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OZET
SALVIA WIEDEMANNII BOISS. UZERINDE FARMAKOGNOZIiK

ARASTIRMALAR

Ayse USKUNDAG
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023
Danigman: Prof. Dr. Gokalp ISCAN

Salvia wiedemannii Boiss. (Lamiaceae) halk arasinda “Sultantaci” olarak bilinen,
soguk algmligi, peptik ilser ve agri tedavisinde kullanilan Tirkiye i¢in endemik bir
tiirdiir. Halk arasinda yaygin kullanim1 olmasa da yapilmis sinirli sayida ¢calisma ile farkl
kisimlarinin ve ekstrelerinin ¢esitli biyoaktivitelere sahip oldugu goriilmektedir.
Calismamiz kapsaminda, mayis aymnda toplanan bitkinin toprak iistii kisimlarindan
hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin bilesimi GK/KS ve GK/AID ile
aydinlatilmistir. Ugucu yag yaninda, yine toprak iistii kisimlardan elde edilen n-hekzan,
etil asetat, %70 etanol ve su ekstrelerinin secilmis bakteri ve Candida tiirlerine karsi
antimikrobiyal etkileri arastirilmis, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda biyoaktivitesi saptanan ugucu yag ve %70 etanol
ekstresinin biyofilm olusturan Staphylococcus aureus ATCC 6538 susuna karst minimum
biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) ve minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonu (MBEK) degerleri belirlenmistir. Yapilan kromatospektrometrik
analizlerde ugucu yagin bilesiminin %96’s1 belirlenmis, ana bilesenler a-pinen, S-pinen
ve 1,8-sineol olarak tespit edilmistir. %70 etanol ekstresinin, S. aureus iizerinde 125
ng/mL dozda (MIK) en yiiksek inhibitdr etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yagin S.
aureus iizerinde MBIK 500 pg/mL, MBEK 2000 pg/mL; %70 etanol ekstresinin MBIK
125 pg/mL, MBEK 1000 pg/mL olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Salvia wiedemannii, Ugucu yag, Ekstre, Antimikrobiyal, Anti-
biyofilm aktivite



ABSTRACT
PHARMACOGNOSTICAL STUDIES ON SALVIA WIEDEMANNII BOISS.

Ayse USKUNDAG
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023

Supervisor: Prof. Dr. Gokalp ISCAN

Salvia wiedemannii Boiss. (Lamiaceae) is an endemic species for Turkey and is
known as "Sultantac1" among the Anatolian people and used in the treatment of colds,
peptic ulcers and pain. Although it is not widely used among the public, it is seen that
different parts and extracts have various bioactivities with a limited number of studies.
Within the scope of our study, the composition of the essential oil obtained by
hydrodistillation from the above-ground parts of the plant collected in May was clarified
with GC/MS and GK/FID. In addition to essential oil, antimicrobial effects of n-hexane,
ethyl acetate, 70% ethanol and water extracts obtained from above-ground parts were
investigated against selected bacteria and Candida species, and minimum inhibitory
concentration (MIC) values were determined. The minimum biofilm inhibition
concentration (MBIC) and minimum biofilm eradication concentration (MBEC) values
were determined against the biofilm forming Staphylococcus aureus ATCC 6538 strain
of essential oil and 70% ethanol extract, whose bioactivity was determined in the
preliminary studies. In the chromato-spectrometric analysis, 96% of the essential oil
composition was determined, and the main components were determined as a-pinene, 3-
pinene and 1,8-cineole. It was determined that 70% ethanol extract showed the highest
inhibitory effect on S. aureus at 125 ug/mL dose (MIC). The MBIK value of the essential
oil on S. aureus was 500 pg/mL, MBEK 2000 ng/mL; the MBIK of 70% ethanol extract
was determined as 125 pg/mL and MBEK as 1000 pg/mL.

Key words: Salvia wiedemannii, Essential oil, Extract, Antimicrobial, Anti-biofilm

activity
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigimi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ayse Uskiindag
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1. GIRIS VE AMAC

Mikrobiyoloji  tarihinde mikroorganizmalar ¢ogunlukla sivi ortamlardaki
planktonik halleriyle bilinmektedir (Donlan, 2002). Ancak yalnizca planktonik bir yagsam
seklinde olmadiklari, 17. yiizyi1lda Antonie van Leeuwenhoek’un kendi disinden aldigi
plaklar i¢inde yasayan mikroorganizmalari tanimlamasiyla biyofilm yapisinin varhigr ilk
olarak ortaya konmustur ve Leeuwenhoek biyofilmi kii¢iik hayvanimsi yap1 olarak tabir
etmistir (Kérmezli vd., 2022). Tip diinyasinda ise biyofilm kavrami 1970’lerden sonra

yerlesmistir (Oztiirk, 2018).

Biyofilm en basit tabiriyle mikroorganizmalarin canli veya cansiz bir yiizeye
tutunarak kendi tirettikleri hiicre dis1 polimerik matriks iginde ¢ok hiicreli gibi davranarak
olusturduklart topluluklardir. Planktonik bakteriler genelde biyofilm olusturma
egilimindedir, biyofilm olusturarak planktonik forma kiyasla daha iistiin bir hale
geemektedirler (Kérmezli vd., 2022). Biyofilm yapist planktonik bakterilere kiyasla
antimikrobiyallere ve biyositlere karst direngli bir haldir. Biyofilm tek bir tiir
mikroorganizmayi i¢erebildigi gibi farkli mikroorganizmalari da igerebilmektedir, ancak
dogal sartlarda tek tiir mikroorganizmadan olusmus biyofilm yapisi nadir goriilmektedir
(Oztiirk, 2018). Giiniimiizde ise biyofilm oldukea ciddi saglik sorunlarma sebep olmakla
birlikte kalici ve tekrarlayan enfeksiyonlarin temel nedeni olarak gosterilmektedir
(Verderosa vd., 2019). Yapilan ¢aligmalara gore insanlarda enfeksiyon kaynakli tim
hastaliklarin %80’inin, nozokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin ise %65-75inin
sebebi olarak yine biyofilmler gosterilmektedir (Aktas, 2018; Sakarya, 2018; Unal ve
Tayfur, 2017). Ayrica ABD’de yapilan plastik cerrahi operasyonlarin %2’sinde biyofilm
enfeksiyonlar1 sebebiyle protezin degistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Unal ve Tayfur,

2017).

Biyofilmler dental plaklar, periodontitis, otitis media, osteomiyelitis, kronik
tonsilit, Kistik fibrosiz pndmonisi, safra yolu enfeksiyonlari, enfeksiyéz bobrek taslart,
bakteriyel prostatit ve ¢esitli implant kaynakli enfeksiyonlara ve daha bir¢cok inatci
enfeksiyona yol agmaktadir (Unal ve Tayfur, 2017). Biyofilmler canli dokular,
implantlar, endiistriyel borular, igme suyu borular1 ve dogal su sistemleri dahil olmak
tizere ¢ok cesitli ylizeylerde olusabilmektedir (Donlan, 2002). Biyofilmler tibbi ve
endiistriyel acidan cesitli sorunlara sebep olmaktadir. Biyofilm yapis1 mikroorganizmay1

cevresel sartlardan korumakla birlikte, fagositoza ugramayi1 zorlastirmakta ayrica



antimikrobiyallere, dezenfektanlara, konak¢1 canlinin savunma sistemine karsi oldukca
direngli hale getirmektedir (Kormezli vd., 2022).

Biyofilm yapis1 planktonik formdakilere kiyasla bakterilere antibiyotiklere ve
dezenfektanlara karsi ¢ok daha fazla direng kazandirir. Her gecen giin artan dezenfektan
ve biyosit direngliligi sebebiyle hem enfeksiyonunun tedavisi zorlasmakta hem de
tedavinin maliyeti olduk¢a artmaktadir (Arar, 2015). Mevcut bakterisidal temelli
antibiyofilm  teknolojilerinin ~ higbirisi  tek  basmma  biyofilm  olusumunu

engelleyememektedir (Ceyhan, 2008).

Tiim bu sebeplerle mevcut antibiyotiklere direng, arastirmacilar1 biyofilmleri yok
etmede yeni yontemler ve tedavi ajanlarini aragtirmaya itmistir (Lu vd., 2019). Son yirmi
yilda biyofilm olusumunu ve mikroorganizmalar arasinda haberlesmeyi saglayan
Quorum Sensing (QS) sistemini 6nlemede bitkilerden elde edilen dogal iiriinleri igeren

yeni yaklagimlar gelistirilmistir (Lu vd., 2019).

Bitkiler ve bitkisel ilaglar farkli kiiltiirlerde ¢ok uzun yillardir farkli amaglarla
hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesi amaciyla halk arasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Giiniimiizde de mevcut antibiyotik tedavilerine direng ve dogal tedavi
yontemlerine ragbet bizi yeni antibiyofilm stratejilerini arastirmaya itmistir. Ozellikle
antimikrobiyal etkileri 1y1 bilinen ugucu yaglar bu yonde ¢ok calisilan bitkisel madde
grubudur. Giincel tedavi yontemlerinde biyofilmlerin antibiyotiklere olan direnci tedaviyi
zorlastirlp maliyetini arttirmakta ve insan saglifi acisindan diisliniildiiglinde genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasiyla olusan sorunlar bizi giinimiizde de oldukca
popiiler olan ugucu yag ve bitkisel ekstrelerin kullanilarak bunlarin antibiyofilm etkisini
arastirmaya itmistir. Lamiaceae familyasinda yer alan bir cins olan Salvia sp. tilkemizde
de genis yayilis géstermektedir. Diinyada Salvia ismiyle bilinen ve halk arasinda adagay1
olarak adlandirilan bitki iilkemizde yaygin bir sekilde nezle, grip, {ist solunum yolu
enfeksiyonlarinda ayrica gaz soktiiriicti, midevi, tonik, ditiretik olarak ve cgay olarak
kullanilmaktadir (Erdz, 2001; Akinct, 2018; Senol, 2009). Ayrica harici olarak yara iyi
edici ve antiseptik olarak da kullanilmaktadir (Erdz, 2001). Antioksidan, antimikrobiyal,
antialzheimer, hipotansif, antihiperglisemi, antihiperlipidemi, antikanser,
antienflamatuar, antienzimatik ve cilt iyilestirici 6zellikleri bilinmekte ve gida olarak ve
tibbi amaglar ile kullanilmaktadir (Sharifi-Rad vd., 2018; Yilmaz vd., 2023). Salvia



tirlerinin antiviral ve antibakteriyel ozelliklerinin varlifi da antibiyofilm calismasi

acisindan bize umut vermistir (Cadirci vd., 2012).

Salvia wiedemannii Boiss. Lamiaceac familyasinda yer alan I¢ Anadolu
Bolgesinde yayilis gosteren odunsu aromatik, endemik bir bitkidir. Halk arasinda yaygin
kullanim1 olmamasina ragmen ugucu yagi ve ekstrelerinin bilesimleri antiviral ve
antibakteriyel etkileri agisindan umut vericidir. Bu diisiinceler 1s131nda bu ¢alismada I
Anadolu Bolgesinde lokal olarak yayilis gosteren ve biyoaktif bir bitki olan Salvia
wiedemanni’nin ¢esitli ekstrelerinin ve yapisi aydinlatilan ugucu yaginin antimikrobiyal

ve antibiyofilm etkisi lizerinde ¢aligmalar yapilmstir.



2. LITERATUR BILGISI
2.1. Lamiaceae (Ballibabagiller)

Yaklasik 250 cins 7000’den fazla tiirden olusan Lamiales ordosunda yer alan
Lamiaceae familyasi; Labiate, Ballibabagiller, Nanegiller olarak da bilinmektedir ve gen
merkezi Akdeniz Bolgesidir (Baser ve Kirimer, 2018; Erdz, 2001; Napoli, Siracusa,
Ruberto, 2020). Tiirkiye Lamiaceae familyasinin 6nemli gen merkezlerinden birisidir
(Baser ve Kirimer, 2018; Koyuncu, 2010). Tropik ve subtropik alanlarda genis yayilis
gostererek hemen hemen diinyanin her bolgesinde varligim1 gosteren kozmopolit bir
familyadir (Baser ve Kirimer, 2018, Erdz, 2001).

Lamiaceae familyas1 245 cins ve 7886 tiirden olusan genis bir familyadir (Napoli,
Siracusa, Ruberto, 2020). 46 cins, 603 tiir, 179 alttiir ve varyeteden olusan 782 taksonu
Tirkiye’de yayilis gostermektedir. 346 takson (271 tiir ve 75 alttiir ve varyete) ise
endemiktir (Baser ve Kirimer, 2018).

Genellikle yiiksek miktarda ve farkli bilesimlerde ucucu yaga sahip aromatik
bitkilerin yer aldigi Lamiaceae familyasi ¢ogunlukla otsu, ¢alimsi veya yarigalimsi
bitkilerden olusur nadiren ise odunsudur. Gévdeleri enine kesitte siklikla dort koselidir.
Toprak tistii tireme ve vejetatif organlar ugucu yag tireten glandiiler trikomlar ile kaplidir
(Enache ve Neagoie, 2020). Familyanin onemli Karakteristik ozellikleri yapraklarinin
dekkusat dizilisli olmasi, ¢igeklerin her nodusta vertisilastrum olmasi, korollanin bilabiat
olmasi, bas kismi sekiz hiicreli salgi tiiylerine sahip olmasi, meyvelerin ise 4 nuksa

ayrilmasidir (Abak, 2018; Tanker, 2014 s. 275).

