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OZET

BAZI CISTUS SPP'LERIN PATOJEN MIKROORGANIZMALAR
UZERINDEKI ANTIBIYOFILM ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Ulkemiz ii¢ farkli cografi bolgenin kesisme noktasinda yer alan jeopolitik konumu ile
cok sayida bitki gen kaynagina ev sahipligi yapmaktadir. Cok eski zamanlardan
giinimiize beslenme, kozmetik amacglarimin yaninda hastaliklar1 tedavi veya
hastaliklardan korunmak amaciyla tibbi ve aromatik bitkilerin kullanildigi yapilan
arkeoloji ¢aligmalar ile glin yiiziine ¢ikmistir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
antibiyotiklerden yararlanilmaktadir fakat antibiyotiklerin bilingsiz ve asir1 kullanimlari
mikroorganizmalarda antibiyotik direnci gelismesine sebep olmaktadir. Antibiyotik
direnci tiim diinyada 6nemli bir problem haline gelmistir, bilim insanlar siirekli yeni
alternatifler kesfetmek durumunda kalmistir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi direng
kazanmalarinda biyofilm olusturma yetenekleri enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini
daha zor hale getirmektedir. Ayrica sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi
sebebiyle yeni ilag hammaddesi aranmasi ve gelistirilmesi amaciyla tibbi ve aromatik
bitkilere olan ilgi giderek artmaktadir. Bu nedenle c¢ok sayida biyoaktif bileseni
yapisinda bulunduran tibbi ve aromatik bitkilerin antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkilerinin aragtirilmasi, alternatif antimikrobiyal maddelerin kesfedilmesi oldukca
onemli hale gelmistir. Bu ¢alismada, tibbi 6neme sahip bazi Cistus spp.’lerinin biyofilm
olusturan patojen bakterilerin {izerine antibiyofilm etkisi ilk kez arastirildi. Arastirma
sonucuna gore ¢alismaya dahil edilen Dbiyofilm olusturan patojen test
mikroorganizmalrina karsi Cistus Salviifolius, Cistus Creticus, Cistus Laurifolius
bitkilerinin su ekstrelerinin farkli konsantarasyonlarda, farkli miktarda antibiyofilm
etkisi gosterdigi goriildii. Bu nedenle, kullanilan bitkilerin tedavi amagli yeni ilaglarin
kesfi i¢cin potansiyel bir aday olabilecegi diisiintildii. Ayrica antimikrobiyal bilesiklerin
izole edilmesi ve aktivite mekanizmasinin belirlenebilmesi adina daha fazla arastirma

yapilmasinin gerekliligi gortildii.

Anahtar Kelimeler: Antibiyofilm, biyofilm, Cistus spp., patojen mikroorganizmalar



SUMMARY

EVALUATION OF ANTIBIOFILM ACTIVITY OF SOME CISTUS SPP. ON
PATHOGENIC MICROORGANISMS

Our country is home to many plant gene resources with its geopolitical location at the
intersection of three different geographical regions. Medicinal and aromatic plants have
been used for nutritional and cosmetic purposes from the beginning of our history, as
well as for traditional treatment against diseases. Antibiotics are used in the treatment of
infectious diseases, but unconscious and excessive use of antibiotics causes antibiotic
resistance in microorganisms. Antibiotic resistance has become an important problem
all over the world, scientists have constantly had to explore new alternatives. The ability
of bacteria to form biofilms in their resistance to antibiotics makes the treatment of
infectious diseases more difficult. In addition, due to the high side effects of synthetic
drugs, the interest in medicinal and aromatic plants is increasing in order to search and
develop new pharmaceutical raw materials. For this reason, it has become very
important to investigate the antimicrobial and antibiofilm effects of medicinal and
aromatic plants, which contain many bioactive components, and to discover alternative
antimicrobial substances. In this study, the antibiofilm effect of some medically
important Cistus spp. on biofilm-forming pathogenic bacteria was investigated for the
first time. According to the results of the research, it was observed that the water
extracts of Cistus salviifolius, Cistus creticus, and Cistus laurifolius plants, in different
concentrations, showed different amounts of antibiofilm effects against the biofilm-
forming test microorganisms included in the study. For this reason, it was thought that
the plants used could be a potential candidate for the discovery of new drugs for
therapeutic purposes. In addition, it has been seen that more research is required to

isolate antimicrobial compounds and to determine the mechanism of activity.

