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OZET

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN BAZI AGAC TURLERINE AiT
UCUCU YAGLARIN ANTIi-BiYOFIiLM ETKIiLERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
BEKIiR CAN TURGUT
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. GURKAN SEMIiZz)
DENIZLIi, ARALIK - 2016

Giiniimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait ugucu yaglarin elde edilip
degerlendirilmesi hem bilimsel hem de ekonomik yonden olduk¢a onemlidir. Bu
caligmada iilkemizde yayilis goésteren Pinus nigra Arn., Pinus brutia Ten.,
Juniperus excelsa Bieb., Juniperus oxycedrus L., Juniperus communis L.,
Juniperus phoenicea L., Eucalyptus camaldulensis Dehn. tiirlerinden elde edilen
ucucu yaglarin Yersinia enterocolitica RSKK 1501, Staphylococcus aureus
ATCC 33862 Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Staphylococcus sciuri M16 (klinik izolat) ve Enterococcus faecium M20
(klinik izolat) suslarinda anti-biyofilm aktivitesi incelenmistir. Su buhari
distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglarin SEM analizleri yapilarak suslarin
olusturdugu biyofilm hakkinda bilgi edinilmeye calisilmistir. Ayrica ugucu
yaglarin icerigi GC-MS analizi ile de belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
en iyi anti-biyofilm aktivitesi P. nigra tiirtinde S. sciuri M16 susuna kars1 24.
saatte gozlenmistir. SEM analizinde hiicrelerin topluluklar halinde veya tek
hiicreler seklinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica yine SEM analizi sonucunda P.
nigra tirinde S. sciuri M16 susunun biyofilm olusumunun inhibe oldugu
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, bu bitkilerin ugucu yaglarinin anti-biyofilm
aktivitelerinin oldugunu gostermektedir. Ugucu yag ve bilesenlerinin farmakolojik
ozellikleri incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanilabilme
imkanlarinin yararli olabilecegi diigiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyofilm, bitki ugucu yag, GC-MS, SEM.



ABSTRACT

ANTI-BIOFILM EFFECT OF ESSENTIAL OILS FROM SOME TREE
SPECIES IN TURKEY
MSC THESIS
BEKIiR CAN TURGUT
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. GURKAN SEMIiZz)

DENIiZLi, DECEMBER 2016

The essentinal oil obtained from medical plants and their evaluation are
very important in both scientific and economic aspects. In present study, anti-
biofilm activity of Yersinia enterocolitica RSKK 1501, Staphylococcus aureus
ATCC 33862 Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Staphylococcus sciuri M16 and Enterococcus faecium M20 were
examined on essential oils obtained from Pinus nigra Arn., Pinus brutia Ten.,
Juniperus excelsa Bieb., Juniperus oxycedrus L., Juniperus communis L.,
Juniperus phoenicea L., Eucalyptus camaldulensis Dehn. species in Turkey. SEM
analysis was performed of essential oils obtained by hydrodistillation, information
has tried to get about biofilm formed by strains. Also, content analysis of essential
oils was determined by GC-MS analysis. As a result of studies, the best activity of
antibiofilm was observed against S. sciuri M16 strain of P. nigra at 24 hours. In
SEM analysis, cells were observed as aggregate or single. Also, as a result of
SEM analysis again, it was prevented formation of biofilm in S. sciuri M16 strain
of P. nigra. According to results, essential oil of these plants indicates antibiofilm
activity. By examining pharmacological properties of essential oil and
components, it may be considered beneficial that use in medical, cosmetic and
industrial areas.

KEYWORDS: Biofilm, plant essential oil, GC-MS, SEM.
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1. GIRIS

Bitkiler, Anadolu halki tarafindan yaklasik 50.000 yildan beri tedavi
amaciyla kullanilmaktadir. Sanidar magarasinda (Hakkari’nin giineyinde) bulunan
yontma tas donemi mezarlarda saptanan bitki tiirleri bu olgunun saglam bir
kanitidir. Elimizde bulunan ikinci kanit, son yillarda Ebla (Halep’in giineyinde)
yakininda bulunan kraliyet arsivindeki tabletlerdir. Civi yazisi ile yazilmis olan bu
tabletlere gore, bitkiler en az 5.000 yildan beri tedavi alaninda kullanilmaktadir
(Tan 1992). Tiirkiye, mevcut bitkisel ¢esitliligi yoniinden oldukga dikkate deger
ve zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginlik; ti¢ fitocografik bolgenin kesistigi
bolgede bulunmasi, Giiney Avrupa ile Giiney Bat1 Asya floralar arasinda koprii
olmasi, pek c¢ok cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezlerinin
Anadolu’da olusu, ekolojik ve fitocografik farklilasma ile ilgili olarak tiir
endemizmin yliksek olusundan gelmektedir (Tan 1992).

Bitkilerle tedavi yontemlerinin ge¢misi ¢ok eski yillara dayanir. Son
yillarda sentetik kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, 6zellikle
antibakteriyel olarak kullanilan sentetik ilaglara karsi organizmalarin direng
olusturmalar1 gibi sebepler dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tasiyan
tibbi bitkilerin 6nemini daha ¢ok artirmistir (Nakipoglu ve Otan 1992). Diinya
Saglik Orgiitii (WHO)’ niin 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkileri iizerine
yapilmis olan bazi yaymlarina dayanarak hazirladigi bir aragtirmaya gore, tedavi
amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 civarindadir
(Kalaycioglu ve Oner 1994). Bitkilerin organizmalar1 dldiiriicii ve insan saglig
i¢in onemli olan 6zellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaya
baglanmistir. Tirkiye bitki florasinin 6nemli bir 6zelligi olduk¢a zengin bir
cesitlilige sahip olmasidir. Ulkemizde 10.000’e yakin bitki tiirii dogal olarak

yetismesine ragmen yeterince istifade edilememektedir (Ilgim ve dig. 1998).

Glinlimiizde tibbi bitkiler, geleneksel tedavi yontemlerinin en aktif
unsurlar olarak bilinmektedir. WHO verileri gelismekte olan tilkelerde insanlarin
% 80min bu tedavi yontemlerini kullandigint ve 3,3 milyar insanin da tibbi

bitkilerden tedavi araci olarak yararlandigini ortaya koymustur (Eloff 1998).

1



Tiirkiye dokuz bine yakin bitki taksonu ile diinyanin en zengin florasina sahip
iilkelerden biri olmanin yani sira, koklii bir kiiltiire de sahiptir. Bu durum, bitkisel
ilaglarin daha etkili daha toksik ve daha pahali olan sentetik ilaglar ile bir arada
kullanimlarinda tamamlayic1 olarak rol oynamalarina olanak saglamakta, tek
baslarina ise, alternatif tedavi araci olarak deri ve mukoza lezyonlar ile diger
sistemlerin infeksiyonlarinda iyilestirici ve antiseptik amagli olarak kullanimlarini
giindeme getirmektedir. Bu yoniiyle antibakteriyel aktiviteye sahip bitkilerin
bakteriyel orijinli insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin tedavisinde etkili
olabilecegi ve hatta gida tiiretim sistemlerindeki bakteriyel kontaminasyonu
onlemek gibi spesifik bir isleve sahip olabilecegi bildirilmektedir (Verastegul ve
dig. 1996).

Giliniimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait ugucu yaglarin saf ve
Ozellikle ana etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi, hem bilimsel hem
de ekonomik yonden olduk¢a 6nemlidir. Elde edilen sonuglar, bu bitkilerin ugucu
yaglarinin antibakteriyel aktivitelerinin oldugunu gostermektedir. Ugucu yag ve
bilesenlerinin farmakolojik 6zellikleri de incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel
alanlarda kullanilabilme imkanlarinin yararli olabilecegi belirtilmektedir (Gomez-
Estaca ve dig. 2010; Kacaniova ve dig. 2014).

Gilinimiizde klasik kemoterapotik ajanlara karsi gelisen direngli bakteri
tiirlerinin sayica artmasi ve 6zellikle penisiline direncli suslarin sikga goriilmesi,
bu bilesiklerin kullanimini yararsiz hale getirmektedir. Antibakteriyel etkiye sahip
bitkiler ve ugucu yaglar, halen kullanilmakta olan antibiyotiklerden farkl
mekanizmalar ile bakterileri inhibe edebildiginden direng gelisen bakteri tiirlerini
kontrol altina alabilme yetenegine sahiptirler (Inuma ve dig. 1996; Eloff 1998).
Bu durumda bitkiler, tedavi edici etkilerinin yan1 sira yeni antibakteriyel ilaglarin
gelistirilmesi i¢in yapilan arastirmalarda model olarak da kullanilabilirler (Fabry

ve dig. 1998; Serkedjieva 1997; Sindambiwe ve dig. 1999).

Bu yiiksek lisans tezinin ana amaci, yeni antibakteriyel etki gosteren
maddelerin eldesidir. Bu amagla, Tiirkiye nin gesitli yerlerinden toplanan ¢esitli
Pinus, Juniperus ve Eucalyptus cinslerine ait taksonlardan elde edilen ugucu
yaglarin, Denizli Devlet Hastanesi’ndeki hasta 6rneklerinden izole edilen ve PAU

Bakteriyoloji Laboratuar: kiiltiir stoklarinda mevcut olan Y. enterocolitica RSKK



1501, S. aureus ATCC 33862, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 19433, S.
sciuri M16 (klinik izolat) ve E. faecium M20 (klinik izolat) suslarinda
antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. SEM analizleri vasitasiyla su buhari
distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglarin, suslarin olusturdugu biyofilm {izerine
etkisi hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan tiirlere
ait ugucu yaglarin terpen tiirevli bilesiklerinin analizi, GC-MS cihaz1 ve ilgili

metotlarla yapilmustir.

Bu tez ¢alismasi bu alanda ¢alisan bilim insanlari i¢in kaynak olusturacak
niteliktedir. Tespit edilen yeni antibakteriyel maddeler iilser, ishal, idrar yolu
enfekisyonlar1 gibi sadece bilinen hastaliklarin tedavisinde degil, yeni tanimlanan
hastaliklarin veya tedavisi heniliz bulunamamis hastaliklarin tedavisinde de

alternatif olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1  Pinus L. (Cam)

Kozalaklilar sinifinin en 6nemli cinsi olan Pinus (Camgiller) familyasina
aittir. Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’da genis yayilis gosterir. Terebentin yagi
ve ¢am yagl, kolofan ve odun katrani elde edilir. Baz1 ¢amlardan elde edilen
tohumlar yenilebilmektedir. Kerestelik odun olarak birinci derecede 6nem tasirlar.

Kagit yapiminda da odunlari elverislidir (Rogachev ve Salakhutdinov 2015).

