvat metabolizma yollarmin devamliligini saglayarak
bozulma siirecini hizlandirmaktadir (Shao vd., 2021). Pseudomonas tirleri, et
yiizeylerine gii¢clii baglanma yetenekleriyle ©One ¢ikan bakterilerdir. Yapilan
arastirmalar, P. fluorescens ve Acinetobacter tiirlerinin durulama islemi sonrasi bile
et ylizeyinde kalabildigini, buna karsin Lactobacillus hucrelerinin ortamdan
uzaklastirilabildigini gostermistir (Piette ve Idziak, 1989). Biyofilm sorunu sadece
gidalarda degil, ev tipi su aritma sistemlerinde kullanilan karbon filtreler ve
membranlarda da ciddi problemler yaratmaktadir. Pseudomonas  spp.,
metabolizmalarmi yavaslatarak, olusturduklar1 biyofilm yapilari igerisinde siselenmis

sularda uzun siire canli kalabilmektedir (Hossain, 2014). Gida isleme alanindaki
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biyofilm kontaminasyonlarinin kaynagi genellikle Pseudomonas ile kontamine olmus

su, caligan elleri veya temas yuzeyleridir (Carpentier, 2009).

Ozellikle kirmizi et ve balik diriinlerinde sik rastlanan P. lundensis’in diisiik
sicaklikta biyofilm olusturabildigi, bu biyofilm yapilarinin hem patojen bakteriler
hem de bozulmaya neden olan diger mikroorganizmalar igin koruyucu bir ortam
sundugu rapor edilmistir (Wickramasinghe vd., 2019b). Bir baska ¢alismada ise P.
putida 'nin yiiksek sicakliklarda olusturdugu biyofilmlerin viskozitesinin azaldig1 ve
biyofilm tabakasmnin ayrilma egiliminde oldugu gozlemlenmistir. Buna karsilik,
diisiik sicaklikta mikroorganizmalarin ylizeye daha giiclii sekilde tutunarak g¢evresel

stresi tolere ettikleri bildirilmistir (Morimatsu vd., 2012).

Et patojeni olarak bilinen Listeria monocytogenes ile bozulmada etkin rol oynayan
Pseudomonas tiirlerinin diisiik sicakliklarda biyofilm olusturma kapasitelerinin
arttigin1 gosteren bulgular, et ve et iirlinlerindeki kayiplarin 6nlenebilmesi adina bu
mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasimi zorunlu kilmaktadir (Pang ve Yuk,
2019). Uretim siirecinde ekipman, kesme tahtasi, el ve eldiven gibi yiizeylerle et
arasindaki temas, mikroorganizmalarin c¢apraz bulagsmasina neden olabilmektedir
(Carpentier, 2009). Et {riinlerine biyofilm hiicrelerinin gegisi; hiicre morfolojisi,
ylizeye baglanma kuvveti, iiretim ortami ve biyofilm matriksinde yer alan

ekzopolisakkaritlerin 6zelliklerinden etkilenmektedir (Pang ve Yuk, 2019).

Biyofilm olusumunun 6nlenebilmesi i¢in 6ncelikle suyun kalitesi ve hijyen seviyesi
yiiksek tutulmali, kullanilan ekipmanlar diizenli ve etkili bicimde temizlenmelidir
(Carpentier, 2009). Ayrica biyofilm yapisin1 olusturan polisakkarit matrisin
parcalanmasi, yeni dezenfeksiyon tekniklerinin gelistirilmesiyle
mikroorganizmalarin yiizeylerden uzaklastirilmasinda etkinlik saglanabilir (Sharma

vd., 2014).

2.2.6. Bakteriyel Hareketlilik

Bakteriler, ¢ok ¢esitli ¢evresel kosullarda yiizeylere kolonize olabilme yetenegine
sahiptir. Bulunduklar1 ortamdaki besin maddelerinin varlig1 ve yiizey ozellikleri,
bakterilerin yerlerinde kalmalarini, ¢evreye yayilmalarmi veya konak¢i dokulara
penetre olmalarini belirleyen baglica faktorlerdir. Laboratuvar kosullarinda bakteriyel
koloniler, mekansal olarak organize bir yap1 sergileyerek morfolojik olarak ayrigmis

bolgeler ve 6zgiin biyokimyasal ifade desenleri olustururlar (Ben-Jacob vd., 1998;
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Shapiro, 1998). Bakteriler, cevresel sinyalleri ve diger mikroorganizmalarin varhigini
algilamak amaciyla yiizeylerle dinamik etkilesimlerde bulunurlar (Fuqua vd., 2001).
Bu siiregte, yiizeye yapismayi, yasamlarini siirdiirmeyi ve hareket yeteneklerini
destekleyen biyofilm adi verilen polisakkarit yapilar {iretirler (O’Toole, 2000;
Stoodley, 2002).

Bakteriyel hareketlilik, QS mekanizmalar1 ve biyofilm olusumu ile yakmdan
iligkilidir (Myszka vd., 2016; Shrout vd., 2006). Yapilan arastirmalar, bakterilerin
yiizey hareketliliginin biyofilm mimarisi tizerinde etkili oldugu ve bu hareketlilikteki
farkliliklarin biyofilm yapisinda belirgin degisimlere neden oldugunu gostermektedir
(Shrout vd., 2006). Biyofilm gelisimi siirecinde rol oynayan temel dizenleyici
faktorler arasinda yiizme (swimming), kaynasma (swarming) ve segirme (twitching)
gibi hareket tiirleri yer alir. Bu hareket bigimleri, hem kolonizasyonun hem de
biyofilm organizasyonunun gerceklesmesinde kritik 6neme sahiptir (Klausen vd.,
2003; O’May ve Tufenkji, 2011).

Hareketlilik, bircok organizma icin hayati bir surectir ¢lnki cevresel kaynaklara
yonelimi kolaylastirir ve bireylerin yayilimina katki saglar (Miyata vd., 2020).
Bakteriler, derin deniz menfezlerinden (Dick, 2019) kara ekosistemlerinde yasayan
bitki ve hayvanlara kadar ¢ok sayida ekolojik niste yer edinmistir (Raina, 2019). Bu
cesitli yasam alanlarma uyum saglamak amaciyla farkli hareketlilik mekanizmalari
gelistirmislerdir (Jarrel ve McBride, 2008). Temel olarak bu mekanizmalar iki ana
kategoriye ayrilir: bakteriler ya sivi ortamlarda serbestge yiizerek ya da sivi yiizeyler
iizerinde kat1 substratlar boyunca hareket ederek yer degistirirler (Henrichsen, 1972).
Diisiik Reynolds sayilarinda gergeklesen bu yiizme hareketleri, genellikle
flagellalarin ya da i¢ filamanlarin rotasyonel kuvvetleriyle saglanir ve hiicrenin
etrafinda donmesine neden olur (Purcell, 1977). Kati ylizeylerdeki hareket ise

hiicrenin baglandig1 noktalar araciligiyla iiretilen kuvvetlerle kontrol edilir (Purcell,

1977).

Son yillarda bakteriyel hareketlilik konusundaki bilgi birikimi 6nemli 0dlglide
artmustir. Tekil hiicre diizeyindeki hareketi miimkiin kilan mekanizmalar daha iyi
anlasilmis ve bu mekanizmalara ait molekiiler komplekslerin yapisal ozellikleri
detayli bicimde ortaya konmustur. Ozellikle yiizme hareketine aracilik eden

molekdiler makinelerin kriyo-elektron mikroskobu (cryo-EM) ile ¢6ziimlenen yapilari
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(Santiveri vd., 2020; Johnson vd., 2021) ile segirme (Chang vd., 2016; Gold vd.,
2015) ve kayma (Hennell James vd., 2021) gibi yiizeyle iligkili hareket bigimlerine
ait yeni yapisal veriler, bu alandaki kavrayisimizi derinlestirmistir. En sik incelenen
hareket tiirlerinden biri, flagellar filamentlerin donmesiyle saglanan yiizme

hareketliligidir (Berg ve Anderson, 1973; Nakamura vd., 2003).

Kaynasma (swarming) hareketi, bakterilerde kolektif davranisin bir formu olarak
kabul edilir ve benzer davranis bigimleri bocekler, kuslar, baliklar ve memelilerde de
gOzlenmektedir (Mehes, 2014; Vicsek, 2012). Bu hareket tipi, flagellaya sahip
bakterilerin nemli ve besin agisindan zengin yiizeylerde hizli bir sekilde yayilmasiyla
ortaya ¢ikar (Harshey, 2003). ilk kez Proteus cinsinde tanimlanan bu hareket
(Williams, 1978), sonrasinda Escherichia (Darnton vd., 2010; Harshey, 1994),
Salmonella (Harshey vd., 1994), Bacillus (Kearns, 2010), Vibrio (McCarter vd.,
1990), Pseudomonas (Kohler, 2000), Serratia (Alberti vd., 1990) ve Paenibacillus
(Ingham, 2008; Be’er, 2009) gibi tiirlerde de rapor edilmistir. P. aeruginosa’da
gozlemlenen kaynasma hareketi, bakterinin yiizeye ilk temasindan sonra farkl
alanlara yayilmasini saglayarak biyofilm olusum siirecine dogrudan katki sunar. Bu
nedenle bakteriyel hareketlilik, biyofilm gelisimi agisindan kritik bir faktér olup, bu
hareketliligin engellenmesi biyofilm olusumunu azaltabilir ya da tamamen bozabilir
(Vasavi vd. 2015; Cevik, 2015).

Yiizeyle iligkili hareket bi¢imlerinden biri olan segirme (twitching), genellikle
Myxococcus xanthus’ta gozlemlenen ve ‘sosyal hareketlilik’ olarak da taninan,
flagella bagimsiz bir harekettir. Bu hareket, “Tip IV pilus” ad1 verilen ince uzantilar
aracihigiyla gergeklestirilir (Maier ve Craig). Tip IV piluslar, bakteriler ve arkeler
arasinda yaygin olarak bulunur ve konak hiicreye yapisma (Craig, 2004), genetik
materyal alimi (Piepenbrink, 2019; Ellison vd., 2018), yirticilik (Evans, 2007),
virilans (Persat, 2015), fototaksi (Schuergers, 2016), kemotaksi ve yiizey algilama
gibi bir¢ok biyolojik islevde gorev alir (Mattick, 2008; Berry, 2015).

Pseudomonas fluorescens suslarinda, biyofilm olusumunun ilk evresi olan yiizeye
tutunmada, flagella gibi uzantilar Onciil temasin gerceklesmesini saglar. Ayrica
flagellanin, hiicrelerin kiimelenmesi, hiicreler arasi sinyal iletimi ve baglanma
slireclerinde de rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (Diaz vd., 2011). Pseudomonas

aeruginosa, segirme hareketi sayesinde ylizey lizerinde dik pozisyonda durabilir ve
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iki boyutlu diizlemlerde yonlii hareket kabiliyeti kazanir (Gibiansky, 2010; Conrad,
2011). Bu bakimdan, segirme motorlarinin hiicre kutuplarma lokalize olmasinmn,
pilus araciligiyla iletilen mekanik sinyallerle diizenlendigi ve bunun da mekanotaksi

davranigini yonlendirdigi gosterilmistir (Kiihn vd., 2021).

Segirme hareketini gergeklestiren yapilarin ¢ogunun hem islevsel hem de yapisal
Ozellikleri giiniimiizde detayli olarak agiklanmustir. Tip IV pilus, piluslarin hicre
zarindan disar1 uzatilmasini ve geri ¢ekilmesini saglayan kompleks bir sistemdir ve
bu sistemin mimarisi, yakin zamanda kriyo-elektron tomografi ile ortaya konmustur

(Chang, 2016; Gold, 2015).

2.3. Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar, bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde edilen, ugucu ve kendine 6zgii
aromatik Ozelliklere sahip sivi formdaki dogal bilesiklerdir (Guenther, 1948). Bu
yaglar, genellikle bitki materyalinden su buhar1 distilasyonu yontemiyle izole
edilmekte olup, bu yontem ticari iiretim siire¢lerinde en yaygm kullanilan tekniktir
(Van de Braak ve Leijten, 1999). Esansiyel yaglarin iiretiminde ekstraksiyon,
ekspresyon, fermantasyon ve enfleuraj gibi alternatif yontemler kullanilabilmekteyse
de, distilasyon teknigi hem verimlilik hem de maliyet agisindan en yaygin tercih
edilen yéntem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Burt, 2004). Bu ugucu bilesikler; bitkinin
yaprak, kabuk, cicek, tohum, tomurcuk, dal ve meyve gibi farkli morfolojik
kisimlarindan elde edilebilmektedir (Zaouali vd., 2010). Ayn1 zamanda kok, c¢icek,
yaprak, aga¢ kabugu ve meyve gibi birgok bitki organi da esansiyel yag iiretiminde
kaynak olarak kullanilabilmektedir (Brenes ve Roura, 2010). CO> ekstraksiyonu gibi
baz1 gelismis teknikler, daha dogal ve orijinal aromatik bilesimler elde edilmesini
miimkiin kilsa da, bu yOntemlerin ekonomik ac¢idan yiiksek maliyetli olmasi

nedeniyle yaygin kullanimlar1 sinirhidir (Moyler, 1998).

Esansiyel yaglar, yalnizca gida lezzetlendirici ya da farmasotik amagla kullanilmakla
kalmay1p, ayn1 zamanda antimikrobiyal etkileri nedeniyle biyolojik koruyucu madde
olarak da tercih edilmekte; bu sayede gidalarda bozulmalara neden olan patojen
mikroorganizmalarin aktivitesini azaltarak triinlerin raf omrind uzatmakta ve
kalitesini korumaya yardimci olmaktadir (Ponce vd., 2011). Avrupa Birligi
tilkelerinde bu bilesikler; aroma verici madde olarak gida endiistrisinde, esans olarak

kozmetik ve parfimeri sektorlerinde ve ¢esitli formiilasyonlarla ilag sanayisinde
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yogun bi¢cimde kullanilmaktadir (Van Welie, 1997). Literatiirde yapilan cesitli
caligmalarda, ¢ok sayida farkli bitkiden elde edilen esansiyel yaglarin dogal
antioksidan ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu gdsterilmis ve bu nedenle bu
yaglarin uzun yillardir farmakoloji, tip, gida giivenligi ve kozmetik sanayisi gibi
bir¢ok farkli alanda etkin sekilde kullanildigi rapor edilmistir (Sacchetti vd., 2005;
Lin vd., 2009; Zaouali vd., 2010; Bayaz, 2014). Esansiyel yaglarin ozellikle
antioksidan ve mikrobiyal inhibisyon 0Ozellikleri, hem bilimsel hem de endistriyel
uygulamalar agisindan O6nemli goriilmektedir (Burt, 2004; Oussalah vd., 2007;
Tajkarimi vd., 2010). Bitkisel kokenli yag ve oziitlerin antimikrobiyal etkileri, gida
muhafazasi, tibbi uygulamalar, alternatif tedavi yaklasimlar1 ve dogal firiinlerle
gelistirilen koruyucu ¢oziimlerde yaygin olarak degerlendirilmektedir (Bakkali vd.,
2008; Cosentino vd., 1999; Prakash vd., 2007). Bu baglamda esansiyel yaglar; gida
sektoriinde dogal koruyucu olarak kullanilmalarinin yani sira, tarimda pest kontrolii,
tibbi iriinlerde enfeksiyon oOnleyici madde olarak degerlendirilme ve kozmetik
iirtinlerinde mikrobiyal kontaminasyonu dnleme gibi ¢ok yonlii kullanim alanlarina

sahiptir (Bakkali vd., 2008).

Bu alanda yapilan bilimsel ¢alismalar, esansiyel yaglarin yapisinda bulunan
terpenoid ve fenolik bilesiklerin dogrudan antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
ortaya koymustur (Conner, 1993; Didry vd., 1993; Karapinar ve Altug, 1987).
Fenolik bilesiklerin bu antimikrobiyal etkilerde merkezi rol oynadig1 ve bazilarmin
“Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen Maddeler” (GRAS) smifinda rol aldigi
bildirilmektedir. Bu nedenle esansiyel yaglarin, friinlerin dogal yollarla
korunmasinda potansiyel koruyucu ajan olarak degerlendirilebilecegi dnerilmektedir
(Kabara, 1991; Singh vd., 2001). Bu bilesiklerin etkinligi, esansiyel yagmn igerdigi
aktif maddelere ve onlarmm miktarlarina bagl olarak farklilik gdsterebilmektedir
(Toroglu ve Cenet, 2006). Bitki esansiyel yaglarinin antimikrobiyal etkisi fenolik
bilesiklerin lipofilik yapida olmasi, mikroorganizmalarin hiicre zarlarinda
birikmelerine ve bu zarlarda bozulmalara neden olarak enerji dengesini bozmak
suretiyle bakterilerin yasamsal faaliyetlerini sekteye ugratmalarina yol agmaktadir

(Conner, 1993).

Esansiyel yaglarin kimyasal bilesimi ve bu bilesimlerin oranlari; bitkinin hasat
edildigi zaman, bitki tlirii ve kullanilan organ, yetistirildigi cografyanin iklimsel

kosullar1 ve jeolojik yapis1 gibi bir¢ok faktdrden etkilenmektedir (Bayaz, 2014; Burt,
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2004). Ayrica, kullanilan ekstraksiyon yontemine bagli olarak da esansiyel yagin
bilesenleri ve verimi biiyliik oranda degisiklik gosterebilir (Mith vd., 2014). Bu
kimyasal bilesiklerin bitkilerde dogal olarak bulunma nedeninin, bitkinin savunma
sisteminde veya metabolik siireclerinde iistlendikleri gorevlerle baglantili oldugu
diistiniilmektedir (Mahmoud ve Croteau, 2002). Esansiyel yaglarin antimikrobiyal
aktiviteleri lizerine yapilan bilimsel ¢alismalar, bu yaglarin hem bakteriyel hem de
fungal patojenlere kars1 etkili olabildigini gostermistir (Rasooli ve Owlia, 2005). Bu
etkilerin belirlenmesinde test edilen ortamin bilesimi, kullanilan mikroorganizma
tiirleri, inkiibasyon siiresi ve sicakligi gibi parametreler, esansiyel yaglarin
antimikrobiyal etkinligi iizerinde belirleyici etkiye sahiptir (Burt, 2004). Ayrica,
esansiyel yagin ¢oziinlirliigii, uguculugu ve test ortamindaki stabilitesi de elde edilen
sonuclarmn giivenilirligini etkileyebilmektedir. Bu nedenle, farkli ¢aligmalarda elde
edilen verilerin dogrudan karsilastirilmast her zaman miimkiin olamamakta,
standardizasyon ihtiyaci dogmaktadir. Yine de bu yaglarin icerdigi fenolik ve
terpenoid bilesenlerin mikroorganizmalar lizerinde inhibitor etkiler olusturabildigi ve

bu etkilerin tiirden tiire degisiklik gosterebildigi genel olarak kabul edilmektedir.

Esansiyel yaglar ve igeriklerinin, Gram-negatif bakteriler dahil olmak lzere bir¢cok
mikroorganizmaya karst etkili oldugu bilinmektedir (Helander vd., 1998;

Sivropoulou vd., 1996).

Nychas (1995), kekik, biberiye, adagayi, karanfil, kisnis, sarimsak ve sogandan elde
edilen esansiyel yaglarin bakterilere ve mantarlara karsi etkili oldugunu
vurgulamistir. Seenivasan ve arkadaglar1 (2006), 21 farkl bitki esansiyel yagini alt1
bakteri tiiriine karsi test etmis ve targm, Karanfil, sardunya, limon, portakal ve

biberiye yaglarinin yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi belirtmislerdir.

Wannissorn ve arkadaglar1 (2005), Tayland’da yetistirilen bitkilerden elde edilen 32
farkli esansiyel yagin antimikrobiyal Ozelliklerini degerlendirmis; japon nanesi
(M.arvensis var. piperacens L.) ve limon otunun (C. citratus) dikkat ¢ekici sonuclar
verdigini belirtmistir. Lopez ve arkadaslar1 (2007) ise, tar¢in ve karanfil esansiyel
yaglarmin kat1 difiizyon testinde E. coli Uzerinde benzer diizeyde inhibisyon

sagladigim belirtmistir.