Keywords: Antibiofilm, biofilm, Cistus spp., pathogenic microorganisms



ONSOZ

Oncelikle iilkemizin ve diinyanmn pandemi déneminden gectigi bu giinlerde bu zor ve
mesakkatli tez yazma seriivenimi noktalamig olmanin verdigi gurur ve mutlulukla, bana
bu seriivende yardimlarini esirgemeyen her tokezlememde elimden tutan, sadece bu tez
seriivenimde degil hayatimin her aninda yanimda olarak beni diinyanin en mutlu adami
yapan yiiksek lisans egitimimin bana en biiylik hediyesi biricik esim Pelin GEZER
BILECEN’ e ve diinyaya gelmesiyle bizi tamamlayarak bize yeni bir amag veren biricik
kizim Doga Bilge BILECEN’ e ne kadar yetersiz kalacak olsa da tiim kalbimle tesekkiir

ediyorum.

Bu calisgmamda bana tecriibesi ve bilgi birikimiyle ile yol gosteren saygideger danigman
hocam Dr. Ogr. Uyesi Sevgi ULUKUTUK’ e, galismamda bana yon gosteren, destek ve
emeklerini benden esirgemeyen ¢ok kiymetli ikinci damismanim Prof. Dr. Feyza
ERDOGMUS ' a, yiiksek lisans egitimim boyunca bilgileriyle bana 151k tutan ve degerli
vakitlerini bana ayiran bdliimiimiin degerli hocalar1 Prof. Dr. Cevdet UGUZ, Prof. Dr.
Metin ERDOGAN, Prof. Dr. Mine AKBULUT, Dr. Osr. Uyesi Omer Faruk LENGER e
tesekkiirlerimi sunarim. Medikal Biyoloji ve Genetik yiiksek lisans Ogrencisi Pelin
GEZER BILECEN’ e ve Suhut Saglik Hizmetleri MYO Ogr. Grv. Ozlem ERDAL
ALTINTAS ‘a laboratuvar c¢aligmalarindaki yardimlarindan dolayr en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Tez ¢alismamda finansal destek ve katkis1 olan Afyon Kocatepe

Universitesi BAP Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.

Ayrica beni biiyiitiip bu yasima getiren maddi manevi desteklerini benden esirgemeyen
sevgili annem Nursel BILECEN ve degerli babam Ibrahim BILECEN’ e sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum. Genetik ve duygusal olarak en yakin akrabalarim olan
sevgili kardeslerim Saniye Nur BILECEN, Hale BILECEN ve Hakan BILECEN’ e tiim

kalbimle tesekkiir ederim.
Cihat BILECEN
Afyonkarahisar

2022



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI ..... HATA! YER ISARETI TANIMLANMAMIS.
BILIMSEL ETIK BILDIRIMI ........coooiiiiiiiiiee e I
L0 /. 7 USSR 1
SUMMARY et e e e st e e e s e bt e e e e e st e e e e e s aataeeeeanreeas 1
ONSOZ ...t iii
ICINDEKILER ..ottt v
SIMGELER VE KISALTMALAR ........cooiiitiinintniiisineie s essesssseesssseaes Vi
SEKILLER DIZINI.........ccoooiiiiiiiieec et Vil
TABLOLAR DIZANI ..ot Viii
RESIMLER DIZINT.......cooiiiiiiiiii s X
] 23 RO 1
1.1 Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanim AIQNIart ...........cccceevieiiiiiiiieiie e see e 1
1.2 Calisma kapsaminda kullanilan DitKiler............ccoiiiiiiiioiiiiiei e 3