Geng yaslarda dallar govdeye cevresel dizilmistir. Biitiin ¢cam tiirleri her
dem yesildir. Hem kisa hem de uzun siirgiinleri bulunur. Fidecigin ilk yillarinda
yapraklar uzun siirgiinlere teker teker dizilmislerdir. ilerleyen yillarda dokiilen bu
tek yapraklarin koltugunda kisa siirgiinler olusur. Bunlara ciice siirgiin de denilir
ve lizerlerinde 1-2-3-5 ya da 8 adet yaprak tasirlar. Yapraklarin enine kesitleri kag
yaprak tasiyorsa dairenin yaprak sayisina boliinmesi ile elde edilen sekle
benzerler. Yapraklarin ucu sivridir ve ¢ok kere kenarlar1 dislidir. Yapragin dip
tarafinda “glaf ya da kin” adi verilen sar1 veya boz renkli ince deri gibi bir kisim
bulunur. iletim demeti 1 ya da 2 adettir. Regine kanal1 2 veya daha ¢ok sayidadur.
Stirglinler lizerinde igne yapraklar 2 yildan baslayarak 7 yila kadar kalabilir
(Davis 1984). Her sene olusan uzun siirglinlerin dip tarafi, sapsiz ve iki anter
tasiyan, pula benzeyen etaminlerden olusur. Bunlar bir araya gelerek kozalakg¢ik
olustururlar. Etamin pullar sar1, portakal saris1 veya kirmizi renktedir. Polenlerin
her iki tarafinda igleri hava dolu baloncuklar vardir. Disi kozalak yan durumlu ya
da subterminaldir. Spiral olarak bir eksen iizerine dizilmis bir¢cok ¢igekten
olusmustur. Her bir disi gigekte iki tohum tomurcugu bir brakte, bir karpel
bulunur. Brakte baslangi¢c kisminda goriiliir, bir siire sonra karpel gelisir, sertlesir,
odunlagir veya deri gibi olur. Kalkan adi verilen bir olusum karpellerin ug
kisimlarinda goriiliir. Kozalak pullart agilir ama dagilmaz. Tohumu kiskag gibi
kavrayan bir kanat vardir. Kotiledon sayis1 3-18 arasindadir. Kazik kok yapist

olduke¢a kuvvetlidir (Syring ve dig. 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogachev%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25641836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salakhutdinov%20NF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25641836

Odunlari ¢ok kiymetlidir. Koyu renkli 6z odunlar1 vardir. Odunlarinda iKi
veya daha fazla sayida regine kanali bulunur. Camlar; yapraklarindaki iletim
demeti sayisina, odun 6zellikleri ve kozalak 6zelliklerine goére yumusak ¢amlar ve
sert ¢amlar olarak 2 gruba ayrilir. Camin tomurcugundan, kozalagindan,
cirasindan, filizlerinden yararlanilir. Ayrica kereste ticaretinde onemli bir yeri
olan ¢am agaci kagit hamuru yapiminda da kullanilir (Behrendt ve Blanchette
1997).

Camlarin tibbi Ozellikleri de mevcuttur. Yapraklarindaki esansin ve
recinesinin (terebentin) Oksiiriigli kesme 06zelligi bulunur, balgami soktiiriir.
Akciger hastaliklarinda tedavi edici etkiye sahiptir. Terebentin pek ¢ok tibbi ilacin
bilesiminde kullanilir. Giizel kokusu oldugu i¢in parfim yapiminda da
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira ¢am balindan da yararlanilir. Cam bali
oncelikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde tretilir. Arilarin ¢am agaglariin lizerinde
olusan recineleri isleyerek elde ettikleri salgi bali tiiridiir. Cam balinin sindirim
sistemine ve solunum yollarina olumlu etki ve faydalar tipta kabul gérmiistiir.
Ayrica haricen yara iyilestirici, antimikrobiyal ve antiromatizmal olarak da
faydalanilir (Sharma ve dig. 2016).

2.1.1 Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe

(Karag¢am)

Tomurcuklar biiyiik, bol recinelidir ve tomurcuk pullarinin kenarlari
kirpiklidir. Igne yapraklar koyu yesil ve serttir. Boylar1 4-18 cm uzunlugundadir.
Siirglin ucundaki yapraklar tomurcugu huni gibi i¢ine alir. Yapraklarin uglart igne
gibi batici kenarlar1 ise ince dislidir. Erkek c¢icekler soluk sar1 renklidir.
Kozalaklar kisa sapli ve simetriktir. Karpellerin gobeginde igne gibi dikenimsi bir
¢ikint1 bulunur. Kozalak boyu 3,5-12 cm arasinda degismektedir. Odunlar sert,
dayanikli, 1y1 kaliteli ve recinelidir. Saricamin yetisemedigi ya da iyi gelisme
gosteremedigi yerlerde yetismesi sarigamla kiyaslandiginda biiyiik avantaj
saglamaktadir. Ana tas1 kalker olan topraklarda daha iyi gelisir. Cok genis bir
yayilis gosteren karagam 5 alt tlire ayrilmistir. Cok sayida ekotipi ve formu da

bulunmaktadir. Bunun yaninda iilkemizde 4 farkli varyeteside literatiire gegmis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Behrendt%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16535609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanchette%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16535609

bulunmaktadir (Davis 1984). P. nigra’nin antibakteriyel (Politeo ve dig. 2011),
antioksidan ve antianaljesik (Giilgin ve dig. 2003) etkilere de sahip oldugu
bildirilmektedir.

2.1.2 Pinus brutia Ten. (Kizilgam)

Sahil kesimlerinde 15-20 m boyunda ve kalin dallidir. Gévdeler diizgiin
degildir. Rakim yiikseldik¢e govdeler diizglinlesmeye boy artmaya baslar. Tepeler
sivrileserek dallar incelir. Yapraklar 12-18 c¢cm uzunlugunda, yumusak ve agik
yesildir. Kozalaklar1 6-11 cm uzunlugunda, topag¢ bicimindedir. Sapsiz veya ¢ok
kisa saplhdir ve siirglinlere dikine veya yan durur. Olgun kozalaklar parlak
kirmizimtrak kahverengidir. Gobek i¢ine dogru basik ve biiyiiktiir. Birkag tanesi
bir arada toplu olarak bulunur. Regine iiretimi bakimindan énem gosterir. Odunu
daha cok yerel ihtiyaglarda ve ambalaj sanayinde kullanilmaktadir. Genel olarak
Akdeniz, Ege ve lokal olarakta Karadeniz kiyilarinda yayilis gosterir. Akdeniz
iklim tipinin bir gostergesidir. Filistin, Urdiin, Suriye, Irak, Liibnan, Kibris,
Yunanistan ve Italya’da yayilir. Marmara, Ege ve Akdeniz de ¢ok genis ormanlar

kurar (Davis 1984).

Yapilan calismalarda P. brutia, J. oxycedrus ve P. nigra’nin iginde
bulundugu bir grup bitkinin g¢esitli bolgelerinden elde edilen ekstraktlarin
antioksidan ozellikte oldugu gosterilmistir (Digrak ve dig. 1999; Emami ve dig.
2013; Cretu ve dig. 2013).

2.2 Juniperus L. (Ardig)

Ardiglar yaklagik 60 tir ile kuzey yarim kiirede yayilis gosterirler.
Cigekler 1 veya 2 evciklidir. Yapraklar bazi taksonlarda igne halinde ve tglii
cevreseldir. Bazilarinda pul halinde ve karsiliklidir. Pul yaprakli ardiglarda da
genglik devrelerinde igne yaprak ve iiclii cevresel dizilis goriiliir. igne yapraklarin
iistiinde belirgin tek veya iki stoma izi goriiliir. Enine kesitlerinde tek bir regine
kanal1 vardir. Disi ¢igek karsilikli veya ¢evresel dizilmis 3-8 puldan olusur, kiire

seklindedir. Oxycedrus seksiyonunda ¢igekler kisa sapli, Sabina seksiyonunda ise
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sapsizdir. Pullarin hepsi veya bazilar1 iireyimlidir. Ureyimli pullarin ig tarafinda 1
ya da 2 tohum bulunur. Uziimsii kozalak pullar1 kaynasmistir. Tohumlari
kanatsizdir. Tohumlarin ¢imlenme engeli vardir. Kabuklar genellikle ince,

uzunlamasina ¢atlaklidir (Davis 1984).

Cok dayanikli, kolay islenebilen ince tekstiirlii ve giizel kokulu odunlari
vardir. Ozodunu ¢ogunlukla kirmizi-kahve, visnegiiriigii-kahverengindedir. Genis
kullanis yeri vardir. Ozellikle kursun kalem sanayinde, ¢ekmece ve sandik,
dolaplarin yapiminda, oymacilik ve kaplamacilikta, i¢ dekorasyonda, dam ve

taban dosemelerinde kullanilir.

Odun ve yapraklarinin destilasyonundan katran elde edilir. Bu tipta ve
parflimeri sanayinde degerlendirilir. Yaprak ve siirglinlerden elde edilen yag da
eczacilikta kullamilir. Kuvvetli bir idrar soktiiriiciidiir. Amerika’da bazi
taksonlarin kozalaklar1 kek ve hamur tatlilarina konulmaktadir. Kiregli topraklarda
cok iyi gelisirler. Tohum, ¢elik ve as1 ile iiretilebilirler. Juniperus cinsi disi ¢igek
kozalak pulu—tohum tomurcugu ve yaprak formuna gore iki seksiyona ayrilir.
Oxycedrus seksiyonu en yukaridaki kozalak pullar1 arasinda yer alan terminal
durumlu 3 tane tohum tomurcugu vardir. Yapraklar igne yaprak halindedir ve
stirglinlere iiglii ¢evresel dizilmislerdir. Sabina seksiyonunun tohum tomurcugu
(1) 3-9 (12) tanedir. Bunlar kozalak pullarinin arasinda degil onlerinde yer
almiglardir. Teker teker ya da ikiser ikiser bulunurlar. Kozalak cogu kez alti
puldan olusur. Pul yapraklar siirgiinlere karsilikli dizilmistir. Bu cinsi tlilkemizde

iki seksiyonuna ait tiirler bulunmaktadir (Adams 2011). Bu seksiyonlar;

Oxycedrus seksiyonu; Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus,
Juniperus oxycedrus L. subsp. macrocarpa, Juniperus communis L. sups.
communis, Juniperus communis L. subsp. nana, Juniperus communis L. subsp.

hemispherica,

Sabina seksiyonu; Juniperus sabina, Juniperus excelsa, Juniperus

foetidissima, Juniperus phoenicea seklindedir.



2.2.1 Sabina seksiyonu

2.2.1.1 Juniperus excelsa Bieb. subsp. excelsa (Boylu Ardi¢-Boz Ardig)

Govde kabuklar kiil grisi renktedir ve ince ¢atlakli orman agacidir. Boz,
mavi yesil igne yapraklart son derece ince siirgiinlere karsilikli yatmistir. Kozalak
4-6 puldan meydana gelmistir. Olgun kozalaklar koyu morumtrak-kahverengi
veya siyah renklidir. Her bir kozalakta 4-10 adet sivri uglu kiiglik tohumlar
bulunmaktadir. Bu tohumlar kozalagin disindan da fark edilebilir. Oz odunu koyu
visneglrigi-kirmizi renklidir. Cok genis bir alan tizerinde (300-3500 m arasinda)
yayilis gosterir. Anadolu’da genellikle Toros ve Antitoros’larda kuru ve tash
yamagclarda tek tek veya toplu halde goriiliir. Sicak ve kurakliga dayamklidir
(Davis 1984).