Lamiaceae familyas1 biyolojik ve tibbi uygulamalarda 6nemli role sahip ¢ok
cesitli bitkileri igermektedir. Lamiaceae familyasinda yer alan bitkilerin tibbi,
farmakolojik, kozmetik ve endistriyel alanlarda 6neme sahip oldugu bilinmektedir.
Lamiaceae familyasinin Salvia L. (adagay1), Thymus L. (kekik), Rosmarinus L.
(biberiye), Lavandula L. (lavanta), Mentha L. (nane) gibi bir¢ok 6nemli cinsi olup,
bunlarin en biiyiiklerinden birisi de Tiirkiye’de adacgayi olarak adlandirilan Salvia
cinsidir. Tirkiye’de Lamiaceae familyasinda 53’1 endemik olmak iizere 101 taksonla

temsil edilen en biiyiik ikinci cins Salvia L. cinsidir (Y1lmaz vd., 2023).

Diinyada Salvia cinsine ait 1000’¢ yakin tiir bulunmakta olup bunlar ¢ogunlukla

Akdeniz, Amerika, Giineydogu Asya ve Giiney Afrika’da yayilis gostermektedir ¢ok



genis yayilis gosteren bu cins de hemen hemen kozmopolit yapiya sahiptir (Kunduhoglu

vd., 2011, Topgu, 2006, Erdz, 2001).

2.2. Salvia L.

Salvia L. diinya tizerinde yaklagik 1000 tiir ile temsil edilmektedir (Turdiboev vd.,
2022). Salvia L. hemen hemen tiim diinyada yetisir ve yaygin olarak bulunur fakat baslica
lic bolgede yayilis gostermektedir; Gliney Dogu Asya, Giiney Avrupa, Orta ve Giiney
Amerika (Yousefzadi vd., 2007; Topgu vd., 2017). Orta Asya’da 24’ti endemik olmak
tizere 41 yerli Salvia tiirii bulunmaktadir (Turdiboev vd., 2022). Salvia tiirleri Tirkiye’de
yaygin olarak goriilmektedir (Ustiin vd., 2016). 53’ ii endemik olmak iizere 101 tiir ile
temsil edilmektedir. Bu tiir %52,5 oranda endemiktir. Salvia tiirlerinin ihracati ve
kullanimi agisindan Tiirkiye 6nemli bir tilkedir (Kiipeli Akkol vd. 2008).

Salvia kelimesi Latince salvare kokiinden tliremistir ve iyilestirmek anlamina
gelmektedir (Kaya vd., 2009). Salvia tiiriiniin iyilestirici 6zelligi ¢ok eski zamanlardan
beri bilinmektedir (Yilmaz vd., 2023). Antik ¢aglardan bu yana birgok hastaligi tedavi
amaciyla halk hekimliginde kullanilmaktadir (Topgu, Yiicer ve Senol, 2017). Tiirkiye’de
adagay1 olarak bilinen Salvia tiirleri tonik uyarici idrar soktiiricti gaz giderici ve
antiseptik olarak kullanilmaktadir (Kunduhoglu vd., 2011). Salvia tiirleri Avrupa halk
hekimliginde hafizay1 giiglendirmek i¢in kullanilmaktadir (Orhan vd., 2007).

Halk arasinda bitki ¢ay1r ve baharat olarak genis kullanima sahiptir. Cesitli
kullanim alanlari, fitokimyasal ve farmakolojik aragtirmalarla birlikte Salvia tiirleri ‘her
derde deva bitki tiirii” olarak kabul edilmektedir. Yunan tibbinda kullanilan “Bahgesinde
adagay1 yetisen neden 6lsiin?” ifadesi bu tiiriin kullanim alan1 ve degerlerini anlamak

adima cok etkileyici bir ifadedir (http-3).

Salvia tiirleri ugucu yag bakimindan zengin ve hos kokulu aromatik bitkilerdir
(Cadirct vd., 2012). Ayrica ugucu olmayan fenolik bilesikleri, antibakteriyel ve
antioksidan 6zelliklerinden dolay1 Avrupa'da ve diger bir¢ok iilkede gida koruyucu olarak

kullanilmaktadir (Kandemir vd., 2022).

Salvia tiirleri antiseptik, antibakteriyel, astrenjen, antiinflamatuar, antiviral,
sitotoksik, spazmolitik, antikonviilsan, antimikobakteriyel aktiviteleri igeren bir dizi
biyolojik etkiye sahiptirler (Cadirc1 vd., 2012). Cesitli Salvia tiirleri eski ¢aglardan bu

yana romatizmal agrilarda, kanama ve menstural rahatsizliklarda, kolik siskinlik, ishal,



kabizlik, karin agris1 gibi ¢esitli gastrointestinal sistem rahatsizliklarinda, soguk alginligi,
grip, bronsit, tiiberkiiloz gibi rahatsizliklarda ve hatta epilepside kullanilmistir
(Yousefzadi vd., 2007; Ustiin ve Sezik, 2011; Topcu, 2016). Ayrica Salvia tiirleri hafizay1
kuvvetlendirmede ve bas agrisinda da kullanilmaktadir (Catik ve Atalay, 2022). Cesitli
Salvia tiirleri ile yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal ve insektisit etkilerine dair olumlu

sonuglar elde edilmistir (Giin vd., 2011; Ozkan vd., 2009).

Geleneksel Tiirk halk hekimliginde de farkli hastaliklarin tedavisinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir (Y1lmaz vd., 2023). Giiniimiizde hala Salvia tiirleri halk arasinda
sik kullanilmakta ve bilim insanlari tarafindan gesitli aragtirmalara konu olmaktadir. Bu

tir etkileri dolayisiyla tip, kozmetik, parfiimeri ve gida endiistrisinde sikca

kullanilmaktadir (Yousefzadi vd., 2007).

2.3. Salvia wiedemannii Boiss.

Salvia wiedemannii Boiss. Ulkemizde I¢ Anadolu’nun kireg tas1 yamaglarinda,
yol ve tarla kenarlarinda endemik olarak yetismekte olan Lamiaceae familyasinin Salvia
cinsine ait aromatik bir bitkidir (Gorsel 2.1). Mayis ve temmuz aylarinda ¢igeklenmekte
olup Iran-Turan bolgesine ait ¢ok yillik, odunsu bir bitkidir.

T

Gorsel 2.1. S. wiedemannii Boiss. 'nin yayilisi (http-1)

S. wiedemannii Boiss. Gorsel 2.2°de goriildiigii gibi 10-20 cm boyunda dik
govdeli, govdesinde ince, genellikle yukar1 yonlii tiiyler bulunan odunsu bir bitkidir
(Kaya, 2011). Genelde Lamiacae familyas: bitkilerinde oldugu gibi govdesi dikdortgen
seklindedir (Kaya, 2011). Yapraklar pinnatisekt, kenarlar1 diiz, yapraklarin ucu ise
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sivridir. Cigek durumu 2-6 ¢icekli vertisilat, brakte ise ovat, ovat-lanseolat seklindedir
(Kaya, 2011). Kaliks kirmizimsi-mor tiibiiler ¢an seklinde iki dudakli tist dudak ti¢ digli
alt dudak iki dislidir ve kaliksin i¢ yiizeyinde kisa tiiyler bulunmaktadir (Kaya, 2011).
Korolla leylak-mavi renkli iki dudakli, tist dudak halkali, alt dudak iki ugludur, dudaklar
yogun glandiiler trikomlarla kaplidir (Kaya, 2011).

Gorsel 2.2. S. wiedemannii Boiss.

S. wiedemannii Boiss. aromatik bir bitkidir ve bu bitkiden elde edilen u¢ucu yagin ana
bilesenlerinden biri 1,8-sineol (6kaliptol) olarak belirlenmistir (Kaya vd., 2009).
Okaliptol geleneksel tipta bronsit, siniizit ve soguk algmlig1 icin sekretolitik bir ilag
olarak da kullamlmistir (Kaya vd., 2009). Okaliptol pastil, bogaz spreyi, gargara gibi
bircok farmasotik form icerisinde antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu

ugucu yag a-pinen ve B-pineni de yiiksek oranlarda igermektedir (Kaya vd., 2009).

S. wiedemannii Boiss. Tiirk halk hekimliginde bazi1 hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ustiin vd., 2016). S. wiedemannii Boiss. Bilecik ili Osmaneli ilgesinde
halk arasinda toprak istii kisimlarinda soguk alginlifinda, peptik iilserde ve agri
tedavisinde kullanilmaktadir fakat bu tiiriin bolgede halk arasinda kullanimi pek yaygin
degildir (Koyuncu, 2010; Ustiin ve Sezik, 2011; Topgu, Yiicer ve Senol, 2017).



2.4. Salvia wiedemannii Boiss. ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

S. wiedemannii Boiss. ekstre ve ugucu yaglarinin bilesenleri ile ilgili bazi
calismalar yapilmistir. Anadolu Salvia tiirlerinin toprak stii kisimlari, ¢igekleri ve
yapraklar1 flavonoitler, triterpenoitler, monoterpenler igerirken tiiriin kok kisimlari
cogunlukla diterpenoit bilesikleri igerir. S. wiedemannii Boiss.’in toprak {istii
kisimlarinda ise abiaten diterpenoidler bulunmaktadir bunlar; 14-oksopimarik asit, 3-
oksoabiete-8,11,13-trien,  7-O-asetilhorminon, kriptanol, ferruginol, horminon,
wiedemannik asit, wiedelakton, pimaron diterpenoidler; 7-p-hidroksisandarkopimarik
asit, izopimarik asit, 12-metoksipsiferik asittir (Topgu, Yiicer, Senol, 2017).

Demirci ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptigi calismada Eskisehir-Catacik
lokasyonundan toplanan Salvia wiedemannii Boiss.’in herbasindan elde edilen ugucu
yagin bilesenleri GK/KS’de incelenmis a-pinenin bagil yiizdesi %32,8, f-pinenin bagil
yiizdesi ise 17,7 bulunmustur. (Demirci vd., 2002).

Kaya ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptig1 ¢alismada Salvia wiedemannii
Boiss.’den elde edilen ucgucu yagin bilesenleri dort ana kimyasal simifa ayrilabilir:
monoterpen hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler, seskiterpen hidrokarbonlar ve
digerleri. Bu calismada ugucu yagin totalde, %96'sin1 olusturan 35 bilesik tanimlanmustir.
Ugucu yagin ana bilesenleri yiizdeleri ile beraber su sekilde bulunmustur: 1,8-sineol
(%38,4), p-pinen (%24,5) ve «a-pinen (%13,6) (Kaya vd., 2009). Kunduhoglu ve
arkadaglarmin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada S. wiedemannii’nin ugucu yaginin ana
bileseni %36,2 oranda a-pinen olarak bulunurken bunu sirasiyla %14,2 1,8-sineol, %13,3
B-pinen, %7,4 kamfor, %5,4 p-simen, %4,3 kamfen takip etmektedir. Yilmaz ve
arkadaslar tarafindan 2023 yilinda Konya Cihanbeyli lokasyonundan toplanan Salvia
wiedemannii’nin toplam fenolik ve flavanoid igerigi SK-KS/KS’de belirlenmistir.
Toplam fenol konsantrasyonu 29,79 + 0,57 pg PEs/mg, toplam flavanoid konsantrasyonu
ise 11,24+ 0,12 pug PEs/mg olarak tespit edilmistir. Kinik asit, fumarik asit, protokatesik
asit, klorojenik asit, protokatesik aldehit, kafeik asit, luteolik asit, salisilik asit,
izokersetin, hesperidin, rosmarinik asit, kosmosiin, astragolin, kersetin, naringenin,
luteolin, apigenin, akasetin bilesenleri tespit edilmistir. Bu c¢alismada Salvia
wiedemannii nin fenolik bilesenleri arasinda en ¢ok bulunan bilesen 5,157 mg/g ile

rosmarinik asit olmustur (Yilmaz vd., 2023). Salvia wiedemannii nin metanol ekstresi



GK/KS’de incelenmis a-amirin, oleanolik asit, ursolik asit triterpenleri tespit edilmistir

(Y1lmaz vd., 2023).

Bu bitki ile ilgili biyoaktivite ¢alismalar1 da mevcuttur. Bunlardan asagida
bahsedilmistir.

Senol ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada 55 Salvia tiirii incelenmis ve S.
wiedemannii 'nin etil asetat ve metanol ekstresinin DPPH radikal siipiiriicii etkisi %90 nin

tizerinde saptanmustir (Senol vd., 2010).

Ustiin ve Sezik’in 2011 yilinda Salvia wiedemannii Boiss. nin kloroform, etanol,
biitanol ve su ekstraktlarinin fareler iizerinde yapilan ¢calismalarda analjezik etkiye sahip
oldugu bulunmustur ve kloroform ekstresinin morfine yakin bir analjezik etki gosterdigi
saptanmistir. Bu ¢aligma halk arasinda analjezik kullaniminin dogrulugunu kanitlamigtir

(Ustiin ve Sezik, 2011).

Salvia wiedemannii Boiss.’nin ugucu yagi Alzheimer hastaliginin patogenezinde
rol oynayan asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri iizerinde

orta derecede etkili bulunmustur (Kunduhoglu vd., 2011).

Salvia wiedemannii Boiss.’nin ugucu yagi gesitli mikroorganizmalar {izerinde
bakteriyostatik etki gostermis ve ¢esitli funguslar tizerinde standart antifungallerden daha

etkili bulunmustur (Kunduhoglu vd., 2011).

Ustiin ve arkadaslarmin 2016 yilinda yaptifi ¢alismalar sonucunda Salvia
wiedemannii Boiss.'nin ¢esitli ekstrelerinin HSV-1 ve parainfluenza-3 iizerinde yapilan
antiviral ¢alismalar1 lizerinde su, kloroform, etanol ekstrelerinin HSV-1 tizerinde kontrol
ile ayn1 sekilde antiviral aktiviteye sahip oldugu bulunmustur ve ayni ¢alismada bu
ekstreler antiviral ve sitotoksik etkiler agisindan umut verici bulunmustur (Ustiin vd.,

2016).

Salvia wiedemannii Boiss. nin ugucu yaginin kojik asit referans alinarak tirozinaz
enzimi tlizerinde inhibisyon aktivitesi incelenmis ve kojik asite gére bu inhibisyon

aktivitesi, oldukga diisiik bulunmustur (Y1lmaz vd., 2023).