1,20 CHSEACEA ...eveveeveteeee stttk b R bR Rt r e 3
1.3 Patojen mikroorganizmalar ve antibiyotiK dir€NCi........c.cccvevuviiiiiiiieiicceee e 8

1.3.1. Patojen MiKroorganiZMalar....... ..o 8

1.3.2 Bazi Patojen Mikroorganizmalar ve Genel OZelliKIEri ............ccceviveviieveiiiiesiceeseeese s 8

1.3.3 ANLIDIYOLIK DIFENCH ...viviiictiieicce ettt 12
1.4 Biyofilmin Yapis1 Ve OIUSUMU.........ccooiiiiiiiiiiiiie et 13

1.4.1 Mikroorganizmanin YUzeye TUIUNMASI .........coviiiiirieieiie it 14

L4 2 YAPISIMAL ..ottt h e bbbt st e st s b e e b oo h e e bt e R bt e R b e R e e eE £ e eE e e Re e Re b Re e eae e nre e b enee 15



1.4.3 KOIONIZASYON: ...ttt b b bbbt b et b e eh bbbt b bt n s 15

I @] o a1 =737/ 0} 1112 SR 16
I ] 011 1= T S PSPPSR 16
2. MATERYAL VE METOT ..ot 18
N IV - - 7 | S 18
2.1.1.Caligma Kapsaminda Kullamlan Bitki Orneklerinin Hazirlanmast.............ccovvecueriirevercesnenienennns 18
2.1.2. Caligmada Kullanilan Patojen Test Mikroorganizmalar ..........cccccoeoviieneenienennese e 18
2.1.3.Calismada kullanilan CINAZIAT ............ccoviiiiiiiiii i 19
2.1.4.Patojen Test Mikroorganizmalarinin Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi ........c.cceveenneene 19
2.1.5. Kongo Kirmizilt Agar Yontemi (Kalitatif YONtem).......ccoovvvvirininiiiciinese e 19
2.1.6. Mikrotitrasyon Plagi Yontemi (Kantitatif YONtem) ........cocovviviriiiniiieiinese e 20
2.1.7.Patojen Test Mikroorganizmalarimin Ekzopolisakkarit Uretimlerinin Incelenmesi....................... 20
2.1.8.Bitki Ekstrelerinin Antibiyofilm Etkisinin BElirlenmesi.......c.ccevviviiiieiieiie e 21
2.1.9 Biyofilm Olusumunun Ortadan Kaldirilmast ..........cccceviiiiiiiiiiiiceeeee e 22
3. BULGULAR .ttt n e 23
3.1. Patojen Test Mikroorganizmalarinin Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi ............ccccoeviiirieiieennnnne 23
3.2. Patojen Test Mikroorganizmalarinin EPS Uretiminin TeSPiti.........cccevrverrirerereererieeeiesceeeseaeseeenn, 25
3.3. Biyofilm Olusumunun InhibiSyOnt .........c.coeviuiueiieeiiicecieccie et 26
3.4. Biyofilm Olugumunun Ortadan Kaldirilmast .........c.ceeceriiiiiiiiiiieieeie e 33
4. TARTISMA . ..ottt e et e e s et e e e st e e e e s stae e e e anteeeeessneeeeans 40
5.S0NUC VE ONERILER ..........ccccooiviiiiiiieeeeeees ettt 42
B KAYNAKCA ...ttt b e e e e ne e 46
TEKLER cooooi e HATA! YER ISARETi TANIMLANMAMIS.
S.OZGECMIS ......................................... HATA! YER ISARETi TANIMLANMAMIS.