J. excelsa’dan elde edilen ugucu yagin antibakteriyel (Al-Mariri ve Safi
2014; Afsharzadeh ve dig. 2013; Sela ve dig. 2015; Emami ve dig. 2011)
aktivitesi oldugu yapilan cesitli caligmalarda gosterilmistir. Hatta yapilan bagka
bir ¢calismada antibakteriyel olarak kullanilan ‘Chlorhexidine’ isimli ilagtan daha
fazla antibakteriyel aktitivesi oldugu rapor edilmistir (Azzimonti ve dig. 2015).
Ayrica antioksidan (Emami ve dig. 2007) ve kolinesteraz inhibitor (Orhan ve dig.
2011; Ozturk ve dig. 2011) aktivitesi de bulunmaktadir. J. excelsa ve Pinus
pinea’dan elde edilmis olan yaglarin l6semi hiicrelerinde ilag direncine karsi

sitotoksik etkisi oldugu gosterilmistir (Saab ve dig. 2012).

2.2.1.2 Juniperus phoenicea L. (Finike Ardicr)

Akdeniz Bolgesi, Kanarya Adalari, Giiney Afrika ile Giiney bat
Anadolu’da denize yakin yerlerde, sahil kesimlerinde, kurak, tash ve kayalik
yamagclar lizerinde dogal yetisen bir ardi¢ tliridiir. Uzaktan bakildiginda Servi
agacina benzemektedir. Bu nedenle ‘Servi ardi¢’ da denilmektedir. Agik yesil pul
yapraklar siirgiinlere dort sira tizerine sarmal dizilmislerdir. Cigekler iki
evciklidir. Olgunlasan kozalak portakal sarisi-kirmizi renktedir. Her bir kozalakta

3-9 adet tohum bulunur. Bu tiir iilkemizde Mugla-Marmaris-Datca-Kusadasi-
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Soke-Cesme dolaylarinda makiler igerisinde kiigiik gruplar halinde bulunur.
Kanarya Adalarinda 1000 yasinda ve kalin ¢apli bireylerine rastlanilmaktadir.
Cezayir’de 2000 m yiikseklige kadar kadar ¢ikmaktadir (Davis 1984). Gemi ve
bina insaatlarinda kullanilmisg, siirgiin ve dallarindan “kokulu” katran elde

edilmistir.

J. phoenicea’dan elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel (Chaftar ve
dig. 2015; Fouad ve dig. 2010), antioksidan (Medini ve dig. 2011; Ennajar ve dig.
2010), kolinesteraz inhibitor (Ozturk ve dig. 2011), antiiilser (Ben Ali ve dig.
2015) aktivitesi oldugu gosterilmistir. J. phoenicea’nin néron hiicrelerini
koruyucu (Tavares ve dig. 2012), karaciger koruyucu (Algasoumi ve dig. 2013) ve
hipertansiyonu engelleyici (Yvon ve dig. 2012) oldugu da yapilan ¢aligmalarda

bulunmustur.

2.2.2 Oxycedrus seksiyonu

2.2.2.1 Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus (Katran Ardici)

Cogunlukla cali veya ufak aga¢ halinde Anadolu, Suriye, Kafkasya ve
Kuzey Iran da dogal olarak yetisir. Ulkemizde Trakya ve Anadolu’da (Tuz Golii
civar1 ve Dogu Anadolu hari¢) goriiliir. Igne yapraklar gayet sivri, batici,
siirgiinlerle dik bir ag1 yapar. Uclii cevresel dizilmistir. ki tane stoma bandi
vardir. Cigekler iki evciklidir. Uziimsii kozalak parlak kahverengi-kirmizi renkli
kiire veya yumurta bigcimindedir. Ulkemizde iki alt tiirii bulunmaktadir. Juniperus
oxycedrus subsp. oxycedrus (Kii¢iik kozalakli katran ardic1), Juniperus oxycedrus
L. subsp. macrocarpa (Biiyiik kozalakli katran ardici). Kiiciik kozalakli katran
ardict en yaygin olamidir. Biiyiik kozalakli katran ardici ¢ok lokal bir alanda
yayilis alan1 vardir. Kozalaklar 1,2-1,8 cm arasindadir. ilk etapta mavi dumanli,
olgunlaginca kirmizi kahverengidir. Cogunluklu 3, nadiren 6 puldan olusur.
Genellikle ¢ali formunda bulunur nadiren ufak agac¢ halindedir. (Davis 1984).

Odunu son derece kokuludur. Odununun kuru destilasyonundan katran elde edilir.



Bu katran insan ve hayvanlarda goriilen bazi deri hastaliklarina haricen

kullanilmaktadir.

J. oxycedrus’dan elde edilen ugucu yagin antibakteriyel (Chaftar ve dig.
2015), antioksidan (Hanene ve dig. 2012) ve kolinesteraz inhibitdr (Ozturk ve
dig. 2011) aktivitesi vardir. Ayrica J. oxycedrus ve P. pinea’dan elde edilen
yaglarin 16semi hiicrelerinde ila¢ direncine karsi sitotoksik etkisi oldugu

gosterilmistir (Saab ve dig. 2012).

2.2.2.2 Juniperus communis L. var. communis (Adi Ardig)

Akdeniz ile Orta ve Kuzey Avrupa'yr ¢evreleyen lilkelerin yiiksek daglik
bolgelerinde, Anadolu, Kafkasya, iran, Afganistan, Himalaya Daglarinin batisi,
Kuzey Amerika ve Kanada olmak {izere ¢ok genis bir yayilis1 vardir. Cogunlukla
yerde silirinen ¢ali formlarinda olmakla beraber 15 metreye kadar
boylanabilmektedirler. Govde asma govdesi gibi ¢atlaklidir. Yapraklar sivri, ti¢lii
cevresel dizilmislerdir. Yapraklarin {ist kisimlarinda tek bir stoma bandi bulunur.
Cogunlukla iki evciklidir. Uziimsii kozalaklar 6-9 mm, kisa sapldir. Iki ya da ii¢
yilda olgunlasir. Her bir kozalakta 3 veya 2 nadiren 1 tohum bulunur. Tohumlar
tic kdseli, uzun yumurta gibidir. Diri kismi sar1, 6z odunu koyudur. Olgunlasmis

2

kozalaklarindan elde edilen “Ardi¢ Yag1” tipta kullanilir.

J. communis’dan elde edilen ugucu yagin antibakteriyel (Afsharzadeh ve
dig. 2013; Wanner ve dig. 2010), antioksidan (Emami ve dig. 2007; Misharina ve
dig. 2009) ve kolinesteraz inhibitor (Orhan ve dig. 2011) aktivitesi vardir.

2.3 Eucalyptus camaldulensis Dehn. (Okaliptus)

E. camaldulensis Avustralya’nin sulak yerlerinde yetisen bir tiirdiir,
ancak diinyanin cesitli yerlerinde istilact olarakta siklikla boy gostermektedir.
Boyu 45 m’ye kadar uzayabilir. Uzun ve iri gévdeleri sayesinde biinyelerinde ¢ok

fazla su barindirirlar. Okaliptus yapraklarindan elde edilen okaliptus yagi ¢ok
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fazla 1,8-sineol (Eucalyptol) igermektedir. E. camaldulensis yaginin

antimikrobiyal aktivitesi yliksektir (Knezevic ve dig. 2016).

2.4  Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar halk arasinda aromatik yag, esans yagi, eterik yag gibi
adlandirilan bitki kimyasinin 6nemli bilesenleri arasinda yer alirlar (Celik ve dig.
2007). Genellikle sicak tropik iilkelerde ve 1liman Akdeniz bolgelerinde yer alan
cesitli aromatik bitkilerden elde edilirler (Bakkali 2008). Bu yaglar bitkilerin
yaprak, c¢igek, tohum ve kabuklarindan cesitli ekstraksiyon ve su buhari
destilasyonu yontemleri kullanilarak elde edilirler. Oda sicakliginda genellikle
stvi, cogunlukla renksiz veya agik sar1 renkli yagimsi karigimlardir. Bu bilesenler
bitkilere koku ve yakici lezzet verirler. En belirgin 6zellikleri de oda sicakliginda
ucucu ve kokulu olmalaridir. Suda ¢oziinmezler, organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler
bu yiizden yag olarak tanimlansalar da sabit yaglardan farklidirlar (Grassmann

2003). Bilinen ugucu yaglarin yaklasik %10’u ticari olarak kullanilmaktadir.

Bu yaglarin kendisi ve icerdigi bilesenlerin bazilar1 ilag sanayinde,
tarimda, gida ve kozmetik sanayide, hayvan beslemede ve dogal tedavi ajanlari
olarak kullanilmaktadir (Silva ve dig. 2003; Hajhashemi ve dig. 2003; Perry ve
dig 2003). Bu yaglarin, antiinflamatuvar, antiviral, antiseptik, antibakteriyel,
antioksidan gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Boyle 1955; Bishop 1955; Azzouz ve
dig. 1982; Akgiil ve dig. 1988; Jayashree ve dig. 1999; Pandey ve dig 2002;
Pessoa ve dig. 2002). Farkli bilesenler igerdikleri i¢in etki dereceleri igerdikleri
etken maddenin c¢esit ve miktarina bagl olarak degismektedir (Toroglu ve dig.
2003). Ugucu yaglar birgok Gram (-) ve Gram (+) bakteriler iizerinde
antibakteriyel etki gostermektedir. Ornegin, bu yag bilesenlerinden karvakrol,
timol ve sinnamaldehit E. coli O157 ve Salmonella typhimurium iizerinde
antibakteriyel etki gostermektedir (Halendar 1998). Yapilan baska bir ¢aligmada 8
farkli bitkiden elde edilen ugucu yaglarin 11 farkli mikroorganizma {izerinde
farkli derecede inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Sartoratto 2004). Al-
Howiriny, Salvia lanigera (tiiylii adagay1) bitkisinin ugucu yagini ekstrakte etmis

ve bu ekstraktin ¢esitli mikroorganizmalar tizerinde antibakteriyel etKi
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gosterdigini rapor etmistir (Al-Howiriny 2003). Lee ve Ahn (1998)’nin yaptig1 bir
calismada tar¢indan elde edilen sinnamaldehit bilesenin ¢esitli patojenleri inhibe
ettigini gosterilmistir. Yapilan bagka bir ¢caligmada ise liken, mersin ve karanfil
bitki ekstrelerinin gesitli bakterilerin gelisimlerini degisik oranda etkiledigi
gosterilmistir (Ilcim 1998). Diger bir calismada Pinus tiirlerininde oldugu ¢esitli
bitkilerden elde edilen 15 ugucu yagin Clostridium tiirleri tizerinde antibakteriyel
ve antioksaidan ozellikleri gosterilmistir (Kacaniova 2014). Gomez-Estaca ve
digerlerinin yaptig1 baska bir caligmada da yine, igerisinde P. sylvestris’inde
bulundugu c¢esitli bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin, 18 bakteri {izerinde
antimikrobiyal etkisi c¢alisilmis ve etkili bulunmustur (Gomez-Estaca 2010).
Juniperus tiirlerinin bulundugu c¢esitli bitkilerden elde edilen basta ugucu yaglarin
ve kombinasyonlarinin  antimikrobiyal etkileri baska arastirmacilarinin

calismalarinda gosterilmistir (Chaftar 2015, Herman 2016).