Pejci¢ ve calisma arkadaslar1 (2020), gerceklestirdikleri arastirmada adagayi ve

feslegen esansiyel yaglarmm Pseudomonas izolatlarinda piyosiyanin iretimini ve
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bakteri hareket tiirlerinden yiizme, segirme ve kaynagma davraniglarmi etkiledigini
ortaya koymustur. Aynit zamanda bu yaglarin, biyofilm olusumunun hem baslangi¢
sathalarinda hem de olgun biyofilm yapilarinda etkili oldugu ve toplam biyofilm
miktarinda anlamli diizeyde azalma sagladigi bildirilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, adagayr ve feslegen esansiyel yaglarinin Pseudomonas tirlerinin
viriilans faktorlerini baskilayabilen potansiyel antimikrobiyal ajanlar arasinda yer

aldig1 sonucuna ulagilmgtir.

Geleneksel tibbi bitkilerden biri olan kerkede esansiyel yaginin (Hibiscus
sabdariffa), 0zellikle Gram-negatif bakterilere karsi etkili bir anti-biyofilm ajani
oldugunu ve bu etkinin 6zellikle Escherichia coli ile Mirabilis tirlerinde belirgin

sekilde gozlemlendigini ortaya koymaktadir (Chelliah vd., 2025).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA, 2002) tarafindan bitkisel iiriinlerde kullanimimna
onay verilen esansiyel yaglar (Burt, 2004), hem bozulmaya yol acan
mikroorganizmalar hem de gida kaynakli patojenler tizerinde antimikrobiyal etki
gostermektedir (Viuda-Martos vd., 2008; Samadi vd., 2011; Ruiz-Navajas vd., 2012;
Mith vd., 2014; Marrelli vd., 2016). Baz iilkelerde esansiyel yag iceren gida katki
maddeleri ticari olarak bulunmaktadir ve GRAS smifinda yer almaktadir (Burt,
2004). Gida ve igeceklerde uzun siiredir aroma amaciyla kullanilan bu yaglar, sahip
olduklar1 antimikrobiyal bilesenler sayesinde dogal koruyucu olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir (Conner, 1993). Ancak bu yaglarin karmasik gida
sistemlerinde etkili olabilmesi icin, klasik besiyerinde gerekli olan minimum
inhibisyon konsantrasyonuna gore daha ylksek dozlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Burt
vd., 2004; Hulin vd., 1998). Bu nedenle etkili sonug igin gereken yag miktarlarini
azaltacak yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amacla farkli esansiyel yag
kombinasyonlar1 denenmekte veya bunlar sentetik koruyucularla birlestirilmektedir

(Fu vd., 2007; Goni vd., 2009; Matan vd., 2006).

2.3.1. Defne Yag

Defne (Laurus nobilis L.), Lauraceac familyasina ait aromatik bir bitki olup
iilkemizin Akdeniz, Karadeniz ve Ege bdlgelerinin kiyr kesimlerinde dogal olarak
yetigmektedir. Keskin ve baharatli aromatik yapis1 sayesinde diinya mutfaklarinda
siklikla aroma verici olarak kullanilmaktadir (Diaz-Maroto vd., 2002). Ayrica,

antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan Ozellikleri nedeniyle gida sanayisinde
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dogal koruyucu katki maddesi olarak kullanim alani buldugu cesitli ¢aligmalarla
gosterilmistir (Sellami vd., 2011). Bunun yan1 sira, alternatif tipta da degerlendirilen
bu bitki; sindirim sistemi rahatsizliklari, romatizmal agrilar, idrar yollar1 taslar1 ve
bas agrilarmm giderilmesinde geleneksel olarak kullamlmaktadir (Ozcan ve
Chaichat, 2005). Son yillarda yapilan arastirmalar, defne yapraklarinin ve defne
esansiyel yaginin fonksiyonel ve saglik agisindan faydali etkilere sahip oldugunu
goOstermektedir (Bhouri vd., 2018; Mufiiz-Marquez vd., 2018). Birgok calisma, defne
esansiyel yagmin antimikrobiyal, akarisit (akar Oldiiriicii) ve antioksidan etkilere
sahip oldugunu gostermektedir (Macchioni vd., 2006; Bhouri vd., 2018; Politeo vd.,
2007; Fernandez vd., 2019).

Defne bitkisinin ugucu yag bilesimi tiizerine yapilan arastirmalar, 1,8-cineole
bilesiginin major bilesen oldugunu ortaya koymustur. Ancak, elde edilen ugucu
yagin kimyasal igerigi; bitkinin yetistigi bolge, iklim ve toprak kosullari, toplama
zamani, tiir ve ekstraksiyon yontemi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak kantitatif ve
kalitatif farkliliklar gdsterebilmektedir (Fiorini vd., 1997; Jemaa vd., 2012; Ozcan ve
Chaichat, 2005). 1,8-cineole’un yani sira, linalool, a-terpinyl asetat, a-pinene ve
sabinene gibi baz1t monoterpen bilesikler de yiiksek oranda tespit edilmektedir. Defne
yapraklarmin karakteristik baharatli kokusunun kaynagini olusturan eugenol, metil
eugenol ve elemicin gibi benzen tiirevleri ise %1 ile %12 arasinda degisen oranlarda
bulunmakta olup, yapragn duyusal kalitesine 6nemli katkilar saglamaktadir (Diaz-
Maroto vd., 2002; Olmedo vd., 2015; Sellami vd., 2011). Sekil 2.2’de defne yaginin

temel bilesenlerinin kimyasal yapilar1 verilmistir.

‘ O—Ac

Linalool 1,8-Cineole o-Terpinyl acetate
Sekil 2.2: Defne yaginin temel bilesenlerinin kimyasal yapisi
Kaynak: (Ili¢ vd., 2024)
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Farkli cografi bolgelerde yapilan arastirmalar da, defne yapraklarindan elde edilen
ugucu yaglarin baslica bileseninin 1,8-cineole oldugunu dogrulamaktadir (Derwich
vd., 2009; Di Leo Lira vd., 2009; Fiorini vd., 1997; Jemaa vd., 2012; Sellami vd.,
2011). Ornegin; Tunus, Cezayir ve Fas gibi Kuzey Afrika iilkelerinde
hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen defne ugucu yaglarinin ana bileseni sirasiyla
%24,55, %34,62 ve %38,86 oranlarinda 1,8-cineole olarak belirlenmistir (Jemaa vd.,
2012). Mersin bolgesinden toplanan drneklerde ise Goksen vd. (2020), 1,8-cineole
oranini %69,87 olarak tespit etmislerdir. Diger yaygim bilesikler arasinda o-pinene,

sabinene ve limonen yer almaktadir (Derwich vd., 2009).

Erdogrul, L. nobilis ekstraktlarmin bazi bakteri ve mantar tiirlerinin biliylimesini
inhibe ettigini belirlemistir. Ozellikle Mycobacterium smegmatis, Yersinia
enterocolitica, S. aureus, L. monocytogenes ve Bacillus megaterium (zerinde
antimikrobiyal etkiler gozlemlenmistir. Molina vd. (2020) tarafindan yapilan
calisma, defne (Laurus nobilis L.) ekstraktlarinmn gida kaynakl patojenler tizerindeki
antipatojenik etkilerini ortaya koymaktadir. Bulgular, defne ekstraktlarinin Quorum
Sensing (QS) mekanizmasmi inhibe ettigini ve buna bagli olarak viriilans
faktorlerinin baskilandigini géstermistir. Ayrica, biyofilm olusumunun énemli 6lgiide
azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, defne ekstraktlarinin gida koruma ve giivenligi
acisindan dogal bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(Macchioni vd., 2006; Bhouri vd., 2018; Politeo vd., 2007 Fernandez vd., 2019).

Dadalioglu ve Evrendilek (2004), defne bitkisinden elde edilen esansiyel yagin
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes ve
Escherichia coli O157:H7' ye karsi belirgin diizeyde antimikrobiyal aktivite
sergiledigini bildirmislerdir. Tiirkiye’den dogal bir flora olan ve yaygin olarak
geleneksel bir ilag ve gidalarda lezzet arttirict olarak kullanilan L. nobilis L., gida

kaynakli patojenlere kars1 koruyucu olarak da kullanilabilir sonucuna ulagmastir.

Cesitli aromatik bitki tlrlerinden elde edilen esansiyel yag c¢aligmalari, yaglarin en
aktif bilesenlerinin 1,8-sineol ve terpinen-4-ol oldugunu gostermektedir (Piccaglia
vd., 1993). Ayrica, 1,8-sineol, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere ve L.

monocytogenes dahil mayalara karsi aktivite gostermektedir (Oke vd., 2009).
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2.3.2. Biberiye Yag

Biberiye (Rosmarinus officinalis), Lamiaceae familyasina ait olup, dogal yasam alan1
genellikle kuru ve kayalik bolgeler, yamaclar, tepeler ve ¢gam ormanlaridir (Perez vd.,
2007). Diinya genelinde yaygin olarak kullanilan bu bitki, hem tibbi hem de aromatik
Ozellikleri dolayistyla taze, kurutulmus ya da esansiyel yag formunda
degerlendirilmektedir (Ozcan ve Chalchat, 2008). Baharat olarak da bilinen biberiye,
ayni zamanda gii¢lii dogal antioksidanlar arasinda yer almakta ve yiiksek antioksidan
kapasitesiyle dikkat cekmektedir (Oluwatuyi, Kaatz ve Gibbons, 2004). Biberiye
esansiyel yagi; antibakteriyel, antifungal, antikanser, antiinflamatuar ve antiviral
etkileriyle 6ne ¢ikmakta, bu nedenle hem tibbi hem de endiistriyel alanlarda genis bir
kullanim alan1 bulmaktadir (Abdullah, Hatem ve Jumaa, 2015; Aherne, Kerry ve
O’Brien, 2007; Barni vd., 2009; Barni vd., 2012; al-Sereiti vd., 1999). Yapilan ¢esitli
bilimsel ¢alismalar, bu ugucu yagin icerdigi biyolojik olarak aktif bilesiklerin,
ozellikle fenolik bilesikler ve terpenoidler sayesinde, antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite gosterdigini ortaya koymustur (Sacchetti vd., 2005; Gachkar vd., 2007,
Genena vd., 2008; Zaouali vd., 2010; Ojeda-Sana vd., 2013).

Biberiye yagmin kimyasal bilesimi, bulundugu cografi bolgeye gore degisiklik
gosterebilmektedir. Ozellikle hasat zamani, gevresel ve tarimsal kosullar, bitkinin
gelisim evresi ve ekstraksiyon yOontemi gibi faktorler, yagin igerigi ile birlikte
biyolojik aktivitesini de etkilemektedir (Bradley, 2006; Burt, 2004; Celiktas vd.,
2007; Jamshidi vd., 2009; Okoh vd., 2010; Zaouali vd., 2010). Tipik olarak biberiye
yaglari, a-pinen, 1,8-sineol ve kafur gibi bilesenlerce zengindir. Bu bilesiklere ek
olarak borneol ve verbenon gibi diger ugucu bilesikler de degisen oranlarda
bulunabilir (Bradley, 2006). Ozellikle Tunus, Tiirkiye, Fas ve Italya menseli yaglarda
1,8-sineol baskin bilesen olup %40’m iizerinde oranda bulunurken, Fransa, ispanya
ve Yunanistan’dan elde edilen yaglarda 1,8-sineol, a-pinen ve kafur yaklasik esit
oranlarda (yaklasik %20-30) tespit edilmistir (Lawrence, 1995; Boutekedjiret vd.,
1999; Bradley, 2006). Sekil 2.3’te biberiye yaginin temel bilesenlerinin kimyasal

yapilar1 verilmistir.
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Sekil 2.3: Biberiye yaginin temel bilesenlerinin kimyasal yapisi
Kaynak: (Le“snik vd., 2021).

Ojeda-Sana ve arkadaslarmin (2013) yaptigi ¢alismada, biberiye esansiyel yagmin
temel bilesenleri arasinda 1,8-sineol, a-pinen ve kafur yer almakta olup; bu
bilesenlerin her birinin antibakteriyel etkiye farkli mekanizmalarla katki sagladigi
belirlenmistir. Ozellikle, 1,8-sineoliin Escherichia coli hiicre zarmda hasara yol
acarak bakterisidal etki olusturdugu rapor edilmistir. Benzer sekilde, a-pinen genis
spektrumlu antibakteriyel etki gosterirken, borneol ve diger monoterpenlerin hiicre
zarmi bozarak bakteriyel gecirgenligi arttirdigi ve boylece hiicre i¢ci metabolizmay1

olumsuz etkiledigi ifade edilmistir (Genena vd., 2008; Ojeda-Sana vd., 2013).

Biberiye esansiyel yaginin antimikrobiyal etkileri; Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis gibi
coklu ilaca diren¢li bakteriler {izerinde test edilmistir. Bu ¢aligmalarda, yagin soz
konusu patojen mikroorganizmalar lizerinde anlamli antibakteriyel etki gosterdigi ve
potansiyel bir dogal tedavi ajan1 olabilecegi degerlendirilmistir (Abdullah, Hatem ve
Jumaa, 2015). Ozellikle Pseudomonas tiirleri gibi Gram-negatif bakteriler, genellikle
ucucu yaglara karsi daha direngli olmalarina ragmen, biberiye yagmn bu tiirler
iizerinde inhibe edici etki gosterebildigi ortaya konmustur (Abdullah, Hatem ve

Jumaa, 2015).

Sonug olarak, biberiye esansiyel yagi, sahip oldugu kompleks kimyasal bilesimi
sayesinde hem antioksidan hem de antimikrobiyal agidan gii¢lu bir biyolojik etki

sunmaktadir. Bu etkinin kaynaginda, karnozol ve karnosik asit gibi fenolik
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bilesiklerin yani sira, a-pinen, borneol, kafur ve 1,8-sineol gibi terpenlerin 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir (Genena vd., 2008; Abdullah, Hatem ve Jumaa, 2015).

28



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Pseudomonas izolatlar ve Kontrol Suslar

Calismada, 1220439 no’lu TUBITAK proje kapsaminda onceki calismalarda et
orneklerinden izole edilmis YKI107, YKS8, YB43, YK50 ve YB91 suslar1 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Pseudomonas fragi ATCC 4973 referans
suslart kullanilmistir. Calismada degerlendirilen Pseudomonas izolatlarinin kodlari,
izole edildikleri kaynaklar ve tanimlanan bakteri tiirleri Tablo 3.1°’de sunulmustur.
Kullanilan suslar, Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida

Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonunda muhafaza edilmektedir.

Tablo 3.1: Cahsmada Kullanilan izolatlarin Kodlan ve Tiirleri

Izolat Kaynak Tur

Kodlan

YK 107 Kiyma P. bubulae

YK 8 Kiyma P. fragi

YK 50 Kiyma P. kulmbachensis

YB 43 Biftek P. fragi yakini olasi yeni tiir
YB 91 Biftek P. fragi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur

3.1.2. Defne Yagi ve Biberiye Yag

Caligmada kullanilan defne (Laurus nobilis L.) esansiyel yagi ve biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), esansiyel yagi FAIDA (Ankara, Tiirkiye) markasmdan
temin edilmistir. Esansiyel yaglar hava ge¢irmez koyu renkli cam sisede ve
karanlikta muhafaza edilmistir. Defne ve biberiye yagmnmn sterilizasyonu 0.22 pm

gbzenek bliylikliigiine sahip siringa filtresinden (ISOLAB) siiziilerek yapilmistir.
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3.2. Metot

Yontem, oncelikle defne ve biberiye esansiyel yaglarmin ugucu bilesenlerinin analiz
edilmesini ve bu yaglarm Pseudomonas izolatlar1 iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonunun (MIK) tespit edilmesini kapsamaktadir. Ardindan, 0,5, 0,25 ve
0,125 alt MIK degerleri kullanilarak biyofilm olusumu ve bakteriyel hareketlilik
iizerine etkileri incelenmistir. Biyofilm testlerinde, sicaklik ve zaman faktorlerinin
etkisini daha ayrintili incelemek i¢in buzdolab1 (4°C) ve oda sicakligi (25°C)

kosullar1 altinda 1, 4 ve 7 giinliik inkiibasyon siireleri uygulanmistir.

3.2.1. Cahsma Kiiltiirii Hazirlama

Calisma sirasinda stoktan alman Pseudomonas suslari igin kati besiyeri (agar) olarak
Nutrient agar (NA, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. NA protokollerinde belirtilen
miktarda tartilmis ve iizerine distile su ilave edilerek coziindiirilmiistir (EK1).
Hazirlanan besiyerleri otoklavda (Selecta, Presoclave II, Ingiltere) 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Otoklav sonras1 yaklasik 50°C’ye sogutulan agarlar, steril
petrilere yaklasitk 15 mL olarak dokiilmiistiir. Stok kiiltiirlerden alinan
mikroorganizmalar, {i¢ ¢izgi yontemi kullanilarak NA’a ekilmistir. Pseudomonas
izolatlar1 ve P. fragi ATCC 4973 25°C’de, P. aeruginosa ATCC 27853 ise 37°C’de
48 saat inkiibe edilmis ve agar yiizeyinde teke diisen koloniler g¢alismalarda

kullanilmstir.

3.2.2.Defne ve Biberiye Esansiyel Yaglarimin Ucucu Bilesenlerinin Belirlenmesi

Defne ve biberiye esansiyel yagmim ugucu bilesenlerinin tanimlanmasi ve miktar
analizi Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Sabri Ulker Arastirma ve Gelistirme
Merkezi’'nde bulunan Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometresi (GC-MS) cihazi

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Defne ve biberiye esansiyel yaglarmin bilesenleri, headspace GC-MS yontemi ile
analiz edilmistir. Bu analizde, SHIMADZU marka GC2010 gaz kromatografisi ve
QP2020 kiitle spektometresi kullanilmistir. Arayiiz sicakligi 250°C, iyon kaynagi
sicakligr ise 200°C olarak belirlenmistir. Kiitle spektrumlari, 70 eV iyonizasyon
enerjisi ile 40-500 amu arahiginda kaydedilmistir. Bilesenlerin ayrimi, Restek
Corporation (Bellefontei, PA, ABD) tarafindan iiretilen Rxi-5Sil MS kapiler kolon
(30 m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 pm) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Analiz srrasmda uygulanan sicaklik programinda, baslangic sicakligi 50°C olarak
belirlenmis ve bu sicaklik 3 dakika boyunca sabit tutulmustur. Daha sonra sicaklik,
3°C/dak artis hiziyla 260°C’ye, ardindan 10°C/dak hizla 270°C’ye yiikseltilmis ve bu

sicaklik 1 dakika siireyle korunmustur.

Enjeksiyon sisteminin optimal calisma kosullar1 ise su sekilde ayarlanmistir:
inkiibasyon siiresi 20 dakika, inkiibasyon sicaklig1 40°C, karistirma hizit 100 rpm, 6n
temizleme siringa siiresi 5 saniye, enjeksiyon akis hizi 1 mL/dak ve enjeksiyon
sonrast bekleme siliresi 20 saniye olarak belirlenmistir. Ugucu bilesiklerin
tanimlanmasi, alikonma siireleri ve kolon iizerindeki kiitle spektrumlarinin Wiley ve
NIST (National Institute of Standards and Technology) kittphanelerindeki referans

spektrumlarla karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir.

3.2.3. Defne ve Biberiye Yaglarmin Pseudomonas izolatlarn Uzerindeki

Minimum Inhibitor Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Defne ve biberiye esansiyel yaglarmin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK)
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI, 2006) yonergelerine gore agar

dilisyon yontemi ile 5 farkli Pseudomonas izolatina karsi test edilerek belirlenmistir.

Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerlerinin belirlenmesi i¢in Mueller
Hinton agar (MHA, Neogen) belirtilen hazirlanma yonergelerine (EK1) uygun
sekilde hazirlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Ayrica,

Tween 80 (AFG Science) de sterilizasyon amaciyla otoklavlanmustir.

Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra, MHA vyaklagik 50°C’ye ulastiginda,
onceden 0.22 pm filtre ile sterilize edilmis %1-3 (v/v) esansiyel yag ve %0,5 (V/v)

steril Tween 80 ile birlestirilerek Mueller Hinton agara eklenmistir.

Belirlenen oranlarda steril esansiyel yag ve Tween 80 iceren besiyerleri, en az 15
saniye boyunca manyetik karistiricida homojen sekilde karistirilmistir. Daha sonra,
aseptik kosullarda steril petrilere dokiilerek oda sicakliginda (20-25°C) yaklasik 30
dakika boyunca katilagmasi1 beklenmistir.