BCB
Cc-dH,0
CI-dH,0
Cs-dH,0
EPS
M.O.
MBEK
Mg

MIK

MI

NB

nm

SPP.
Vd

WHO

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bitkiler Cografyasi1 Bolgesi

Cistus creticus su ekstresi

Cistus laurifolius su ekstresi

Cistus salviifolius su ekstresi
Ekzopolisakkarit

Milattan Once

Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu
Miligram

Minimum Inhibasyon Konsantrasyonlari
Mililitre

Nutrient Broth

Nanometre

Donme hizi

Tiirleri

Ve digerleri

Diinya Saglik Orgiitii

Mikrolitre

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1  Biyofilm olusum basamaklar1

Sekil 3.1  Glikoz standart egrisi

Sekil 3.2  Cl-dH,0 Oxziitiiniin Biyolfilm inhibisyonu
Sekil 3.3  Cs-dH,0 Oziitiiniin Biyofilm Inhibisyonu
Sekil 3.4  Cc-dH,0O Orziitiiniin Biyofilm Inhibisyonu
Sekil 3.5  Pozitif kontroller tarafindan patojen test
mikroorganizmalarinin biyofilm inhibisyonu

Sekil 3.6  CI-dH,O Biyofilm Eradikasyonu

Sekil 3.7 Cs-dH,0 Biyofilm Eradikasyonu

Sekil 3.8 Pozitif Kontrol grubu Biyofilm Eradikasyonu

Sekil 3.9 CC-dH,0 Biyofilm Eradikasyonu

vii

15

26

31

31

32

32

37

38

38

39



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1 Calismamizda kullanilan cihazlar 19
Tablo 3.1 Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenekleri 24
Tablo 3.2 Patojen test mikroorganizmalarin EPS tiretimi 25

Tablo 3.3 Bitki ekstreleri patojen bakteriler tizerinde biyofilm olusumunu inhibe etme

absorbans degerleri ve % inhibisyon degerleri 27
Tablo 3.4 Pozitif kontrol biyofilm inhibe etkisi 30

Tablo 3.5 Bitki ekstreleri patojen bakteriler {izerinde biyofilm olusumunu yok etme

absorbans degerleri ve % inhibisyon degerleri 33
Tablo 5.1 Calismada elde edilen verilere gore en etikili oldugu diisiiniilen

sonuclar 42
Tablo 5.2 Calisma verilerine gore ekstrelerin ve farkli konsantrasyonlarin etkileri 43