Bu c¢aligmalar ile ilgili daha ayrintili bilgiler Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. S. wiedemannii Boiss. ile ilgili yapilan ¢calismalar ve sonuglari

Ekstre/ UY Aktivite Sonug¢ Referans
Toprak {istii Analjezik Tail flick testinde 500 mg/kg dozda analjezik Ustiin ve
CHCl;3 ekstresi aktivite Sezik, 2011
BuOH ekstresi  Antiviral Parainfluenza (PI) lizerinde sitopatojenik etki Ustiin,
inhibisyon konsantrasyonu 16-64 mg/mL Ozgelik,
Baykal, 2016
H>0, CHClI;, Antiviral HSV-1 iizerinde sitopatojenik etki inhibisyon Ustiin,
EtOH ekstreleri konsantrasyonu 16-<0,25 pg/ml Ozgelik,
Baykal, 2016
Ugucu yag Antimikrobiyal S. aureus ATCC 25923 susuna karst MiK degeri ~ Kunduhoglu
12,5 pl/mlL, vd., 2011
E. faecium NRRL 2354 susuna karst MIK degeri
12,5 pl/mL,
C. albicans NRRL 12983 susuna kars1 50 pl/mL,
C. glabrata NRRL 1431 25 ul/mL,
S. cerevisiae NRR 12796 12,5 ul/mL
Ugucu yag AchE 400 pM konsantrasyonda %55.95+2.01 Kunduhoglu
inhibisyon vd., 2011
Ugucu yag BchE 400 pM konsantrasyonda %50.97+3.12 Kunduhoglu
inhibisyon vd., 2011
MeOH ekstresi Enzim AChE inhibitér aktivite 58.23+ 2.01 mg/mL Yilmaz vd.,
inhibisyon BChE inhibitor aktivite 41.67+1.64 mg/mL 2023
Tirozinaz inhibitor aktivite 15.41+4.68 mg/mL
Elastaz inhibitor aktivite 26.76+0.08 mg/mL
Kolejenaz inhibitor aktivite 9.78+ 0.06 mg/ml
MeOH ekstresi  Antioksidan IC50 249,89+1,69 mg/mL Yilmaz vd.,
(ABTS) 2023
MeOH ekstresi  Antioksidan Iyon selatlama aktivitesi IC50 4865 +0.22 mg/mL  Yilmaz vd.,
2023
Diklorometan AChE enzim 100 pg /mL’ de ylizde inhibisyon 5.56 + 0.40 Senol vd.,
ekstresi inhibitor etkisi 2010
Etil asetat Antioksidan 25 pg /ml’° de yiizde inhibisyon 53.47 + 0.08 Senol vd.,
ekstresi (DPPH) 50 pg /mL’ de yiizde inhibisyon 84.42 + 0.72 2010

100 ng /mL’ de yiizde inhibisyon 90.85 + 0.25
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2.5. Dogal Uriinlerde Antimikrobiyal Aktivite

Diinya saghk orgiiti (DSO) verilerine gdre her yil minyonlarca insan
antimikrobiyal direng sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir (http-6). DSO’niin 2019 yilinda
yaymladig ‘Kiiresel Sagliga Yonelik 10 Tehdit’ bildirisi igerisinde antimikrobiyal direng
5. sirada yer almakta ve bu ciddi bir saglik sorunu olarak degerlendirilmektedir (http-8).
1928 yilinda penisilinin kesfi ile baslayan antibiyotik seriiveni giinlimiizde insanlarin
ihtiyaclar disinda ve yanlis kullanimlar1 basta olmak {izere gesitli sebeplerle direng
gelistirerek inatc1 kalic1 enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Unal, Oztiirk ve Selguk, 2022).
Penisilin kesfi iizerinden ¢ok gegmeden 1940’11 yillarda hastane kaynakli stafilokoklarin
%40’1 penisiline duyarli bulunmustur (Demirtiitk ve Demiral, 2004). Diren¢ sorununun
ortaya ¢ikmasiyla beraber c¢oklu antibiyotik tedavileri baslamustir. Fakat bu tiir
antibiyotiklere de hizla direng gelismisti. DSO 2019°daki bildirisinde 600.000
tiiberkiiloz hastasiin %82’sinin ¢oklu ilag tedavisine de direngli oldugunu bildirmistir
(http-8).

Saglik bakanligi tarafindan diizenlenen 7. Akilci Antibiyotik Kullanimi
sempozyumunda 2011 yilinda iilkemizde toplam ilag satisinin %13’{inii antibiyotiklerin
olusturdugu ancak bu rakamin 2021 yilinda %6’ya geriledigi belirtilmektedir (http-7).
Ayrica her y1l 700.000°den fazla kisinin antibiyotik direnci sebebiyle hayatin1 kaybettigi
bildirilmistir (http-7).

Antimikrobiyallerin sadece tip diinyasinda degil; gida, tarim ve hayvancilikta da

bilingsiz sekilde kullanim1 antimikrobiyal direng dongiisiinde 6nemlidir.

Tim bu veriler antimikrobiyal direncin ciddiyetini gozler Oniine sermekte ve
yavas yavas toplumsal biling olusmaya baslamaktadir. Bu sebeplerle tedavide yeni
arayiglar baslamis ve dogal antimikrobiyallerde bir se¢enek olarak sunulmustur. Bitkiler
uzun yillardir halk hekimliginde yaygin bir sekilde birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkiler bilesimindeki organik asitler, fenolik bilesikler ve ugucu yaglar
ile antimikrobiyal aktivite gdstermektedir (Yiicel, Sengiin ve Oztiirk, 2018). Fakat etki

mekanizmalari net olarak agiklanamamaktadir.

Bitkilerden elde edilen antimikrobiyal peptitler (AMP) mikroorganizmalar
tizerinde c¢esitli etkileri ile Multidrug resistant, (¢oklu ila¢ direnci, MDR)pompasini

inhibe ederek etki gosterebilecek yeni antibiyotiklerin kesfi i¢in potansiyel bir aday
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olarak gosterilmistir (Onbasli, Yuvali Celik ve Katircioglu, 2020). Cesitli tibbi aromatik
bitkilerden ekstre edilen ugucu yaglar da bakteriyel, viral ve fungal patojenlere karsi
giiclii antimikrobiyal etkiye sahiptir (Swamy, Akhtar ve Sinniah 2016). Swamy ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yapti§i calismada yakin tarihte ugucu yaglar patojen
mikroorganizmalarin  tedavisinde alternatif bir antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Swamy, Akhtar ve Sinniah 2016). Bitkiler genis bir
kimyasal ¢esitlilige sahip olduklar1 i¢in yeni antimikrobiyal ilag gelistirmede 6nemli
kaynaklar olabilir (Vila, Freixa ve Caiigueral 2013). Giincel ¢alismalarda bu yonde

ilerlemektedir.
2.6. Antimikrobiyal Dogal Madde Arayisinda Kullanilan Baz1 Y éntemler

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemler difiizyon

ve dillisyon yontemidir.

2.6.1. Difiizyon
2.6.1.1. Disk difiizyon

Disk diflizyon yontemi 1940 yilinda kesfedilen rutin olarak laboratuvarda
antibiyotik duyarliliginin saptanmasi i¢in en ¢ok kullanilan, ucuz, kolay ve ayni anda
birden fazla antimikrobiyalin test edilebildigi kalitatif bir yontemdir (http-4; Balouiri,
Sadiki ve Ibnsouda, 2016; http-5). Mikroorganizmalarin inokiile edildigi besiyere kagit
disklere emdirilmis antibiyotiklerin difiize olmasi temeline dayanir (Gorsel 2.3) (http-4).
Uygun sartlarda inkiibe edilen petri lizerinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari dl¢tiliir
(Balouiri, Sadiki ve lbnsouda, 2016). Inhibisyon zonu uygulamada ideal antibiyotik
secimini saglasa da bakteristatik ya da bakterisidal agidan bilgi vermemektedir (Balouiri,
Sadiki ve Ibnsouda, 2016). Dogal maddelerin kesfinden kagit disklere antibiyotikler
yerine bitki veya mikroorganizma ekstreleri emdirilerek hedef mikroorganizma asili
plaklara yerlestirilir. Klinik laboratuvar standartlari enstitiisii (CLSI) standartlarina gore
bakterilerin ideal biiyiime ortam1 Muller Hinton Agar (MHA), inkiibasyon sicakligi 35°
ve inkiibasyon sliresi 16-18 saat olarak verilmistir, funguslar i¢in ise ideal biiyiime ortami
%2 glikoz ve 0,5 mg/mL metilen mavisi ile desteklenmis MHA, inkiibasyon derecesi

35°ve siiresi 20-24 saat olarak verilmistir.
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Gorsel 2.3. A- Disk difiizyon yéntemi B-Agar kuyu difiizyon yontemi C- Agar plug difiizyon
yontemi (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016).

2.6.1.2. Agar kuyu difiizyon

Agar-well difiizyon da denmektedir. Agarda agilan kuyucuklara diskler yerine sivi

formda antimikrobiyal ajanlar koyulmaktadir (Gorsel 2.3 B).

Antifungallerin duyarlilik testinde kullanilmaktadir. Mikroorganizma yetistirilmis
kat1 besiyeri iceren petride belirli yerlere kuyucuk agilarak bu kuyucuklarin igerisine

antimikrobiyal ajanlarin difiize edilmesi temeline dayanir (Aytar vd., 2019).

2.6.1.3. Agar plug difiizyon

Iki organizma arasindaki antagonizmayi belirlemek icin kullanilir ve disk
diftizyon yontemine benzer bir prosediire sahiptir (Gorsel 2.4). Farkli bir petride gelismis
mikroorganizma kiiltiirinden alinan disklerin hedef organizma asili besi ortamina

transferine dayanir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016).
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Gorsel 2.4. Agar plug yontemi (Sarmiento-Vizcaino vd., 2021)

2.6.1.4. Cross streak

Hizli bir sekilde antagonizmi saptamada kullanilir. Hedef mikroorganizma kati
besiyerine ortada tek bir ¢izgi seklinde ekilir ve 2-5 giin inkiibasyona birakilir (Gorsel
2.5). Ardindan test mikroorganizmalar1 ayni petriye hedef mikroorganizmay:1 dik kesecek
sekilde ekilir ve etkilesimler inhibisyon zonlar1 incelenir. Bu yontem her izolatin ayni
sartlarda (besiyeri, inkiibasyon siire, sicaklik) bulunan ayni veya benzer tiirlerin hassas

bir kontrolii ile karsilastirilmasini saglar (Uddhav ve Sivagurunathan, 2016).

S.aureus Ragugiiosa

E—

Gorsel 2.5. Cross streak yontemi (Ashitha et al., 2019)
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2.6.1.5. Poisoned food

Genellikle antifungal etki belirlenmesinde kullanilir. Yumusak agar (molten agar)
icine test edilecek bilesik ya da ekstre istenen konsantrasyonda eklenir ve uygun
sicaklikta petri kabina dokiiliir. Bir gecelik 6n inkiibasyondan sonra ortaya disk seklinde
test edilecek filamentli fungus yerlestirilir ve tekrardan inkiibasyona birakilarak zon
caplan Ol¢iiliir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016). Kontrol petrisi (ekstre igermeyen)
hazirlanir zon gaplari dlgiilerek hesaplamalar yapilir (Das, Tiwari, Shrivastava 2010).

2.6.1.6. Ince tabaka kromatografisi (ITK)-Biyootografi

ITK-biyootografi yonteminde ekstrenin etkili bilesiklerinin kromatogram
lizerinde hedefe ydnelik tespit edilmesine yarayan basit, ucuz ve hizl bir yéntemdir. Ug
temel yontem iizerinden gergeklestirilebilir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016; Dewanjee
vd., 2015).

Agar difiizyon (kontak biyootografi) ydénteminde ITK plagi asilanmis petriye
yatirilip bekletilir ve daha sonra ¢ikarilir. Petri inkiibasyona birakilir ve inhibisyon zonlari

incelenir.

Direkt biyootografide plak direkt asilanmis agara batirilir ve {lizerine asilanmis

besiyeri piiskiirtiilerek inhibisyon zonlar1 incelenir.

Agar overlay biyootografide ise plak tabandaki asilanmamis besiyeri iizerine
yerlestirilerek iizerine 6nceden asilanan molten agarin (agar agar miktar1 azaltilmig)
dokiiliip dondurulmasi ve inkiibasyonu temeline dayanir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda,
2016).

2.6.2. Diliisyon yontemleri

Diliisyon testlerinde mikroorganizmalarin ve antibiyotigin bir dizi seri
seyreltmelerle agar plagi ya da buyyonda gozle goriiliir bir lireme olusturmasi test edilir
(http-4). Diliisyon yontemleri antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonunu tahmin etme
imkan1 sundugundan MIK (Minimum inhibitér konsantrasyon) degerini saptamak igin
kullanilmaktadir (http-5). Mikroorganizmanin {iremesinin gozle goriiliir bir sekilde inhibe
eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/L) MIK olarak tanimlanmaktadir (http-5).
Antibiyotik duyarlilik testlerinde referans testlerdir. Kantitatif bir yontemdir (http-5).
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Diliisyon yontemi tiipte veya agarda olmak iizere yani besiyeri ortamina (s1v1 veya
kat1) gore ikiye ayrilir tiipte olan sivi besiyeri broth diliisyon, kati besiyerinde

gerceklestirilen ise agar difiizyon olarak adlandirilir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016).

2.6.2.1. S diliisyon

Sivi besiyerlerinde seyreltme esasina dayanan yontemdir. Calisilan hacimlere
gore ikiye ayrilir. 2 mL’den daha biiylik hacimde tiiplerde gergeklestirilen ayni temele
dayanan yontem makrodiliisyon olarak adlandirilir (Balouiri, Sadiki, Ibnsouda, 2016).
Makrodiliisyon yontemi giiniimiizde yliksek maliyet ve sarf malzeme tiiketimi yiiziinden

tercih edilmez.