Agarlar tamamen katilagtiktan sonra, 5 mL FTS (fizyolojik tuzlu su %0,85 NaCl)
icine 0,5 McFarland (1,5x108 kob/mL) bulaniklik standardina ayarlanan bakteri
sispansiyonundan 2 pL almarak defne ve biberiye yagi igeren besiyerlerinin

merkezine inokiile edilmistir. Ardindan, en az 30 dakika boyunca kurumaya
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birakilmistir. Bakteri silispansiyonunun 0,5 McFarland bulaniklik standardina

ulastigini dogrulamak i¢in densitometre (Biosan DEN-1, EU) cihazi kullanilmistir.

Inkiibasyon siirecinde Pseudomonas aeruginosa tip susu 37°C’de, Pseudomonas
fragi ve diger Pseudomonas izolatlar1 ise 25°C’de etiivde 24 saat boyunca
bekletilmistir. Inkiibasyonun tamamlanmasmin ardindan, agar yiizeyinde gozle
goriiliir biiyiimenin engellendigi en diisiik yag konsantrasyonu MIK degeri olarak

belirlenmistir.

Pozitif kontrol olarak, esansiyel yag icermeyen ancak %0,5 (v/v) Tween 80 iceren ve
bakteri ile agilanmis besiyeri kullanilmistir. Negatif kontrol ise yalnizca %0,5 (v/v)
iceren ancak bakteri ile asillanmamig besiyerinden olusmustur. Deneyde kullanilan
konsantrasyonda Tween 80’in test edilen suslarin canliligi {izerinde herhangi bir

etkisi olmadig1 gézlemlenmistir.
3.2.4. Biyofilm Olusum Analizi

Biyofilm analizi kantitaif olarak Wang vd. (2017b); Stepanovi¢ vd. (2007) ve
O’Toole ve Kolter (1998)’in acgikladig1 sekilde bazi degisiklikler uygulanarak 96
kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalarinda kristal mor (CV) yontemi kullanilarak
yapilmistir. FTS ve TSB (Triptik Soy Broth, Sigma-Aldrich, EKI1) ortamlari,
121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanarak steril hale getirilmistir. NA {lizerinde 24
saat inkiibe edilen bakteriyel izolatlardan birka¢ koloni alinarak, 5 mL steril FTS
ortami icerisinde siispanse edilmistir. Bu siispansiyonun bulanikligi, densitometre
yardimiyla 0,5 McFarland standardina getirilmis ve en az 1 dakika boyunca

vortekslenerek homojen hale getirilmistir.

Deneysel calismada, mikroplaka kuyucuklarina 180 pL olacak sekilde; 0,5, 0,25 ve
0,125 MIK altindaki defne veya biberiye yag1 konsantrasyonlarmi igeren ve %0,5
(v/v) Tween 80 ilave edilmis TSB besiyeri dagitilmistir. Ardindan, her bir kuyucuga
0,5 McFarland standardina gore ayarlanmis bakteri siispansiyonundan 20 pL
eklenmistir. Negatif kontrol grubu olarak, yalnizca %0,5 (v/v) Tween 80 igeren 200
pL TSB ortami kullanilmistir. Hazirlanan polistiren mikrotitre plakalari, 25°C’de
etiiv ve 4°C’de buzdolabi kosullarinda sirasiyla 1, 4 ve 7 giin siire ile inkiibasyona

brrakilmaistir.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda, mikroplaka kuyucuklarindaki hiicre yogunluklari,
mikroplaka okuyucusu (INNO-M, LTEK, Giiney Kore) araciligiyla 600 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Daha sonra kuyucuklardaki siispansiyonlar uzaklastiriimis ve
her kuyucuk 3 kez taze TSB ile dikkatlice yikanmistir. Hiicreler, 200 uL. metanol
(Isolab) ile 15 dakika sabitlenmis, ardindan 5 dakika boyunca her bir kuyucuga 200
pL %1 (w/v) kristal viyole (EK1) uygulanmistir. Biyofilm yapilarina baglanan boya,
200 pL %33 (v/v) asetik asit (EK1) ile ¢oziindiiriilmiistiir. Son olarak, ¢ozlinmiis
boyanin optik yogunlugu 590 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.2.5. Hareketlilik Testleri

Bakteriyel hareketlilik testleri i¢in segirme (twitching), kaynagsma (swarming) ve
yuzme (swimming) hareket testleri Wang vd. (2021) ve Deziel vd. (2001)’de
anlatildig1 sekilde baz1 degisiklikler yapilarak uygulanmistir.

Kaynasma hareket testi i¢cin, %0,5 agar (Liofilchem), 8 g/L nutrient broth ve 5 g/L
glukoz (Merck) iceren yari-kat1 agar hazirlanmistir. Segirme hareket testi i¢in, 20 g/L
LB broth ve %1 agar iceren yari-kat1 agar kullanilmistir. Yiizme hareket testi i¢in ise
%1 Tryptone (Sigma-Aldrich9, %0,5 NaCl (Isolab) ve %0,5 agar iceren yari-kati

agar hazirlanmstir.

Her hareket testi i¢in 6zel olarak hazirlanan yari-kati besiyerleri, 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Daha sonra, siv1 haldeki agara 0,5, 0,25 ve 0,125
MIK alt1 konsantrasyonlarinda steril defne veya biberiye yag1 ve %0,5 (v/v) steril
Tween 80 eklenmistir. Karisim, manyetik karistiricida en az 30 saniye boyunca
homojen hale getirilmis ve aseptik kosullarda steril petrilere dokiilerek katilagsmasi

saglanmistir.

Agarlarm katilagmasmin ardindan, NA besiyerinde 24 saat boyunca inkiibe edilen
izolatlardan steril kiirdan yardimiyla alinan koloniler, yiizme, segirme ve kaynasma
hareketlerini degerlendirmek amaciyla hazirlanan uygun agar ortamlarinin ortasina
dikkatlice ekilmistir. Kaynasma hareketi analizinde, steril kiirdanla alinan koloni
dogrudan agar yiizeyine yerlestirilmistir. Yiizme hareketinin degerlendirilmesinde ise
koloni, agarin merkezine, agarin delinmesini saglayacak ancak polistiren yiizey ile
temas etmeyecek sekilde konumlandirilmistir. Segirme hareketi i¢in koloni, agar1
delerek petri kabinmn tabanindaki polistiren yiizeyle temas edecek sekilde

yerlestirilmistir.
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Pozitif kontrol grubu olarak, defne veya biberiye yagi icermeyen fakat %0,5 (v/v)
Tween 80 ilave edilmis yari-kat1 agar ortamlar1 kullanilmistir. P. aeruginosa ATCC
27853 susu 37°C’de, P. fragi ATCC 4973 ve diger izolatlar ise 25°C’de, 24 saat

stireyle etiivde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, yiizme ve kaynasma hareketlerine ait zon g¢aplar1 (mm
cinsinden) Olg¢lilmiistiir. Segirme hareketinin degerlendirilmesi i¢in, agar tabakasi
cimbizla ¢ikarilmig ve petri kabi distile su ile yikanarak yiizeye tutunmamis
hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan petriler %1 (w/v) kristal
viyole ¢ozeltisi ile boyanmis ve olusan boyanmis alanlarin ¢aplar1 dlgtilerek kayit

altina almmustir.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Tez calismasinda yapilan analizler 4 paralel ve 2 tekrarli olarak yapilmistir. Deney
sonuglari, tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey Testi yapilarak p<0,05
onem seviyesinde degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler icin kullanilan teknikler

Minitab® 22 (State College, PA, ABD) yazilim1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirmada defne ve biberiye esansiyel yaglarinin ugucu bilesenleri belirlenmis
ve ardindan defne ve biberiye yaglariin etten izole edilen Pseudomonas suslari ile
referans suslarin biyofilm {retimi ve bakteriyel hareketliligi iizerine etkisi
incelenmistir. Bunun igin oncelikle defne ve biberiye esansiyel yaglarmnin ugucu
bilesen profili belirlenmis, ardindan bu yaglarin Pseudomonas izolatlar1 {izerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) tayin edilmis daha sonra 0,5, 0,25 ve
0,125 alt MIK degerleri kullanilarak bu yaglarin bozucu faaliyetlere etkisi (biyofilm
ve bakteriyel hareketlilik) belirlenmistir. Elde edilen sonuglar bu boliimde alt

basliklar halinde siralanmistir.

4.1. Defne Esansiyel Yaginin Ucucu Bilesenleri

Defne esansiyel yaginda bulunan ucucu bilesenlerin tanimlanmasi ve miktarlarimin
belirlenmesi GC-MS cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Defne yaginin GC-MS
spektrumu Sekil 4.1°de, defne yagina ait ugucu bilesenler ve yiizde oranlari ise Tablo

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: Laurus nobilis L. Esansiyel Yagimn GC-MS Spektrumu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

35



Tablo 4.1: Defne Esansiyel Yagina Ait Ucucu Bilesenler
NO Alhkonma Zamani Bilesen Adi Alan (%)
(Retention time, dk)

1 8,2623 a-Phellandrene 0,2766
2 8,4833 a-Pinene 4,6986
3 8,897 Camphene 0,4026
4 9,5152 Sabinene 13,5148
5 9,6481 B-Pinene 5,8042
6 9,8617 B-Myrcene 0,8449
7 10,8945 Benzene, 2,4028
8 11,0257 dI-Limonene 2,6221
9 11,1598 1,8-Cineole 34,8018
10 11,8487 y-Terpinene 0,2097
11 12,9554 Linalool 4,3847
12 13,0156 cis-sabinene hydrate 0,1531
13 15,0117 d-Terpineol 0,2848
14 15,334 3-Cyclohexen-1-ol 2,5795
15 15,6912 a-Terpineol 2,9566
16 15,8675 Benzene 0,1483
17 18,3531 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol 0,3327
18 20,0386 a-terpinyl asetat 12,5014
19 20,2441 Phenol 1,5911
20 21,3715 Benzene 4,0296

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Yapilan analizin sonucu ve Tablo 4.1°¢ gore Laurus nobilis esansiyel yaginda
bulunan temel ugucu bilesenlerin 1,8-Cineole (%34,80), sabinene (%13.51), a-
terpinyl asetat (%12,50), B-Pinene (%5,80), a-pinene (%4,69), Linalool (4,38) ve
oldugu goriilmemektedir. Elde edilen sonuglar daha dnce L. nobilis esansiyel yagi

kullanilarak yapilan ¢aligmalarla benzer bulunmustur.

Caputo vd. (2017)’in defne yagi ile yaptiklari ¢calismada 1,8-cineole (%31,9) ve
sabinene (%12,2) baslica bilesenler olarak bulunmustur. Kili¢ (2002), Bat1 Karadeniz
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Bolgesi’nden toplanan defne yapraklarindan elde edilen yag ile yaptigi ¢alismada 1,8
cineole (% 39-43), a-terpynl acetate (% 5,77-7,40), sabinen (% 7,03-8,55), a-pinen
(% 3,4-4,6) bilesenlerini bulmustur. Diger bir ¢alismada ise 1,8-cineole % 39,1,
sabinene % 4,4, a-pinene % 2,2, B-pinene % 1,7 defne yaginin temel bilesenleri
olarak verilmistir (Fiorini vd. 1997). Bouzouita vd. (2003) tarafindan yapilan bir
caligmada, defne ugucu yagmin temel bilesenlerinin 1,8-cineole (%42,3), a-terpinene
(%11,2), B-pinene (%5,9) ve sabinene (%5,4) oldugu belirlenmistir. Erdogan vd.
(2017)’de yaptiklar1 kimyasal bilesen ¢alismasinda defne yaginda en ylksek oranda
1,8-cineole (%29,75) tespit etmislerdir. Diger one ¢ikan bilesikler ise sirasiyla; kafur
(%9,85), a-pinene (%8,02), borneol (%6,06), a-terpineol (%3,99), kampen (%3,32)
ve P-pinene (%3,24) olarak belirlenmistir. Macchioni vd. (2006)’da yaptiklar1
calisgmada tanimlanan ana bilesiklerin 1,8-sineol (39%), a-terpinyl asetat (11%),
sabinene (10%) and linalool (7.4%) oldugunu bildirmistir. Ozcan ve Chalchat (2005),
ana bilesen olarak 1,8-cineole (% 51,73-68,48), diger onemli bilesenler olarak o-
terpinyl acetate (% 4,04-9,87), sabinene (% 4,44-7,75), a-pinene (% 2,93-4,89), B-
pinene (% 2,58-3,91) tespit etmislerdir. Sangun ve ark. (2007), Hatay’da farkli
bdlgelerde defne ugucu yagin kimyasal igerigini karsilastirdig1 calismada ana bilesen
olarak 1,8- cineole (% 46,61-59,94), a-terpinyl acetate (% 11,94-25,70), a-pinene (%
3,66-2,61) sabinene (% 14,05-7,83), terpinen—4-ol (% 1,82-2,20) sonuglarina

ulasmuslardir.

Bir¢ok ¢alismada bildirildigi gibi 1,8- cineole, a-terpinyl acetate, sabinene, a-pinene,
B-pinene ve linalool Laurus nobilis L. esansiyel yaginda yiikksek ve orta
konsantrasyonlarda bulunabilen bilesikler oldugu i¢cin ¢alismada elde edilen verilerin

literatiirdeki verilerle paralellik gosterdigi soylenebilmektedir.

4.2 Biberiye Esansiyel Yaginin Ucucu Bilesenleri

Biberiye yaginin GC-MS spektrumu Sekil 4.2° de, biberiye yagina ait ugucu

bilesenler ve yiizde oranlar1 ise Tablo 4.2” de verilmistir.
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Sekil 4.2: Rosmarinus officinalis L. Esansiyel Yaginin GC-MS Spectrumu
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.2: Biberiye Esansiyel Yagina Ait Ucucu Bilesenler

Allkonma Zamani

NO (Retention time, dk) Bilesen Ad1 Alan (%)
1 7,9728 a-Pinen 19,7219
2 8,3612 Camphene 9,6124
4 9,0707 Bicyclo[3.1.1]heptane 0,7752
5 9,1538 3-Octanone 0,704
6 9,7546 a-Phellandrene 0,4608
7 10,0845 a-Terpinene 0,4497
8 10,2988 Benzene, 2,598
9 10,4362 dI-Limonene 7,3096
10 10,5363 1,8-Cineole 15,6845
11 12,3254 Linalool 1,123
12 13,8177 Camphor 19,9328
13 14,3733 Borneol 3,7354
14 14,6654 3-Cyclohexen-1-ol 0,661
15 15,0176 a-Terpineol 1,0957
16 15,5893 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one 0,8483
17 17,6797 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol 2,0914
18 17,7415 Isobornyl acetate 0,4536
19 22,2382 a-Humulene 0,8639

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Yapilan analizin sonucu ve Tablo 4.2’ye gore Rosmarinus officinalis L. esansiyel
yaginda bulunan temel ugucu bilesenlerin camphor (%19,93), a-pinene (%19,72),
1,8-Cineole (%15,68), camphene (%9,61), dl-limonene (%7,30), ve oldugu
gorulmektedir. Elde edilen sonuglar daha Once R. officinalis L. esansiyel yagi

kullanilarak yapilan ¢aligmalarla benzer bulunmustur.

Salido vd. (2003), biberiye bitkisinden elde edilen ugucu yag iceriklerinin mevsimsel
degisimlerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 c¢alismada 12 Ornek {zerinde
calismiglardir. En yiiksek yag veriminin (%1,6-1,8) yaz doneminde yapilan
hasatlardan elde edildigini bildirmislerdir. Ayrica farkli mevsimlerde elde ettikleri
ucucu yaglarin bilesenlerinin camphor (%17,2-34), a-pinen (%10,2-21,6), 1,8- cineol
(%12,1-14,4), camphene (%5,2-8,6), borneol (%3,2-7,7), beta-pinene (%2,3- 7,5) ve
limonene (%2-3,8), olarak analiz etmislerdir. Bu degiskenligin hasat zamanindan
kaynaklandigin1 bildirmislerdir. 1li¢ vd. (2024) yaptiklar1 c¢alismada biberiye
esansiyel yaginda en yiiksek miktarda bulunan bilesenlerin camphor (31.9%),
borneol (12.2%), 1,8-cineole (11.3%), myrcene (10.7%), camphene (9.6%) ve a-
pinene (7.1%) oldugunu bildirmislerdir. Arfa vd., (2022) Tunus’un farkli
bolgelerinden elde edilen biberiye esansiyel yagi ile yaptiklar1 calismada, biberiye
esansiyel yagmin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri {izerinde meteorolojik
kosullar, bitki biiyiime asamasi ve genetik faktorlerin niceliksel ve nitel kompozisyon
iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada elde ettkleri
sonuglart camphor (18.2 28.1%), 1,8-cineole (6.4-18.0%), a-pinene (9.7-13.5%),
borneol (4.4-9.5%), ve camphene (5.1-8.7%) olarak belirlemislerdir. Sirbistan ve
Rusya’dan temin edilen biberiye esansiyel yagi ile yapilan bir ¢alismada,
Sirbistan'dan gelen biberiye esansiyel yagi iceriginde a-pinen (%23,00), 1,8-sineol
(%17,79) ve kafur (%14,39), Rusya'dan gelen biberiye esansiyel yagi igeriginde ise
daha disiik a-pinen (%17,76) ve daha yuksek 1,8-cineole (%23,4) ve kafur (%17,17)
belirlenmistir. (Mici¢ vd., 2021). Yapilan baska bir ¢alismada hidrodistilasyon ile
elde edilen ugucu yaginda 22 bilesen tanimlanmistir. Ugucu yagin ana bilesenlerinin
%26,54 1,8-cineol, %12.88 camphor, %20,51 a-pinene, %11.38 camphene ve %6.95
B-pinene oldugu bildirilmistir (Jiang vd., 2011).

Yapilan bir¢ok ¢alismada 1,8-cineol, camphor, a-Pinene ve Camphene Rosmarinus

officinalis L. esansiyel yaginda bulunan temel ugucu bilesenler olarak bildirilmistir.
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Calismada elde edilen veriler literatiirdeki verilerle paralellik gosterdigi

sOylenebilmektedir.

Yagin kimyasal bilesimi ve bilesenlerin ylizde oranlarinda gozlenen farkliliklar;
bitkinin yetistigi bolge ve ekolojik kosullari, hasat zamani ve mevsimi, esansiyel
yagm elde edilme yontemi ile genetik Ozellikler gibi cesitli faktorlerle
iliskilendirilmektedir. Literatiirde yer alan calismalar, bu degiskenlerin esansiyel
yagm igerik profili tizerindeki belirleyici etkisini ortaya koymustur (Bako vd., 2023;
Winska vd., 2019; Lemos vd., 2017; Pirbalouti vd., 2013).

4.3. Defne ve Biberiye Yaginin Pseudomonas izolatlar Uzerindeki Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Defne ve biberiye esansiyel yaglarinin Pseudomonas izolatlar1 tizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) agar diliisyon metodu ile belirlenmistir. %1-3
(v/v) defne ve biberiye yagi ve %0,5 (v/v) Tween 80 igceren besiyerlerine ekim
yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda agar ylizeyinde goriiniir biiyiimenin
engellendigi en diisiik yag konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir. Kontrol grubu

%0,5 (v/v) Tween 80 icermektedir.

Defne yaginin izolatlar Gzerindeki MIK degerleri Tablo 4.3’te % (v/v) cinsinden
verilmistir. En diisiik MIK degeri %1 (v/v) ile P.fragi 4973, YK107, YK8, YB43 ve
YKS50 suslarinda, en yiiksek MIK degeri %3 (v/v) ile P. aeruginosa ATCC 28753
susunda tespit edilmistir.

Tablo 4.3: Defne Yagmn Pseudomonas Suslan Uzerindeki Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Degerleri (%)

Izolat MIK(v/v)

P. aeruginosa ATCC 27853 3%
P. fragi ATCC 4973 1%
YK107 1%
YK8 1%
YK50 1%
YB43 1%
YB91 2%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Biberiye yaginin izolatlar iizerindeki MiK degerleri Tablo 4.4’te % (v/v) cinsinden
verilmistir. En diisiik MIK degeri %1 (v/v) ile P.fragi 4973 ve YK50 suslarinda, en
yiiksek MIK degeri %3 (v/v) ile P. aeruginosa ATCC 28753 susunda tespit
edilmistir.