Tablo 5.3 Calisma verilerine gore ekstrelerin tiim biyofilm tabakasi olusturan

patojenler tizerine etkileri 43

viii



RESIMLER DiZiNi

Resim 3.1 K. pneumoniae NRRLB 4420 kongo agar yontemi ile
Biyofilm olusumu

Resim 3.2 B. subtilis NRS 744go agar yontemi ile biyofilm olusumu

23

24



1.GIRIS
1.1 Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanim Alanlari

Tim canlilar doga da kendine ait bir diizende denge ic¢indedir. Bitkilerle insanligin
iligkisi insanligin var olusundan itibaren baglamistir ve doga da bulunan biitiin bitkiler
insanligin kullanimi i¢in uygundur (Gezgin, 2006). ik caglardan kalan ve giiniimiizde
kesifleri yapilan arkeolojik bulgulara gore insanlar, beslenmek ve hastaliklariyla bas
edebilmek icin ilk olarak bitkilerden yararlanmislardir (Kogyigit, 2005). Tibbi ve
aromatik bitkiler geleneksel halk hekimliginde binlerce yildir saglik hizmetlerinin
mithim temelleridir. Diinya {izerinde 250 000-500 000 oldugu diisiiniilen bitki tiirlerinin
ortalama 21 000 tlriiniin tibbi amach kullanim i¢in uygun oldugu bildirilmektedir
(Basaran, 2012). Niifusun biiyiik cogunlugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kayitlarina
hastaliklardan korunmak veya kurtulmak amaciyla “geleneksel tip”tan yarar saglamistir.
Diinya Saghk Orgiitii Bitkisel ilaglari; bitkisel karisimlari, oldugu gibi veya farkl
bitkilerin karisimlar1 halinde, etkili kisim olarak etiketlenmis triinler olarak
aciklamaktadir (Ersdz, 2010). M.O 5000 yillarindan giiniimiizde elde edilinilen
kayitlara gore bitkisel ilag olarak disiiniilebilecek ilk droglar Mezopotamya
uygarliginda rastlanmistir ve 250 adet kadar oldugu bildirilmistir (Demirezer, 2010).
Cografyamiz da iklim ve ekolojik kosullarda bolgeler arasi farkliliklar bulunmasi, iig
farkli Bitki Cografya Bolgesi bulundurmasi, farkli toprak tiplerine sahip olmasi, farkli
yiikseltilerde yer yiizii sekilleri bakimindan cesitli ekosistemlere sahip olmasi, yasanan
buzul doneminden daha az etkilenmis olmasindan kaynaklanmakta oldugu
bilinmektedir (Anonim, 2007). Bir¢ok uygarligin yasamis oldugu Anadolu’da, farkli
bir¢ok bitkinin varlig ile beslenen kiiltiirel zenginlik gliniimiize kadar ulagsmustir. Farkli
bitkilerin tedavi edici 6zellikleri deneyimlenerek fark edilmis ve daha sonra yeni
kusaklara aktarilan bilgi birikimleri yapilan etnobotanik ¢aligmalarla ortaya
konulmaktadir (Alpinar, 2010). Ulkemizde yapilan galismalarda Kayseri yakinlarinda
Kiiltepe’de bulunan M.O 1974-1719 yillarina ait Kil tabletlerde ad1 gegen ii¢ bitki dikkat
cekmistir, bu bitkiler kimyon, kisnis ve bir kekik tiiriidiir (Sabuncuo, 2011). M.O.
1700-1200 yillarindan Hititlere ait oldugu, 60 adet ¢ivi yazisinin bulundugu Bogazkdy
metinlerinde iyilestirme amaclh kullanildig1 diisiiniilen bazi bitkilerin ismi gegmektedir

bu bitkiler hashas, defne, Mekke pelesengi, Mersin agaci, seytantersi, kenevir,



koknar, safran, ardig, itiizimii, kekik, buhur agaci, fistik ¢ami tohumu, dis otu,
hardal, beyaz aksirikk otu, siitlegen, adamotu, giil, banotu, rezene, teke
boynuzu yoncasi,  sedefotu, ilgin  agaci,  sOgiit, meyankoki, — kamis, nane,
¢ordiikotu/origanum, egir otu, uzerlik, ¢oven, dereotu, kimyon, kisnis,
sedefotu, sinirliot olarak aktarilmistir (Ertem, 1987). Ad1 gecen bitkilerden ¢ogunlugu
giiniimiize kadar ila¢ olarak kullanilmaya devam edilmistir. Hastalik tedavileri diginda
bu bitkiler giiniimiizde farkli kullanim alanlar1 (fitoterapi, eczacilik, gida, baharat,
kozmetik, boya, ziraat) ile de 6ne ¢ikmaktadir. (Hakverdi ve Yigit, 2017). Bitkisel
ilaclarin islenmemis, islenmis ve herbal (sifali ot) iirlinleri olarak ii¢ ¢esidi mevcuttur.
Farkli bir ¢cok alanda kullanilan bu bitki tiirleri familyalarina, kullanilan organlarina,
iceriginde bulunan etken maddelerine, tiketimine, kullanimina ve
farmakolojik etkilerine gore gruplara ayrilabilmektedir (Giil, 2014). 1930-1940° I
yillarda sentetik ilaglarin tiretimindeki artisin yaninda 20. yy. basinda yasanan SOSYyo-
politik olaylar, teknolojik gelismeler de tibbi aromatik bitkilerin yetistirilmesi ve
kullaniminin azalmasmna yol a¢mistir. 70° li yillarin ortalarima dogru bitkisel ilag
kullanim oran1 % 5’ lerin altina inmistir. Sonraki siiregte ise yillar gectikge insanlarin
saglik alaninda bilgilerinin artmasi, sentetik tirlinlerin temelini olusturan kimyasallarin
olumsuz etkilerinin zamanla ortaya ¢ikmasi ve bu etkilerden korunmak istemeleri, dogal
ve organik iirlinlere olan merak ve buna bagl taleplerin artisi tibbi bitkilere olan ilgide
artisa sebep olmustur. Bu yeni gelismelerin etkisiyle gelismis tilkeler bitkilerle tedavi
konusunu giincel bir bakis agis1 ile tekrar ele almis ve ¢alismalara baslamistir. Bitkisel
tedavi uygulamalari, tim diinyayla beraber iilkemizde de, tedavisi zor veya tedavisi
bulunmayan hastaliklarin iyilestirilmesinde rolii oldugu diisiintilmiis ve bu konuda
caligmalar yapilmaya baslanmistir. Bazilar1 kendiliginden yetisip dogadan toplanabilen
tibbi ve aromatik bitkilerin bazi tiirlerinin tarimi da diger iilkeler de oldugu gibi
tilkemizde de yapilmaktadir. Ekonomik olarak iilkemizde aktarlarda bu bitkilerin
ortalama 200 tiiriiniin olusturdugu bir pazar bulunmaktadir. Ulkemizde kendiliginden
yetisip dogadan temin edilerek ihra¢ edilen 100 bitki tiiriiniin oldugu bilinmektedir.
Teknolojik yeni gelismeler ve alt yapilar ile tibbi aromatik bitkiler kiiltiire alinmaya
baslanmis, tiretimleri desteklenmis kullanima sunulmustur. Zaman ic¢inde gelisen bu
alan son yillarda kozmetik firmalarin triinlerinin bitki igerikli {iriinlere ¢evirmesi,