2.5 Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Staphylococcus aureus akut veya kronik infeksiyonlara neden
olmaktadir. S. aureus suslarinin patojenitesi; aderans 6zellikleri, gesitli toksinler,
enzimler, yapisal ve ekstraselliiler faktorler gibi Ozelliklerine baglidir. Slime
faktor liretmesi ve biyofilm olusumu da patojenite faktorlerindendir. S. aureus
viicut bolgelerine uygulanan tibbi aletle iliskili infeksiyonlardan en sik izole
edilen mikroorganizmalardandir (Lowy 1998; Vancraeynest ve dig. 2004). S.
aureus bakterileri antibiyotiklerden korunarak, sepsis ve kronik infeksiyonlara da
neden olmaktadir (Amorena ve dig. 1999). Metisiline direnclidir bununla birlikte
metilsiline direngli bir diger Staphylcococcus tiirii S. sciuri’de tanimlanmistir (Wu
ve dig. 1996).

Yersinia enterocolitica, gastroenterite neden olan onemli bir bagirsak
patojenidir. Bu bakterinin dogal kaynagi kemiriciler, domuz, koyun, sigir, kedi ve
kopektir. Y. enterocolitica, hayvanlardan, tasiyicilardan veya g¢evreden bulagmis
su, siit, siit Urilinleri, et, sebzeler, vb. araciligl ile agiz yoluyla alinmak suretiyle
insanlara geger. Bakterinin +4 °C’de iireyebilme 6zelligi nedeniyle buzdolabinda

saklanan enfekte etler, bulastiricilik agisindan c¢ok Onemlidir. Hastalik
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olusabilmesi i¢in en az bir milyar mikroorganizmanin agiz yolu ile alinmasi
gerekir. Etken oral alimi takiben 2-11 giin sonra ince bagirsagin son boliimiindeki
lenf dokusu i¢inde c¢ogalarak o bolgede kanlanmaya ve {ilserlere sebep olur;

bagirsak duvarinda iltihabi degisiklikler ve kalinlasma meydana gelir

Escherichia coli memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan bakteri
tirlerinden biridir. Normalde bagirsakta yasadigi igin, E. coli 'nin ¢evresel sularda
varligi digki kirlenmesinin bir belirtisidir. Bakteri ¢ubuk seklinde olup, boyutlari
1-2 um uzunlugunda ve 0,1-0,5 um ¢apindadir. E. coli Gram (-) bir bakteri
oldugundan endospor olusturmaz, pastorizasyon Veya kaynatma ile dliir. Memeli
hayvanlarin bagirsaklarinda biiylimeye adapte olmus oldugu icin en iyi viicut

sicakliginda cogalir.

Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium, infeksiyonlarin biiyiik
cogunlugundan sorumlu olan iki enterokok tiiriidiir. Bu bakteriler, saglikli
eriskinlerde siklik sirasina gore gastrointestinal sistem, oral kavite, vajina, safra
kesesi ve iiretranin normal florasinda bulunurlar. Onceleri diisiik infeksiyon
potansiyelli mikroorganizmalar olarak diisiiniilen bu bakterilerin artik bakteremi
ve endokardit gibi ciddi infeksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir. Ayrica,
batin i¢i infeksiyonlar, pelvik ve f{iriner sistem infeksiyonlarindan da
sorumludurlar. Daha az olarak menenjit, selliilit ve pndmoni nedeni de olabilirler
(Moellering 1992; Eliopoulos 1997; Papanicolaou ve dig. 1996; Montecalvo ve
dig. 1994; Henning ve Brown 1997; Johnson 1994).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitkilerin tam adi ve ilgili toplama verileri Tablo
1’de verilmistir. Bu bitkilere ait herbaryumlar PAU Fen Edebiyet Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Kimyasal Ekoloji Laboratuvarinda koruma altina alinmustir.

Tablo 1: Caligmada kullanilan bitkilerin isimleri, bulundugu tarih ve bulundugu

mevKi
Bitki Adi Toplandigi Tarih | Bulundugu Lokalite ve Yiikseklik
Pinus nigra subsp. pallasiana 28.08.2014 Denizli, Sandras Dag1, Yangin kuyusu mevki, 1200 m
Pinus brutia 07.11.2014 Denizli, Camlik, Mesire alani, 450 m
Juniperus excelsa subsp. excelsa 28.07.2014 Antalya, Akseki, Giigliikdy, 690 m
Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus 28.08.2014 Denizli, Sandras Dagi, Yangin kuyusu mevki, 1150 m
Juniperus communis var. communis 22.11.2014 Denizli, Cankurtaran, Yangin havuzu mevkii 590 m
Juniperus phoenicea 29.11.2014 izmir, Urla, Zeytineli Koyii mevkii, 10 m
Eucalyptus camaldulensis 28.07.2014 Antalya, Manavgat-Antalya yol kenari, 25 m

3.2  Bitki Ucucu Yaglarinin Hazirlanmasi

Bu caligma yukarida isimleri ve lokaliteleri verilen bitkilerin ugucu
yaglarin anti-biyofilm aktivitelerinin belirlemesi planlanmistir. Bu anlamda
bitkisel yaglarin eldesinde Clevenger diizenegi kullanilmis olup kisaca

mekanizmasi su sekildedir:

Kaba degirmenden gecirilmis bitki materyalinden (Ibre ve yaprak
kisimlar1) yaklasik 500 gr alinarak, saf su ile birlikte 2000 mL’lik balon jojeye
konulmus ve Clevenger diizeneginde 4 saat siire ile bekletilmistir. Zamanla olusan
eterik yaglar 10 mL’lik balon jojelere alinmis, elde edilen eterik yaglarin analizi

ve deneyleri yapilmak iizere + 4°C buzdolabinda saklanmustir.
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3.3  Ugucu Yaglarin GC-MS Analizi

Calismada kullanilan bitkilerin ugucu yaglar1 Gaz Kromotografi - Kiitle
Spektrofotometre (GC-MS, Agilent GC type 7820A, MSD 5795, Agilent, USA)
analizi PAU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Kimyasal EKoloji
Laboratuvarinda yapilmistir. GC-MS’te 30 m uzunlugunda HP-5MS bir kapillar
kolon kullanilmistir (ID 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 mm, Hewlett Packard).
Tastyic1 gaz olarak helyum kullanilmigtir. Sicaklik programi 50°C’den 250°C’ye
artis izt 5°C/dk olacak sekilde diizenlenmistir. Iyon kaynagi sicaklign 230°C
olarak ayarlanmigtir (Manninen ve dig. 2002). Her bir terpen bilesiginin miktarlari
yiizde deger olarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan ugucu yaglar 1/100

oraninda n-hekzan ile seyreltilmistir.

3.4  Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Bu calismada kullanilan patojen bakteriler ve Metisiline Direncli S. aureus
(MRSA) suslari, Pamukkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Bakteriyoloji Laboratuvar1 Kkiiltiir stoklarindan temin edilmistir.

Kullanilan bakterilerin isimleri ve kodlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan bakteriler

Patojen Bakteriler

Yersinia enterocolitica RSKK 1501
Staphylococcus aureus ATCC 33862
Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 19433

Staphylococcus sciuri M16

Enterococcus faecium M20
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3.5  Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini

Izolatlarin biyofilm olusumlarinin kantitatif tayini, Jain ve Agarwal (2009)
tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Mikroplaka
kuyularina diliie edilmemis TSB ile 1/100 ve 1/200 oranlarinda diliie edilmis
TSB’lerden 200 ul konulmus ve 37°C’de aktiflestirilen bakterilerden 30 pl ilave
edilmistir. Farklt miktarlarda (2 pl, 4 pl, 6 ul, 8 ul, 10 ul, 15 pl) elde edilen ugucu
yaglardan mikroplakalara ilave edilerek 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Mikroplakalardaki kuyular, % 0,1’lik kristal viyole ile boyanarak 15 dk
bekletilmis ve tekrar PBS ile yikanmistir. Son olarak, her bir kuyuya, %33’lik
glasiyal asetik asit ilave edilmistir. Mikroplakalar, mikroplaka okuyucusunda
(Optic Ivymen Sistem 2100-C) 600 nm’de okunarak biyofilm artislar1 yiizde

olarak asagidaki formiil ile belirlenmistir:

% =100 X (ODson — ODiik ) / ODiik

3.6 Taramal Elektron Mikroskobunda (SEM) Goriintiileme

SEM, polimerlerin yiizey morfolojisinin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemde hizlandirilmis elektronlar 6rnegin yiizeyine
carptirilarak o6rnekten yansiyan ikincil elektronlar (SE), algilayict (dedektdr)
yardimiyla {i¢ boyutlu goriintii elde edilmistir. Ugucu yaglarin bakterilerin
gelisimini ve biyofilm olusumunu inhibe ettigini dogrulamak i¢in SEM analizi
yapilmigtir. Altin ile kaplanan &rnekler, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’nde
(Izmir, Tiirkiye) QUANTA FEG 250 Taramali Elektron Mikroskop kullanilarak

incelenmistir.
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4. BULGULAR

41  Bitkilerden Elde Edilen Ucucu Yaglarin Bilesenlerinin GC-MS

Analizi ile Belirlenmesi

Bu calismada P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, J. excelsa subsp.
excelsa, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis var. communis, J. phoenicea
ve E. camaldulensis bitkilerinin ugucu yag bilesenlerini tayin etmek icin GC-MS
cihazi kullanilmistir. GC-MS analizi sonucunda, bu bitkilerden toplam 33 adet
bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler trisiklen + tujen, a-pinen, kamfen, sabinen, j3-
pinen, B-mirsen, 6-3-karen, d-limonen, B-fellandren, 1,8-sineol, y-terpinen, a-
terpineol, linalool, B-tujone, a-tujone, pinokarveol, kamfor, 4-terpineol, linalil
asetat, isopulegil asetat, bornil asetat, 2,4 thujadien, a-terpinil asetat, a-humulene,
a-karyofillen, a-amorfen, o-kurkumin, naftalen, d-kadinen, karyofillen oksit,
viridiflorol, a-sedrol, a-kadinol’diir. Bu bilesiklerin alikonma zamanlar1 ve

yiizdelik degerleri Tablo 3’te verilmistir.

P. brutia'dan elde edilen ugucu yagda ¢ok miktarda B-pinen (%51,7)
bileseni bulunur. Ayrica a-pinen (%24,7) bileseni de P. brutia ugucu yaginda
onemli bir yere sahiptir. P. nigra subsp. pallasiana’dan elde edilen ugucu yagda
a-pinen %?27,5 ile en fazla bulunan bilesenken bunu %?24,3 ile kamfen takip
etmektedir. Ayrica naftelen (%2,2) ve karyofillen oksit (%4,3) bilesenleri P. nigra
subsp. pallasiana'dan elde edilen ugucu yagda bulunurken kullanilan diger ugucu
yaglarda bu bilesenlere rastlanmamustir. J. oxycedrus subsp. oxycedrus’dan elde
edilen ugucu yaglarda %45,9 ile en fazla a-pinen bilesenine rastlanmistir. Bununla
beraber  p-fellandren (%10,2), pinokarveol (%2,3), a-curcumen (%5,8)
bilesenleri sadece J. oxycedrus subsp. oxycedrus'dan elde edilen ugucu yagda
goriilmistiir. J. communis var. communis ‘tan elde edilen ugucu yagda trisiklen +
tujen (%2,7), sabinen (%7,8), B-tujone (%2,2), a-tujone (%7,2), kamfor (%1,9),
2,4-thujadien (%11,6) bilesenlerine rastlanmisken bu bilesenlere ¢alismada
kullanilan diger ugucu yaglarda rastlanmamistir. J. communis var. communis

Ucucu yaginda %38,3 ile en ¢ok bulunan bilesen bornil asetat olarak tespit
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edilmistir. J. excelsa subsp. excelsa ucucu yaginda %57'lik oran ile en fazla
bulunan bilesen a-pinen‘dir. Bunu %216'lik oran ile a-sedrol takip etmektedir. J.
phoenicea ugucu yaginda en fazla a-pinen (%35,7) bileseni goriilmiistiir. Bununla
beraber linalool (%3), 4-terpineol (%2,8), linalil asetat (%?5), isopulegil asetat
(%4,8) ve o-kadinol (%4,9) bilesenleri sadece J. phoenicea'ya ait ucucu yagda
gorilirken ¢alismada kullanilan diger wucucu yaglarda bu bilesenler
goriilmemistir. E. camaldulensis'in u¢ucu yaginda %77,7 oraninda 1,8-sineol ve
%6 oraninda viridiflorol bilesenleri tespit edilmistir. Bu bilesenler sadece E.
camaldulensis ugucu yaginda bulunurken kullanilan diger ugucu yaglarda bu

bilesenler bulunmamaktadir.