Tablo 4.4: Biberiye Yagmmn Pseudomonas Suslari Uzerindeki Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Degerleri (%)

Izolat MIiK(v/v)

P. aeruginosa ATCC 27853 3%
P. fragi ATCC 4973 1%
YK107 2%
YK8 2%
YK50 1%
YB43 2%
YB91 2%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.4. Defne Yagmin Pseudomonas Izolatlarinin Biyofilm Uretimi Uzerine Etkisi

Biyofilm analizleri, defne yagmmn 3 MIK alt1 konsantrasyonlar1 (0,5, 0,25 ve 0,125
MiK) kullanilarak 96 kuyucuklu polistiren mikroplakalarda kristal mor (CV) boyama
yontemiyle gerceklestirilmistir. Negatif kontrol grubu olarak, yalnizca %0,5 (v/v)
Tween 80 iceren TSB besiyeri eklenen kuyucuklar kullanilmistir. Mikroplakalar,
25°C'deki etiiv ve 4°C'deki buzdolab1 kosullarinda, sirasiyla 1, 4 ve 7 giin siireyle

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmin ardindan, hiicre yogunlugu 600 nm'de
Olciilmiisolusan biyofilm ise CV ile boyanarak iiretim miktar1t 590 nm'de
belirlenmistir. Her bir sus i¢in farkli sicaklik ve siirelerde hiicre yogunlugu ve
biyofilm miktarlar1 tespit edilmis, belirlenen siire ve sicaklik kosullarinda, her susun
farklh MIK alt1 konsantrasyonlara verdigi yamtlar biyofilm olusumu agisindan
karsilastirilmistir. Tablo 4.5’te defne yagi eklenmeyen kontrol gruplarmin farkli
sicaklik ve giinlerde Pseudomonas suslarinin biyofilm iiretim degerleri, tablo 4.6’da
farkli sicaklik giin ve defne yagi konsantrasyonlarinda Pseudomonas Suslarinin

biyofilm iiretim degerleri sunulmustur.
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Tablo 4.5: Farkh Sicakhk ve Giinlerde Pseudomonas Suslarimin Biyofilm
Uretim Degerleri

_ 25°CKONTROL _ 4°CKONTROL

SUSLAR | 1.GUN 4.GUN 7.GUN 1.GUN 4.GUN 7.GUN

27853 1,852+0,057° | 3,162+0,104° | 3,257+0,046° | 0,679+0,011* | 0,581+0,035" | 0,264:0,003*
4973 1,028+0,046° | 1,274+0,048* | 0,959+0,004® | 0,301+0,035* | 1,129+0,003" | 2,662:0,028"
YK107 1,350+0,037® | 2,093+0,0778 | 0,822+0,042" | 0,241+0,033* | 0,791+0,025" | 0,723+0,036"
YK8 0,7310,027® | 1,309+0,0028 | 2,983+0,048° | 0,446+0,045" | 0,294+0,21* | 0,584+0,009"
YB43 1,630+0,033° | 1,910+0,004° | 1,239+0,027® | 0,884:0,042" | 1,719+0,057 | 2,484+0,008"
YK50 0,332+0,020° | 0,579+0,036® | 1,025+0,049" | 0,112+0,036" | 1,010+0,33* | 2,198+0,062"
YB91 0,309+0,046° | 0,712+0,021° | 1,091+0,014® | 0,107+0,006" | 0,381+0,042 | 1,238+0,035"

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir.

ardindan Tukey Testi yapilmistir.

ANOVA ( p <0.05) ve

Tablo 4.6: Farkh Sicakhk Giin ve Defne Yagi Konsantrasyonlarinda
Pseudomonas Suslarinin Biyofilm Uretim Degerleri
25°C 4°C

SUSLAR | 0,5 MiK 0,25MIiK | 0,125 MiK | 0,5MiK 0,25 MiK | 0,125 MiK
0,40420,0058 | 0,892+0,021 | 1,000+0,057 | 0,107+0,029 | 0,146+0,037 | 0,277%0,036

27853 d Bc Bb Ac Ac Ab
0,272+0,0066 | 0,576+0,025 | 0,976+0,042 | 0,42+0,000~ | 0,009+0,002 | 0,11620,025

4973 Bc Bb Ba bc Ac Ab
0,16920,0138 | 0,332+0,047 | 0,847+0,047 | 0,061%0,029 | 0,099+0,037 |0,212+0,022

. YK107 c Bc Bc Ac Ach Aab
LGUN 0,055£0,023F | 0,0780,004 | 0,116+0,013 | 0,231£0,037 | 0,091£0,020 | 0,32120,02

YK8 b Bb Bb Ab Ac Ab
1,087+0,0185 | 1,308+0,008 | 1,447+0,021 | 0,788+0,033 | 0,632+0,011 | 0,36820,024

YB43 d Bc Bb Ac Ab Aa
0,05020,0145 | 0,064+0,025 | 0,087+0,011 | 0,042+0,007 | 0,046+0,016 | 0,057%0,001

YK50 c Ab Ab Ab Ab Aab
0,118+0,0038 | 0,137+0,027 | 0,206+0,001 | 0,059+0,009 | 0,076+0,006 | 0,0390,009

YBgl c Bbc Bb Ac Ab Ab
SUSLAR | 0,5 MiK 0,25 MIiK | 0,125 MiK | 0,5 MiK 0,25 MIiK | 0,125 MiK
0,575+0,0238 | 1,309+0,034 | 1,837+0,014 | 0,022+0,013 | 0,035+0,013 | 0,240%0,000

27853 d Bc Bb Ac Ac Ab
0,137+0,1038 | 0,760+0,050 | 0,926+0,039 | 0,057+0,022 | 0,131+0,031 | 0,194+0,018

. 4973 c Bb Bb Ac Ac Ab
4GUN 0,484+0,0428 | 0,812£0,005 | 0,991%0,016 | 0,168=0,025 | 0,306+0,030 | 0,4650,042

YK107 c Bb Bb Ad Ac Ab
0,215+0,0258 | 0,412+0,042 | 0,557+0,043 | 0,069+0,032 | 0,098+0,033 | 0,1230,006

YK8 c Bbc Bb Ab Ab Ab
0,438+0,0295 | 0,869+0,003 | 0,996+0,040 | 0,626+0,068 | 0,843+0,077 | 1,154+0,037

YB43 d Ac Bb Ad Ac Ab
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0,249+0,0288 | 0,495+0,031 | 0,530+0,040 | 0,458+0,021 | 0,715+0,045 | 0,784+0,044

YK50 b Ba Ba Ac Ab Ab
0,316+0,042B | 0,506+0,026 | 0,658+0,002 | 0,165+0,014 | 0,296+0,050 | 0,067+0,038

YB91 c Bb Ba Ab Aa Ab
SUSLAR | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
2,521+0,021B | 2,931+0,033 | 3,077+0,086 | 0,188+0,038 | 0,248+0,055 | 0,259+0,022

27853 d Bc Bb Aa Aa Aa

B

4973 ((3,22810,026 &43210,023 2664110,028 2&06210,001 &46010,010 0.718+0,04%
0,302+0,041* | 0,470+0,030 | 0,799+0,023 | 0,224+0,044 | 0,389+0,048 | 0,628+0,016

. YK107 b Ab Aa Ac Ab Ab
7.GUN 0,183%0,043% | 0,479+0,033 | 0,63620,025 | 0,314%0,031 | 0,254%0,014 | 0,214%0,025

YK8 c Bb Bb Ab Abc Ac
0,6760,0348 | 0,444+0,037 | 0,759+0,050 | 1,299+0,034 | 1,600+0,037 | 1,896+0,026

YB43 b Be Bb Ad Ac Ab
0,350+0,025* | 0,374+0,025 | 0,428+0,041 | 0,332+0,033 | 0,386+0,040 | 0,454+0,025

YK50 b Ab Ab Ab Ab Ab
0,433+0,0068 | 0,524+0,011 | 0,550+0,021 | 0,232+,025” | 0,181+0,001 | 0,608+0,058

YB91 c Bb Bb c Ac Ab

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA ( p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir.

P. aeruginosa ATCC 27853 susuna ait veriler, defne yaginin bu mikroorganizma
Uzerindeki inhibe edici etkilerini 4°C ve 25°C'de ortaya koyan grafikler halinde Sekil
4.3’te gosterilmistir. Elde edilen bulgular, bu susun 4°C'de hem biyofilm
olusumunun hem de planktonik hiicre ¢ogalmasmin 25°C'ye kiyasla anlamli sekilde
daha disik oldugunu gostermektedir. P. aeruginosa'nin optimum gelisme
sicakliginin 37°C olmasi nedeniyle, 4°C’de metabolik aktivitelerinin sinirli olmasi
beklenen bir bulgudur. Dolayisiyla, 25°C'de biyofilm Uretiminin daha yiksek

diizeyde olmasinin bu sinirlamanin dogal bir sonucu oldugu diisiintilmiistiir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, defne yagi uygulamalarinin P. aeruginosa
ATCC 27853 susunun hem planktonik hiicre gelisimi hem de biyofilm iiretimi
iizerindeki etkileri sicaklik ve konsantrasyon degiskenleri agisindan anlamli
farklhiliklar gostermektedir. Sekil 4.3 (A)’da goriildiigii {lizere, 25 °C'de kontrol
grubunda hiicre gelisimi zamanla artis gosterdigi goriilmektedir. 1. giin sonuclari
degerlendirildiginde defne yagi uygulamasi yapilan gruplarda doza bagh hiicre
geligimi  anlamli  farkliliklar  gostermis ve kontrol grubuna kiyaslatim
konsantrasyonlarda anlamli diisiis gézlemlenmistir (p<0,05). Hiicre gelisimi 4. ve 7.
gunlerde ise kontrol grubu ile benzer bir sekilde gergeklesmistir. Sekil 4.3 (B)’ de yer

alan 4 °C kosulunda ise genel olarak tiim giinlerde hiicre gelisimi 25 °C'ye kiyasla
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oldukga siirl kalmis, defne yagi ilavesi ile bu gelisim daha da baskilanmistir ve tiim
giinlerde defne yagi uygulanmig gruplarda doza bagli hiicre gelisiminde azalma ve

kontrol grubu ile anlaml farkliklar bulunmustur (p<0,05).

Biyofilm iiretimine iliskin elde edilen veriler incelendiginde, Sekil 4.3 (C)’ de
(25°C) kontrol grubunda biyofilm olusumunun zamanla arttig1 ve 7. glinde en
yiikksek seviyeye ulastigi tespit edilmistir. Ancak tiim giinlerde 0,5, 0,25 ve 0,125
MIK konsantrasyonlarinda defne yagi uygulamasinm biyofilm iiretimini anlaml
sekilde azalttigr  gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin, 7. gunde tim
konsantrasyonlarda biyofilm Uretiminin kontrol grubuna benzer seviyelere ulastigi
gorulmektedir. Sekil 4.3 (D) (4 °C) ise tiim giinlerde biyofilm iretiminin 25 °C’ye
gore anlamli derecede daha diisilk oldugu belirlenmistir. Bu sicaklikta 1. giin
degerleri incelendiginde 0,5 ve 0,25 MIK konsantrasyonlar arasinda anlamli bir
farklilik (p>0,05) yokken, biyofilm olusumunun kontrol grubuna kiyasla onemli
Olciide baskilandig1 belirlenmistir (p<0,05). 4. giin sonuglar1 da 1. giin sonuglar1 ile
benzer egilim gostermistir. 7. giin sonuglar1 arasinda ise anlamli bir farklilik

gOriimemistir (p>0,05).

14 14
1.2 Ba Bb Ba 1.2
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= 10 = T 10
o
o o
% 0.8 g 0.8
o 0.6 é 0.6
£ 04 Bc S 04 Ab AaAa
[72}
oy Lo oo i II
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0,5 MIK 0,25 MIK 0,125 MIK 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
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Sekil 4.3: Defne Yagimin P. aeruginosa ATCC 27853 Susunun 25°C (A) ve
4°C’de (B) Hiicre Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm
Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey c¢ubuklardaki kiigiik harfler, ayni giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiik harfler aynm1 giin ve defne yag1
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

P. fragi ATCC 4973 susunun 4-25 °C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu tlizerindeki
defne yag1 konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren

grafikler Sekil 4.4 'de verilmistir.

Hiicre yogunlugunu gdsteren grafikler incelendiginde, kontrol grubunda zamanla
artig gosteren bir hiicre ¢ogalmasi oldugu, bu artigin 25 °C'de daha belirgin oldugu
gorilmektedir. Sekil 4.4 (A)’da, 1. giin sonuglarinda defne yagi uygulanmis
orneklerde 0,5 MIK degerlerinde ciddi bir diisiis goriilmiistiir, 0,25 ve 0,125 MIiK
degerleri benzer sonuglar1 vermistir ancak tlim defne yagi uygulanmis gruplarda

kontrol grubuna gore hiicre gelisimde anlamli diizeyde azalma saptanmustir (p<0,05).

Sekil 4.4 (B)’de ise oOzellikle 1. giinde 25°C’ye kiyasla 4°C’deki hucre
yogunlugunun c¢ok daha diisiik seyrettigi goriilmiistiir. Sicaklik farkliliginin etkisi
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Defne yagi eklenmis gruplarda
kontrol grubuna gore anlamli farkhiliklar gériilmektedir ve 0,5 MIK en diisiik hiicre
yogunlugu olan gruptur. DOrdinci giin ve 7. gun sonuglar1 benzer egilimdedir, 0,5
MIK konsantrasyonlarda defne yag1 eklenmemis (0) kontrol grubuna kiyasla anlamli
diistis gorulmistir (p<0,05). Zaman faktoru dikkate alindiginda, 4 °C’de kontrol
grubundaki hiicre gelisiminin 1. giinden 7. giline kadar siirekli arttigi, defne yagi

eklenen gruplarda ise bu artigin baskilandig1 goriilmektedir.

Biyofilm Uretimine iligskin sonuglar ise Sekil 4.4 (C) ve Sekil 4.4 (D)’de sunulmustur.
25°C’de tiim gilinlerde defne yag1 eklenmis gruplarda yag eklenmeyen (0) kontrol
grubuna kiyasla anlamli diistisler goriilmektedir (p<0,05). Ayni sekilde doza bagl
sekilde defne yagi miktarmnin artisgina bagli olarak hiicre yogunlugunda anlamli

disiisler gortlmiistiir (p<0,05).

Sekil 4.4 (D)’de 4°C’de biyofilm dretim degerleri sunulmustur. Birinci giin
sonuglar1 degerlendirildiginde defne yagi uygulanmis érnekler yag uygulanmamis (0)
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diisiis gostermistir (p<0,05). Dordiincii giin
sonuglarinda Ozellikle 0,5 MIK degeri ciddi diisiis gosterirken 0,25 ve 0,125 MiK
degerleri de kontrol grubuna kiyasla biyofilm {iiretiminde azalma gostermistir
(p<0,05). Ayni giin ve sicakliktaki farkli konsantrasyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklar bulunmasi defne yagmmin doz bagimh etkisini ortaya
koymaktadir. Genel olarak degerlendirildiginde, defne yagi hem hiicre yogunlugu
hem de biyofilm iiretimi agisindan P. fragi ATCC 4973 susu tizerinde baskilayici bir

etki gdstermistir.
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Sekil 4.4: Defne Yaginn P. fragi ATCC 4973 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B)
Hiicre Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiylikk harfler ayn1 giin ve defne yag:
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

YK107 susunun 4-25 °C'de biyofilm Uretimi ve hiicre yogunlugu iizerindeki farkli
defne yag1 konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren

grafikler Sekil 4.5'te verilmistir.
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Sicaklik 25°C kullanildiginda Hiicre yogunlugu verilerinin sunuldugu ve 4 °C
degerlendirildiginde 1. giin sonuglar1 degerlendirildiginde defne yagi miktarmin
artisiyla hiicre yogunlugunda belirgin azalmalar goriilmiistiir ve kontrol grubu en
yiiksek hiicre yogunluguna sahiptir (p<0,05). 4. giin sonuclarnda MIK
konsantrasyonlar arasinda anlamli fark bulunmazken defne yagi eklenmeyen (0)
kontrol grubuna kiyasla hiicre yogunlugunda anlamli diisiis goriilmiistiir. 7. glinde
0,125 MIK en diisiik hiicre gelisimi gostermistir ve tiim MIK degerleri kontrol
grubuna kiyasla anlamli farklilik géztermistir (p<<0,05).

Sekil 4.5 (D)’de 4 °C hiice yogunlugu verileri sunulmustur. 4 °C’de 1. giinden 7.
giine dogru zamana bagli olarak hiicre gelisiminde artis gdzlenmistir. Tiim giinlerde
doza bagh olarak defne yagi miktarindaki artisla hiicre gelisimde azalma belirgin
sekilde goriilmiistiir ve kullanilan tim MIK konsantrasyonlar defne yagi eklenmeyen
(0) kontrol grubuna gore anlamli diisiis gostermistir (p<0,05). Zaman faktori
degerlendirildiginde, 4 °C’de kontrol grubunda hiicre yogunlugunun 1. glinden 7.
giine art1g gosterdigi gorulmektedir. Dordinci glinde defne yagi uygulanan gruplarda
yag miktarinin artis1 ile kademeli olarak diisiis goriilmektedir ve yag eklenmeyen (0)
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiktiir
(p<0,05). Yedinci giinde ise doza bagimli sekilde hiicre yogunlugunda kademeli
diisiis goriilmiistiir en diisiik hiicre yogunlugu 0,5 MIK konsantrasyonda saptanmistir

(p<0,05).

Biyofilm iiretimini gosteren Sekil 4.5 (A) ve (B) incelendiginde, 25 °C’de biyofilm
olusumu 4 °C’ye kiyasla daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Sicaklik 25 °C
iken 1. giin degerleri degerlendirildiginde (Sekil 4.5 (A) ) tiim gruplarda doza bagl
olarak yag eklenmeyen (0) kontrol grubuna goére biyofilm iiretiminde anlaml diisiis
goriilmiistiir (p<0,05). Dorduncu giin biyofilm degerleri diger giinlere kiyasla daha
belirgin sekilde yiiksektir. En diisiik biyofilm iiretimi defne yagi 0,5 MIK
konsantrasyonda kullanildiginda goriilmiistiir, 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlar
arasinda anlamli  bir farkhlik gériilmemistir (p>0,05); ancak tim MIiK
konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur. Yedinci
gin defne yag1 konsantrasyonu 0,5 ve 0,25 MIK iken diisiik ve benzer seviyede

biyofilm Uretimi gergeklesmistir; ayrica kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik
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gdzlenmistir (p<0,05). Defne yag1 kullanildipmda 0,125 MIK konsantrasyon ile

kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).

4 °C’de ise biyofilm iiretiminin tiim gruplarda belirgin sekilde daha diisiik oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.5 (D)). Birinci giinde 0,5 MIK yag konsantrasyonunda en
diistik biyofilm iiretimi olmustur ve tim gruplar arasinda anlamli farklilik
gorulmektedir. Dordlinct glinde defne yagi uygulanan gruplarda yag miktarmm artisi
ile kademeli olarak diisiis goriilmektedir ve yag eklenmeyen (0) kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiktiir (p<0,05). Yedinci
glinde defne yagi uygulanan gruplarda yag miktarinin artis1 ile kademeli olarak diisiis
goriilmektedir ve yag eklenmeyen (0) kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiktiir (p<0,05).

14 1.4
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& Bd 2
2 0.4 2 04
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Sekil 4.5: Defne Yagimin YK 107 Susunun Susunun 25 °C (A) ve 4 °C’de (B)
Hiicre Yogunluguna EtKisi ile 25 °C (C) ve 4 °C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey c¢ubuklardaki kiigiik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiik harfler aynm1 giin ve defne yag1
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

YKS8 susunun 4-25 °C' de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki defne yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren grafikler Sekil
4.6' te verilmistir. Hiicre yogunlugu verilerinin sunuldugu Sekil 4.6 (A)’da ve Sekil
4.6 (B) birlikte degerlendirildiginde, 25°C’de 1. giinde hiicre gelisiminin daha
yiksek seviyelerde gerceklestigi goriilmektedir. Sekil 4.6 (A) incelendiginde MIiK
degerleri arasinda anlamli bir farklilik gériilmezken defne yagi icermeyen (0) kontrol
grubu ile karsilastirildiginda yag uygulanan ornekler anlamli bir diisiis gdstermistir
(p<0,05). 4. giin sonuglar1 degerlendirildiginde belirgin hiicre yogunlugu azalmasinin
kontrol grubuna kiyasla 0,5 ve 0,25 MiK konsantrasyonlarda oldugu gériilmektedir
(p<0,05), ancak 0,125 MIK konsantrasyonunun kontrol ile anlamli bir farklilik

gostermedigi sonucuna varilmistir (p>0,05). 25°C 7. giin sonuglarinda yag
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icermeyen (0) kontrol grubuna kiyasla belirgin diisiis yalmizca 0,5 MIK
konsantrasyonda gerceklestigi goriilmektedir (p<0,05).