artan obezite sorununa, zamanla yas almaya bagli yasanan diger problemler dahil bir



cok konuda tibbi bitkilerden yararlanilmaya baglanmasiyla daha biiyiik bir pazar haline
gelmigtir.  Tibbi aromatik bitkilerin kullanim alanlar1 arttikca farkli alanlarda
kullanilanilirligi arastirilmaya baslanmis ve énemi de hizla artmaya devam etmektedir
(Bayram vd, 2010). Tadlandirma, temizlik maddeleri ve koku verme gibi farkli

alanlarda da kullanim1 hizla artmistir.

Geleneksel tip, sifali bitkilerin kullanimina dayali olarak gelismis, tibbi ve aromatik
bitkilerin farkli farmakolojik  ozellikleriyle gorevli sekonder metabolitlerin
arastirtlmasina doniismistiir (Ghorbanpour vd. 2017, Ganaie 2021, Fierascu vd. 2021,
Ben- Bakrim vd. 2022). Giiniimiizde yasanan teknolojik gelismelerin etkileriyle
bitkilerin dogru kullanim alanlarinin belirlenmesi, igeriginde bulunan etken maddelerin

ogrenilmesi ve ilag haline getirilmesi ihtiyac haline gelmistir (Sener, 2010).

Giliniimiizde uzayan insan omrii etkisi son yillarda bireylerde goriilme siklig1 artmis
olan basta kanser, diyabet, viral enfeksiyonlar olmak tizere kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif bozukluklar dahil pek ¢ok hastaliktan korunabilmek, tedavilerinde,
hastalik siiregleri ve hastalik sonrasi takip edilen siiregte bireylerin yasam kalitesini
yiikseltmek i¢in bitkisel iyilestirme yoOntemleri gilinlimiizde yiikselen bir ivme
kazanmistir (Baytop, 1999, Sekeroglu ve Gezici, 2020). Ozellikle iilkemiz ve Diinyay1
2020 yili basindan bugiine etkisi altina almig olan Corona viriis salgini siirecinde de
tibbi bitkiler ile viral enfeksiyonlarin tedavileri konusunda tibbi bitkilerle yapilan

caligmalar hiz kazanmustir.
1.2 Calisma kapsaminda kullanilan bitkiler
1.2.1 Cistacea