Tablo 3: Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri ve alikonma

zamanlari
RT
(dk) | Bilesik P.brutia | P. nigra | E.camaldulensis | J.oxycedrus | J.communis | J.excelsa | J.phoenicea

trisiklen +

1 | 6,689 |tujen - - - - 2,742 - -

2 | 7,212 | a-pinen 24,760 | 27,586 6,764 45,920 1,374 57,054 35,740

3 | 7,555 | kamfen - 24,318 - - 1,653 1,598 1,553

4 | 8,090 | sabinen - - - - 7,829 - -

5 | 8,247 | B-pinen 51,732 - - 3,270 - 1,537 1,710

6 | 8,469 | B-mirsen 1,631 1,570 1,608 8,046 6,051 2,588 5,027

7 | 9,181 | 3-karen 1,614 - - - - - 11,231

8 | 9,689 | d-limonen 5,429 4,782 - - 7,134 2,585 5,557

9 | 9,743 | p-fellandren - - - 10,209 - - -

10| 9,898 | 1,8 sineol - - 77,781 - - - -

11| 10,475 | y-terpinen - - - - 1,621 - 1,353

12 | 11,385 | o-terpineol - 4,142 2,657 2,280 1,164 2,580 3,818

13| 11,772 | linalool - - - - - - 3,054

14 11,817 | B-tujone - - - - 2,217 - -

15 | 12,300 | o-tujone - - - - 7,216 - -

16 | 12,824 | pinokarveol - - - 2,380 - - -

17 | 12,977 | kamfor - - - - 1,949 - -

18 | 13,905 | 4-terpineol - - - - - - 2,880

19| 16,118 | linalil asetat - - - - - - 5,097
isopulegil

20 | 16,746 | asetat - - - - - - 4,888

21 | 16,984 | bornil asetat - - - - 38,320 1,615 2,774
2,4-

22 | 17,577 | thujadien - - - - 11,633 - -
a-terpinil

23| 18,713 | asetat - 8,311 - - - - 4,932
trans-B-

24 | 20,492 | karyofillen 11,442 11,383 - 6,683 - 9,705 -
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25 21,713 | a-humulene - 2,583 - 4,621

26 | 21,962 | a-amorfen - 4,526

27| 22,034 | a-curcumen - - - 5,861

28| 22,611 | naftalen - 2,247

29 | 22,944 | 5-kadinen - 1,828 - - 1,300 - 2,804
karyofillen

30 | 23,821 | oksit - 4,305

31 | 23,830 | viridiflorol - - 6,083

32| 24,145 | o-sedrol - - - - - 16,153 2,615

33| 24,616 | a-kadinol - - - - - - 4,966

4.2  Anti-Biyofilm Olusumuna Cesitli Bitkilerden Elde Edilen
Ucucu Yaglarin Etkisi

Cesitli bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin bazi patojen bakteriler
tizerinde anti-biyofilm etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada biyofilm olusturdugu
bilinen Y. enterocolitica RSKK 1501, S. aureus ATCC 33862, E. coli ATCC
25922, E. faecalis ATCC 19433, S. sciuri M16 (klinik izolat) ve E. faecium M20
(klinik izolat) suslar1 kullanilmistir. Bakterilerin gelisim ortamina farkl
konsantrasyonlarda (2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 10 mg/mL, 15
mg/mL) P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, J. excelsa subsp. excelsa, J.
phoenicea, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis var. communis ve E.
camaldulensis den elde edilen ugucu yaglar ilave edilmistir. Sonuglar Tablo 4-10

arasinda verilmistir.

J. communis var. communis’den elde edilen ucucu yag, S. sciuri M16
susuna kars1 herhangi bir etki gostermezken, Y. enterecolitica’ya karsi en giiclii
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Ugucu yagin tiim konsantrasyonlar: 48.
saatte Y. enterocolitica nin biyofilm olusumunu engellemistir. E. faecium M20
susu 24. saatte 2 mg/mL ugucu yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm
yiizdesine ulasmigken (%14,53), E. faecalis susu 24. saatte 4 mg/mL ugucu yag
konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir (%17,64). J.
communis var. communis ugucu yagi 24. saatte 10 mg/mL (%27,99) ve 48. saatte
8 mg/mL (%19,77) E. coli susunun biyofilm olusumunu engellemistir. S. aureus
susunda 24. saatte 10 mg/mL (%210,58) ve 48. saatte 2 mg/mL (%23,66) ugucu

yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulagsmistir. Sonuglara gore
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J. communis var. communis ugucu yagmin, Y. enterocolitica bakterisi lizerine

secici bir etki gosterdigi soylenebilir (Tablo 4).

Tablo 4: J. communis var. communis ugucu yagmin anti-biyofilm etkisi (%

cinsinden)
J. communis var. communis
(mg/L) S. sciuri (M16) | E. faecium (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
2 14,53 3,53 | 11,78 - - 23,66 | 33,22 | 100,00
4 - - 14,16 | 17,64 7,21 6,53 - 100,00
6 6,95 16,37 | 19,35 - 4,33 45,48 | 100,00
8 - 9,24 | 19,77 - - 41,11 81,81
10 - 9,84 27,99 116,36 | 17,18 - - 6,24 | 59,23 | 98,88
15 6,12 7,89 - 1883 13,09 | 21,00 | 10,58 | 18,66 | 15,14 | 100,00

J. excelsa subsp. excelsa’dan elde edilen ugucu yagina karsi en direngli
bakteri tiirleri S. sciuri M16 ve S. aureus olmustur. Buna ilaveten, E. faecium M20
ve E. faecalis bakteri tiirlerinin 24. saatinde anlamli anti-biyofilm etkisi
gozlenmemektedir. Ugucu yag konsantrasyonu 10 mg/mL oldugunda E. faecium
M20'ye kars1 48. saatte maksimum anti-biyofilm etki elde edilirken (%46,39), E.
faecalis susu 48. saatte 15 mg/mL ugucu yag konsantrasyonunda inhibe olmustur
(%27,47). 10 mg/ml J. excelsa subsp. excelsa ugucu yagi E. coli susunun biyofilm
olusumunu 24. saatte %57,27 oraninda engellerken, Y. enterocolitica susunda bu
orana 8 mg/mL konsantrasyonunda ulasilmistir (%57,21). Y. enterocolitica’nin
biyofilm olusumu tiim konsantrasyonlarda 48. saatte tamamiyle inhibe oldugu

goriilmistiir (Tablo 5).

Tablo 5: J. excelsa subsp. excelsa ugucu yagmin anti-biyofilm etkisi (%

cinsinden)
J. excelsa subsp. excelsa
(mg/L) S. sciuri (M16) | E. faecium (M20) E. coli E. faecalis S.aureus | Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat

24 48 24 48 24 48 24 48 24 |48 24 48
2 - 1,58 41,94 100,00
4 33,22 15,78 - 100,00
6 - 41,99 - 5,87 68,03 51,18
8 17,35 - 2,55 - 10,60 57,21 100,00
10 46,39 57,27 | 8,05 | 27,86 | 22,19 40,38 44,34
15 13,07 - 7,65 - 27,47 30,00 100,00
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J. oxycedrus subsp. oxycedrus’dan elde edilen ugucu yagin S. sciuri M16
tirtinde 24 ve 48. saatlerinde, ayrica E. faecium M20, E. coli suslarinin 48.
saatinde ve E. faecalis, S. aureus suslarinin 24. saatinde anlamli anti-biyofilm
etkisi gozlenmemektedir. E. faecium M20 susu 24. saatte 10 mg/mL ugucu yag
konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmisken (%73,16), E.
faecalis susu 48. saatte 2-6 mg/mL ugucu yag konsantrasyon araliginda %2100

inhibe oldugu tespit edilmistir.

J. oxycedrus subsp. oxycedrus 24. saatte 8 mg/mL (%61,16) ugucu yagi
E. coli susunun biyofilm olusumunu engellemistir. S. aureus susunda 48. saatte 6
mg/mL (%100) ugucu yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine
ulasmustir. Y. enterocolitica ise 24. saatte %58,49 oraninda inhibe olurken 48.
saatte yagin anti-biyofilm etkisi %100’e ¢ikmustir. Sonuglara gore J. oxycedrus
subsp. oxycedrus ugucu yagi da, Y. enterocolitica bakterisinde maksimum anti-

biyofilm etkiye sahiptir (Tablo 6).

Tablo 6: J. oxycedrus subsp. oxycedrus ugucu yagmin anti-biyofilm etkisi (%

cinsinden)
J. oxycedrus subsp. oxycedrus
(mg/L) S. sciuri (M16) | E. faecium (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat

24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
2 16,41 - - - - 100,00 - 96,28 - 100,00
4 - - - - 100,00 - 100,00 - 92,10
6 50,13 10,06 8,86 | 7,07 - 100,00 - 100,00 | 58,49 | 100,00
8 - - 61,16 - - 6,51 - 12,77 -
10 - - 73,16 - - - - 6,28 - 4,68
15 - - -

Elde edilen sonuglara gore, J. phoenicea’dan elde edilen ugucu yag S.
sciuri (M16 klinik izolat1) bakteri tiirlinde 24. saatte 15 mg/mL (%9,21) ve 48.
saatte 2 mg/mL (%28,11) tek konsantrasyonlarinda anti-biyofilm etkisi
gostermistir. Ayrica E. faecium M20 (klinik izolat) 24. (%47,31) ve 48. saatinde
(%5,87) 15 mg/mL konsantrasyonunda etkilidir. Ayn1 sekilde E. faecalis bakteri
tiriiniin 24 (%46,75) ve 48. saatinde (%36,75) 15 mg/mL konsantrasyonunda

anti-biyofilm etkisi gézlenmektedir.
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J. phoenicea 24. saatte 15 mg/mL (%2100), 48. saatte 8 mg/mL (%100)
ucucu yag1 E. coli susunun biyofilm olusumunu engellemistir. S. aureus susunda
24 (%41,63) ve 48. saatte (%45,14) 15 mg/mL ugucu yag konsantrasyonunda en
iyl anti-biyofilm yiizdesine ulagsmistir. Y. enterocoliticaise 24. saatte 10 mg/mL
(%100) ve 48. saatte 8 mg/mL (%100) ucucu yag konsantrasyonunda en iyi anti-
biyofilm yiizdesine ulasmistir. Sonuglara gére Juniperus phoenicea ugucu yagi, Y.
enterocolitica bakterisinde maksimum anti-biyofilm yilizdesine ulagmistir (Tablo
7).