Mikrodiliisyon 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasinda 2’mL den daha kiiciik
hacimlerde antimikrobiyal ajanin seyreltilmesi esasina dayanan yontemdir (Balouiri,
Sadiki, Ibnsouda, 2016). Uygulamasi kolay ve hizli bir yontemdir. Seri halde diliie edilen

numunenin belli sayida hedef mikroorganizma ile etkilestirilmesidir.

Antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasinda diinyada yaygin olarak
kullanilan ve kabul goren iki ana standart bulunmaktadir. Bu standartlar dncesinde
tilkemizin de kullandigimiz CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) ve Avrupa
Birligi’nde kullanilan EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)’dir (Soyletir, 2013).

EUCAST Avrupa diilkelerinin birlikte olusturdugu duyarhilik testlerinin
sonuglarinin uzlag1 temeline dayandigi, kaynaklara erisimin ticretsiz oldugu, klinik sinir
degerlerin yaninda epidemiyolojik sinir degerleri (ECOFF) de igeren bir standarttir.
Ulkemizde Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti’nin (TMC) internet sitesinde Tiirkge olarak

erisilebilmektedir.

CLSI standartlarina ise erisim tUcretlidir. Tiirkiye’de 2014 ve 2015’in baslarinda
CLSI standartlar1 kullanilirken, 2015 y1linin sonlaria dogru laboratuvarlarda EUCAST
standartlarini kullanmaya baslamistir (Milletli Sezgin vd., 2019).

Her iki yonteminde birbirine kiyasla art1 ve eksileri bulunmaktadir. Bu iki yontemi
baslica farki sinir degerleridir. CLSI’'nin 6nerdigi sinir degerleri klinik sinir degerleri
gosterir  ve antibiyotiklerin rutin dozlarda kullanildiginda ulastiklar1  kan
konsantrasyonlarindaki hedef mikroorganizmaya karsi etkinligi hakkinda yorum

yapmamizi saglar (Milletli Sezgin vd., 2019). EUCAST hem klinik sinir degeri hem de
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ECOFF degerini gosterir. ECOFF degeri ise fenotipik olarak direngli olmayan bakteri
izolatinin en yiiksek MIK degeridir (http-10). EUCAST’mn Avrupa Birligi iilkelerinde

kullanilmas1 ve erisimin ticretsiz olmasi1 6nemli artilarindandir.

2.7. Mikroorganizmalarda Biyofilm

Biyofilm varligi ilk olarak 17. yiizyilda Antonie van Leeuwenhoek’un kendi
disinden aldig1 plaklar iginde yasayan mikroorganizmalari kendi mikroskobuyla
inceleyip kiigiik hayvanimsi yapilar olarak tanimlamasiyla ortaya konmustur (Kérmezli
vd., 2022). Leeuwenhoek gordiigii yapiyr akil almaz sayida hayvancik olarak
tanimlamistir. Aslinda biyofilm varligi ¢ok eski yillara dayanmamaktadir (Donlan ve
Costerton, 2002). Fakat 1970°li yillara kadar ¢alismalar planktonik hiicreler lizerinden
yapilmistir (Rabin vd., 2015). 1978 yilina kadar biyofilmler ile ilgili ¢ok ¢alisma
yapilmamigstir (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm enfeksiyonlarinin 6nemi biyofilm kavrami kullanilmadan &nce
1970’lerin basinda kronik olarak enfekte kistik fibroz hastalarindan alinan balgam ve
akciger dokusundaki P. aeruginosa bakterilerinin kiimelenmis topluluklar halinde
gbzlenmesiyle anlagilmistir. 20. ylizyilin baglarinda bir¢ok bilim insani artik bakterilerin
sadece serbest yiizen formda olmadigini yiizeylere tutunarak yasadigini bildirmistir

(Rabin vd., 2015).

1933 y1linda Henrici biyofilmleri akan suda degil daha ¢ok su altinda yasadiklarini
gozlemlemistir (Romling vd., 2014).

1935 yilinda Zo Bell Allen deniz suyundan aldig1 6rnekleri mikroskop altinda
incelemis ve su altindaki mikroorganizmalarin genelde planktonik degil bir yiizeye

yapisik halde biiylidiigiinii gézlemlemistir (Romling vd., 2014).

1976 yilinda Marshall biyofilmi bakterilerin bir yiizeye baglanmasi olarak
tanimlamast ile biyofilm teorisi ortaya ¢ikmistir (Begendik, 2003).

1978 yilinda John W. Costerton biyofilmin yiizeye tutunmasi i¢in glikokaliks
yapisina ihtiyag duydugunu ortaya koymustur (Romling vd., 2014).

Biyofilm terimini ilk kez kullanildig1 iki tibbi rapor da 1981 yilinda

yaymlanmistir. Bu raporlarin birisi Costerton’a digeri ise Isvecte’ki Lund Universitesi dis
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hekimlerine aittir. Costerton ve arkadaslari biyofilm olusturan bakterilerin glikokaliks ad1

verilen hidrat, anyonik bir matriks ile kapli oldugunu gostermislerdir (Begendik, 2003).

1985 yilinda Costerton’un yaptigr kapsamli caligmalar sonucunda biyofilm
biiyiimesi, planktonik bakterilere kiyasla antimikrobiyallere gosterdigi direng ve biyofilm

olusturan bakterilerin fizyolojisi ve biyokimyasi lizerine ¢alismistir.

1980°1i yillardan sonra biyofilm g¢alismalart artmistir. 1990’1 yillarda konfokal
lazer tarama mikroskobunun kullanilmasiyla biyofilm calismalar1 hiz kazanmistir. 1990
yilinda ABD Montana Eyalet Universitesinde ilk biyofilm arastirma merkezi kurulmustur

(Romling vd., 2014).

Biyofilm farkli aragtirmacilar tarafindan birgok farkli sekilde tanimlanmistir. En
basit tabiriyle tamimlamak gerekirse mikroorganizmalarin kendi {rettikleri
eksopolisakkarit yapilara gomiilii bir sekilde canli veya cansiz bir yiizeye ya da
birbirlerine tutunarak olusturduklari hiicre popiilasyonu olarak tanimlanabilir. (Willke
Topgu, 2018; Temel ve Erag, 2018). Biyofilm gelismis bir mikroorganizmadan daha ¢ok,
sanki bir mikroorganizma sehri gibi karmasik ve farklilasmis bir yapidir (Watnick ve

Kolter, 2000).

Planktonik yapidaki bakteriler konak¢inin immun yanitina kars1 daha dayanikli
olabilmek, ¢evreden gelebilecek besin eksikligi, 1s1, pH degisikligi, antimikrobiyal ajanlar
ve dezenfektan maddelere karsi daha direngli olabilmek ve bir topluluk olusturarak
cevreye daha kolay uyum saglamak ve ihtiya¢larin1 daha kolay bir sekilde karsilamak i¢in
biyofilm olusturmaktadirlar (Kérmezli vd., 2022).

Dogada bakteriler daha ¢ok biyofilm formunda bulunur (Li ve Tian, 2012). Bu
yapt yalmzca bakteriler tarafindan degil funguslar, virlisler, protozoonlar ve algler
tarafindan da olusturulabilmektedir (Willke Topgu, 2018). Biyofilm yapisi igerisinde
birden fazla tir ve cinse ait mikroorganizmayr barindirabildigi gibi tek bir
mikroorganizma tiirii tarafindan da olusabilir ve fakat dogal sartlarda tek bir tiirden olusan
biyofilm yapis1 nadirdir (Willke Topgu, 2018; Oztiirk, 2018). Bu yap1 icerisinde
mikroorganizmalar kendi aralarinda koloniler olusturarak sanki ¢ok hiicreli bir canli gibi

davranmaktadirlar (Ciftgi, 2005).

Biyofilm igerisinde mikroorganizmalar  birbirleriyle ¢esitli  kimyasal

mekanizmalar kullanarak iletisim kurabilmektedir (Kam Hepdeniz ve Segkin, 2017).
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Mikroorganizmalar ¢evrede iiretilen sinyal molekiillerini algilayarak etraftaki diger
mikroorganizmalarin yogunlugunu hissedebilir ve kendi aralarinda Quorum Sensing
(QS) ya da ¢ogunlugu algilama olarak da adlandirilan bir iletisim agini kullanirlar (Kam
Hepdeniz ve Seckin, 2017, Willke Topgu, 2018). QS mekanizmasi ile mikroorganizmalar
trettigi  sinyallerin ~ yogunlugunu  Olgebilmekte  ve  ¢evrelerindeki  diger
mikroorganizmalarin  yogunlugunu algilayabilmektedir. Bu sayede koloni gibi
davranarak bir hiicreden digerine sinyal molekiilleri ile haberlesebilmektedirler. Bu
hiicreler arasi iletisimi saglayan mekanizma kendiliginden sinyal tireten ve otoindiikleyici
molekiillerden olusur ve bu molekiiller {iretildikleri hiicrenin mekanizmasinda
diizenleyici etki gostermektedir (Giilgér ve Korukoglu, 2014). QS esasinda hiicre
yogunluguna baglidir ve yogunluk arttik¢a daha iyi bir iletisim saglanabilmektedir (Kam
Hepdeniz ve Seckin, 2017).

Biyofilmler igerisinde su kanallartyla da ¢ok hiicreli yapilar: taklit ederek hiicre
kolonilerinin besin ve oksijen ihtiyacin1 karsilar (Vasudevan, 2014). Bu su kanallar
gelismis canlilardaki dolagim sistemi gibi kolonilere besin ve oksijen tasinmasini saglar.
Kendi irettikleri ekstraseliiler polimerik madde (EPS) matriks igerisinde yasayan
mikroorganizmalar bu su kanallari ile ihtiyaglarii karsilar ve dis etkenlerden izole

korunakl1 bir sistem i¢inde yasamlarini saglarlar.

Biyofilm yapisinda basta su olmak iizere polisakkarit, protein, niikleik asitler

(DNA, RNA) ve metal iyonlarini barindirmaktadir (Vasudevan, 2014).

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma sebebi uygun olmayan ortam sartlarinda
hayatta kalmak ve ortam sartlarina kolay uyum saglayarak diren¢ gelistirmektir
(Marcinkiewicz vd., 2013). Burada olumsuz ortam kosullarindan korunma biyofilmin
yapisindaki EPS matriksin gorevidir. EPS matriks iyon degistirici gibi davranarak farkli

ajanlarin biyofilm igerisine girisini engeller (Kam Hepdeniz ve Seckin, 2017).

Biyofilm mikroorganizmalar1 antimikrobiyal ajanlardan, dezenfektanlardan,
fagositozdan, UV radyasyon, konak hiicrenin immiin yanitindan korumanin yani sira
metabolik cesitlilik, etkinlik artis1 ve yeni genetik 6zellikler de saglamaktadir (Kam
Hepdeniz ve Segkin, 2017, Yang ve Liu, 2011).

Planktonik yapilara kiyasla biyofilm yapisini1 yok etmek oldukc¢a zordur ve bir¢ok
inat¢1 enfeksiyonun da kaynagidir (Lewis, 2001). Biyofilm yapis1 planktonik bakterilere
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kiyasla antibiyotiklere 1000 kata kadar daha direnglidir (Singh vd., 2017). Biyofilm
yapisini sagladigi tiim bu avantajlar direngli enfeksiyonlara sebep olmaktadir ve bu da
biyofilmin ciddi saglik sorunlar1 arasinda yer almasina sebep olmaktadir.

Esasinda mikroorganizmalar tarafindan canliligin devami i¢in farkli ortamlarda
hayatta kalma stratejisi olarak olusturulan biyofilm yapisi insanlar i¢in saglik, medikal,
endiistri, sanayi ve ekonomik alanda gesitli sorunlara yol agmaktadir (Topgu, 2018).
Biyofilmler derin yeralti ve okyanuslar hari¢ tiim dogal ekosistemlerde, dogal ve
endiistriyel su ortamlarinda, dokularda, tibbi biyomalzemelerde ve cihazlarda bulunur
(Donlan ve Costerton, 2002, Yang ve Liu, 2011). Biyofilm olusumu kimyasal ve fiziksel
yontemler kullanilarak kontrol altina alinabilmektedir fakat biyofilmler bu yontemlere
oldukga direnglidir (Onbaglh vd., 2017). Bu durum da kalic1 ve inat¢1 enfeksiyonlarin

olusmasina ve tedavinin zorlasmasina neden olmaktadir.

Diren¢ olusturan biyofilmleri eradikasyonu icin birden fazla antibiyofilm
yontemini birlikte kullanmak gerekebilir ya da yliksek dozlarda antibakteriyel ajan
kullanmak zorunda kalinabilmektedir. Tiim bunlarin 6ncesinde biyofilm olugsmamasi igin

dezenfeksiyon, kazima gibi fiziksel yontemler kullanilmalidir.

Biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi su an olduk¢a zor ve karmagsik goriinmektedir

bu yiizden yeni antibiyofilm ajanlara ve stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.8. Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm olusumu i¢in 3 temel bilesen varligi sarttir bunlar; glikokaliks,
mikroorganizma ve yiizeydir (Kartal, Ekinci ve Poyraz, 2021). Gorsel 2.6’da gosterildigi
gibi biyofilm olusumu bes basamaktan olusan dinamik bir siiregtir. Bu siireg
mikroorganizmalarin stres altinda olmasiyla baslar fakat ylizeyin durumu da oldukga
onemlidir. Yiizeyin diizgiin ya da piiriizlii olmasi, tiirii (plastik, cam, metal vs.), yiizeyde
organik ve inorganik maddelerin varligi, ortamin 6zellikleri (pH, sicaklik, oksijen, iyon

vb.) biyofilm olusumunu etkilemektedir.
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Gorsel 2.6. Biyofilmin olusum basamaklar: (Verderosa vd., 2019)

2.8.1. Doniisiimlii tutunma

Biyofilm olusumunun birinci basamaginda stres altindaki planktonik
mikroorganizmalar uygun bir yiizeye go¢ eder ve orada tutunur, bdylece uygun sartlar
altinda biyofilm olusumu baslar (Verderosa vd., 2019). Baslangicta zayif elektriksel Van
der Waals baglariyla gerceklesen bu tutunma daha sonra yerini kuvvetli geri doniisiimsiiz
baglara birakir (Kormezli vd., 2022). Zayif baglanmanin oldugu bu basamak dontistimlii

tutunma olarak adlandirilir.