Ladengiller (Cistaceae) familyasi genellikle Akdeniz iklim kusaginda varlik gosteren
maki vejetasyonunda yetisen, yari ¢ali veya otsu bitkilerden olusan bir bitki ailesidir. Bu
familya Diinya genelinde dokuz cins ve yaklasik 200-250 kadar bitki tiirinden
olusmustur. En sik karsilasilan cinsler; Helianthemum, Halimium, Fumara, Tuberaria
ve Cistus cinsleridir (Ustun vd. 2016, Yesilada vd. 1999). Bu cinslerden 6nemlilerinden
olan Cistus (laden) cinsine ait bitki tiirlerinin kokenleri Giiney Avrupa ile Kuzey
Afrika’dir. Halk arasinda Kaya giilii olarak anilip, Akdeniz iklim kusagmin Kiremitli ve

tash acik alanlarinda karsilagilirlar. Her mevsim yesil ya da kismen yesil olarak



karisimiza ¢ikan laden tiirleri ¢ok yillik veya c¢alimsi formdadir. Diinya’ da yaklasik 50
farkli tiiri oldugu bilinen Cistus cinsinin boyu 30 ile 100 cm arasinda, yapiskan
yaprakli, beyaz, pembe ve koyu pembe renkli ¢icekleri olan, basit tiiylii ve yapiskan
yapraklara sahip olan bitkilerdir. (Politeo vd. 2018, Bown 2004, Yesilada ve Giirbiiz.
1999). Pamucak, Tavsancil, Karahan ve Karagan adlariyla bilinen ladenin iilkemizin
kiy1 bolgelerinde, farkli bes tiirii (Cistus creticus, Cistus parviflorus, Cistus salvifolius,

Cistus monspeliensis ve Cistus laurifolius ) kendiliginden yetismektedir.

Bitkinin faydalanilan kisimlar1 yapraklari, oleoresin ve ugucu yagidir. Oleoresin
maddesinin elde edildigi tiirler; Cistus albiflorus, Cistus creticus, Cistus ladanifer ve
Cistus maculatus’ dir. Kokusu ve kalicigi ile taninan parfiimlerin tiretiminde kullanilan
ve balinalardan elde edilen “ambergris” maddesinin bitkilerden saglanabilen tek
muadilidir. Bu maddenin eldesi bitkilerin yaprakli dallarinin suda kaynatilmasi ve dibe
cokelti olusturan oleorezinin toplanmasi ile saglanmaktadir. Ticari olarak Fransa ve

Ispanya’da iiretilen cistus ugucu yag1 da bu maddeden iiretilmektedir (Bown 2004).

Tiirkiye’de fumigant olarak kullanildig1 belirtilen bitkinin parfiimler disinda farkl gida
maddelerinde 6zellikle unlu mamuller, alkolsiiz i¢ecekler, dondurma ve sekerler de

aroma verici olarak kullanilirlar (Bown 2004).

Laden tiirleri {ilkemizde geleneksel tedavi yontemi olarak birgok farkli amacla
kullanildigi bilinmektedir, C. laurifolius tiiriiniin inflizyonu (%2) iilkemizin farkli
sehirlerinde seker hastaliginda kullanilmaktadir (Baytop 1999, Davis 1988 , TUBIVES
2020). Cistus cinsine ait farkl tiirlerin egzama, pisik, besin alerjilerinin sebep oldugu
deri dokiintiileri, agiz i¢i, mide-bagirsak, deri ve tirnak mantarlarinda antifungal
etkilerinin oldugu geg¢miste yapilan farkli caligmalar ve halk i¢inde kullanimlar ile
bilinmektedir. Ornegin; Artvin dolaylarinda laden yapraklar1 dahili olarak hemoroid
tedavisinde (Giirhan ve Ezer, 2004) C. laurifolius’un ¢igek ve tomurcuklarinin
dekoksiyonu Afyon cevresinde antililser olarak (Yesilada vd, 1999); Egirdir (Isparta)
cevresinde C. laurifolius antiromatizmal olarak, meyveleri ise antidiyabetik olarak
kullanilmaktadir (Giiveng vd, 2005). Cinsel giicii artirict ve cinsel isteksizligi giderici
etkilerinin yaninda sabun yapiminda da kullanilmaktadir. Yan etkilerini goz 6niinde

bulunduruldugunda uzun siireli ve kontrolsiiz kullanimlarda uykusuzluga sebep olmasi,



bas agrilarint tetikledigi bildirilmistir. Solunum yollar1 sikayetleri i¢in cay olarak

kullanildiginda sikayetlerin azaldig1 ve okstirtige iyi geldigi de bildirilmistir.