Tablo 7: Juniperus phoenicea ugucu yaginin anti-biyofilm etkisi (% cinsinden)

Juniperus phoenicea
(mg/L) S. sciuri (M16) | E. faecium (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
2 28,11 | 41,96 - 21,69 | 86,11 - - - - 68,66 | 6,72
4 - - 50,17 | 32,00 | 1,46 - - - 100,00 -
6 64,36 | 31,50 - - - - 82,50 -
8 81,99 | 100,00 - - 10,63 | 59,21 | 100,00
10 - - - - 99,83 | 100,00 | 30,60 - 5,21 | 18,13 | 100,00 | 40,72
100,0
15 9,21 - 47,31 5,87 0 90,56 | 46,75 | 39,75 | 41,63 | 45,14 | 100,00 | 79,56

Elde edilen sonuglara gére, E. camaldulensis’den elde edilen ugucu yag
S. sciuri (M16 klinik izolat1), Staphylococcus aureus, Y. enterocolitica ve E.
faecalis bakteri tiirlerinin 48. saatinde anlamli anti-biyofilm etkisi
gozlenmemektedir. S. sciuri (%19,86) susunun 2 mg/mL konsantrasyonunda, S.
aureus (%100), Y. enterocolitica (%100) ve E. faecium (%100) bakteri tiirlerinin
15 mg/mL konsantrasyonunda 24. saatte en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir.
E. camaldulensis ugucu yagi E. faecium (M20 klinik izolat1) susunun 24. saatte 2
mg/mL (%2100), 48. saatte 8 mg/mL (%22,70) biyofilm olusumunu engellemistir.
E. coli susunda 24. saatte 15 mg/mL (%100) ve 48. saatte 8 mg/mL (%100) ugucu
yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulagmistir. Sonuglara gore
E. camaldulensis ugucu yagi, Y. enterocolitica bakterisinde 24. saatte maksimum

anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir (Tablo 8).
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Tablo 8: E. camaldulensis u¢ucu yaginin anti-biyofilm etkisi (% cinsinden)

E. camaldulensis
E. faecium
(mg/L) |_S. sciuri (M16) (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
2 19,86 - 100,00 6,18 |100,00| 73,07 34,94 - 100,00 - 100,00
4 71,90 2,13 100,00 | 48,44 57,44 - 80,24 - 100,00
6 - - 22,06 - 100,00 | 41,56 | 45,88 - 58,21 - 100,00
8 51,08 | 22,70 |100,00| 100,00 | 69,88 - 71,59 - 100,00
10 - - 97,45 - 100,00 | 71,04 | 85,00 - 100,00 - 100,00
15 0,35 - 88,78 0,34 [100,00| 7892 |100,00| 2,82 | 100,00 - 100,00

Elde edilen sonuglara gore, P. brutia’dan elde edilen ugucu yag S. sciuri
(M16 Klinik izolat1) bakteri tiiriinde 24 (%8,93) ve 48. saatlerinde (%12,65)
sadece 2 mg/mL konsantrasyonunda anti-biyofilm etkisi géstermistir. E. faecium
M20 (klinik izolat) 24. saatinde (%47,94) 4 mg/mL konsantrasyonunda 48.
saatinde (%25) 8 mg/mL konsantrasyonunda anti-biyofilm etkisi gozlenmektedir.
E. faecalis bakteri tiirlerinin 24 (%12,22) 48. saatinde (%12,02) 8 mg/mL ugucu
yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulagmistir. Pinus brutia
ugucu yagi 24. saatte 8 mg/mL (%100), 48. saatte 6 mg/mL (%39,86) E. coli
susunun biyofilm olusumunu engellemistir. S. aureus susunda 24. saatte 8 mg/mL
(%100) ve 48. saatte 6 mg/mL (%100) ugucu yag konsantrasyonunda en iyi anti-
biyofilm yiizdesine ulagmistir. Y. enterocolitica ise 24. saatte 8 mg/mL (%100) ve
48. saatte 6 mg/mL (%100) ugucu yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm
yiizdesine ulagmistir. Sonuglara gore P. brutia ugucu yagi, Y. enterocolitica
bakterisinde maksimum anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir (Tablo 9).

Tablo 9: P. brutia ugucu yaginin anti-biyofilm etkisi (% cinsinden)

Pinus brutia
E. faecium
(mg/L) |_S. sciuri (M16) (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
2 8,93 | 12,65 - - 100,00 | 22,35 | 23,00 - 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
4 - - 47,94 - 100,00 | 20,74 - - 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
6 8,43 0,50 |100,00| 39,86 - - 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
8 - 25,00 | 100,00 - 12,22 | 12,02 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
10 - - - - 100,00 | 31,34 - - 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
15 - - - - 100,00 | 34,27 - - 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Elde edilen sonuglara goére P. nigra subsp. pallasiana’dan elde edilen

ucucu yagin S. sciuri (M16 klinik izolat1) bakteri tiirlinde 24. saatte 10 mg/mL
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konsantrasyonunda (%100) ve 48. saatte 2 mg/mL konsantrasyonunda (%5,59)
anti-biyofilm etkisi gézlenmektedir. E. faecium M20 (klinik izolat) susu 24. saatte
(%100) 8 mg/mL ugucu yag konsantrasyonunda 48. saatte (%49,65) 2 mg/mL
konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmisken, E. faecalis susu 24.
saatte (%80,56) 10 mg/mL ugucu yag konsantrasyonunda 48. saatte (%75,05) 2

mg/mL konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulagsmstir.

P. nigra subsp. pallasiana’da 24. saatte 4 mg/mL (%100), 48. saatte 15
mg/mL (%88,11) ucucu yagin E. coli susunun biyofilm olusumunu engellemistir.
S. aureus susunda 24. saatte (%95,42) ve 48. saatte (%65,05) 15 mg/mL ugucu
yag konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir. Y. enterocolitica
ise 24. saatte 15 mg/mL (%2100) ve 48. saatte 4 mg/mL (%100) ugucu yag
konsantrasyonunda en iyi anti-biyofilm yiizdesine ulasmistir. Sonuglara gére P.
nigra ugucu yagi, S. sciuri (M16 klinik izolat) bakterisinde maksimum anti-

biyofilm yiizdesine ulagmistir (Tablo 10).

Tablo 10: P. nigra subsp. pallasiana ugucu yagmin anti-biyofilm etkisi (%

cinsinden)
P. nigra subsp. pallasiana
E. faecium
(mg/L) |_S. sciuri (M16) (M20) E. coli E. faecalis S. aureus Y. enterocolitica
Saat Saat Saat Saat Saat Saat

24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

2 - 5,59 - 49,65 | 100,00 | 61,70 - 75,05 - 31,73 | 100,00 -
4 7,27 - - - 100,00 | 56,70 - - - 100,00 | 43,39

6 100,00 - 13,94 | 8,65 | 100,00 | 17,81 - - 16,88 | 35,30 | 100,00 -
8 100,00 - 100,00 | 20,53 | 100,00 - 3746 | 2,69 | 59,24 | 8,12 | 100,00 | 22,82
10 100,00 - 83,56 | 21,00 | 100,00 | 52,41 | 80,56 | 15,71 | 66,18 | 12,92 | 100,00 | 41,52
15 100,00 - 100,00 | 48,82 | 100,00 | 88,11 | 76,69 | 9,58 | 9542 | 65,05 | 100,00 | 34,33

4.3  Taramah (Scanning) Elektron Mikroskop ile Goriintiileme
(SEM)

SEM, wugucu yaglarin Ornekler {zerine gosterdigi morfolojik
degisiklikleri belirlemek icin kullanilan ydntemlerden biridir. Bu yontemde
hizlandirilmis elektronlar 6rnegin ylizeyine carptirilarak 6rnekten yansiyan ikincil
elektronlar (SE), algilayic1 (dedektor) yardimiyla alinarak {i¢ boyutlu goriintii elde

edilmistir. Dolayisiyla bakterilerin  biyofilm olusumunun engellendigini
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dogrulamak ve orneklerdeki biyofilm ya da bakteri gelisiminin inhibe oldugunu
gosteren ylizey morfolojisi hakkinda bilgi edinmek i¢in SEM analizi yapilmistir.
SEM mikrograflari, ugucu yaglarin anti-biyofilm etkilerini dogrular niteliktedir.
Sekil 1'de E. faecium susunun ugucu yag igermeyen ortamda gelistirilerek kontrol
grubu olarak elde edilen biyofilm goriinimii verilmistir. Bakterilerin topluluklar
halinde ve yogun oldugu goriilirken, ayni bakterinin ugucu yag iceren
ortamlardaki SEM goriinlimiine gore, hiicre gelisiminin yok denecek kadar az

oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 1-8).

SpotMagn  Det WD f———"—— 5um u’e'.
30 5000x SE 54 I‘r'I'EMAp " -

Sekil 1: Enterococcus faecium 'un olusturdugu biyofilm matriksinin ve hiicrelerin
SEM goriiniimii (kontrol)

SpotMagn Det ‘WD ———H 10um & AccV SpotMagn Det WD |———+ 2um

0 2000x_-SE 55 J"(TEMA.M:' o 200KV 3.0 10000x SE 55 IYTEMAM

Sekil 2: J. communis var. communis’den elde edilen yagin E. faecium iizerinde
anti-biyofilm etkisinin SEM analizi ile gérintiilenmesi
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3 - -
AccM SpotMagn  Det WD p———— 10um AccV "SpotMagn Det WD |——+ 2um
200KV 30 2000x SE 52 IYTEMAM 2.00kv 3.0 10000)?,3E 52 IEEMAM

Sekil 3: J. Excelsa subsp. excelsa’dan elde edilen yagin E. faecium {izerinde anti-
biyofilm etkisinin SEM analizi ile gorlintiilenmesi

Acc.V SpotMagn ‘Det WD p————— 10pm » AceV SpotMagn Det WD |——— 10um
200KV 30 2000x SE 53 NTEMAM z 200KV 30 2000x SE 52 IYTEMAM

Sekil 4: J. oxycedrus subsp. oxycedrus’dan elde edilen yagin E. faecium {izerinde
anti-biyofilm etkisinin SEM analizi ile goriintiilenmesi

AccV SpotMagn  Det WD e ,  AccY SpotMagn Det WD }——+—— 5m
200KV 30 2000x SE 52 IYTEMAMT e . 200KkVB0 5000x SE 52 IYTEMAM

Sekil 5: J. phoenicea’dan elde edilen yagin E. faecium iizerinde anti-biyofilm
etkisinin SEM analizi ile goriintiilenmesi
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-~ -~ -~

AccV SpotMagn Det WD b———+— 5 " AccV SpotMagn Dgt.\TVD ———1 10um =
200KV 30 5000x SE 54 IYTEMAM . " 200kV 30 2000x. SE 254 YTEMAR * =