Mikroorganizmanin bir yiizeye tutunmasindan sonra Quorum sensing (QS,
cogunlugu algilama) ad1 verilen haberlesme sistemi araciligryla diger mikroorganizmalar
ile iletisime gegmesi sonucu birlikte biyofilm olusturmak i¢in bir farklilasma gerceklesir
(Arar, 2015). Bu sistem ile ylizeye tutunan mikroorganizma yogunlugu arttik¢a sinyal
yogunlugu da artar ve mikroorganizmalar birbirleriyle haberlesir ve toplanmalari

kolaylasir (Arar, 2015).

2.8.2. Geri doniisiimsiiz tutunma

Geri  doniisiimsiiz ~ tutunma  olarak  adlandirilan  ikinci  basamakta
mikroorganizmalarin yiizeyle kurduklar zayif baglar yerini daha kuvvetli elektrostatik
etkilesimlere birakir, sonrasinda EPS matriks ad1 verilen bir yap1 olusturarak kendilerini

bu yap1 i¢cinde gevresel faktorlerden korumaya alirlar (Verderosa vd., 2019, Kérmezli vd.,
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2022). Elektrostatik etkilesimin disinda mikroorganizma flagella ve pilli gibi organlar ile

de geri donlisiimsiiz tutunmay1 baslatabilir (Kérmezli vd., 2022).
2.8.3. Koloni olusumu

Mikroorganizmalar kendi iirettikleri bu EPS matriks yapisi igerisinde biiyiiyiip
geliserek ayni ve farkli tiirden gesitli koloniler olusturmaya baslamaktadirlar (Kérmezli
vd., 2022; Unal ve Tayfur, 2017). Burada EPS matriks yapis1 yeni planktonik bakterilerin
biyofilme katilmasini da kolaylastirmaktadir (Kérmezli vd., 2022).

2.8.4. Olgun biyofilm olusumu

Gelisip ¢ogalan mikrokoloniler kule benzeri biiyiik yapilar olusturur (Arar, 2015).
Bu mikrokoloniler QS sitemi ile iletisim kurar ve kendi aralarinda sanki ¢ok hiicreli bir
mikroorganizma gibi davranarak su kanallar1 benzeri yapilar ile besin ve oksijen

ihtiyaglarini karsilar ve metabolik artiklarin uzaklastirilmasini saglarlar (Arar, 2015).

2.8.5. Kopma ve ayrilma

Daha sonra ise son asamada ¢esitli i¢ ve dis faktorler sebebiyle olgun biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar koparak ayrilir ve planktonik formuna geri donerler.
Bakteriler planktonik forma dondiiklerinde ise yine ayrildiklari biyofilm yapisinin biitiin

direng 6zelliklerini tasimaya devam etmektedir (Arar, 2015; Kormezli vd., 2022).
2.9. Biyofilmin yapis1

Biyofilmler kendi iirettikleri matriks yapi igerisinde yasamlarin1 devam ettirebilen
tek veya farkl tiirlerde mikroorganizmalardan olusur, bu matriksin yapisi ve yogunlugu
biyofilm igerisindeki mikroorganizmanin g¢esitliligi ile degismektedir (Vasuden, 2014).
Her biyofilmin yapis1 ayn1 degildir mikroorganizmalarin fizyolojik 6zelliklerine, gelisme
ortaminin Ozelligine, akiskanin tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir
(Gin ve Ekinci, 2009). Biyofilm yapisinin ana bileseni %97 orantyla sudur, bunun
disinda eksopolisakkarit (EPS) (%1-2), protein ve glikoprotein (<%1-2), DNA (<%1),
RNA (<%]1), lipit, fosfolipit ve iyonlardan olusmaktadir (Sekil 2.1) (Cali, 2021;
Vasudevan, 2014). Mikroorganizmalar tarafindan iretilen ve yine onlar1 ¢evreleyen
ekstrapolimerik matriks biiyiik oranda su igermektedir (Vasuden, 2014; Koérmezli vd.,
2022).
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Biyofilmler igerisinde tek bir tiirden mikroorganizma bulundurabildigi gibi ayn1
zamanda farkl tiirlerden mikroorganizmalari da bulundurabilmektedir (Kormezli, 2022).
Fakat tek bir tiir iceren biyofilmler dogal sartlarda nadir goriilmektedir (Oztiirk, 2018).
Farkli tiirden mikroorganizmalardan olusan biyofilmler icerisinde aymi tiir bakteriler

kiigiik koloniler olugturmaktadir (Kérmezli, 2022).
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Sekil 2.1. Biyofilm yapisinin sematik gosterimi

Biyofilm yapist mikroskop altinda incelendiginde matriks su kanallartyla kapli bir
yapiya sahiptir, su kanallar1 biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin besin, oksijen ve
su gibi temel ihtiyaglarini karsilamaktadir (Arar, 2015; Rabin vd., 2015). Ayrica bu su
kanallar1 mikroorganizmalarin bir bolgeden digerine akisina da izin vermektedir ve

mikrobiyal topluluklarin hayatta kalmasi i¢in dogal bir ortam saglayan hidrathh durumu

korumaktadir (Vasuden, 2014).

Biyofilmin bir diger 6nemli bileseni olan eksopolisakkaritler mikrobiyal hiicreler
tarafindan sentezlenir. Ekzopolisakkarit biyofilm icerisindeki mikroorganizmalarin
gomiilii oldugu mikrobiyal kokenli bir biyopolimerdir. Biyofilmi mikroplar kentine

benzetirsek EPS de biyofilm hiicrelerinin evini temsil etmektedir.
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Hiicre dist DNA (e-DNA) ise biyofilm yapisini konakg1 bagisiklik sisteminden ve
antimikrobiyallerden korur (Kartal, Ekinci, Poyraz, 2021). Hiicre dist DNA 2002 yilinda

biyofilm matriks bileseni olarak tanimlanmistir (Romling vd., 2014).

2.10. Biyofilm yapisinda iletisim Quorum sensing (QS)

Biyofilm yapisindaki mikroorganizmalar rastgele bir birliktelik gdstermezler
kendi aralarinda bir haberlesme ag1 kullanmaktadirlar (Giin ve Ekinci, 2009). Quorum
sensing (QS) veya hiicreler arasi iletisim, degisen ortam kosullarina uyumu (besin,
oksijen ve su gibi), hiicre yogunluguna bagli olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesini
ve planktonik formdan biyofilm forma gegisini saglayan bir mekanizmadir. QS
mekanizmasi ile gevredeki sinyal molekiillerinin yogunlugu ile mikroorganizmalarin
miktar1 6lciilebilmektedir ve bu sekilde mikroorganizmalar arasinda iletisim
saglanmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009). Hiicreden hiicreye iletilen sinyaller ile biyofilm
olusumu kontrol edilmekte ve mikroorganizmalarin gen kontrolii saglanmaktadir (Unal
ve Tayfur, 2017). Bu iletisim ag1 sayesinde mikroorganizmalar1 yasami planktonik forma
kiyasla kolaylasmaktadir. Mikroorganizmalarin besine ulasmas1 kolaylagsmakta ve konak

immun yanitina direng artmaktadir (Unal ve Tayfur, 2017).

Yeni antibiyofilm stratejiler arasinda QS yapisini1 bozan ajanlarda yer almaktadir

(Ceyhan, 2008).
2.11. Biyofilm kaynakh enfeksiyonlar

Biyofilmler baslica tibbi implant kaynakli olabilmekte dental yiizeylerde sikca
goriilebilmektedir. Ozellikle kistik fibrozis, kateter iligkili idrar yolu enfeksiyonu, ven
iligkili pndmoni, yumusak doku enfeksiyonlari, mukozal enfeksiyonlar, diyabetik ayak
iilserleri, endokardit, kronik otitis media, kontakt lens iliskili enfeksiyonlar Grnek

gosterilebilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar (Roémling, 2014)

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin kontroliinde ve Onlenmesinde ilk asama
biyofilm olusumundan 6énce gerekli tedbirlerin alinmasidir. Ornegin doniisiimlii tutunma
asamasinda temizlik, dezenfeksiyonun saglanmasi, geri doniisiimsiiz tutunma agamasinda
cansiz ylizeyler i¢in firgalama kazima gibi antibiyofilm yontemleri kullanilabilmektedir
(Giin ve Ekinci, 2009). Giimiis iyonlar1 ya da antibiyotiklerle kapli implantlar tercih
edilmektedir (Simsek Yavuz, 2018).

Biyofilm kaynakli enfenksiyonlarda cerrahi girisimin her zaman miimkiin
olmamas1 antibiyotiklerin yetersiz kalmasi yeni arayislara kap1 agmaktadir bu durumda
QS inhibitorleri, biyofilm yapisini bozan ajanlar, bakteri adezyon inhibitorleri de

antibiyofilm yontemleri olarak kullanilmaktadir (Simsek Yavuz, 2018).

Glincel olarak biyofilmlerin tedavisinde kullanilan 6zel bir ila¢ bulunmamaktadir
ve modern tibbin artan antibiyotik direnci ile biyofilmlerin iistesinden gelememesi bilim

insanlarini yeni arayislar i¢erisine sokmaktadir (Onbash vd., 2017; Rabin vd., 2015).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Bitkisel Materyal

Salvia wiedemannii Boiss.’nin kurutulmus toprak {iistii kisimlart kullanilmustir.
Bitkisel materyal Mayis 2021°de Cifteler-Han yolu Eskisehir mevkiinden toplanmistir.
Toplandig1 bolgenin lokalitesi 39°1428" K 39°53'37" D 1110 m’dir. Bitkinin toplanmasi
ve teshisi Prof. Dr. Gokalp Iscan ve Prof. Dr. Yavuz Biilent Kose tarafindan
gerceklestirilmistir. Bitki iki hafta boyunca Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmakognozi Laboratuvarinda havadar ortamda, oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kurutulmus drog Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda ESSE No0:15817
numarastyla kayda alinmistir. Tiriin bolgedeki fotografi ve herbaryum kaydi gorsel

3.1’de sunulmustur.

Fsalstilln
ANADOLY UNNERSITES
ECZACILIK FAKULTES! HERBARYUMU

g NLbuBSE. .. Du NS
Gt WO pgene  JSBUH

Gorsel 3.1. Bitkinin toplandig1 bélgedeki fotografi ve herbaryum ornegi
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3.2. Kullamlan kimyasallar ve standart maddeler

Tiim c¢aligmalar boyunca kullanilan kimyasallar ve standart maddeler asagida Tablo

3.1’de listelenmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar ve standart maddeler

Coziicii/Kimyasal madde/Besiyeri

Marka ve safhik

n-Hekzan

Etil alkol

Etil asetat

TSB
Ampisilin-Na tuzu
Ketokonazol
Amfoterisin-B

Kristal viyole

Resazurin

Muller Hinton Agar (MHA)
Patates Dekstroz Agar (PDA)
Mueller Hinton Broth (MHB)
%0,85 NaCl ¢ozeltisi

Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Aldrich (>95)
Merck

Merck
Acumedia
Sigma-Aldrich
Supelco
Supelco

Carlo Erba

Sigma Life science
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

3.3. Kullamlan cihaz ve apareyler

Tiim ¢aligmalar boyunca kullanilan cihaz ve apareyler asagida tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan cihaz ve apareyler

Kullanilan cihaz ve apareyler

Marka

Ultrasonik banyo
Elisa okuyucu
Etiiv

Clevenger apareyi
Vortex

Otoklav

Steril kabin

Bandelin SONOREX
SYNERGY HTX
Heraeus T6

Ildam

lka

HIRAYAMA HV-50L
Niikleon
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Rotavapor Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital

McFarland Densitometre Biosan

Gaz kromatografisi Agilent 6890N GC
Gaz kromatografisi/ Kiitle spektrometresi ~ Agilent 5975 GC/MSD
Multikanal pipetdr Eppendorf
Liyofilizator Labconco

Calkalayici Orbital

3.4. Ekstraksiyon

S. wiedemannii’ nin toprak tstii kisimlar1 ayrilip ¢elik baharat 6giitiiciide (Fakir)
toz edildikten sonra 30’ar gr tartilarak 3 farkli erlenmayerde 10 kati n-hekzan, etil asetat,
%70’1ik etanol ile ayr1 ayri muamele edilmistir. Erlenmayerler agizlar1 kapali bir sekilde
24 saat boyunca oda sicakliginda 150 rpm de galkalayicida ekstre edilmistir. 24 saatin
sonunda ekstreler pamuk yardimiyla siiziilip kalan droglarin iizerine ayni miktarda
¢oziicii ilave edilerek 150 rpm oda sicakliginda tekrardan 24 saat bekletilmistir. Bu 24

saat sonunda elde edilen ekstre ilk giinkii siiziintiiniin {izerine ilave edilmistir (Gorsel 3.2).

Gorsel 3.2. S. wiedemannii 'nin etil asetat, n-hekzan, %70 etanol ekstreleri

Elde edilen siiziintiilerden EtOAc (SEA) ve n-hekzan (SH) ekstreleri filtre kagidi
(Whatman) yardimiyla ayri ayri rota balonlarina siiziilerek rotavaporda yogunlagtirma
islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstreler cam flakonlara alinarak +2-8 °C’ de

saklanmustir.