(Sekil 4.6 (B)’de 4 °C hiicre yogunlugu verileri sunulmustur. 1. giin sonuglar1 4 ve 7.
giine gore daha diisiik seyretmistir. 0,5, 0,25 ve 0,125 MiK konsantrasyonlar1 defne
yagt eklenmeyen (0) kontrol grubuna gore hiicre yogunlugunda belirgin azalma
goriilmiistiir (p<0,05), ancak doza bagli anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
4. giin sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0,05). 7. ginde 0,5 MIK konsantrasyonu en diisiik hiicre yogunluguna sahip
gruptur. 0,125 MIK konsantrasyonu ile defne yag1 eklenmeyen (0) kontrol grubu

arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

Biyofilm {iiretimi agisindan 25 °C verileri (Sekil 4.6 (C)), defne yagi igermeyen
kontrol grubunda biyofilm olusumunun zamanla artarak 7. glinde maksimum diizeye
ulastigini  gostermektedir. 1. gun verilerinde 0,5, 0,25 ve 0,125 MIiK
konsantrasyonlar1 defne yagi eklenmeyen (0) kontrol grubuna goére biyofilm
uretiminde belirgin azalma goriilmiistiir (p<0,05), ancak doza bagli anlamli bir
farklilik bulunmamustir (p>0,05). Dérdunci Ve 7. gunlerdeki sonuclarda benzer

egilimdedir.

Sekil 4.6 (D)’de 4 °C 1. giin sonuglar1 arasinda en diisiik biyofilm iiretimi 0,25 MiK
konsantrasyonda gergeklesmistir. 0,5 ve 0,125 MIK konsantrasyonlar1 arasinda
anlaml1 bir farkhilik goriilmemistir (p>0,05), ancak tim MIK konsantrasyonlar1 defne
yag1 eklenmeyen (0) kontrol grubuna gore biyofilm iiretiminde belirgin azalma
gostermistir (p<0,05). 4°C 4. giin sonuglar1 1. Ve 7. gline kiyasla daha diisiik
biyofilm iiretimi ger¢ekletirmistir. Defne yagi uygulanan degerler yag eklenmemis
(0) kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiiktiir (p<0,05). MIK
konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde en diistik biyofilm dretimi 0,5 grubunda
gOriilmiistiir fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 4 °C 7. giin
sonuglarmda en diisiik biyofilm {iretimi 0,125 MIK konsantrasyonda saptanmustir.
Tum MIK konsantrasyonlar1 defne yagi eklenmeyen (0) kontrol grubuna gore

biyofilm Gretiminde belirgin azalma gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.6: Defne Yaginin YK 8 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25 °C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiylikk harfler ayn1 giin ve defne yag:

konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gOstermektedir (p<0,05).

YB43 susunun 4-25 °C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki defne yagi

konsantrasyonlarmin (MiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil
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4.7' te verilmistir. Hiicre yogunluguna iliskin veriler incelendiginde, 25 °C'de (Sekil
4.7 A) 1. giinde en diisiik hiicre yogunlugu 0,5 MiK konsantrasyonda bulundugu ve
defne yagi miktarinin azalmasiyla hiicre yogunlugunun anlamli sekilde arttigi
gdzlenmistir (p<0,05). 25°C 4. giinde 0,5 MiK konsantrasyonda en diisiik hiicre
iretimi gerceklesmistir. 0,25 ve 0,125 MiK konsantrasyonlar arasmda anlamlu bir
farklilik bulunmamustir. Defne yagi eklenmeyan (0) kontrol grubu ile 0,5 ve 0,25
MIK konsantrasyonlarin hiicre yogunluklar1 sonuglar1 arasinda anlamli bir diisiis

goriilmiistiir (p<0,05).

Buna karsin 4 °C'deki hiicre gelisim verileri (Sekil 4.7 B), 1. Ve 4. glinlerde tim
gruplarda 25 °C’ye gore anlamli diizeyde daha distiktiir (p<0,05). 1. gun verileri
degerlendirildiginde 0,5 ve 0,25 MIK konsantrasyonlar en diisiik hiicre yogunluguna
sahiptir ve aralarinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Dérdunci glinde
tim MIK konsantrasyonlar1 benzer hiicre yogunluklarmna sahiptir (p>0,05), ancak
kontrol grubuna kisayla anlamli bir diisiis gorilmiistiir (p<0,05). Yedinci gun
sonuglar1 arasida tiim MIK konsantrasyonlar1 arasinda doza bagh anlaml bir diisiis

goriilmiistiir (p<0,05).

Biyofilm iiretimi agisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.7 C) 25 °C sicaklikta tim
giinlerde defne yagi eklenmis konsantrasyonlarm tiimiinde kontrole (0) kiyasla
biyofilm iiretiminin dnemli 6lgiide engellendigi gériilmektedir (p<0,05). Birinci ve 4.
ginde tiim sonuglar1 arasinda doza bagli olarak biyofilm tretiminde diisiis
gorilmektedir (p<0,05). 7. ginde en disik biyofilm {iretimi 0,25 MIK
konsantrasyonunda goriilmiistiir. 4 °C'deki her U¢ defne yagi konsantrasyonunda 1.
ve 4. giinde biyofilm {iretimini 6nemli 6l¢iide engelledigi (p<0,05), ancak 7. glinde
bu etkinin ortadan kalktig1 ve tiim konsantrasyonlarda biyofilm iiretiminin en yiiksek
diizeyde oldugu goriilmektedir. Tiim gruplar arasinda konsantrasyona bagl olarak

biyofilm iiretiminde anlaml bir azalma gériilmektedir (p<0,05)

53



1.6 1.6

Bab BaBa
14 Bb Abe B 14 Ab
1.2 BC = 1.2
E 10 S0 AC
S s g
s = 2% A Ab
g % gy 800
g 04 304
Ee] o
T 02 I Loz, Ab
0.0 00 ™ [ |
0,5 MIK 0,25 MIK 0,125 MiK 0 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MIK
MIK cinsinden defne yag1 konsantrasyonu MIK cinsinden defne yag: konsantrasyonu
m1GUN m®4GUN m7.GUN m1.GUN ®w4GUN m7.GUN
(A) (B)
3.0 3.0
25 25 Aa
Ba
g % Bag 20 A
c
g 15 a 215 Ad
g 2
§ 1.0 g 1.0 Ad
2 2
< 05 205 I
0.0 0.0
0,5 MIK 0,25 MIK 0,125 MIK 0,5 MIK 0,25 MIK 0,125MIK 0
MIK cinsinden defne yag1 konsantrasyonu MIK cinsinden defne yag: konsantrasyonu
m1GUN w4GUN m7.GUN m1GUN ®4GUN m7.GUN
(C) (D)

Sekil 4.7: Defne Yagimin YB43 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayni1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym giin ve defne yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

YKS50 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki defne yagi
konsantrasyonlarmin (MiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.8' da verilmistir.
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YK50 susuna ait elde edilen veriler, defne yaginin hiicre yogunlugu ve biyofilm
iretimi lizerindeki etkisinin sicaklik, siire ve konsantrasyon degiskenlerine bagli
olarak anlamli farkliliklar gdsterdigini ortaya koymaktadir. Sekil 4.8 (A), 25°C'de 1.
gin sonuclar1 degerlendirildiginde en diisiik hiicre yogunlugu 0,5 MIK
konsantrasyonda goriilmiistiir. 0,5 ve 0,125 MIK konsantrasyonlar: istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik géstermemistir (p>0,05). 4. giin hiicre yogunlugu verileri
incelendiginde 0,5 MIK degerleri kontrol grubuna gére ciddi azalma gdstermistir
(p<0,05). En yiiksek hiicre yogunluklar1 7. giinde kaydedilmistir ve yag uygulanan
ornekler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermektedir
(p<0,05). 4°C’deki hiicre yogunlugu degerleri 1. giinde 25°C’ye kiyasla daha
diisiiktir ancak 7. giinde kontrol grubunda hiicre yogunlugu daha yiksek
kaydedilmistir (Sekil 4.8 (A)). 4°C 1. giin verileri incelendiginde yag uygulanan
ornekler arasmnda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05), ancak kontrol (0)
grubu ile kiyaslandiginda yag uygulanan 6rnekler anlamli bir azalma gostermistir
(p<0,05). 4. giinde yalnizca 0,5 MIK konsantrasyonu kontrol (0) grubuna gore

anlamli bir azalma gostermistir (p<0,05).

YKS50 susunun biyofilm iiretimi sadece 7. gun kontrol (0) grubunda 4°C’de 25°C’ye
gore daha vyiksektir. 25°C 1. giinde en diisik biyofilm iiretimi 0,5 MIK
konsantrasyonda goriilmiistiir. 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmamustir (p>0,05). 4. giin 0,25 ve 0,125 MiK konsantrasyonlar1
biyofilm Uretimi 7. giine kiyasla daha yiiksektir. 4. giinde kontrol (0) grubu ile
yalnizca 0,5 MIK konsantrasyon degerleri arasinda anlamli bir azalma
gorilmektedir. 7. giin yag uygulanan MIK konsantrasyonlar: arasmda anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p>0,05), fakat kontrol (0) grubuna kiyasla yag eklenen

ornekler anlamli azalma gostermislerdir (p>0,05).
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Sekil 4.8: Defne Yagmin YK 50 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym giin ve defne yag:
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).
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YB91 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu {iizerindeki defne yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren grafikler Sekil

4.9' de verilmistir.

Hiicre yogunluguna iligkin 25 °C'de elde edilen veriler (Sekil 4.8 A) incelendiginde,
1. giinde 0,5 MIK kontrol (0) grubuna gore anlami bir azalma gdstermistir. 4. giin
verileri doza bagl sekilde en yiiksek azalmay1 0,5 MIK konsantrasyon degerinde
gosterirken 0,125 MIK konsantrasyon degerinde sonuglar kontrol grubuna
yaklasmustir (p<0,05). 25°C 7. giin sonuglar1 degerlendirildiginde en diistik hiicre
yogunlugu 0,5 MIK konsantrasyonda goriilmiistir. 0,5 ve 0,25 MIK
konsantrasyonlar1 benzer sekilde egilim gostermistir (p>0,05) ve kontrol (0) grubuna
kiyasla anlamli sekilde farklilik gosterir (p<0,05). YP91 susunun 4°C hiicre
yogunlugu sonuclar1 Sekil 4.6 (B)’ de verilmistir ve sonuglar degerlendirildiginde
4°C 1. giin sonuglar1 25°C’ye kiyasla daha diisiik bulunmustur. Defne yagi
uygulanan Ornekler arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05), fakat
kontrol (0) grubuna kiyasla yag eklenene gruplarda anlamli azakma goriilmiistiir
(p<0,05). 4. giin sonuglar1 incelendiginde yalnizca 0,5 MIK konsantrasyonda kontrol
(0) grubuna kiyasla anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,05). YB91 susu 7. gin, 1.
Ve 4. giine kiyasla daha fazla hiicre yogunluguna sahiptir ve 0,5 MIK

konsantrasyonda hiicre tiretimi kontrol (0) grubuna gore oldukga disiiktiir (p<0,05).

YB91 susunun biyofilm iiretimi 25 °C 1. giin sonuglar1 degerlendirildiginde 0,5 MIK
konsantrasyonda kontrol (0) grubuna kiyasla en fazla azalma goriilmiistiir (p<0,05).
4, ginde 0,5 MIK en diisik biyofilm Gretimine sahip iken 0,125 MIK
konsantrasyonu ve Kontrol (0) arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
4. gin 0,125 MIK konsantrasyonu 7. giine kiyasla daha yiiksek biyofilm iiretimine
sahiptir.7. giin sonuglarinda 0,5 MIK konsantrasyonu en diisiik biyofilm tretimine
sahiptir. 0,125 MIiK konsantrasyonu ile kontrol (0) arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). 4°C ve 25°C biyofilm sonuglar1 benzerlik gostermistir
yalnizca 7. glin kontrol (0) grubu 4°C’de yiiksek biyofilm tiretimine sahiptir (Sekil
4.6 (C), (D)).
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Sekil 4.9: Defne Yagimm YB 91 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna EtKkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym giin ve defne yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

Biberiye yagi kullanilarak yapilan analizlerin her bir sus i¢in farkli sicaklik ve

srelerde hiicre yogunlugu ve biyofilm miktarlar1 tespit edilmis, belirlenen siire ve
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sicaklik kosullarinda, her susun farkh MiK alt1 konsantrasyonlara verdigi yanitlar

biyofilm olusumu agisindan karsilastirilmigtir. Tablo 4.7’de biberiye yagi

eklenmeyen kontrol gruplarinin farkli sicaklik ve giinlerde Pseudomonas suslarinin
biyofilm iiretim degerleri, tablo 4.8’de farkli sicaklik giin ve biberiye yagi
konsantrasyonlarinda  Pseudomonas  Suslarinin

biyofilm {iretim degerleri

sunulmustur.

Tablo 4.7: Farkh
Uretim Degerleri

Sicakhk ve Giinlerde Pseudomonas Suslarimin Biyofilm

25°C KONTROL 4°C KONTROL

SUSLAR | 1.GUN 4.GUN 7.GUN 1.GUN 4.GUN 7.GUN
27853 2,807+0,1088 | 3,311+0,1728 |3,026+0,0428 |0,195+0,0104 |0,279+0,022* | 0,623+0,007A
4973 0,509+0,0248 | 0,191+0,006® |0,778+0,033% |0,301+0,0358 |0,424+0,053* |1,057+0,014A
YK107 2,429+0,0158 |1,020+0,132~ | 1,902+0,037A |0,217+0,041* | 1,193+0,008* | 1,937+0,044A
YKS8 2,307+0,0398 | 0,342+0,0058 |1,015+0,045" |0,130+£0,024* |0,523+0,030* | 0,818+0,036"
YB43 0,444+0,1948 | 3,461+0,0418 | 3,139+0,0328 | 0,436+0,013* | 3,132+0,046" | 3,020+0,000*
YKS0 0,581+0,0148 | 0,967+0,057” |2,644+0,148® |0,405+0,033* |1,049+0,007~ |0,340+0,046"
YB91 0,501+0,028* | 1,346+0,0108 |1,091%0,014~ |0,453+0,047A |1,176%0,025* | 0,920+0,68%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir

ardindan Tukey Testi yapilmustir.

. ANOVA ( p <0.05) ve

Tablo 4.8: Farkh Sicakhk Giin ve Biberiye Yag Konsantrasyonlarinda
Pseudomonas Suslarimin Biyofilm Uretim Degerleri

25 °C 4°C

SUSLAR | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
0,08+0,0018 | 0,423+0,012 |0,98+0,0268 | 0,119+0,023 | 0,143+0,012 | 0,187+0,020

27853 d Bc b Ab Aab Aab
0,452+0,006 | 0,464+0,013 | 0,472+0,023 | 0,049+0,006 | 0,135+0,016 | 0,163+0,034

4973 Ba Ba Ba Aa Ab Ab
1,200+0,149 | 2,291+0,151 |2,419+0,029 | 0,110+0,026 | 0,099+0,023 | 0,170+0,030

} YK107 Bb Ba Ba Aa Aa Aa
1GUN 0,579+0,103 | 0,648+0,042 | 0,339+0,030 | 0,014+0,011 | 0,030£0,017 | 0,089+0,009

YK8 Bb Bb Bc Ab Ab Aa
1,467+0,062 | 1,823+0,086 | 1,949+0,165 | 0,060+0,035 | 0,055+0,049 | 0,144+0,043

YB43 Bb Ba Ba Ab Ab Ab
0,282+0,074 | 0,463+0,074 |0,523+0,049 | 0,236+0,029 | 0,256+0,021 | 0,319+0,052

Y KSO Ab Bab Ba Ab Ab Aab
0,458+0,016 | 1,026+0,060 | 1,045+0,025 | 0,375+0,014 | 0,370+0,008 | 0,373+0,009

YBQl Bc Bc Ab Ac Ab Aab
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SUSLAR | 0,5 MiK 0,25 MIK 0,125 MiK | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
0,166+0,004 | 0,522+0,015 |1,302+0,001 | 0,145+0,044 | 0,277+0,022 | 0,366+0,004

27853 Bd Bc Bb Ab Aab Aa
0,097+0,051 | 0,137+0,028 |0,166+0,076 | 0,133+0,004 | 0,060+0,005 | 0,122+0,011

4973 Aa Ba Aa Ab Ab Ab
1,073+0,020 | 1,183+0,120 | 1,231+0,082 | 0,126+0,046 | 0,829+0,081 | 1,126+0,056

YK107 Ba Ba Aa Ac Ab Aa
4.GUN 0,089:0,011 | 0,170+0,004 | 0,160+0,001 | 0,154+0,037 | 0,125+0,004% | 0,181+0,022°

YK8 Ab Bb Ab Bb b b
0,474+0,005 | 1,015+0,038 | 2,005+0,081 | 2,505+0,014 | 2,845+0,058 | 3,014+0,051

YB43 Bd Bc Bb Ac Ab Aa
0,571+0,022 | 0,589+0,034 |0,678+0,031 | 0,092+0,018 | 0,485+0,027 | 0,728+0,038

YK50 Bb Bb Ab Ad Ac Ab
0,903+0,040 | 0,946+0,045 |0,984+0,045 | 0,299+0,016 | 0,605+0,044 | 1,045+0,032

YB91 Bc Ba Bb Ad Ac Ab
SUSLAR | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK | 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
0,926+0,003 | 2,487+0,070 |2,926+0,019 | 0,593+0,022 | 0,568+0,041 | 0,428+0,057

27853 Bc Bb Ba Aa Aab Ab
0,334+0,001 | 0,418+0,033 |0,631+0,074 | 0,413+0,013 | 0,633+0,066 | 0,822+0,021

4973 Bb Bb Aa Ad Ac Ab
0,985+0,016 | 1,475+0,034 |1,529+0,030 | 0,895+0,046 | 0,997+0,016 | 1,327+0,049

} YK107 Ac Bb Bb Ac Ac Ab
7.GUN 0,045+0,011 | 0,078+0,006 |0,396+0,009 | 0,286+0,018 | 0,479+0,044 | 0,479+0,011

YK8 Ac Ac Ab Ac Ab Ac
VB43 %&08610,032 1314+ 049 %658410,083 5593110'023 /%;36510,025 E&SOHO'ON
1,020+0,057 | 1,240+0,097 | 2,601+0,069 | 0,355+0,072 | 0,919+0,002 | 0,589+0,040

YK50 Bb Bb Ba Ac Aa Ab
YBI1 /h28610,011 1.329+0,088 i635610,009 2618310,024 2524410'027 2530910'054

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA ( p <0.05) ve

ardindan Tukey Testi yapilmustir.

P. aeruginosa ATCC 27853 susuna ait veriler, biberiye yagmin bu mikroorganizma
uzerindeki inhibe edici etkilerini 4°C ve 25°C'de ortaya koyan grafikler halinde Sekil
4.10°de gosterilmistir. Hiicre yogunlugu agisindan 25 °C’de elde edilen veriler (Sekil
4.10 A) degerlendirildiginde, kontrol grubunda (0) 1., 4. ve 7. ginlerde hiicre
biiylimesinin kademeli olarak artti1 ve 7. giinde en yiiksek absorbansta (OD600 nm)
degerlere ulasildig1 izlenmistir. Bu durum, 27853 susunun ortam sicakliginda uygun
gelisme  kosullarinda  hiicre  ¢ogalmasmi  etkin  bigimde  siirdiirebildigini
gostermektedir. Biberiye yagi uygulanan gruplarda ise, 6zellikle 0,5 konsantrasyonda
olmak iizere tiim giinlerde belirgin bir baskilama etkisi gdzlemlenmistir. 0,25 ve
0,125 MIK konsantrasyonlarmda ise bu baskilayict etkinin 7. giin itibariyla
istatistiksel olarak anlamli hale geldigi (p<0,05) ve hiicre yogunlugunun kontrol

grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi1 goriilmektedir. 4 °C’de elde edilen hiicre
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yogunlugu verileri (Sekil 4.10 B), genel olarak 25 °C’ye kiyasla anlamli diizeyde
daha disiiktiir (p<0,05). Bu durum, diisiik sicakligin bakteriyel gelisim {iizerinde
dogrudan smirlayict bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Kontrol grubunda dahi
1., 4. ve 7. giinlerdeki artig olduk¢a sinirli kalmistir. Biberiye yagi uygulamasi ile
birlikte bu smirlama daha da belirginlesmis, 6zellikle 0,5 konsantrasyonunda hiicre
gelisimi tliim zaman dilimlerinde ciddi sekilde baskilanmigtir. Ayni giin ve
konsantrasyonda 25°C ile 4°C arasinda biiyiik harflerle gosterilen istatistiksel
farklhiliklar, sicakligin biberiye yagmnin inhibitdr etkisini anlamli sekilde

giiclendirdigini gostermektedir (p<0,05).