Sekil 6: E. camaldulensis'dan elde edilen yagin E. faecium iizerinde anti-biyofilm
etkisinin SEM analizi ile goriintiilenmesi

! SpotMagn  Det WD }=—w— Zﬁm AccV SpotMagn Det WD |——— | 10um
200 kv 3.0 %DU‘MA SE 55 ¢I¥TEMAM 200KkV 30 _.2000x * SE 55 IYTEMAM

Sekil 7: Pinus brutia'dan elde edilen yagin E. faecium {izerinde anti-biyofilm
etkisinin SEM analizi ile goriintiilenmesi

AccV SpotMagn  Det WD p———— 10m 2 Am:.\/.‘nlMagn Det WD }——————— 5;m
200kv 30 2000x SE 55 IYTEMAM 200kv 30 5000x SE 55 IYTEMAM

Sekil 8: P. nigra subsp. pallasiana’dan elde edilen yagin E. faecium iizerinde
anti-biyofilm etkisinin SEM analizi ile goriintiillenmesi
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, P. nigra subsp. pallasiana P. brutia, J. excelsa subsp.
excelsa, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis var. communis, J. phoenicea
ve E. camaldulensis bitkilerinin ugucu yag bilesenleri GC-MS cihazi ile tayin
edilmistir. Analiz sonucuna goére 7 adet bitki drneginden toplam 33 adet terpen
tirevli bilesen belirlenmistir. Analiz edilen bitki bilesenlerine ait kiitle spektrum
verilerinin cihazda mevcut olan NIST ve Willey kiitiiphanelerinde bulunan
bilesiklere ait kiitle spektrum verileri ile karsilagtirma yapilarak gerceklesmistir.
Ayrica bu veriler literatiir verileri ile de karsilastirilarak sonuclar desteklenmistir.
Alikonma indeksleri (Ce-C30) karbon sayili standart hidrokarbon alikonma

zamanlar1 referans alinarak hesaplanmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda P. nigra subsp. pallasiana, J. excelsa subsp.
excelsa, J. oxycedrus subsp. oxycedrus ve J. phoenicea nin ana bilesigi a-pinen,
P. brutia'min B-pinen, E. camaldulensis’in 1,8-sineol, J. communis var.
communis’in bornil asetat oldugu belirlenmistir. Her bitkiden elde edilen ugucu
yaglar tek tek incelenmis ve igerigindeki hangi bilesenlerin anti-biyofilm
aktivitesi oldugu belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu kapsamda P. brutia’dan elde
edilen bes terpen bilesigi, P. nigra subsp. pallasiana’dan elde edilen oniki terpen
bilesigi, E. camaldulensis’den elde edilen bes terpen bilesigi, J. oxycedrus subsp.
oxycedrus’dan elde edilen on terpen bilesigi, J. communis var. communis’dan elde
edilen ondort terpen bilesigi, J. excelsa subsp. excelsa’dan elde edilen dokuz
terpen bilesigi, J. phoenicea’dan elde edilen 17 terpen bilesigi, tezin 6nemini
anlatmak ve yorumlama getirebilmek i¢in kisa kisa teorik bilgilerle ele alinarak

asagida verilmistir.

Pinenler bisiklik monoterpenlerin kimyasal bilesigidir. Dogal olarak
pinenlerin iki yapisal izomeri vardir (a-pinen ve B-pinen). Her iki formda 6nemli
miktarda regine icerir (Mann ve dig. 1994). Bu iki izomer birgok bitki-bocek
iligkisinde onemli rollere sahiptir (Cristaldo ve dig. 2015; Szmigielski ve dig.
2011). a-Pinen ve P-pinen ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Yapilan

calismalarda a-pinen ve B-pinenlerin anti-mikrobiyal ve bakterisidal aktiviteleri
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gosterilmistir ayrica anti-fungal aktiviteye de sahip oldugu bulunmustur (da Silva
ve dig. 2012). Fosfolipaz ve esteraz aktiviteleri vardir ve sigan makrofajlarina
karsi sitotoksik etki gostermektedir (Couladis ve dig. 2003; da Silva ve dig. 2012).
Yaptigimiz ¢alisma sonucunda a-pinen tiim tiirlerde bulunurken; B-pinen P.
brutia, J. excelsa subsp. excelsa, J. oxycedrus subsp. oxycedrus ve J. phoenicea
tirlerinde bulunmustur. a-Pinen en ¢ok J. excelsa subsp. excelsa ‘da tiiriinde, f-
pinen en ¢ok P. brutia tiirlinde bulunmaktadir. B-Pinenler ve linalool antidepresan

aktiviteye sahiptir (Guzman-Gutiérrez ve dig. 2015).

Terpenler, terpeniodler olarak siniflandirilan izomerik hidrokarbonlarin
bir grubudur. Her ikisinin de ayni molekiil formiilii ve karbon gergevesi vardir,
ancak karbon-karbon ¢ift baglarmin konumlari farklidir. a-Terpinen, Origanum
yaglarindan ve diger dogal kaynaklardan izole edilmistir. y-Terpinen gesitli bitki
tirlerinde siklikla bulunmaktadir. a-Terpinen ve y-terpinenlerin antimikrobiyal
aktiviteleri yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Giweli ve dig. 2012; Jagannath ve
dig. 2012; Carson ve Riley 1995). Bizim g¢alismamizda J. communis var.

communis ve J. phoenicea’nin y-terpinen icerdigi goriilmiistir.

Terpinol bir monoterpen alkol olup, ¢cam yag: gibi gesitli kaynaklardan
izole edilmistir. a, 3, y-terpineol ve terpinen-4-ol olmak iizere dort izomeri vardir.
B- ve y- terpineol sadece cift bagin yeri ile farklilik gosterir. Terpineol genellikle
bu izomerlerin bir karisimidir ve ana bilesen olarak o-terpineol kullanilir. o-
Terpineol ve terpinen-4-ol 6zellikle gram (-) patojen bakterilerde bakterisidal
aktiviteye sahiptir (Kotana ve dig. 2007; Oyedemi ve dig. 2008; Carson ve Riley
1995). P. nigra subsp. pallasiana, J. excelsa subsp. excelsa, J. oxycedrus subsp.
oxycedrus, J. communis var. communis, J. phoenicea ve E. camaldulensis o-

terpineol icerirken, J. phoenicea’nin terpinen-4-ol igerdigi goriilmektedir.

Linalool, pek cok ¢icek ve baharat bitkisinde bulunan hos kokulu, birgok
ticari uygulamaya sahip dogal olarak bulunan terpendir. Cogunlukla Lamiaceae,
Lauraceae ve Rutaceae familyasina ait 200'den fazla bitki tiiriinde linalool
bulunmaktadir. Linalool, ticari olarak kokusundan dolay1 parfiimlerde ve sabun,
deterjan, sampuan, losyonlar igeren hijyen iiriinlerinin %60-80'inde temizleme

maddesi olarak kullanilir. a-Terpineol ve linalool periodontopatik ve karyojenik
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bakterilere kars1 anti-bakteriyel aktiviteye sahiptir (Park ve dig. 2012). Yaptigimiz

calismada J. phoenicea a-terpineol ve linalool bilesimine sahiptir.

Tujen, monoterpen olarak smiflandirilmis bir organik bilesiktir. Cesitli
bitkilerin ugucu yaglarinda bulunur. Tujen terimi genellikle a-tujen isaret eder.
Daha az bilinen bir kimyasal baga sahip -tujen’de bulunmaktadir. Bir baska ¢ift
bag izomer sabinen olarak bilinir. o-Tujen ve sabinen antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteye sahiptir (Kelen ve Tepe 2008; Glisic ve dig. 2007).
Yaptigimiz ¢aligmada, J. communis var. communis a-tujen ve sabinen igerdigi

gorilmistir.

Kamfen bisiklik monoterpendir. Suda neredeyse ¢6ziinmez, ancak
organik coziicliler i¢inde c¢ok ¢oziiniir. Oda sicakliginda kolaylikla ucucu hale
gelir ve keskin kokusu vardir. Endistriyel olarak o-pinen'in  katalitik
izomerlesmesiyle tiretilir. Kamfen, kokularin hazirlanmasinda ve tatlandirici katki
maddesi olarak kullanilir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda kamfenin antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Alma ve dig. 2004; Polatogu ve dig. 2010).
Calismamizda P. nigra subsp. pallasiana, J. excelsa subsp. excelsa, J. communis

var. communis ve J. phoenicea tiirlerinin kamfen bilesigi igerdigi goriilmistiir.

B-Mirsen, olefinik bir hidrokarbondur. Defne, kekik, maydanoz ve
serbetciotu gibi ¢esitli bitkilerin ugucu yaginin bir bilesenidir. Calisilan tiim

bitkiler, B-mirsen bilesigini i¢erdigi goriilmustiir.

Limonen, siklik terpen olarak siniflandirilan renksiz bir hidrokarbondur.
Daha yaygin olarak bulunan d-izomerinin giiglii bir portakal kokusu vardir. Daha
az yaygin olan d-izomer nane yaglarinda bulunur ve ¢am fistig1 benzeri bir koku
icerir. Limonen, B-pinen ve B-mirsen birlikte antimikrobiyal aktivite gostermistir
(Sela ve dig. 2015). Caligilan tiim bitkilerin mirsen bilesigini igerdigi gorilmiistiir.
P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, J. excelsa subsp. excelsa, J. communis var.
communis ve J. phoenicea d-limonen bilesigini icerdigi goriilmiistiir. P. brutia, J.
excelsa subsp. excelsa ve J. phoenicea d-limonen, B-pinen ve -mirsen’nin ti¢iinii

birden ihtiva etmektedir.

Karen veya delta-3-karen, dogal olarak terebentin bileseni olarak

meydana gelen ve kaynaga bagl olarak %42 gibi yiiksek bir icerige sahip olan
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bisiklik bir monoterpendir. Karenin tathh ve keskin kokusu var. Karen
antimiktobiyal aktiviteye sahiptir (Glamoclija ve dig. 2011). Bizim ¢alismamizda

P. brutia ve J. phoenicea nin karen igerdigi goriilmiistiir.

Tujone, dogal olarak iki diastereomerik formu olan monoterpendir: a-
tujone ve B-tujone. Tujone, birka¢ ugucu yagimn bir bileseni olan GABA'ya bagh
olarak parfimeride de kullanilir. Tujone bilesiginin antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bilinmektedir (Miladinovi¢ ve Miladinovi¢ 2000). J. communis var.

communis a-tujone ve B-tujone ihtiva etmektedir.

Fellandren, molekiiler yapisi ve kimyasal 6zellikleri birbirine benzeyen
iki organik bilesigin adidir (a-fellandren ve B-fellandren). Her ikisi de suda
¢cOziinmez, ancak eter ile karisabilir. Antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Dai ve
dig. 2013). Bizim ¢alismamizda J. oxycedrus subsp. oxycedrus p-fellandren

icerdigi goriilmiistiir.

1,8-Sineol siklik bir eter ve bir monoterpenoiddir. Gargara ve balgam
soktiiriicti olarak kullanilmaktadir. Ayrica bocek kovucu ve bocek o6ldiiriicii olarak
ta kullanilmakta ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Li ve dig. 2014; Hendry ve
dig. 2009). Sadece bitkilerimizden E. camaldulensis ¢ok yiiksek miktarda 1,8-

sineol icermektedir.