%70 EtOH (SE) ekstresi ise 6nce rotavaporda kismen yogunlastirildiktan sonra
genis agizli kaplara aktarilarak dondurulmus, liyofilizasyon (AU, BIBAM’da
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gerceklestirilmistir) islemi ile su uzaklastirilmistir. Liyofilizasyon isleminin ardindan

cam flakona alinarak +2-8 °C’de saklanmustir.

%S3’lik infiizyon (SI) ise 5 gr toz edilmis drog iizerine 100 mL 80 °C su ilave
edilerek 30 dk bekletilip siiziilmiis, dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir.

3.5. Ucucu Yag Eldesi

50 gr toz edilmis drog yaklasik 700-800 mL distile su ile Clevenger apareyine
konularak 2 saat boyunca distile edilmistir (Gorsel 3.3). Elde edilen ugucu yag (SUY)

susuz sodyum siilfattan gegirilerek koyu renkli cam flakonda +2-8 °C’de saklanmuistir.

Gorsel 3.3. Ugucu yag eldesi ve Clevenger apareyi

3.6. Gaz kromatografisi (GK) - Kiitle spektrometresi (KS)

Ugucu yagdan n-hekzan ile hazirlanan numunenin (40 mg/mL) GK ve GK/KS
sistemi ile es zamanli olarak analizleri gerceklestirilmistir. GK sisteminde AID (Alev
Iyonlasma Dedektorii) ile tespit edilen bilesiklerin bagil yiizdeleri belirlenmistir. GK/KS
sistemi ile bilesenlerin kiitle spektrumlart alinmis ve tanimlanmuistir. Agilent 5975
GK/KSD sistemi, HP-Innowax (60 m % 0.25 mm @, 0,25 um film kalinlig1) polar kolon
ve tasiyict gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hizi) kullanilmistir. Enjeksiyon portu
sicaklig1 250°C’dir. 70 eV elektron enerjisi ile 35-450 m/z kiitle agirligindaki maddelerin
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analizleri gergeklestirilmistir. 60°C’de 10 dk, 4°C/dk artigla 220°C’ye, 220°C’de 10 dk,
1°C/dk artigla 240°C’ye yiikselen toplam 80 dakikalik sicaklik programi uygulanmistir.
Degerlendirme islemlerinde “Baser Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” ve Wiley
GK/KS, Adams ve MassFinder 3.0 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilmistir
(Demirci vd., 2015, s. 40).

3.7. Gaz kromatografisi (GK)/Alev iyonlasma dedektorii (AID)

Ugucu yagn rélatif yiizdeleri GK/AID ile belirlenmistir. Bu amagla Agilent 6890N GK
sistemi, HP Innowax (60 m % 0.25 mm @, 0,25 um film kalinlig1) polar kolon ve tasiyici
gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hizi) kullanilmigtir. Enjeksiyon portu sicakligi
250°C’dir ve 300°C sicaklikta AID tip detektor kullanilmistir (Demirci vd., 2015, s. 40).

3.8. Antimikrobiyal Calismalar

3.8.1. Kullanilan besiyerleri

Mueller Hinton Agar (MHA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA), Mueller Hinton
Broth (MHB), Triptik Soy Broth (TSB) hazir olarak temin edilmis ve etiketlerinde yazan
sekilde uygun miktarda distile su eklenerek hazirlanmistir. Daha sonra otoklavda steril

edilerek +2-8 °C ‘de muhafaza edilmistir.

3.8.2. Kullamlan mikroorganizmalar ve inkiibasyon

Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens NRRL-B2544, Klebsiella
pneumoniae NCTC 9633, Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC
750, Candida utilis NRRL Y-900, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei
ATCC 6258 suslar1 -85°C de stoktan c¢ikartilarak canlandirilmistir. Bakteri suslarimi
gelistirmek icin MHA, Candida suslarii gelistirmek i¢in PDA besiyerleri kullanilmistir.

3.8.3. Agar kuyu yontemi

McFarland No0:0.5’e gore yogunlugu ayarlanmis Escherichia coli, Staphylococcus
aureus suslart MHAya, C. albicans, C. tropicalis suslar1 ise PDA’ya ekiivonlu ¢ubuk ile
inokiile edilmistir. Daha sonra petrilere (18 cm) biri ortada olmak tizere 6 mm ¢apinda
yedi es kuyucuk agilmis ve kuyucuklara sirastyla; 25 pL 10 mg/mL SUY, 50 uL 64
mg/mL SH, 50 mL 64 mg/mL SEA, 50 pL 28 mg/mL SE, 50 pL 64 mg/mL Si, saf DMSO
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(Dimetil siilfoksit), 50 uL 160 pg/mL Kloramfenikol (Etanolde ¢6ziilmiis) pipetlenmistir.
Funguslart igeren petrilere de ayni kuyucuklar acilmis yukarida belirtilen sekilde
numuneler yiiklenmistir. Ancak standart olarak 50 uL 160 pg/mL ketokonazol
(DMSO’da ¢o6ziilmiis) kullanilmistir. 37 °C 24 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklar

etrafindaki inhibisyon zonlar1 incelenmistir.

3.8.4. Mikrodiliisyon yontemi

Tiim eksterelerin ve ugucu yagin tiim bakteri ve funguslar iizerinde MIK
(Minimum inhibisyon konsantrasyonu) ve MBK (Minimum bakterisidal konsantrasyon)
degeri CLSI (NCCLS) M7-A7 ve M27-A2 metodu kullanilarak saptanmistir. Yontem 3
tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.8.4.1. Antikandidal etki

Ucucu yag ve ekstreler seri sekilde DMSO igerisinde ¢6ziilmiis, testler kismen
modifiye edilmis “Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii’niin yayimladigi CLSI
(NCCLS) M27-A2 protokollii uyarinca yapilmistir. M27-A2 metodu patojen mayalara
kars1 test orneklerinin antifungal etkilerini ortaya koymaktadir ve standart antifungaller

ile karsilastirmali test edilmistir.

Gecelik Candida kiiltiirlerinden 3-4 koloni segilerek, konsantrasyonu (10°
KOB/ml) steril salin soliisyonu (8.5 g/L NaCl; 0.85% salin) iginde McFarland N0:0.5
bulaniklik standardina gore bulaniklik 6lgme cihazinda ayarlanmistir. Protokole uygun
bigimde seyreltilen mikroorganizmalar RPMI besiyeri iginde seyreltilmis ugucu yag ve
ekstreler ile 96 kuyucuklu plakada etkilestirilmistir. Mikroorganizma eklenen siitun
pozitif gelisim kontrolii, sadece RPMI bulunan son siitun sterilite kontrolii olarak
kullanilmistir. 35-37°C de 24 saat inkiibasyon sonunda liremenin olmadig ilk kuyucuk
MIK olarak belirlenmistir. Ketokonazol ve Amfoterisin-B standart antifungal ajan olarak
kullanilmistir. Okumada kolaylik saglamasi i¢in resazurin ¢ozeltisi ilave edilmis, 3 saat
inkiibasyon sonunda renk degisimleri incelenerek, bulanikliga gore elde edilen sonuglar

teyit edilmis, gerekirse diizeltilmistir.
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3.8.4.2. Antibakteriyel etki

Ugucu yag ve ekstrelerin etkileri kismen modifiye edilmis “Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Enstitlisii”niin yayimladigi CLSI (NCCLS) M7-A7 protokolii uyarinca
taranmistir. M7-A7 protokolii aerobik olarak gelisen bakterilerin duyarliliklarini 6lgmede
kullanilir. Test protokoliinde kullanilan besi ortami burada MHA ve MHB’dir.
Kloramfenikol ve ampisilin standart antibakteriyel olarak secilmistir. MiK degerinin
degerlendirilmesi antikandidal yontemindeki gibi yapilmistir. MIK degeri ve biyofilm
olusturma kabiliyeti gz Oniinde tutularak, antibiyofilm c¢alismalarinda kullanilacak

mikroorganizmaya karar verilmistir.

3.8.5. Antibiyofilm Aktivite

Staphylococcus aureus ATCC 6538 ile yapilan 6n ¢aligmalar bu susun biyofilm
olusturdugunu gdstermistir. Antibiyofilm caligsmalarin tamami bu sus ve irettigi film
tizerinde gerceklestirilmistir. Antibiyofilm ¢alismasi, biyofilm olusumunun inhibisyonu
ve olusmus biyofilmin yok edilmesi (eradikasyonu) olmak iizere 2 farkli bigcimde
yapilmistir. Her iki deney protokolii kismen modifiye edilerek Sandberg vd. (2008) ile
Tutar vd. (2016) tarafindan uygulanan bi¢cimde yapilmistir.

3.8.5.1. Minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu

Antibakteriyel etki deneyine benzer protokolle gergeklestirilen deneyde 2 adet 96
kuyucuklu diiz tabanl petri kab1 kullanilmistir. Deneyde MHB yerine biyofilm {iretimini
tesvik i¢cin TSB kullanilmistir.

Bakteri siispansiyonu steril SF (%0.85 NaCl, steril salin) icinde Mc Farland No:
0.5’e gore ayarlandiktan sonra, onceki protokolden farkli olarak ¢ift kat TSB’ye
aktarilmustir. 3,7x10° KOB/mL olarak elde edilen siispansiyondan, 2 ayr1 petride ayni
sablonda ¢ift katli TSB iginde diliie edilmis numunelerin ve pozitif kontrol siitunu {izerine
100’er pL pipetlenmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, pozitif ve negatif
kontrollerle birlikte bulaniklik kontrol edilmis, ayrica resazurin ile boyanarak canlilik
kontrolii ve inhibisyon dozlar1 belirlenmistir (MIK). Diger es bi¢imde hazirlanmis petri
kabinda inkiibasyon sonunda planktonik kisim uzaklastirilmis ve steril SF ile olusmus
biyofilmlerin uzaklagsmamasi i¢in dikkatlice x3 kez yikanmistir. 30 dk kurumaya

birakilan plak daha sonra biyofilm kontrolii i¢in Kristal viyole ile boyanmistir. Bu amagla
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kuyucuklara 200 pL kristal viyole pipetlenmis, 30 dk beklenmistir. Bu siire sonunda boya
uzaklastirilmis, steril SF ile yikanmis dikkatle x3 defa yikanmis ve kurutulmustur.
Kuyucuklara 200 pL etanol ilave edilerek boyanin tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir. Plak

600nm de multiplaka UV-VIS okuyucuda okunmustur.

3.8.5.2. Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu

Bu yontemde oOnceden olusturulmus biyofilm tabakasinin eradikasyonu
arastirtlmistir (Tutar vd., 2016). 96 kuyucuklu steril ve diiz tabanli (flat bottom)
mikrotitrasyon plakalar1 kullanilmigtir. Triptik Soy Agar (TSA)’da gecelik kiiltiire alinan
S. aureus ATCC 6538 susu steril salin ¢ozeltisi i¢inde Mc Farland No: 0.5’e gore
ayarlandiktan sonra (1,5x108 KOB/mL), 19,5 mL ¢ift kuvvet TSB iceren deney tiipiine
0,5 mL aktarilarak (1/40 seyreltme), son konsatrasyonu 3,7x10% KOB/mL olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu tiipten iki farkli 96 kuyucuklu mikroplakaya her bir kuyucuga 200 pL
olacak sekilde aktarilmistir. Birer siitun sterilite kontrolii olarak birakilmistir. Plakalar
37°C 18 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda planktonik kisimlar
dikkatlice uzaklastirilmis, kuyucuk yiizeylerinde olusan biyofilm tabakasi rahatsiz
edilmeden %0.85 steril NaCl soliisyonu ile x3 defa yikanmistir. Planktonik hiicrelerin
dikkatlice yikanarak uzaklastirildigi plaga 100’er puL tek kuvvet steril TSB pipetlenmistir.
Ucgiincii bir steril mikroplakada 3’er tekrarli olacak sekilde yine TSB igerisinde diliie
edilen ornekler, DMSO ve standart ajan Ampisilin ¢ozeltisi, yine bir multikanal pipet

yardimiyla 100’er pL tek kuvvet steril TSB pipetlenmis plakaya aktarilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Minimum biyofilm inhibisyon petrilerinin plan:

Plakalar 37°C 18 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bir siitun negatif kontrol,
bir siitun pozitif kontrol olarak ayrilmistir. Bu test ile 6nceden olusturulmus biyofilm
tabakasi lizerinde, test edilen 6rneklerin farkli konsantrasyonundaki etkileri incelenmistir.
Bunun i¢in ¢ift plaka calisilmis olup, bir plaka kristal viyole i¢in digeri resazurin ile
boyama icin ayrilmistir. Kristal viyole (KV) ile kuyucuk i¢ yiizeyindeki biyofilmin
boyanarak varliginin tespiti, resazurin ile metabolik aktivitenin varligi belirlenmistir.
Biyofilm ortadan kalkmamus olsa bile, igindeki mikroorganizmalarin canliliginin durumu
resazurin pipetlenmesi ile ortaya konmustur. Bu amacla plaklar yukarida anlatildig: gibi
steril NaCl soliisyonu ile yikanmis, ardindan 190 pl kristal viyole ¢ozeltisi pipetlenmistir.
37°C’de 30 dk beklendikten sonra, KV boyasi x3 defa yine steril NaCl soliisyonu ile
yikanarak uzaklastirilmigtir. Kurumaya birakilan plaklara, 200 pl EtOH ilave edilerek KV

¢oziilmiis ve 500 nm de absorbansi okunmustur. Diger deney plagi da aym sekilde
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yikandiktan sonra, 180 pL steril TSB ve 20 pl resazurin soliisyonu pipetlenmistir. 2 saat,

37°C’de inkiibe edilmistir. 600 nm de absorbansi okunmustur.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ucucu Yag Bilesimi

26 Mayis 2021°’de Cifteler-Han yolu Eskisehir mevkiinden (39°1428" K
39°53'37" D 1110 m) toplanan ve teshis edilen S. wiedemannii Boiss. kurutulmus ve kaba
toz edilmis toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyon yontemiyle ugucu yagi elde
edilmistir. 50 gr kuru drogdan 0,4 mL ugucu yag elde edilmistir. Farkli polaritedeki

coziiciiler ile elde edilen ekstreler ve verimleri Tablo 4.1 de verilmistir.