Biyofilm iiretimi verileri agisindan degerlendirildiginde, 25°C’de elde edilen
sonuglar (Sekil 4.10 C) kontrol grubunda zamanla belirgin bir artis oldugunu ve 7.
ginde en yuksek biyofilm Ulretiminin gerceklestigini gostermektedir. Bu bulgu,
27853 susunun ortam sicakliginda biyofilm olusturma yeteneginin yiiksek oldugunu
kanitlamaktadir. Ancak, biberiye yagi uygulanan gruplarda 6zellikle 0,5
konsantrasyonda olmak Uzere tiim ginlerde biyofilm Uretiminin anlamli diizeyde
azald1g1 tespit edilmistir (p<0,05). 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlarinda ise 1. ve
4. glinlerde biyofilm iiretimi kismen devam ederken, 7. giinde bu iiretimin 6nemli
Olciide baskilandig1 ve istatistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli sekilde
azaldig1 goriilmektedir. 4 °C’deki biyofilm tiretim degerleri (Sekil 4.10 D), genel
olarak 25 °C’ye gore anlaml diizeyde daha diisiiktiir. Bu sicaklikta biyofilm olusumu
dogal olarak sl seviyelerde gerceklesmis olup, biberiye yagi uygulamasi ile bu
iiretim daha da baskilanmistir. Ozellikle 0,5 MiK konsantrasyonda 4. ve 7. giinlerde
biyofilm olusumu minimum seviyeye ulagsmis ve kontrol grubuna kiyasla ciddi bir
diisiis kaydedilmistir. 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlarinda da benzer egilim
gbézlemlenmis, ancak en baskin etki yine yiiksek konsantrasyon diizeyinde
gozlemlenmigtir. Ayrica, ayni giin ve konsantrasyonlarda 25 °C ile 4 °C arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklar bulundugu tespit edilmistir (p<0,05).

Genel olarak degerlendirildiginde, biberiye yag1 27853 susunun hem hiicre gelisimi
hem de biyofilm Gretimi Gzerinde belirgin bir inhibitdr etki gdstermektedir. Bu
etkinin diizeyi, uygulanan konsantrasyonun artisiyla dogru orantili olarak

yiikselmekte, sicaklik diistisiiyle birlikte sinerjik bir sekilde etkisini artirmaktadir.
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Ozellikle 0,5 konsantrasyon ve 4 °C kosulu, en gii¢lil antibakteriyel ve antibiyofilm

etkiyi ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.10: Biberiye Yagmn P. aeruginosa ATCC 27853 Susunun 25°C (A) ve
4°C’de (B) Hiicre Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm
Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kiiclik harfler, ayn1 giin ve sicakliktaki farkli defne yagi

konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym giin ve defne yagi
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konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iligkiyi
gostermektedir (p<0,05).

P. fragi ATCC 4973 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki
biberiye yag1 konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren
grafikler Sekil 4.11'da verilmistir. Sekil 4.11 (A) ve (B), biberiye yag1 uygulamasmin
P. fragi hiicre yogunluguna etkisini 25°C (A) ve 4°C (B)’de goOstermektedir.
Kontrol gruplarinda en yiiksek hiicre yogunlugu goézlemlenmis, artan biberiye yagi
konsantrasyonlar1 ile genellikle anlamli azalmalar meydana gelmistir (p<0,05).
Ancak, her zaman bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmamustir.
Ornegin, Sekil 4.11 (A)’da, 1. giinde 0,125 konsantrasyondaki deger ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Ayni sekilde, 4. giinde 0,25
ve 0,5 konsantrasyonlar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. (p>0,05). 7. gin
sonuclar1 degerlendirildiginde ise kontrol grubu ile yag uygulamasi yapilmis degerler
arasinda onemli fark goriilmemistir. Sekil 4.11 (B)’de 4 °C’deki hiicre yogunluklari
genel olarak 1. ve 4. giin daha diistik seviyelerde seyretmistir. Bu sicaklikta biberiye
yag1 uygulamalarinin daha belirgin etkileri g6zlenmektedir. Ozellikle 0,5
konsantrasyon, 4. ve 7. giinlerde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde hiicre gelisimini baskilamistir (p<0,05). Ancak burada da 1. gunde biberiye
yag1 eklenmis gruplar konsantrasyonlar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0,05), yani diisik konsantrasyonun kisa vadeli etkisinin yine smirli kaldigi

gorulmektedir.

Sekil 4.11 (C) ve (D), biberiye yagi uygulamasmin biyofilm iiretimi {izerindeki
etkilerini 25°C (C) ve 4°C (D)’de ortaya koymaktadir. 25°C’de (C) kontrol
grubunda en yuksek biyofilm tretimi gozlemlenirken, 7. giinde diger giinlere kiyasla
daha fazla biyofilm iiretimi gerceklesmistir. 0.05 MiK konsantrasyonda ozellikle 1.
ve 4. giinlerde biyofilm {iiretiminde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir azalma bulunmamaktadir (p>0,05). Bu durum, diisiik konsantrasyonun
biyofilm formasyonu iizerindeki etkisinin gecikmeli ya da sinirli oldugunu
diistindiirmektedir. 7. glinde ise tiim konsantrasyon gruplar1 arasinda anlamh farklar
olugsmustur (p<0,05). Sekil 4.11 (D)’de, 4 °C’deki biyofilm iiretimi 25 °C’ye kiyasla
genel olarak daha diisiiktiir. Bu sicaklikta biberiye yagi ozellikle 0,25 ve 0,5

konsantrasyonlarinda biyofilm iiretimini baskilamada etkili olmustur (p<0,05).
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Ancak 1. glinde, 0.05 konsantrasyon ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05), yani diisik konsantrasyonun kisa siireli biyofilm
inhibisyon etkisi zayif kalmistir. Bununla birlikte 7. gunde tim konsantrasyon
gruplar1 arasinda istatistiksel farklarin olustugu ve biberiye yagi uygulamasmin

etkisinin zamanla giliglendigi gorilmektedir (p<0,05).

Sonug olarak, biberiye yagi P. fragi lizerinde hem hiicre yogunlugu hem de biyofilm
iretimi agisindan konsantrasyon ve sicaklik bagimli olarak inhibitor etki
gostermektedir. Bu etkinin 6zellikle 0,25 ve 0,5 konsantrasyonlarinda daha belirgin
oldugu, diisilk konsantrasyonlarda ise erken donem etkilerinin istatistiksel olarak

anlaml1 diizeyde olusmadig1 dikkat ¢ekmektedir (p>0,05).
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Sekil 4.11: Biberiye Yagimin P. fragi ATCC 4973 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de
(B) Hiicre Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey cubuklardaki kii¢iik harfler, aym1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biliyiik harfler aym1 giin ve Dbiberiye yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

g0Ostermektedir (p<0,05).

YK107 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki biberiye yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil
4.12'da verilmistir. Hiicre yogunlugunu degerlendiren 25°C’deki Sekil 4.12 (A)’da,
yag icermeyen kontrol grubunda hiicre yogunlugunun zamanla arttigi, 6zellikle 7.
giinde en yiiksek degerlere ulastigi goriilmektedir. Bu durum, uygun sicaklik
kosullarinda bakteriyel ¢ogalmanin aktif olarak siirdiigiinii gostermektedir. Ancak
biberiye yagi uygulanan gruplarda bu artig smirh kalmistir. Ozellikle 0,5 MIK
konsantrasyonunda, giinde hiicre yogunlugunda belirgin bir azalma gozlenmistir ve
bu azalma hem 0,25 hem de 0,125 MIK gruplarina gére daha anlamhidir. Bu sonug,
yiiksek konsantrasyonda biberiye yaginin bakteriyel biiylimeyi baskilayici etkisinin
daha gii¢lii oldugunu ortaya koymaktadir. Ayni1 zamanda, konsantrasyon diizeyi
azaldik¢a hiicre yogunlugunun kontrol grubuna yaklasmasi, doza baglh etkinin
varhigmi desteklemektedir. 4°C’deki hiicre yogunlugu verilerini sunan Sekil 4.12

(B)’de ise diisiik sicakligm bakteriyel biiylime iizerinde baskilayici etkisini agikga
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gostermektedir. Yag uygulanmayan kontrol grubunda dahi, hiicre yogunlugu 1. Ve 4.
ginde 25°C’ye kiyasla belirgin sekilde daha diisiiktiir. Biberiye yagi uygulanan
gruplarda, ozellikle 0,5 MIK diizeyinde hiicre yogunlugu en diisiik seviyelere
ulasmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda (0,25 ve 0,125 MIK) bu etki kismen
azalsa da, yine de kontrol grubuna gore anlamli farklar korunmustur. Bu bulgular,
biberiye yaginin antimikrobiyal etkinliginin = sicaklikla  birlikte arttigini

gostermektedir.

Biyofilm iiretimi {izerine yapilan degerlendirmeler, Sekil 4.12 (C) ve (D)’de
sunulmustur. 25°C’deki biyofilm tiretimini gosteren (Sekil 4.12 C) grafikte, kontrol
grubunda zamanla artan bir biyofilm birikimi gdzlenmistir. Bu artig, 7. giinde
maksimum diizeye ulasarak bakteriyel kolonizasyonun ve yiizey tutunmasinin
arttigin1  gostermektedir. Biberiye yagi uygulamalart bu siireci anlamli sekilde
baskilamus, 6zellikle 0,5 MIK konsantrasyonunda biyofilm olusumu 1. giinde diisiik
konsantrasyonlara ve konrtrol grubuna gore anlamli sekilde diislik seyretmistir. 4. ve
7. giinlerde de bu diisiik diizey korunmus, bu da yagi hem biyofilmi baslatic1 etkiye
karst hem de olugsmus biyofilmi sirdiriicii etkiye kars1 etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Daha diisiik konsantrasyonlarda (0,25 ve 0,125 MIK), yagm etkisi
devam etmekle birlikte baskilayiciligm azaldigi, biyofilm seviyelerinin kontrol
grubuna kismen yaklastigi goriilmektedir. Konsantrasyona bagli bu azalma kiiglik
harflerle gosterilen farklarda istatistiksel olarak desteklenmektedir. 4°C’deki
biyofilm Uretimini gosteren (Sekil 4.12 D) grafikte ise sicakligin genel baskilayici
etkisiyle birlikte biyofilm seviyeleri tiim gruplarda daha diisiik kalmistir. Ancak bu
etki, biberiye yag1 uygulamalariyla anlamli dlgiide pekistirilmistir. Ozellikle 0,5 MIK
dizeyinde ve 4. gunde biyofilm tretimi kontrol grubuna gére minimum seviyededir.
Bu sonug, hem diisiikk sicakligin hem de yagin etkilerinin birlestigi kosullarda
biyofilm olusumunun olduk¢a etkin sekilde engellendigini gdstermektedir.
Sicakliklar arasi farklar biiyiik harflerle belirtilmis olup, ayni1 konsantrasyonda
25°C’ye gore 4°C’de biyofilm olusumunun istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
dogrulanmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, biberiye yagi uygulamasi YK107
susu lizerinde doza ve zamana bagli olarak hem hiicre yogunlugunu hem de biyofilm

uretimini baskilamaktadir.
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Sekil 4.12: Biberiye Yagmn YK107 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna EtKkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Dikey cubuklardaki kii¢iik harfler, aynm1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiik harfler aym giin ve biberiye yag1

konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gOstermektedir (p<0,05).
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YKS8 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki biberiye yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini g6steren grafikler Sekil
4.13' de verilmistir. Sekil 4.13 (A)’ da, YK8 susunun 25 °C'de hiicre yogunlugu
iizerindeki etkiler degerlendirilmektedir. Kontrol grubunda (0) tim giinlerde en
yiiksek absorbans degerleri kaydedilmistir. Ozellikle 0,25 ve 0,5 biberiye yagi
konsantrasyonlarinda hiicre gelisiminde anlamli azalmalar meydana gelmistir
(p<0,05). Ancak 1. giin itibartyla 0,125 konsantrasyon ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05), bu da diisiik konsantrasyonun kisa siirede
baskilayic1 etkisinin sinirli kaldigimi gostermektedir. Benzer sekilde 0,25 ve 0,5
gruplar1 da birbirinden anlamli farklilik gostermemistir (p>0,05). 4. ve 7. gunlerde
ise biberiye yagi uygulanmis gruplar ile kontrol grubu ile anlamli farkliliklar
bulunmamustir  (p>0,05). Sekil 4.13 (B), aym parametrelerin 4 °C’de
degerlendirilmesini sunmaktadir. Genel olarak daha diisiik hiicre yogunluklari
kaydedilmis ve bu sicaklikta biberiye yagi uygulamalarinin daha etkin oldugu
gorilmistir. 1. giinde 0,5 konsantrasyonu ile kontrol grubuna goére anlamli diisiis
saglamistir (p<0,05), fakat 0,125 ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamustir
(p>0,05). 4. gunler 0,5 konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli azalma devam
etmis, 0,25 ve 0,125 grubu ise 4. giin icin kontrolle benzer diizeyde kalmistir
(p>0,05), yalnizca 7. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli
farklilik ortaya c¢ikmustir (p<0,05). Ayrica, biiyliik harflerle gosterildigi {izere
sicakliklar arasinda da anlaml farklar mevcuttur; ayni giin ve konsantrasyon igin

4 °C uygulamalar1 genellikle daha diisiik hiicre yogunlugu saglamistir (p<0,05).

Biyofilm dretimine iliskin degerlendirme Sekil 4.13 (C) ve (D)’de sunulmustur.
25 °C’deki sonuglar1 gosteren Sekil 4.13 (C)’de, kontrol grubunda biyofilm tiretimi
her ii¢ giinde de en yiiksek diizeyde gergeklesmistir. 1. giinde 0,25 VE 0,5 MIK
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir etkisi goriilmemistir
(p>0,05), benzer durum 4. gln igin de gegerlidir. Ancak 1. gun biberiye yagi
uygulanmis Ornekler ile kontrol grubu karsilastirildiginda belirgin bir diisiis
gorilmektedir (p<0,05). 7. giinde ise yalnizca 0,5 ve 0,25 MIK gruplar1 arasinda
anlamli bir farklilik olusturmazken (p>0,05), kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli farkliliklar gostermistir (p<0,05). Sekil 4.13 (D)’de, biyofilm {iretiminin
4 °C’deki durumu ortaya konmustur. Bu sicaklikta genel olarak daha diisiik biyofilm

seviyeleri gozlenmis ve biberiye yagr uygulamasiyla bu diislis daha da
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belirginlesmistir. 1. giinde yalmzca 0,5 ve 0,25 MiK konsantrasyon grubu kontrolle
anlaml fark gostermistir (p<0,05); 0,125 MIK degeri ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel fark saptanmamustir (p>0,05). Ancak 4. giinden itibaren 0,25 ve 0,5 MiK
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna gore anlamli diigiis saglamis olup bu durum 7.
ginde de anlamli azalma gostermistir (p<0,05). Ozellikle 7. gunde tim
konsantrasyon gruplar1 arasinda anlamli farklarin bulunmasi, biberiye yaginin
biyofilm iiretimi iizerinde zamanla artan bir etkisi oldugunu ve bu etkinin diisiik

sicaklikta daha giiclii hale geldigini gostermektedir.
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Sekil 4.13: Biberiye Yagimn YK8 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi
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Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, aym1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym1 giin ve biberiye yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

goOstermektedir (p<0,05).

YB43 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki biberiy yagi
konsantrasyonlarmin (MIK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren grafikler Sekil
4.14' de verilmistir. Hiicre yogunlugu acisindan degerlendirildiginde, 25°C’de Sekil
4.14 (A)’da sunulan degerlere gére 1. glinde hiicre yogunlugu 0,5 ve 0,25 MIK
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli diistis gosterirken (p<0,05). 0,125
MIK ile yag eklenmemis grup ile anlamli bir farklilik bulunamamustir (p>0,05). 4.
giin sonuglar1 diger giinlere kiyasla daha yiiksek hiicre tretimine sahiptir. ,5 MIK
degerleri ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). 7. gln
degerleri karsilastirildiginda tiim MIK konnsantrasyonlar1 biberiye yag eklenmeyen
(0) kontrol grubua gore anlaml diislis gostermektedir (p<0,05). 4°C kosullarinda
elde edilen hiicre yogunlugu verileri (Sekil 4.14 B) incelendiginde, kontrol grubunda
(0) zamanla artis izlenmis ve 7. giin sonunda maksimum seviyeye ulasilmistir. 1. gun
sonuglar1 degerlendirildiginde hiicre yogunlugu diger giinlere kiyasla ¢ok diisiik
kalmistir. 4. giin 0,5 MIK konsantrasyonu biberiye yag eklenmeyen (0) kontrol

grubuna gore anlamli diisiis gostermistir (p<0,05).

Biyofilm Uretimi verileri incelendiginde (Sekil 4.14 C), 25°C’de kontrol grubunun
yiiksek biyofilm diizeylerine ulastig1 ve bu diizeylerin zaman i¢cinde anlamli sekilde
arttigl goriilmektedir (p<0,05). Buna karsin biberiye yagi uygulanan gruplarda
biyofilm retimi ciddi oranda azalmustir. 1. glinde MIK konsantrasyonlar:
karsilastirildiginda 0,5, 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlarina gére anlaml diisiis
gbstermistir. 4. GUn ve 7. ginde tim MIiK konsantrasyonlar1 biberiye yag
eklenmeyen (0) kontrol grubuna gore anlamli azalma gostermistir (p<0,05). Sekil
4.14 (D)’de 4°C biyofilm sonuglart sunulmustur. 1. giin sonuglar1 25°C ile
kiyaslandiginda anlamh sekilde diisiiktiir (p<0,05), ayrica MIK konsantrasyonlar1
biberiye yag eklenmeyen (0) kontrol grubuna goére anlamli azalma gostermistir
(p<0,05). 4. ve 7. giinde genel olarak yiiksek biyofilm iiretimi gériilmiistiir 0,5 MIK
degerleri disinda anlamli farklilik goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.14: Biberiye Yagimin YB43 Susunun 25°C (A)" ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, aym1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyiik harfler aym giin ve biberiye yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iligkiyi

goOstermektedir (p<0,05).

YKS50 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu iizerindeki defne yagi
konsantrasyonlarmin (MiK cinsinden) inhibe edici etkisini gosteren grafikler Sekil

4.15'e verilmistir. Sekil 4.15 (A) grafiginde, 25°C sicaklikta hiicre yogunlugu
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verileri 1. giin icin degerlendirildiginde, biberiye yagi eklenmemis (0) kontrol
grubuna kiyasla tiim MiK konsantrasyonlarda anlamli bir azalma gdzlemlenmistir
(p<0,05). Bu sonug, erken déonemde konsantrasyonun etkili oldugunu gostermektedir.
4. giin sonuglar1 incelendiginde, 0,5 ve 0,25 gruplar1 benzer egilim gostermistir ancak
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde azalma goézlenmistir (p<0,05). 7. gln
verilerine goére tim MiK konsantrasyonlarda biberiye yag1 eklenmemis (0) kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermistir (p<0,05); 0,25 ve
0,125 gruplarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Sekil 4.15
(B)’de, 4 °C sicaklikta hiicre yogunlugu degisimini gostermektedir. 1. giin verilerinde, hi¢bir
biberiye yagi konsantrasyonu kendi iglerinde anlamli bir fark géstermemistir (p>0,05), fakat
kontrol grubuna kiyasla anlamli azalma tespit edilmistir (p<0,05), bu da diisiik sicaklikta
erken dénemde biberiye yaginin etkisinin sinirli oldugunu gostermektedir. 4. giin sonuglarina
gore tiim biberiye yagi konsantrasyonlarinda doza bagli bir azalma gergeklesmistir (p<0,05).
7. gin verileri incelendiginde, 0,5 uygulamasinin hiicre yogunlugunu anlamli sekilde
diistirdiigii tespit edilmistir (p<0,05), diger konsantrasyonlar istatistiksel olarak anlamli
azalma saglamistir ancak (p<0,05), 0,25 ve 0,125 MIK degerleri kendi iginde anlamli
farklilik géstermemistir (p>0,05).