Pinokarveol birbirine kaynasmis iKi halka igeren bisiklik monoterpendir.
Kamfor ise giiglii bir aromaya sahip mumlu, yanici, beyaz veya seffaf bir
bilesiktir. Kamfor, terebentin yagindan sentetik olarak iiretilebilir. Pinocarvenol
ve kamfor antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir
(Mothana ve dig. 2012). Bizim g¢alismamizda J. oxycedrus subsp. oxycedrus

pinokarveol igerirken, J. communis var. communis kamfor i¢erdigi gériilmiistiir.

Linalil asetat, bircok c¢icek ve baharat bitkisinde bulunmaktadir.
Bergamot ve lavanta yaglarinin temel bilesenlerinden biridir. Kimyasal olarak,
linalol asetat esteridir. Linalil asetat, anti-inflamatuvar etkiye sahiptir (Peana ve
dig. 2002). Antimikrobiyal ve antifungal etkileri de vardir (Stappen ve dig. 2015).

Tiirlerimizden sadece J. phoenicea nin linalil asetat igerdigi goriilmiistiir.
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Karyofillen veya trans-p-karyofillen, pek ¢ok esans yaginin, ozellikle
karanfil yagi, olarak bilinen dogal bisiklik terpendir. pB-Karyofillen’nin bocek
oldiirtici (Rodilla ve dig. 2008; Omolo ve dig. 2004), antimikrobiyal (Goren ve
dig. 2011; Cheng ve dig. 2004), lokal anestezik (Ghelardini ve dig. 2001), anti-
karsinojenik (Silva ve dig. 2007; Kubo ve dig. 1996) ve anti-inflamatuvar (Tung
ve dig. 2008; Chavan ve dig. 2010) aktiviteleri vardir. Ayrica a-humulen’in
antikanserojenik etkisi vardir (Legault ve Pichette 2007). Yaptigimiz ¢aligma
sonucunda, P. nigra subsp. pallasiana ve J. oxycedrus subsp. oxycedrus o-
humulen igerirken, P. nigra subsp. pallasiana’nin Kkaryofillen oksit igerdigi

gorilmistiir.

Kadinenler, ucucu yag iireten cok c¢esitli bitkilerde bulunan bir dizi
izomerik hidrokarbonun kimyasal adidir. Kimyasal olarak, kadinenler bisiklik
seskiterpenlerdir. "Kadinen" terimi, kadalen karbon iskeletine atifta bulunmak igin
kullanilmigtir. Kadinenlerin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gosterdigi,
ayrica antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari rapor edilmektedir
(Ornano ve dig. 2015; Vukovic ve dig. 2007). P. nigra subsp. pallasiana, J.
oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis var. communis ve J. phoenicea nin -

kadinen igerdigi goriilmiistiir.

Viridiflorol  bir seskiterpendir. Anti-inflamatuvar, antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Trevizan ve dig. 2016). Yaptigimiz c¢alisma

sonucu E. camaldulensis’in viridiflorol igerdigi tespit edilmistir.

Sedrol, bilhassa Cupressus (servi) ve Juniperus (ardig) cinsinde,
kozalakli agac¢larin (sedir yagi) ugucu yaginda bulunan bir seskiterpen alkoldiir.
Ayrica Origanum onites L. 'de de tespit edilmistir. Sedrol zehirli ve kanserojen
ozelliklere sahiptir. Antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahip degildir (Kiran
ve dig. 2010). Calismamiz sonucunda J. phoenicea ve J. excelsa subsp.

excelsa’nin sedrol igerdigi goriilmektedir.

a-Kadinol, seskiterpenoid alkol bilesigidir. Bu bilesik, pek ¢ok bitkinin
esans yaglar1 ve ekstraktlarinda bulunur. o-Kadinol'iin anti-mantar ve karaciger

koruyucu olarak rol aldigi ve ilaca direngli tiiberkiiloz igin olasi bir ¢are olarak
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onerildigi bildirilmistir (Ho ve dig. 2011; Tung ve dig. 2011). Calismamiz

sonucunda J. phoenicea’nin a-kadinol i¢erdigi tespit edilmistir.

Tezin ikinci asamasinda, elde edilen ug¢ucu yaglarin biyofilm olusumunu
engelleyerek anti-biyofilm aktiviteleri incelenmistir. Bakteriler biyofilm
olusumuna neden olarak infeksiyonlara yol agmaktadir (Otto 2008). Biyofilmin
tedavi ve immiin sisteme diren¢ olusturmasi nedeniyle kronik enfeksiyon
olusumunda O6nemli bir yeri vardir. Giinlimiizde antibiyotiklere artan direng
nedeniyle enfeksiyon tedavisi yetersizdir. Belkide oniimiizdeki yillarda antibiyotik
tedavileri gegersiz olacaktir. Bu ylizden bilim insanlar1 dogal yollarla tedavi
arayisina girmislerdir. Aromatik bitkiler ve bunlardan elde edilen ucucu yaglar,
yiizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir.
Biyofilm olusturdugu bilinen Y. enterocolitica, S. aureus, E. coli, E. faecalis, S.
sciuri M16 (Kklinik izolat) ve E. faecium M20 (klinik izolat) suslar1 kullanilarak
cesitli konsantrasyonlarda P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, J. excelsa subsp.
excelsa, J. foetidissima, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis var.
communis ve E. camaldulensis tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin anti-

biyofilm etkisi incelenmistir.

Yapilan ¢alismalarda P. nigra subsp. pallasiana 'nin S. aureus, E. coli, E.
faecalis tizerinde anti-biyofilm etkileri ¢alisilmistir. Maksimumum inhibitor
etkisini E. coli ve E. faecalis gosterirken, S. aureus daha az inhibitor etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Nasrollahzadeh-Sabet ve dig. 2013; Digrak ve dig. 1999).

P. brutia ve J. oxycedrus subsp. oxycedrus, Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida
tropicalis ve Penicillium italicum tiirlerinde antimikrobiyal aktiviteye sahiptir
(Digrak ve dig. 1999). P.brutia, Y. enterocolitica, S. aureus ve E. coli’de %100
inhibitor etkiye sahipken, S. sciuri M16 E. faecium M20 (klinik izolat), E.
faecalis’de daha az antimikrobiyal etkiye sahiptir. J. oxycedrus subsp. oxycedrus
S. sciuri M16’nin 24 ve 48. saatinde S. aureus ve E. faecium’un 24. saatinde

hi¢bir etki gostermezken, en yiiksek inhibisyonu Y. enterocolitica ’da gostermistir.
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J. communis’in Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde antimikrobiyal
aktivitesi ¢esitli calismalar ile gosterilmistir (Pepeljnjak ve dig. 2005; Marino ve
dig. 2010). S. sciuri M16 24 ve 48. saatinde E. faecium M20 ve E. faecium 1n 48.
saatinde anti-biyofilm etkisi gbzlenmezken ve yine en yiiksek anti-biyofilm etkisi

Y. enterocolitica’da gdzlenmistir.

J. excelsa ve J. phoenicea 'ninda Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde anti-
mikrobiyal aktivitesi gosterilmistir (Moein ve dig. 2010; Ennajar ve dig. 2009) J.
excelsa subsp. excelsa, S. sciuri M16 ve S. aureus’da antibakteriyel etki
gostermezken en yliksek anti-mikrobiyal aktivite Y. enterocolitica’da gostermistir.

J. phoenicea’da ise en yiiksek etki Y. enterocolitica’da E. coli’de gozlenmistir.

E. camaldulensis Klebsiella spp, Salmonella typhi, Y. enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus ve Bacillus subtilis iizerinde antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir (Ayepola ve Adeniyi 2008; Pandey ve Singh 2014). Bizim
yaptigimiz ¢alismada Y. enterocolitica ve E. coli’nin 24. saatinde en yiiksek

aktiviteye sahiptir.

Ayrica, SEM fotomikrograflar1 suslarin  biyofilm olusumlart ve
uygulanan yaglarin anti-biyofilm 6zelligine sahip oldugunu kanitlamistir.
Kantitatif tayin ile benzerlik gostermektedir. En iyi anti-biyofilm aktivitesi, P.
nigra subsp. pallasiana tiiriinde S. sciuri M16 susunda 24. saate gozlenmistir.
SEM analizinde hiicrelerin topluluklar halinde veya tek hiicreler seklinde oldugu
gorlilmiigtiir. Ayrica yine SEM analizi sonucunda P. nigra subsp. pallasiana
tirinde M16 susunun biyofilm olusumunun inhibe oldugu gdzlenmistir. Elde
edilen sonuclar, bu bitkilerin ugucu yaglarinin anti-biyofilm aktivitelerinin

oldugunu gostermektedir.

34



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada iilkemizde yayilis gosteren gesitli agag tiirlerinden elde
edilen ugucu yaglarin ¢esitli bakteri suslarinda anti-biyofilm aktivitesi
incelenmistir.  Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen wugucu yaglarin
antimikrobiyal aktiviteleri 6 bakteri lizerinde test edilmistir. Kullanilan bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin farkli bakteriler iizerinde antibakteriyel etkiye sahip
oldugu gozlenmistir. Bu yaglarin genel olarak hepsinin Y. enterocolitica iizerinde;
ayrica P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, E. camaldulensis, J. communis, J.
phoenicea’dan elde edilen yaglarin E. coli iizerinde; J. oxycedrus subsp.
oxycedrus, J. phoenicea, E. camaldulensis, P. nigra subsp. pallasiana’dan elde
edilen yaglarin E. faecium bakterisi iizerinde; P. nigra subsp. pallasiana, P.
brutia, E. camaldulensis, J. oxycedrus’dan elde edilen yaglarin S. aureus bakterisi
tizerinde; J. oxycedrus, J. phoenicea, P. nigra subsp. pallasiana ve E.
camaldulensis tiirlerinden elde edilen yaglarin E. faecalis bakterisi iizerinde
onemli oranda anti-biyofilm etkisi gozlenmistir. Elde edilen ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktiviteleri bu alti bakteri haricinde farkli mikroorganizmalar
tizerinde de incelenip, aktivite gosterip gostermedikleri sonraki caligmalarda
aragtirtlabilir. Ayrica bu yaglarin igeriginde bilesikler tek tek denenerek
antimikrobiyal aktivitenin hangisi bilesigin etkisi oldugu arastirilmalidir. Bu tez
calismasi ile yeni antibakteriyel aktivite gosteren maddelerin eldesi miimkiin
olmustur. Elde edilen verilerin ilag sektoriinde ve antibakteriyel tedavilerde
kullanilabilir hale gelmesi i¢in daha fazla verilerle desteklenmelidir. Bu c¢aligma
yapilacak diger ¢alismalar i¢in oncii olabilecek niteliktedir. Ayrica bugiin mevcut
kemoterapoétiklere hizla direng gelistiren ve tedavisi her gegen giin zorlasan bazi
enfeksiyon ve bakteriyel hastaliklarinin etmenlerinin de ileride kontrol altina
alinmasi bu ve benzeri ¢aligmalarin katkisiyla ile s6z konusu olabilir. Ugucu yag
ve bilesenlerinin farmakolojik 06zellikleri de incelenerek tip, kozmetik ve
endistriyel  alanlarda  kullanilabilme  imkanlarmin  yararli  olabilecegi

distiniilmektedir.
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