Tablo 4.1. S. wiedemannii ekstrelerinin ve u¢ucu yaginin yiizde verimi

S. wiedemannii Boiss. (Lamiaceae) Yiizde verim
Hexan ekstesi (SH) % 3,33

Etil asetat ekstresi (EtOAc) (SEA) % 6,66

%70 Etanol Ekstresi (EtOH) (SE) % 21,60

Su ekstresi (SI) % 20

Ugucu yag (SUY) % 0,8

S. wiedemannii Boiss.’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
GK/KS ve GK/AID sistemleri kullanilarak bilesimi ortaya konmustur (Tablo 4.2). Yagin
%96’s1 aydinlatilmig, 29 bilesen tespit edilmis ve ana bilesenler sirasiyla a-pinen
(9%30.9), 1,8-sineol (%17.7) ve S-pinen (%17.2) olarak bulunmustur.

Tablo 4.2. S. wiedemannii ugucu yaginin bilesimi

RRI Bilesen %
1032 a-Pinen 30.9
1076 Kamfen 1.6
1118 S-Pinen 17.2
1132 Sabinen 24
1174 Mirsen 15
1188 a-Terpinen 1.4
1213 1,8-Sineol 17.7
1255 y-Terpinen 6.7
1280 p-Simen 3.8
1452 1-Okten-3-ol 0.1
1474 trans-Sabinen hidrat 0.5
1532 Kamfor 2.0
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1535 S-Burbonen 0.2

1553 Linalol 0.4
1586 Pinokarvon Tr

1611 Terpinen-4-ol 0.5
1682 o-Terpinol 0.1
1683 trans-Verbenol 0.2
1704 y-Murolen 0.5
1706 a-Terpinol 0.1
1716 Borneol 4.0
1726 Germakren D 1.7
1807 a-Kadinen 0.1
1854 Germakren B 0.6
2080 1,10-diepi-Kiibenol 0.3
2131 Hekzahidrofarnesil aseton Tr

2187 T-Kadinol 1.3
2257 -Odesmol 0.2
2278 Torilenol 0.1

Toplam 96.1

RRI: Relative retention indices (Bagil alikonma indeksi), Tr- Trace (iz miktarda)

Demirci ve arkadaslarinin  (2002) yaptigi c¢alismada Eskisehir-Catacik
bolgesinden toplanan S. wiedemannii’nin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yagin bilesimi GK/KS’de incelenmis a-pinenin bagil yiizdesi %32,8, f-pinenin bagil
yiizdesi ise 17,7 bulunmustur (Demirci vd., 2002).

Kaya ve arkadaslarinin 2009 yilinda gergeklestirdigi ¢alismada ise bitkinin ugucu
yagr GK-AID analiz edilmis ve totalde ugucu yagin %96’si1 olusturan 35 bilesik
tanimlanmis ve 1,8-sineol (%38,4), S-pinen (%24,5) ve a-pinen (%]13,6) ana bilesikler
olarak rapor edilmistir (Kaya, Baser ve Demirci, 2009).

Kunduhoglu ve arkadaslarinim 2011 yilinda yaptig1 caligmada totalde ugucu yagin
%89,9’unu olusturan 13 bilesik tanimlanmis ve ana bilesenler sirasiyla a-pinen (%36,2),

1,8-sineol (%14,2), f-pinen (%13,3) olarak tespit edilmistir (Kunduhoglu vd., 2011).

Calismamiz dogrultusunda elde edilen sonuglar literatiirde S. wiedemannii ugucu

yagi ile ilgili yapilan diger ¢aligmalarin sonucu ile paralel bulunmustur.
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonugclari
4.2.1. Agar kuyu yonteminin sonuglari

Agar kuyu yonteminde calisilan Gram (-) ve Gram (+) iki bakteri (E. coli ve S.
aureus) (Gorsel 4.2) ve iki Candida (C. albicans ve C. tropicalis) (Gorsel 4.1) susu 160
ng/ml konsantrasyonda kloramfenikol ve ketokonazol ile karsilastirilmistir. S. aureus
tizerinde Ozellikle n-hekzan ve %70 etanol ekstresinde inhibisyon zonu tespit edilmistir.
E. coli, C. albicans ve C. tropicalis’in bulundugu petride belirgin bir zon

gbzlemlenmemistir.

.
- o
4“‘ g

Gorsel 4.1. C. albicans ve C. tropicalis agar difiizyon sonucu: 1. kuyucuk ugucu yag, 2. hekzan ekstresi,
3. etilasetat, 4. %70 etanol, 5. %5 infiizyon, 6. DMSO

Gorsel 4.2. E. coli ve S. aureus petrilerinin agar difiizyon sonucu; 1. kuyucuk u¢ucu yag, 2. hekzan
ekstresi, 3. etilasetat, 4. %70 etanol, 5. % 5 infiizyon, 6. DMSO
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4.2.2. Mikrodiliisyon yonteminin sonuglari

S. wiedemannii’nin ugucu yag ve ekstrelerinin secilmis bakteri ve Candidalara karsi olan
inhibitor etkileri sivi diliisyon yontemi ile belirlenmistir (Tablo 4.3). Yapilan mikro-sivi
diliisyon testleri (Gorsel 4.3) ile denenen tiim 6rneklerin standart ajanlara oranla oldukca
zay1f etkiler gosterdigi, 8000 ile 125 pg/ml dozlarda etkili oldugu goriilmiistiir. %70
etanol ekstresinin, Staphylococcus aureus iizerinde 125 pg/mL dozda (MIK) en yiiksek
inhibitdr etkiyi gosterdigi belirlenmistir (Gorsel 4.3). Plaktaki MIK degerinin iizerindeki
her kuyucuktan almman ornekler MHA ortamimna ekilerek gecelik inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda %70 EtOH ekstresi ve ugucu yag i¢in minimum
bakterisidal konsantrasyonlar (MBK) sirastyla 8000 ve 2000 pg/mL olarak bulunmustur.
Bazi mikroorganizmalara karsi olan etkinin denenen en yiiksek doz olan 8000 pg/ml’den
de biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ozellikle bir su ekstresi olan infiizyonun en zay1f etkiye
sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica Gram negatif bakterilerin daha direngli olduklari
goriilmektedir. Antikandidal ¢aligma sonucunda ise tiim 6rneklerin standartlara gore zayif
etkiye sahip oldugu goriilse de Candida suslarina karsi bakterilerden daha aktif olduklari
belirlenmistir. 31,25-4000 pg/mL dozlarda inhibitor etkiler goriilmiistiir. 31,25 pg/mL
MIK degeri Etil asetat ekstresinin ile C. utilis’i inhibe ettigi gdzlenmistir.
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Gorsel 4.3. Antibakteriyal etki testi plaklarindan érnekler
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Tablo 4.3. Ekstrelerin ve ucucu yagin Candida ve bakterilere karst MIK (ug/mL) degerleri

Candida tiirleri SH SEA SE Si SUY Stl St2
C. utilis NRRL Y-900 250 31,25 500 125 2000 1 0,5
C. albicans ATCC 90028 500 4000 4000 1000 1000 1 0,5
C. tropicalis ATCC 750 1000 2000 1000 500 1000 2 0,25
C.parapsilosis ATCC 22019 1000 2000 2000 500 1000 2 0,125
C. krusei ATCC 6528 250 1000 1000 500 500 1 1
Bakteriler St3 St4
S. aureus ATCC 6538 250 250 125 8000 1000 2 1
P. aeruginosa ATCC 27853 500 500 2000 >8000 8000 16 >64
S. marcescens NRRL B-2544 1000 1000 4000  >8000 4000 4 >64
K. pneumoniae NCTC 9633 1000 1000 2000 >8000 4000 2 >16

SH: SEA: SE: SI: SUY: St1: Amfoterisin B, St2: Ketokonazol, St3: Kloramfenikol, St4: Ampisilin

Bu bitki ile yapilmig tek antimikrobiyal aktivite ¢alismasi olan Kunduhoglu ve
arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi calismada ucucu yagin antimikrobiyal etkileri
degerlendirilmis ve S. aureus ATCC 25923 susuna karst MIK degeri 12,5 uL/mL, E.
faecium NRRL 2354 susuna kars1 MiK degeri 12,5 uL/mL, C. albicans NRRL 12983
susuna karst MIK degeri 50 uL/mL, C. glabrata NRRL 1431 25 puL/mL, S. cerevisiae
NRRL 12796 12,5 uL/mL bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglari ile kismen benzerlik

gorilmiistiir.

Ugucu yag hedef patojenlerimize karsi orta siddette inhibitor etkiler gostermistir.
Calismamizda ugucu yagin ana bilesenleri olarak tespit edilen a-pinen, S-pinen ve 1,8-
sineol’iin giincel literatiirdeki baz1 biyolojik etki ¢alismalar1 Tablo 4.4°de verilmistir. Her
lic ana bilesenin de yapilan cesitli calismalarda antimikrobiyal etki gosterdigi

belirlenmistir.

Tablo 4.4. Ugucu yagin ana bilesenlerinin biyolojik etkileri

Ana Bilesen Etki Kaynak

a- pinen Antibakteriyel, antikandidal da Silva vd., 2012, Iscan, G., 2017
Antibiyofilm de Macedo vd., 2018
Fitotoksik Cowhan vd., 2013
Antidepresan benzeri etki Guzman vd., 2015
Sitotoksik Machado vd., 2022
Gastroprotektif Salehi vd., 2019
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Antikonvulsan Felipe vd., 2019

B-pinen Antibakteriyel, antikandidal Liao vd., 2016
Antitiimor Wang vd., 2019
Gastroprotektif Juda vd., 2011
Noroprotektif Felipe vd., 2019
Antiproliferatif ~ (insan  eritroldsemik Lampronti vd., 2006
K562)

1,8 sineol Antienflamatuar, antioksidan Juergens, 2014
Antiviral Astani, Reichling ve Schnitzler, 2010
Antikanser Zari vd., 2021
Antifungal Pinto vd., 2009
Antibakteriyel, antibiyofilm Hu vd., 2018
Bronkodilator Juergens vd., 2020

%70 etanol ekstresi planktonik formdaki hedef patojenlerimize kars1 bu ¢alismadaki en
etkili bilesen olarak bulunmustur. Bitkinin etanol ekstresi bilesimindeki fenolik
bilesikler; kinik asit, fumarik asit, prokatesik asit, klorojenik asit, prokatesik aldehit,
kafeik asit, salisilik asit, sinarosid, izokersetin, hesperidin, rosmarinik asit, kosmosin,
astragalin, kersetin, naringenin, luteolin, apigenin, akasetin olarak bulunmustur (Y1ilmaz
vd., 2023). Metanol ekstresinde ise suginal, salvigenin, B-sitosterol, a- amirin, 3- asetil
lupeol olarak bulunmustur (Yilmaz vd., 2023). Etanol ekstresinin baslica bilesenleri olan
rosmarinik asit, sinarosid, izokersetinin giincel literatlirdeki baz1 etki ¢aligmalar1 tablo
4.5°de verilmistir. Literatiir taramasi sonucunda bu ti¢ bilesenin de antimikrobiyal etkiye

sahip oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.5. Onceki ¢calismalara giore etanol ekstresinin ana bilesenleri

Ana bilesen Etki Kaynak

Rosmarinik asit Antibakteriyel ve Antifungal Petersen ve Simmonds, 2003
Antienflamatuar Amoah vd., 2016
Antitumor Amoah vd., 2016
Noroprotektif Amoah vd., 2016

Sinarosid Antibakteriyel ve Antifungal Bouyahya vd., 2023
Antikanser Bouyahya vd., 2023
Antidiabetik Bouyahya vd., 2023

Izokersetin Antiviral Kim, Narayanan, Chang, 2010
Antidiabetik Valentova vd., 2014
Antikanser Valentova vd., 2014

4.2.3. Minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyon sonug¢lari

Ucucu yag ve %70 etanol ekstresi 3 tekrarli olarak S. aureus biyofilmi tizerindeki
inhibisyon ve eradikasyon etkileri ¢alisilmistir standart ajan olarak ampisilin segilmistir.
Biyofilm iiretimini tegvik etmek i¢in kullanilan iki kat TSB, biyofilmin canlilik kontrolii
i¢in kullanilan resazurin soliisyonunun rengini kirmizi gézlemlenmesine sebep olmustur.
Normalde canliligin olmadigi ortamda mavi, tireme oldugunda pembe-mor olan besi

ortami rengi farklilik gostermistir (Gorsel 4.4, 2. petri).

Inkiibasyon sonunda KV ve resazurin ile yapilan boyama sonucunda ugucu yagin
(1, 2 ve 3. siitunlar) minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) 500 pg/ml,
%70 etanol ekstresinin (4, 5 ve 6. siitunlar) MBIK ise 125 pg/ml olarak belirlenmistir
(Gorsel 4.4). Etanol ekstresinin S. aureus’a karsi dnceden belirlenen MIK degeri 125
ug/ml olup, ayni dozda biyofilm olusumu da inhibe edilmistir. Ancak ugucu yag CLSI
protokoliine gére MIK degeri 1000 pg/ml olarak belirlense de biyofilm olusumu
inhibisyonu 500 pg/ml dozda gergeklesmistir. Standart antimikrobiyal olarak kullanilan
ampisilinin MBIK 2,5 pg/ml’den daha kiigiik bir doz oldugu bulunmus net degeri
belirlenememistir. Antibiyofilm ¢aligma sonucunda ise ekstre ve ugucu yagin ampisiline

gore biyofilm inhibisyonunda oldukg¢a zayif etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Iki farkli mikroplaka kullanilarak hem kristal viyole hem de resazurin boyama
gerceklestirilmistir. KV ve resazurin deney sonuglarini ayni bulunmasi iiremenin ve

metabolik aktivite inhibisyonunun ayni dozlarda gercgeklestigini gostermektedir.
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Gorsel 4.4. 1. petri MBIK-Kristal viyole, 2. petri MB/K-Resazurin

4.2.4. Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyon sonuclari

S. wiedemannii nin ugucu yag ve etanol ekstresi mikroplaka iizerinde 3 tekrarli olarak
calisilmig, standart antimikrobiyal ajan olarak ampisilin-Na se¢ilmistir. Minimum
biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) var olan biyofilmin ortamdan tamamen
uzaklastirildigi konsantrasyondur. Bir 96 kuyucuklu plak olusan biyofilmin saglamasini

yapmak i¢in kontrol olarak kullanilmis ve KV ile boyanmagtir.