Biyofilm tiretimine iliskin 25 °C sicaklikta elde edilen bulgular, Sekil 4.15 (C)’de
sunulmaktadir. 1. giin itibariyla yalnizca 0,5 MIK konsantrasyonda anlamli biyofilm
azalis1 gdzlenmistir (p<0,05); 0,25 ve 0,125 MIK konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05). 4. giin sonuglar1 daha belirgindir; 0,5 ve
0,25 MiK uygulamalar1 biyofilm olusumunu anlamli diizeyde baskilamistir (p<0,05)
fakat doza bagl anlamli bir diisiis goriilmemistir (p>0,05). 7. giin verilerine gore ise
yalnizca 0,5 ve 0,25 MIK uygulamasi anlaml etki gdstermistir (p<0,05), 0,125 MIK
konsantrasyonda anlamli azalma tespit edilmemistir (p>0,05). Bu durum, biyofilm
iiretiminin artan zamanla birlikte yilikseldigini ve yalnizca yiiksek konsantrasyonun
bu artis1 engelleyebildigini gostermektedir. Sekil 4.15 (D)’de, 4 °C’de biyofilm
dretimi degerlendirildiginde 1. gilin i¢in yalmizca 0,5 ve 0,25 biberiye yagi
uygulamasi kontrol grubuna kiyasla anlamli azalma saglamistir (p<0,05) fakat kendi
aralarinda doza bagli anlamli bir farklilk bulunamastir (p>0,05). 0,125
konsantrasyonda ise biyofilm tiretimi kontrol grubuna yakin bulunmustur (p>0,05).
4. giin Olglimlerinde tiim konsantrasyonlarda doza bagli anlamli bir disis
kaydedilmis ve kontrol grubu ile arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05). 7. giin

sonuclarinda ise biberiye yag1 eklenmemis kontrol grubu ile MiK konsantrasyonlari

72



arasmnda anlamli bir egilim goriilmemistir (p>0,05). 0,25 ve 0,125 MIK gruplarinda

kontrol 6rneginden daha fazla biyofilm iiretimi gozlenmistir.
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Sekil 4.15: Biberiye Yagmmin Yk50 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna EtKkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
*Dikey ¢ubuklardaki kiiciik harfler, aym1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym1 giin ve biberiye yagi

konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

gOstermektedir (p<0,05).
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YB91 susunun 4-25°C'de biyofilm ve hiicre yogunlugu {iizerindeki defne yagi
konsantrasyonlarinmn (MIiK cinsinden) inhibe edici etkisini gdsteren grafikler Sekil
4.16'da verilmistir. Sekil 4.16 (A)’da 25°C’deki giin verileri degerlendirildiginde 0,5
MIK konsantrasyonda anlaml1 bir diisiis goriilmiistiir (p<0,05). 0,25 ve 0,125 MIK
konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik yokken kontrol grubu yag eklenmis gruplar
ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde yiiksek hiicre yogunluguna sahiptir
Dordiincii giin verileri karsilastirildiginda farkli mikalt1 konsantrasyonlarinda anlamli
bir farklilik yoktur ancak kontrol grubu yag eklenmis 6rneklere gore anlaml sekilde
yiiksek diizeydedir yedinci giin verileri arasinda kontrol grubu biberiye yagi
uygulanan Orneklere gore anlamli diizeyde yiiksektir sonuglar karsilastirildiginda
yedinci giin degerleri diger giinlere gore daha yiiksek hiicre yogunluguna ulasmistir
Sekil 4.16 (B)’de, 4 °C’deki 1. giin verileri incelendiginde, hicbir konsantrasyonda
anlamhi bir azalma goézlenmemistir (p>0,05), yani ilk giin diisiik sicaklikta da
biberiye yag1 etkili olmamistir. 4. giin sonuglarinda, 0,5 ve 0,25 MIK
konsantrasyonun anlamli bir inhibisyon sagladigi belirlenmistir (p<0,05); diger
konsantrasyonlar ise kontrol grubuyla istatistiksel olarak benzer diizeydedir (p>0,05).
7. gun verileri ise 0,5 biberiye yagi uygulamasinin bakteriyel hiicre yogunlugunu
anlaml sekilde diisiirdiigiinii ortaya koymustur (p<0,05), 0,25 ve 0,125 MIK

konsantrasyonlarinda da benzer etki gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05),

Biyofilm iiretimine iliskin 25 °C’deki veriler Sekil 4.16 (C)’de sunulmustur. 1. gln
incelendiginde yalnizca 0,5 konsantrasyon kontrol grubuna gore anlamli sekilde daha
diisiik biyofilm tiretimi saglamistir (p<0,05); diger konsantrasyonlarda biberiye yagi
miktar1 azaldik¢a hiicre iiretiminde anlaml bir atig goriilmiistiir ve kontrol grubu
biberiye yagi uygulanan 6rneklere gore anlamli sekilde yiiksektir (p<0,05). 4. glin
tiim giinlere kiyasla en yiiksek biyofilm Uretimine sahip guindir. 4. giin 0,5 MIK
grubunda anlamli azalma gozlenmis (p<0,05), 0,25 ve 0,125 MIK grubunda herhangi
bir anlamli farkhlik goézlenmemistir (p>0,05). 7. giin verileri, yalnizca 0,5 MIK
konsantrasyonda biyofilm {iiretiminde anlamli azalma saglandigini gostermistir
(p<0,05), 0,25 ve 0,125 MIK degerleri 0,5 MIK’ e gore artis gosterirken kendi
iclerinde anlaml farkliliga sahip degillerdir (p>0,05). Bu durum, 25 °C’de biyofilm
iretiminin 6zellikle 4. ve 7. glinlerde kontrol grubunda ¢ok daha yiiksek degerlere
ulastigimi  ve yalmizca yliksek konsantrasyonun bu artis1 baskilayabildigini

gostermektedir. Sekil 4.16 (D)’de, 4 °C’deki biyofilm iiretim verileri 1. giin i¢in
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degerlendirildiginde, yalnizca 0,5 biberiye yagi uygulamasi kontrol grubuna goére
anlamli bir azalma saglamistir (p<0,05). 0,25 ve 0,125 MIK gruplarinda fark
gozlenmemistir  (p>0,05). 4. gin sonuglar;, hem 05 hem de 0,25
konsantrasyonlarinin kontrol grubuna kiyasla biyofilm iiretimini anlamlhi sekilde
azalttigim1 gostermektedir (p<0,05); 0,125 grubu ise yine etkisiz kalmistir (p>0,05).
7. giin 6lctimlerinde ise 0,5, 0,25 ve 0,125 MIK uygulamalar1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalmalar (p<0,05) saglarken yag konsantrasyonun etkisi

anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

1.8 1.8
16 B2 16
14 14
g 1.2 = 1.2
S 1.0 § 1.0
O
=~ 08 L 08
2 n
S 06 S 06 A
g 0.4 é 0.4 Ad Aa A
< 02 < 02 I i I
0.0 0.0
0,5 MIK 0,25 MiK 0,125 MiK 0,5 MIK 0,25 MiK 0,125 MiK
MIK cinsinden biberiye yag konsantrasyonu MIK cinsinden biberiye yagi konsantrasyonu
m]1GUN ®m4GUN ®7.GUN m1.GUN ®m4GUN ®=7.GUN
(A) (B)
1.6 16
14 Bge Bb 14
1.2 a 1.2
g 0.8 S 08
2 06 < 06 Ab A
c
S 04 Ac S04 Adab A
2 Bc 5
2 02 i I 3 02 AcII I
0.0 0.0
0,5 MiK 0,25 MIK 0,125 MIK 0 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK
MIK cinsinden biberiye yagi konsantrasyonu MIK cinsinden biberiye yag konsantrasyonu
®1.GUN ®4.GUN =7.GUN m1GUN ®4GUN ®7.GUN
(C) (D)

Sekil 4.16: Biberiye Yagmn YB91 Susunun 25°C (A) ve 4°C’de (B) Hiicre
Yogunluguna Etkisi ile 25°C (C) ve 4°C’de (D) Biyofilm Uretimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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*Dikey ¢ubuklardaki kii¢iik harfler, aym1 giin ve sicakliktaki farkli biberiye yagi
konsantrasyonlar1 arasindaki, biiyilk harfler aym1 giin ve biberiye yagi
konsantrasyonundaki farkli sicaklik degerleri arasindaki istatistiksel iliskiyi

g0Ostermektedir (p<0,05).

Elde edilen veriler defne veya biberiye yagi uygulanmayan (0) kontrol grubuna gore
bazi MIK alt1 konsantrasyonlarda esansiyel yag izolatlarin biyofilm Uretimini
etkiledigi ve Onemli Olgiide azalttigr (p<0.05) belirlenmistir. Ancak biyofilm
olusumunda her zaman konsantrasyona bagli bir azalma gozlenmemistir. Elde edilen
sonuclar literatiirdeki baz1 ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir. Farkli esansiyel
yaglar kullanarak P. aeruginosa susunun biyofilm iretimiyle ilgili yapilan
calismalarda esansiyel yaglarin engelleyici etkisinin oldugunu ancak her zaman
konsantrasyona bagli olarak biyofilm olusumunda azalmaya neden olmadigini
bildirmislerdir (Pej¢i¢ vd., 2020; Artini vd., 2018)

Test edilen baz1 izolatlarda konsantrasyona bagli olarak biyofilm iiretiminde azaltici
etki gézlenmemis bunun aksine defne veya biberiye yagi uygulanmayan (0) kontrol
grubuna gore daha fazla biyofilm iiretimi olmus ve esansiyel yaglar biyofilm
tretimini tesvik etmistir ya da esansiyel yag konsantrasyonun azalmasi biyofilm
Uretiminde de azalmaya neden olmustur. Ornegin defne yagi icin YB91 4°C 1. giin
0,5-0,25 MIK ve 4°C 4. gun 0,5-0,25 MIK konsantrasyonlaridir ve 0,125 MIK
konsantrasyondan yiiksek biyofilm tretimi gergeklestirmislerdir. Biberiye yagi
eklenmis 6rneklerde ise P. aeruginosa ATCC 27853 4°C 4. giin 0,125 MIK, YK107
25°C 4. giin 0,5-0,25-0,125 MIK, YB43 25°C 1. giin 0,5-0,25-0,125 MIK, YK50
4°C 7. giin 0,5-0,25-0,125 MIK, YB91 25°C 4. giin 0,25 MiK, kontrol (0) grubundan
yiiksek biyofilm liretmistir.

Literatiirde, ¢alismamizla benzer bulgulara ulasan arastrmalara rastlanmaktadir. Bu
benzerligin olas1 nedeni olarak, yiiksek konsantrasyonlarmn bakteriler lizerinde stres
olusturarak, bakterinin savunma mekanizmasi olarak EPS {iretimini artirmasi ve
bunun sonucunda hem yapigsmanin artmasi1 hem de toksik etkilere karsi bir yanit
gelismesi 6ne strtilmektedir (Aquino ve Stuckey, 2004; Niu ve Gilbert, 2004; Fang,
Xu ve Chan, 2002). Ayrica, bazi ¢aligmalarda bitkisel metabolitlerin Pseudomonas

aeruginosa ve klinik Pseudomonas izolatlarinda biyofilm iiretimini tesvik edebildigi
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ve bu yolla biyofilm olusumunu artirabildigi de belirtilmektedir (Pej¢i¢ vd., 2020;
Zodrow, Schiffman ve Elimelech, 2012; Sandasi vd., 2011).

Elde edilen bulgular dogrultusunda, defne ve biberiye esansiyel yaglarmin MIK
altindaki konsantrasyonlarinin, Pseudomonas izolatlarinin biyofilm iiretimini
cogunlukla baskilayict etki gosterdigi ve bu etkinin dzellikle 0,5 MIK diizeyinde
daha belirgin oldugu sdylenebilir. Bu durum, defne ve biberiye esansiyel yaglarinin
da Pseudomonas tiirlerinin biyofilm olusumunu engelleyebilecek potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, defne ve biberiye yaglarmin MIK alt1
konsantrasyonlarda hem planktonik hiicrelerin ¢ogalmasmi hem de biyofilm

gelisimini istatistiksel olarak anlamli diizeyde inhibe etmistir (p < 0,05).

4.5. Defne ve Biberiye Yagimin Pseudomonas izolatlarinin Hareketliligi Uzerine
Etkisi

Hareketlilik testleri i¢in, segirme, kaynasma ve ylizme hareket testlerine 6zel agar
hazirlanip 0,5, 0,25 ve 0,125 MIK alt1 konsantrasyonlarinda defne ve biberiye yagi
ile 9%0,5 (v/v) Tween 80 eklenmistir. Kontrol sadece 9%0,5 (v/v) Tween 80
icermektedir. Tablo 4.9’da defne yagmin referans suslar ve izolatlarin segirme
hareketi bolge ¢aplart (mm) verilmistir. Tablo 4.10°da ise referans suslar ve
izolatlarm agar iizerindeki se8irme hareketi goriinimi ve defne yagi
konsantrasyonuna bagli olarak hareket c¢apindaki azalmanm net bir sekilde

gozlemlendigi goriilmektedir.

Bu caligmada, farkli Pseudomonas suglarmim defne yagina karsi segirme hareketi
diizeyleri incelenmis ve yagin konsantrasyonu arttikca bakteriyel hareketlilikte
belirgin bir azalma goézlenmistir. Elde edilen veriler, defne yagmnin tiim suslarda
motiliteyi konsantrasyona bagli olarak baskiladigini ortaya koymaktadir. Kontrol
gruplarinda 6lgiilen segirme hareketi ¢aplari, suslarin dogal motilite potansiyelini
yansitmig olup, defne yagi uygulanan gruplarda bu degerlerin kademeli olarak
azaldig tespit edilmistir. Ozellikle 0,5 MIK konsantrasyonunda, segirme ¢aplarmin
en diisiik seviyelere ulastig1 ve bakteriyel hareketliligin ciddi 6lciide engellendigi

gozlemlenmigtir.
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Tablo 4.9: Farkh Defne Ya@ Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarimin

Segirme Hareketi Bolge Caplar1 (mm)

Izolatlar 0,5 MIK 0,25 MIK 0,125 MiK Kontrol
ATCC 27853 |5,00+1,00 28,30+1,53°  |34,40+1,41°  |51,50+2,38?
ATCC 4973  |6,00+1,41¢ 13,5+2,12¢ 31,542,120 52,5+3,53?
YK 107 6,75+0,957¢  |20,7+1,52° 33,0+1,41° 49,5+0,70?
YK 8 5,67+1,52¢ 13,00+2,82¢  |45,0+1,41° 54,50+2,122
YB 43 6,67+0,05° 17,50+3,53°  [46,50+2,12%  |52,67+2,08°
YK 50 4,00+1,00° 6,5+1,29° 16,50+0,70°  |43,00+0,00°
YB 91 9,00+1,41° 12,50+0,70°  [40,00+0,00°  |48,00+2,82?

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmstir.

Tablo 4.10: Referans suslar ve izolatlarin Segirme Hareketine Farkh Defne Yag:

Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimii

iZOLATLAR 0,5 MiK

0,25 MiK

4 N
ATCC 27853
ATCC 4973
YK107

0,125 MiK

KONTROL
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YKS8

YB43

YK50

YBO91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.11’de defne yaginin referans suslar ve izolatlarin yiizme hareketi bolge
¢aplar1 (mm) verilmistir. Sunulan veriler, farkli Pseudomonas suslarinin defne yagina
maruz kaldiklarinda yiizme hareketi kapasitelerinde meydana gelen degisimleri
ortaya koymaktadir. Bulgular, defne yag1 konsantrasyonundaki azalma ile birlikte
yiizme hareketi caplarinin arttigini, dolayisiyla yiiksek konsantrasyonlarda yagin
bakteriyel motiliteyi belirgin bigimde baskiladigini gdstermektedir. Tiim suslarda,
0,5 MIK uygulamasinda yiizme ¢aplar1 en diisiik diizeyde kalmis; 0,25 MiK’te bu
degerlerde kismi bir artis gdzlemlenmis ve 0,125 MIK uygulamasinda ise ¢aplarin

bazi suglarda kontrol grubuna yakinlastig: tespit edilmistir.

Bu durum, defne yagmin konsantrasyonuna bagl olarak yiizme motilitesinde doz-
bagimli bir azalmaya neden oldugunu ve bu etkinin o6zellikle yiliksek
konsantrasyonlarda daha belirgin héale geldigini ortaya koymaktadir. Kontrol
gruplarinda gozlemlenen yiiksek cap degerleri, her bir susun dogal hareket

kabiliyetini temsil etmekte olup, bu degerlere kiyasla defne yagi varliginda yiizme
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caplarinin belirgin sekilde daraldigi goriilmektedir. Tablo 4.12°de ise referans suslar

ve izolatlarin agar {zerindeki yiizme hareketi goOriinimii ve defne yag1

konsantrasyonuna bagli olarak hareket c¢apindaki azalmanin gozlemlendigi

gorulmektedir.

Tablo 4.11: Farkh Defne Yagi Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarimin

Yluzme Hareketi Bolge Caplar: (mm)

izolatlar 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK | Kontrol
ATCC 27853  |7,00+1,00° |8,00+1,00°¢ |10,70+0,58" |56,50+2,12°
ATCC 4973 7,80+2,17°  |14,20+0,96° |17,00£0,00° |49,00+1,41%
YK 107 7,50+0,58°  |16,00+1,00° |43,50+3,54° |58,00+2,83%
YK 8 7,60+1,95°  |12,3+2,22°  |17,30+2,08%" |22,5+3,54°
YB 43 17,00+0,00° [49,00+1,73° |47,50+0,71° |78,75+2,50°
YK 50 5,00£0,00°  |40,50+0,71° |46,00+1,41° |62,50+4,95°
YB 91 20,50+2,129 |54,30+1,15° |62,33+£3,21° |75,50+2,122

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmstir.

Tablo 4.12: Referans suslar ve izolatlarin YUzme Hareketine Farkh Defne Yagi
Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimil

IZOLATLAR 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK KONTROL

ATCC 27853

ATCC 4973
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YK107

YK8

YB43

YK50

YBO91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.13°de defne yaginin referans suslar ve izolatlarin kaynagma hareketi bolge
caplar1 (mm) verilmistir. Tablo 4.14’te ise referans suslar ve izolatlarin agar
iizerindeki kaynagma hareketi goriiniimii verilmistir. Elde edilen bulgular, defne yag1
konsantrasyonu arttikca tiim suslarda kaynagsma hareketinin belirgin sekilde
baskilandigin1 ortaya koymaktadir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5 MIK
diizeyinde kaynasma caplar1 tiim suslarda minimum seviyede gerceklesmis, bu da
yiiksek dozda defne yaginin motiliteyi ciddi 6l¢lide inhibe ettigini gostermistir. 0,25
MIK diizeyinde kaynasma caplarinda genel bir artis gdzlenmis, ancak bu artis suslara
gore degiskenlik gdstermistir. 0,125 MIK uygulamasinda ise ¢aplarmn belirgin sekilde
arttig1 ve bir¢ok susta kontrol grubu degerlerine oldukca yaklastig1 dikkat ¢ekmistir.
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Tablo 4.13: Farkh Defne Yagi Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarimin

Kaynasma Hareketi Bolge Caplari (mm)

Izolatlar 0,5 MIK 0,25 MIK 0,125 MiK | Kontrol

ATCC 27853  |8,00+00° 11,00£2,83° [27,50+4,95" |52,00+1,83°
ATCC 4973 11,50+2,12¢ |18,00+1,41° |46,00+1,41° |53,50+0,71a
YK 107 11,30+4,16° |40,70+1,53° |48,70+1,53* |52,30+2,08?
YK 8 15,00£0,00° |25,50+2,12° |58,50+2,12* |62,500,712
YB 43 43,00+1,00° |48,00+1,41° |50,00+0,00° |63,50+2,12?
YK 50 5,00+1,73¢ 23,00+2,00° |35,50+0,58" |42,50+2,12°
YB 91 37,70+1,53° |49,00+1,00° |50,80+1,50%° |54,50+2,12°

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p< 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir.