Bir diger plakta olusmus biyofilm iizerine tiim 6rneklerin besi ortamindaki diliisyonlari
aseptik sartlarda pipetlenerek gecelik inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda sivi
kisim uzaklastirilarak dikkatle x3 defa steril SF ile yikanmis ve biyofilmin varligi KV ile
boyanarak kontrol edilmistir. Yapilan boyama sonunda tiim plaka KV ile boyanmig
goriinse de (Gorsel 4.5, 1.petri) multiplaka okuyucu ile absorbanlari 6l¢iildiigiinde
olusmus biyofilmde ilk dort diliisyonda (1.6-0.2 mg/ml) esit sekilde ugucu yagin ortalama
%20 oraninda biyofilm eradikasyonu gosterdigi belirlenmistir (ABS UY: 1,4612; ABS
(+) 1,811; ABS (-): 0.09). Etanol ekstresinde ve standart ajan ampisilinde olusmus

biyofilme kars1 herhangi bir etki goriilmemistir.

Biyofilm i¢inde canli hiicre varliginin kontrolii i¢in resazurin ile boyama yapilmis
metabolik aktivite durumu multiplaka okuyucu ile incelenmistir (Tablo 4.6). S. aureus ‘a

kars1 ugucu yagin 16.000-2000 pg/mL araliginda, etanol ekstresi ig¢in ise 8000-1000
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png/mL araliginda biyofilm i¢cine maddelerin penetre olarak mikroorganizmalarin yasayan

formlarin1 %88-%50 araliginda degisen oranlarda inhibe ettigi belirlenmistir (Gorsel 4.5).

%
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Gorsel 4.5. 1. petri MBEK-KV, 2. Petri MBEK-Resazurin
Tablo 4.6. Orneklerin absorbans tablosu (resazurin, 600 nm)
Doz Uy ABS E ABS AMP Absorbans
(ng/mL)
MiK 1000 1,750,010 125 0,574+ 0,06 32 1,431+0,07
MBK 2000 1,376 £ 0,05 8000 1,772+0,066 16 1,478+0,03
MBIK 500 1,028 = 0,04 125 0,574+ 0,06 8 1,552+0,03
MBEK* 2000 1,376 £ 0,05 1000 1,294+ 0,04 4 1,565+0,04
1/2 MiK 500 1,028 + 0,04 62,5 0,708+ 0,02 2 1,615+0,02
1/4 MiK 250 0,822 + 0,09 31,25 - 1 1,638+0,03
1/8 MiK 125 0,7+0,03 15,62 - 0,5 1,641+0,02
1/16 MiK - - - - 0,25 1,629+0,04

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon, MBIK: Minimum
biyofilm inhibisyon konsantrasyonu, MBEK: Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu; RSZ:
Resazurin; E: Etanol ekstresi, UY: Ugucu yag, AMP: Ampisilin, Metabolik aktivasyonda min %50
inhibisyon; -: yapilamad

MBEK c¢alismasinda kullanilan resazurin mikroplakas1 600 nm’de multiplaka okuyucuda
okunarak absorbans degerleri kaydedilmis ve asagidaki formiil kullanilarak her dozadaki
metabolik aktivasyon % inhibisyonu belirlenmistir (Abd Algaffar vd., 2021). Tablo
4.7°de ugucu yag ve %70 etanol ekstresinin % metabolik aktivite inhibisyonu degerleri
verilmistir. Sekil 4.1° de % inhibisyon grafigi sunulmustur. Ayn1 zamanda standart ajan

olan ampisilinin % inhibisyon grafigi de sekil 4.2’de sunulmustur.
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4.1

[ OD600NK — 0D600T |
[ OD60ONK — OD600GK]

x 100

% Inhibisyon = 100 —

ODs0ooNK- Negatif kontrol absorbansi
ODg0oT- Numune absorbansi

ODgooGK- Ureme kontrolii absorbansi

S. aureus’a karsi S. wiedemannii ugucu yag 1000 pg/mL degerinde (MIK)
planktonik hiicre formunu inhibe ederken, 500 pg/mL’de biyofilm olusumunu
engellemis, 2000 pg/mL’de ise olusmus biyofilmdeki metabolik aktiviteyi %55,33
oraninda inhibe etmistir. Etanol ekstresinin ise MIK ve MBIK degeri 125pg/mL olup,
1000 pg/mL’de degerinde %50 metabolik inhibisyon gostermektedir.

Tablo 4.7. Orneklerin S. aureus ATCC 6538 susuna kars: % biyofilm metabolik aktivite inhibisyonu

SUY % inhb. SE % inhb. AMP % inhb.
16000 %88,130 8000 %85,449 32 %58,838
8000 %87,30 4000 %82,165 16 %61,837
4000 %79,195 2000 %74,728 8 %66,560
2000 %055,328 1000 %50 4 %67,389
1000 %33,120 500 915,252 2 %70,580
500 %19,974 250 %4,658 1 %72,048
250 %12,125 125 %1,467 0,5 %72,239
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Sekil 4.1. Ugucu yag ve etanol ekstresinin % biyofilm metabolik aktivite inhibisyonu
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Sekil 4.2. Ampisilin % biyofilm metabolik aktivite inhibisyonu
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda I¢ Anadolu bélgesine endemik olan S. wiedemannii’nin
kurutulmus toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu yag ve gesitli ekstrelerinin
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisi incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bitkinin
toprak Ustli kisimlarindan elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin bakteri ve funguslar
lizerindeki etkisi 6ncelikle 6n tarama seklinde agar disk difiizyon testi ile saptanip MIK
degerleri CLSI M7-A7 ve M27-A2 metodu kullanilarak belirlenmistir. MBIK ve MBEK
degerleri de yayimlanmis protokoller kismen modifiye edilerek ilk kez ortaya konmustur
(Sandberg vd., 2008, Sandberg vd., 2009).

Ugucu yagin, n-hekzan, %70 etanol, etil asetat ve su ekstrelerinin % verimi
hesaplanmustir. En yiiksek % verim hesaplanan iki ekstre sirasiyla %70 etanol ekstresi
%21,60 ve su ekstresi %20 olarak bulunmustur. Ayrica ugucu yagin bilesenleri GK-
KS/GK-AID ile analiz edilmistir. Kaya ve digerlerinin 2009 yilinda gerceklestirdigi
calismada bitkinin ugucu yagi GK-AID analiz edilmis ve totalde ucucu yagin %96’sini
olusturan 35 bilesik tanimlanmis ve 1,8-sineol (%38,4), p-pinen (%24,5) ve a-pinen
(%13,6) ana bilesiklerdir (Kaya, Baser, Demirci, 2009). Kunduhoglu ve arkadaslarinin
2011 yilinda yaptig1 c¢alismada totalde ugucu yagin %89,9’unu olusturan 13 bilesik
tanimlanmis ve ana bilesenler sirasiyla a-pinen (%36,2), 1,8-sineol (%14,2), p-pinen
(%13,3) olarak tespit edilmistir (Kunduhoglu vd., 2011).

Tez galismamizda ise benzer yontemle yapilan analiz sonucunda benzer sonuglar
elde edilmistir. Totalde ugucu yagin %96,1’ini olusturan 29 bilesik saptanmis ve en
yiiksek yilizdeye sahip ana bilesenler sirasiyla a-pinen (%30,9), 1,8-sineol (%17,7), f-
pinen (%17,2) olarak tespit edilmistir.

Antimikrobiyal ¢alismada Gram negatif bakteriler bitkiden elde edilen ugucu yag ve

ekstrelere kars1 daha direngli bulunmustur.

S. aureus ATCC 6538 %70 EtOH ekstresi ve ugucu yag i¢in minimum bakterisidal
konsantrasyonlar (MBK) sirastyla 8000 ve 2000 pg/mL olarak bulunmustur. S. aureus
ATCC 6538 iizerinde en etkili 6rnek %70 etanol ekstresi olarak bulunmustur (MIK 125
ng/mL). Etil asetat ekstresi ise C. utilis NRRL Y-900’e kars1 MIK degeri 31,25 ng/mL
olarak bulunmustur. Standart ajanlarla kiyaslandiginda her iki sonug¢ da oldukga zayif

goriilmektedir. Biyofilm deneyleri S. aureus ile devam etmistir.
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Literatiir taramas1 sonucu bu bitki ile yapilan herhangi bir MBIiK ve MBEK calismasina
rastlanmamustir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda ugucu yagin S. aureus’a karsi planktonik
hiicreleri inhibe ettigi dozlarda, petri tabaninda onceden olusturulmus biyofilme ve
icindeki canli hiicrelere ayni etkiyi gostermedigi anlasilmaktadir. Ancak ugucu yag
mikroorganizmanin gelismesini engellemeden MIK den daha diisiik dozda biyofilm
iiretme kapasitesini engellemistir. Bu durum bize % MIK dozunda uygulanan ugucu yagin
biyofilm olusumunu engelleyerek, gerekirse bir antibiyotik ile kombine verildiginde
antibakteriyal ajanin etkinligini bu sinerjik etki ile biiyiik dl¢iide arttirabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu sonu¢ bize ugucu yag ve antibiyotik kombinasyon c¢aligmalarinin

Oonemini ortaya koymustur.

Ucgucu yagm olugmus biyofilmi ortadan kaldirma dozu olan “minimum biyofilm
eradikasyon konsantrasyonu” ise denenen dozlarda oldukga diisiiktiir. Kristal viyole ile
yapilan boyama ve 550nm de yapilan okuma sonucunda ugucu yagin 16.000, 8000, 4000
ve 2000 pg/mL dozlarda olusmus biyofilmde %20 eradikasyon sagladigi goriilmiistir.

Etanol ekstresinde hic¢bir eradikasyona rastlanmamustir.

Ancak dikkat cekici olarak, inhibe olmayan biyofilmin biinyesinde barindirdigi canli
bakteri hiicrelerinin ugucu yag i¢in 2000 pg/mL’de dozda %55, etanol ekstresi igin ise
1000 pg/mL’de %50°dir. Bu dozlar planktonik hiicrelerin inhibisyonuna dayanan sivi-
mikrodiliisyon deneyi ile hesaplanan MIK degerlerinden (sirasiyla 1000 ve 125 pg/mL)
daha biiyiiktiir. Bu sonug bize standart protokollerle hesaplanan MIK degerlerinin
tamamen planktonik formdaki hiicrelerin inhibisyonunda dayandigini, biyofilm

icerisinde canliligini siirdiiren hiicrelere etki etmedigini gostermistir.

Ampisilinin de yapilan denemelerde biyofilm eradikasyonu aktivitesinin olmadigi, ancak
olusmus biyofilmde denenen tiim dozlarda %58-72 araliginda metabolik aktivite
inhibisyonu gdstermistir. Bu durum bize standart bir antibakteryal olan ampisilinin
biyofilme etkisinin olmadigi ve yasayan mikrrorganizmalari da tamamen inhibe

edemedigini géstermistir.

Tez calismamiz ile saptanan bir durum da; biyofilm i¢indeki hiicrelerin canliligini
stirdiirmeye devam etmesi, eradikasyon testinde sadece Kristal viyolenin kullanilmasinin
yeterli olmadigimi gostermektedir. Kristal viyole biyofilm matriksindeki maddeleri ve

icindeki hiicrelerin duvar yapilarini boyamakta ancak metabolik olarak aktiviteleri
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konusunda bize bilgi vermemektedir. Uygun kosullar saglandiginda mikroorganizmanin
cogalmast kacinilmazdir. Test ettigimiz ekstrenin, biyofilm igerisinde bulunan
mikroorganizmalarin canliligini ortaya koymak i¢in mutlaka resazurin ile boyanmasi

gerektigi ve absorbansinin okunmasinin gerekliligi ortaya konmustur.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan ¢aligmalara kisitl literatiir verileriyle
kiyaslandiginda kismen benzer sonuglara ulasilmistir. Yapilan antimikrobiyal ¢calismalar
sonucunda bitkinin en etkili bulanan ugucu yag ve etanol ekstresi standart olarak segilen
ampisiline kiyasla planktonik hiicrelere karsi oldukga diisiik etkide olsa da denenen
dozlarda biyofilm icindeki canlilara olan etkinligi ve ugucu yaglarin antibiyotiklerle
kombine olarak verildiginde biyofilm olusumunu engelleyerek, antibiyotigin etkinligini

arttiracagi sonucuna varilmastir.

Dogal maddelerin klasik MIK belirleme deneyleri yaninda giiniimiiz inatg
enfeksiyonlarinin en onemli sebebi olan biyofilmin inhibisyonu ve eradikasyonu
caligmalarinin antimikrobiyal aktivitesi bilinen ugucu yaglar ile denenerek, cesitli
antibiyotikler ile kombinasyonlarinin yapilmasi, patojen mikroorganizmalarla
miicadelede dogal kaynaklarin gergek etkilerinin ortaya konmasinda biiyiik 6neme sahip

oldugu goriilmiistiir.
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