Tablo 4.14: Referans suslar ve izolatlarin Kaynasma Hareketine Farkh Defne

Yag Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimii

iZOLATLAR 0,5 MiK

ATCC 27853

ATCC 4973

Y K107

0,25 MiK

0,125 MiK

KONTROL

pi—
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YKS8

YB43

YK50

YBO91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Uc hareket tipi karsilastirildiginda, kaynasma hareketinin defne yagina kars1 daha
duyarli oldugu ve yiiksek konsantrasyonlarda en belirgin inhibisyonun bu hareket
formunda meydana geldigi goriilmiistiir. Yiizme ve segirme hareketlerinde de benzer
bir azalma egilimi gozlenmis olsa da, baz1 suslarda diisiik konsantrasyonlarda hareket
kabiliyetinin kismen korunabildigi anlagilmaktadir. Bu durum, defne yaginin motilite
tizerindeki etkisinin yalmizca yogunlukla degil, ayni zamanda hareket formunun

dogasma gore de degiskenlik gosterebilecegini diislindiirmektedir.

Tablo 4.15°te biberiye yagmin referans suslar ve izolatlarin segirme hareketi bolge
caplart1 (mm) verilmistir Tablo 4.16’da ise referans suslar ve izolatlarin agar
Uzerindeki segirme hareketi gOriinimii verilmistir. Biberiye yagi farkli
konsantrasyonlarda Pseudomonas suslarmin segirme hareketi iizerinde anlamli
derecede etkili olmustur (p<0,05). Genel olarak degerlendirildiginde, biberiye yagi
konsantrasyonu azaldikca segirme hareketi bolge caplarinin arttig1 gdzlemlenmistir.

Bu durum, yiiksek biberiye yagi konsantrasyonlarinin segirme hareketini baskilayici
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etki gosterdigini; buna karsin konsantrasyonun azaltilmasiyla birlikte bu baskilayici
etkinin azaldigini ve bakteriyel motilitenin yeniden arttigini1 ortaya koymaktadir.
Tiim izolatlar dikkate alindiginda, kontrol gruplarinda en yiiksek segirme hareketi
caplar1 dl¢lilmiig; bu da herhangi bir inhibitor ajan (biberiye yagi) bulunmadiginda
suglarm dogal motilite yeteneklerini daha etkin sekilde ortaya koyabildigini

gostermektedir.

Tablo 4.15: Farkh Biberiye Yagi Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarimin

Segirme Hareketi Bolge Caplar1 (mm)

Izolatlar 0,5 MiK 0,25 MIK 0,125 MiK Kontrol

ATCC 27853 |6,300,57° 7,50+0,70° 14,00+2,82" 50,50+0,70?
ATCC 4973  [9,00+0,00° 10,50+2,12° 42,00+0,00 46,00+1,412
YK 107 2,75+0,95¢ 17,00+2,00° 53,50+2,12° 75,00+3,46°
YK 8 40,00+0,00° 46,33+1,52° 49,33+0,57° 53,00+1,00°
YB 43 12,00+1,00¢ 18,00+2,00° 57,30+2,08° 82,702,512
YK 50 4,50+0,57° 6,75+0,95° 8,67+0,57%P 43,00+0,00?
YB 91 7,001,00° 11,00%1,73° 22,00+2,64° 47,004,242

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve

ardindan Tukey Testi yapilmstir.

Tablo 4.16: Referans suslar ve izolatlarin Segirme Hareketine Farkh Biberiye
Yagi Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimii

KONTROL

IZOLATLAR 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK

—

ATCC 27853

ATCC 4973
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YK107

YK8

YB43

YK50

YBO91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.17°de biberiye yaginin referans suslar ve izolatlarin yiizme hareketi bolge
caplar1 (mm) verilmistir. Tablo 4.18’de ise referans suslar ve izolatlarin agar
tizerindeki goriinimii  verilmigtir. Tablo 4.13 incelendiginde, biberiye yag1
konsantrasyonlarinin Pseudomonas suslarinin yiizme hareketi bolge caplar lizerinde
anlamli farklhiliklara neden oldugu goriilmektedir (p<0,05). Genel olarak, biberiye
yag1 konsantrasyonu yiizme hareketi ¢aplarmin artti1 tespit edilmistir. Bu bulgu,
yiiksek konsantrasyonlardaki biberiye yagimnin bakteriyel motiliteyi baskiladigi,

ancak konsantrasyon diistiik¢e bu baskilayici etkinin azaldigina isaret etmektedir.

Biitlin suslar dikkate alindiginda, kontrol gruplarinda en yiiksek yiizme caplarinin
g6zlemlenmesi, herhangi bir antimikrobiyal ajan etkisi olmadan bakterilerin
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maksimum hareket kabiliyetine ulastigini gostermektedir. Ozellikle ATCC 27853,
ATCC 4973, YB 43 ve YB 91 suslarinda, diisiik biberiye yag1 konsantrasyonlarinda
hareket caplarmm anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir. Bu durum, biberiye yaginin
yiizme hareketi tizerinde doza bagimli bir inhibitor etki gdsterdigini ve bu etkinin
suslara gore degiskenlik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Bazi suslar (6rnegin
YK 107 ve YK 50), diisiik konsantrasyonlarda belirgin motilite artis1 gosterirken,
yiiksek konsantrasyonlara karsit daha duyarli davranmis ve hareket ¢aplar1 belirgin
sekilde azalmstir.

Tablo 4.17: Farkh Biberiye Yag1 Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarimin
Yluzme Hareketi Bolge Caplar: (mm)

Izolatlar 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MiK | Kontrol

ATCC 27853 |6,50+2,12¢  |13,33+0,57° |24,00+2,64° |52,00+1,41%
ATCC 4973 |10,33+1,52¢ |20,50+0,71° |25,50+0,70° |43,00+1,41?
YK 107 5,33+1,15°  |38,00+4,24" |57,50+£3,53% |65,70+2,08°
YK 8 6,67+0,57°  |14,50+£3,53"¢ |17,50+3,53" |29,50+3,53°
YB 43 24,50+3,53° [47,00+2,82° [52,00+3,00° |79,00+0,14°
YK 50 10,50+0,70° [20,33+2,51° [24,00+1,41° |35,00+4,24°
YB 91 26,00+£1,41° |31,00£1,41° |48,00£2,82" |65,00+2,82°

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmistir.

Tablo 4.18: Referans suslar ve izolatlarin YUizme Hareketine Farkh Biberiye
Yag1 Konsantrasyonlarimin Etkisinin Agarda Goriiniimii

0,25 MiK MIK

IZOLATLAR 0,5 MiK 0,125

)

KONTROL

e N

ATCC 27853
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ATCC 4973

Y K107

YKS8

YB43

YK50

YBI1

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.19’da defne yagmin referans suslar ve izolatlarin kaynagma hareketi bolge
caplart1 (mm) verilmistir. Tablo 4.20’de ise referans suslar ve izolatlarin agar
uUzerindeki kaynasma hareketi goriiniimii verilmistir. Tablo 4.15°de sunulan verilere
gore, biberiye yagi farkli konsantrasyonlarda Pseudomonas suslarinin kaynagma
hareketi lizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiler gostermektedir (p<0,05). Genel

egilim incelendiginde, biberiye yagi konsantrasyonu azaldik¢a kaynasma hareketi
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bdlge caplarinda artig meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu durum, biberiye yaginin
yiikksek konsantrasyonlarda motiliteyi baskilayict bir etki olusturdugunu; ancak
konsantrasyon diistiikkge bu etkinin azaldigmi ve bakterilerin motilite yetenegini

yeniden kazandigmni ortaya koymaktadir.

Tiim suslar genelinde, kontrol gruplarinda en yiiksek kaynasma caplarmnm Ol¢iilmiis
olmasi, biberiye yagi uygulamasi yapilmadiginda bakterilerin kaynasma hareketini
Diisiik
konsantrasyonlara gecildikce (6zellikle 0,125 MIK), birgok susta kaynasma

maksimum diizeyde gerceklestirebildiklerini gostermektedir.
caplarinda belirgin bir artis kaydedilmis; bu da biberiye yagmin motiliteyi
konsantrasyona bagli olarak inhibe ettigini desteklemektedir. Bazi suslar, biberiye
yagmin konsantrasyonuna oldukga duyarli tepki verirken, diger bazi suslarda motilite
iizerindeki etki daha dengeli ve istikrarli bir dagilim gostermistir. Bu durum, biberiye
yaginin etkisinin yalnizca doza degil, ayn1 zamanda susun genetik yapisina da bagl
oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.19: Farkh Biberiye Yag1 Konsantrasyonlarin Pseudomonas Suslarinin
Kaynasma Hareketi Bolge Caplari (mm)

Izolatlar 0,5 MiK 0,25 MIK 0,125 MiK | Kontrol

ATCC 27853  |15,50+0,70° |40,67+2,30° |50,50+0,70° |54,50+0,70%
ATCC 4973 26,50+0,70° |39,00+1,73° |47,5+0,70*° | 49,50+0,70%
YK 107 20,00+2,82° |50,33+2,88° |54,00+0,00° |56250+0,70°
YK 8 32,67+0,57° |47,50+£3,53° |53,50+0,70%" |56,00+1,41
YB 43 19,00+2,64° |46,00+2,64° |53,50+0,70*° |61,50+3,53
YK 50 17,67+1,58° |21,50+2,12° |26,00+2,82° |38,00+4,24
YB 91 20,50+0,70¢ |46,00+2,82° |49,00+1,41° |58,50+2,12

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

*Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. ANOVA (p < 0.05) ve
ardindan Tukey Testi yapilmustir.
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Tablo 4.20: Referans suslar ve izolatlarin Kaynasma Hareketine Farkh Biberiye
Yag1 Konsantrasyonlarinin Etkisinin Agarda Goriiniimii

IZOLATLAR 0,5 MiK 0,25 MiK 0,125 MIK KONTROL

ATCC 27853

ATCC 4973

YK107

YKS8

YB43

YK50

YB91

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

89



Bu ¢alismada elde edilen bulgular, biberiye yagmin Pseudomonas suslarmin ii¢ temel
motilite bigimi olan segirme, yiizme ve kaynagsma hareketleri iizerinde
konsantrasyona bagli anlamli bir baskilayici etkiye sahip oldugunu gdstermektedir
(p<0,05). Genel egilim, biberiye yag1 konsantrasyonu azaldik¢a hareket ¢aplarinda
artis, konsantrasyon arttikca ise diisiis yasandigini ortaya koymustur. Bu durum,
motilite mekanizmalarinin bitkisel kdkenli antimikrobiyal ajanlara karsi duyarlilik

gosterdigini ve bu duyarliligin doza bagimli oldugunu kanitlamaktadir.

Her (i¢ motilite tiirii dikkate alindiginda, 0,5 MiK konsantrasyonunda hareket caplar1
belirgin bicimde azalmis; buna karsm 0,125 MIK diizeyinde, ¢ogu susta hareket
caplart anlamli bicimde artmustir. Bu da, biberiye yaginin motiliteyi baskilayici
etkisinin en giiclii sekilde yiiksek konsantrasyonlarda ortaya c¢iktigini, ancak bu

etkinin konsantrasyon azaldikc¢a kademeli olarak zayifladigin1 gostermektedir.

Defne yag1 ve biberiye yagi verilerinin karsilastirilmasi, her iki uc¢ucu yagin
da Pseudomonas suslarinin segirme hareketini konsantrasyona bagli olarak anlamli
derecede inhibe ettigini, ancak defne yaginin genel olarak daha etkili oldugunu
gostermektedir. Defne yag1, dzellikle yiksek konsantrasyonlarda (0,5 MIK) daha
giiclii bir inhibisyon sergilemistir. Konsantrasyon-etki iligkisi incelendiginde, her iki
yagda da inhibisyonun konsantrasyonla arttig1 goriilmekle birlikte, defne yag1 yliksek
konsantrasyonlarda daha keskin bir diisiis saglarken, biberiye yaginin etkisi daha
kademeli gerceklesmistir. Bu bulgular 1s1ginda, defne (Laurus nobilis L.) yaginin,
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) yagina kiyasla Pseudomonas suslarinin segirme
hareketini inhibe etmede daha etkili oldugu sonucuna varilabilir. Bu farklilik, her iki
yagm sahip oldugu aktif bilesenlerin farkli mekanizmalarla bakteri hareketliligi

uzerinde etkili olmasindan kaynaklaniyor olabilir sonucuna varilmistir.

Defne yagi ve biberiye yagi verilerinin karsilastirilmasi, Pseudomonas suslarinin
yizme hareketi inhibisyonunda defne yaginin daha etkili oldugunu gostermektedir.
Defne yag, dzellikle yilksek konsantrasyonlarda (0,5 MIK) belirgin sekilde diisiik
hareket gaplar1 saglamistir. Biberiye yag ise diisiik konsantrasyonlarda (0,125 MIK)
baz1 suglarda (YK 107, YB 43) daha yiiksek hareket caplarina izin vermistir. Bu
bulgular, defne yaginin ylizme hareketini baskilamada daha giiclii ve tutarl bir etkiye

sahip oldugunu desteklemektedir.
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Defne yag1 ve biberiye yagi verilerinin karsilastiriimasi, Pseudomonas suslarmin
kaynasma hareketi inhibisyonunda defne yaginin belirgin sekilde daha
etkili oldugunu gostermektedir. Defne yagi, tiim konsantrasyonlarda (6zellikle 0,5
MiK'de) biberiye yagma kiyasla onemli olgiide daha diisiik hareket caplar
saglanustir. Biberiye yag1 ise 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda (0,125 MIK) kayda
deger yiiksek hareket ¢aplarina izin vermistir. Bu sonuglar, defne yaginin kaynagma
hareketini engellemede daha giiclii ve tutarli bir etkiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (ANOVA, Tukey; p<0,05).

Calismamizla uyumlu olarak Bai ve Vittal'in (2014) c¢alismasi, Rosmarinus
officinalis, ugucu yaglarmin P. aeruginosa PAOLl'in ylzme hareketini %22,2,
segirme hareketini %57.14, kaynasma hareketini ise %61.53 oranlarinda azalttigi
sonucuna varmistir. Molina vd. (2020)’de yaptiklar1 defne Ozlerinin P.
aeruginosa nin biyofilm olusumunu %40’a kadar inhibe ettigini ve kaynagma
hareket aktivitesini engelledigi sonucuna ulasmislardir. Sonug olarak, elde edilen

bulgularin diger ¢alismalarla tutarli oldugu gorilmektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, defne (Laurus nobilis L.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis
L.) esansiyel yaglarinin, etten elde edilen Pseudomonas izolatlarinin bozucu
faaliyetleri (biyofilm olusumu ve bakteriyel hareketlilik) tizerine etkisinin incelemesi

amaglanmustir.

Tez calismasinda kullanilan defne ve biberiye yaglarinin ugucu bilesenleri GC-MS
analiziyle tanimlanmig ve goOrece miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen analiz
sonuclarma gore, defne esansiyel yaginin temel ugucu bilesenleri a-pinene (%4,69),
sabinene (%13.51), B-pinene (%5,80), 1,8-cineole (%34,80), linalool (4,38) ve a-
terpinyl asetat (%12,50) olarak tespit edilmistir. Biberiye esansiyel yagmin ugucu
bilesenleri ise a-pinene (%19,72), camphene (%9,61), dl-limonene (%7,30), 1,8-
cineole (%15,68) ve camphor (%19,93) olarak tespit edilmistir.

Tez ¢aligmasinda, etten elde edilen 5 Pseudomonas izolat1 (YK8, YK50, YK107,
YB43, YB91) ve 2 referans sus (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas fragi ATCC 4973) kullanilarak defne ve biberiye yaglarmnin,
Pseudomonas turlerinin bozucu faaliyetleri {izerine etkisi incelenmistir. Defne ve
biberiye yaglarmnin bu suslar iizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
degerleri %1-3 (v/v) arasmda bulunmustur. Defne ve biberiye yaglarinin bozucu
etkisini degerlendirmek i¢in, analizler izolatlarin yag icermeyen ve 0,5, 0,25 ve 0,125
MIK degerinde yag iceren ortamda iki farkli sicaklik (25°C ve 4°C) ve ii¢ farkli siire

(1, 4 ve 7 giin) boyunca gelistirilmesi ile ger¢eklestirilmistir.

Hiicre gelisimi ve biyofilm {iretimi spektrofotometrik kantitatif olarak belirlenmis
olup defne ve biberiye yaglarinin Pseudomonas izolatlarinin planktonik hiicrelerine
kars1 etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu gosterilmistir. Ayrica yaglarin izolatlarin

biyofilm {iretimini azaltmada 6nemli 6l¢iide etkili oldugu bulunmustur (p<0,05).

Defne ve biberiye yaglarinin bakteriyel hareketlilik tizerindeki etkisini saptamak igin
segirme, ylizme ve kaynasma hareketleri i¢in 6zel olan agarlara yag eklenmeden ve
belirlenen oranlarda eklenerek ekimler yapilmig ve olusan zon bolgelerinin c¢aplari
(mm) Ol¢iilmiistiir. Defne ve biberiye yagi iceren agarlardaki bdlge capi ile yag

eklenmeyen kontrol grubunun bélge cap1 kiyaslanmis ve yagl petrilerde bakteriyel

92



harekette 6nemli azalmalar (p<0,05) elde edilmistir. Ayni zamanda defne veya
biberiye konsantrasyonu arttikca bakteri hareketliliginin 6nemli 6lciide azaldigi da

gbzlemlenmistir

Soguk zincir kosullarinda depolanan taze et iiriinlerinde, 6zellikle psikrotrofik 6zellik
goOsteren Pseudomonas tiirlerinin neden oldugu bozulma ve kontaminasyon, gida
giivenligi agisindan Onemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalarin
bozucu etkilerinin belirlenmesi ve bunlarin kontrol altina alinmasi, et {irlinlerinin
kalitesinin korunmasi acisindan gida sanayisi i¢in kritik bir konudur. Yapilan
caligmalar, defne ve biberiye gibi bitkisel kokenli esansiyel yaglarin, Pseudomonas
tiirlerine karst antimikrobiyal etki gosterdigini ve etin raf Omriinii uzatmada
potansiyel tasidigini ortaya koymaktadir. Bu iki esansiyel yagin taze etlerde
kullanimmin, mikrobiyal yuki azaltmada etkili bir yontem olabilecegi gbzlenmistir.
Elde edilen veriler, defne ve biberiye yaglarinin et bozulmasmi énlemede ¢evre dostu

ve siirdiiriilebilir bir secenek sundugunu desteklemektedir.

Gilinitimiizde diinya genelinde bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelistirme orani
hizla artmakta olup, bu durum gelecekte kuresel tiketici sagligi agisindan ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Bu baglamda, direngli bakterilere karsi alternatif ve etkili
stratejilerin gelistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Dogal kaynakli antimikrobiyal
bilesikler arasinda yer alan esansiyel yaglar, 6zellikle antibiyotiklerin etkili olmadig1
durumlarda potansiyel bir ¢ozim olarak dikkat ¢cekmektedir. Defne ve biberiye gibi
bitkisel kokenli esansiyel yaglarin, ¢oklu ilag¢ direnci gosteren bakteriler tarafindan
olusturulan biyofilm yapilarinin inhibisyonunda etkili olabilecegi ve bu yolla

gidalarda bozulmay1 6nleyebilecegi degerlendirilmektedir.
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EKLER

EK1 : caligmada Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanigi

a) Nutrient Agar (NA)

Nutrient agar besiyeri, 1 L saf suda 20 gram c¢ozundurilerek hazirlanmis ve kati
ortam olusturulmustur. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika boyunca otoklavda
sterilize edilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm c¢apindaki

steril petri kaplarma dokiilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
b) Nutrient Broth (NB)

Nutrient broth besiyeri, 1 L saf suda 8 gram c¢oziindiiriilerek sivi ortam seklinde
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
c) Mueller-Hinton Agar(MHA)

Mueller-Hinton Agar, antimikrobiyal testlerde yaygin olarak kullanilan bir besiyeri
cesididir. 1 L saf suda 36 gram ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Sterilizasyon islemi,
121°C’de 15 dakika otoklavda gerceklestirilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra, steril petri kaplarma dokiilerek kullanima sunulmustur.
d) Tryptic Soy Broth (TSB)

Tryptic Soy Broth besiyeri, 1 L saf suda 30 gram c¢oziindiiriilerek hazirlanmis ve

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
e) %1 Kristal Viyole (CV) Cozeltisi

%]1°lik kristal viyole ¢oOzeltisi, 1 gram boya maddesinin 100 mL saf suda

¢oziindiiriilmesiyle elde edilmistir.

) %33 Asetik Asit Cozeltisi
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Bu c¢ozelti, 67 mL saf suya yavasca 33 mL %99,9 saf asetik asit eklenerek

hazirlanmastir.
g) LB Broth

LB (Luria-Bertani) broth, 1 L saf suda 25 gram ¢oziindiiriilerek sivi besiyeri olarak
hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
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