Farkli Cistus tiirleri ile yapilan ¢alismalar da farkli miktarlarda faydali fitokimyasal
maddeler barindirnrmas1 nedeniyle giiclii antioksidan, antibakteriyel, antifungal,
antiimflamatuar, antiviral, sitotoksik ve antikanser etkilere sahip oldugun goriilmiistiir
(Stepien vd, 2018). Ulkemizde kendiliginden yetisen C. Creticus bitkisinin yiiksek
fenolik ve flavonoid madde igermesi nedeniyle kuvvetli antibakteriyel, antioksidan ve
DNA koruyucu 6zelliklerinin bulundugu yapilan ¢aligmalarin sonuglarinda bildirilmistir

(Kilic vd, 2019).

Fenolik bilesim ve antimikrobiyal aktivitelerin arastirildigi bir calisma da Italya nin
Sardunya kentinde yetisen farkli C. creticus L. alt tiirleri ¢alisilmistir. Calismada bitki
tirlerinin ekstre taze hava kisimlari asitlestirilmis metanol kullanilarak hazirlanmistir.
Ekstre igindeki polifenoller HPLC ile tanimlanarak, antimikrobiyal aktiviteler
analizlerle, agar makrodiliisyon yontemi kullanilarak MIK degerlerine gore
belirlenmigtir. Tiirlerin bazilar1 farkliliklar gosterse de 52 fenolik bilesik tespit
edilmistir, ¢aligma sirasinda bu tiirlerden elde edilen ekstrelerin ise antimikrobiyal
etkileri arasinda kesin bir fark goriilmeyip, Cistus oziitlerine karsi bakterilerin
duyarlilikar1 g6z 6ntine alindiginda Grampozitif bakterilerin, Gram-negatif bakterilere

gore daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir (Mastino 2018).

Cistus ile yesil caymn kiyaslandigi caligmada, bitkilerin ekstreleri polifenoller
bakimindan zengin ve bu fitokimyasallar sayesinde yiiksek antibakteriyel, antifungal
ve antiimflamatuar etkilere sahip olduklar1 belirtilmektedir. Tiirkiye’de kendiliginden
yetisen Cistus tiirleri olan C. Creticus L., C. Laurifolius L., C. monspeliensis L., C.
parviflorus L. ve C. salviifolius L.’un yapraklarindan kurutularak hazirlanan farkli
coziiciilerle hazirlanmig ekstrelerinin farkli mikroorganizma tiirlerine karsi etkileri
calistlmis ve Cistus ekstrelerinin ¢alismaya dahil edilen mikroorganizmalardan P.
aeruginosa ve C. albicans disinda incelenen diger mikroorganizmalara karsi
etkilerinin varlig1 saptanmistir (Giiveng vd, 2005). C. laurifolius bitkisinin etanol ve

etanoliin hekzan, kloroform, biitanol, su ekstrelerinin in vitro biyoaktivitelerinin



arastirildigr farkli bir ¢alismanin sonucunda, ¢alismada kullanilan ekstrelerin minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) 32 pg/mL’de gram negatif E. coli, P. mirabilis, K.
Pneumoniae ve A. Baumannii bakterilerinin tizerinde giiglii antimikrobiyal aktivite
gostererek, hekzan ekstresinin Parainfluenza-3 (PI-3) viriisiine karsi antiviral etki (32—

8 ug/mL sitopatojenik etki) gosterdigi sonucuna varilmigtir (Ustun vd, 2016).

Yunanistan’da endemik olan yetisen C. creticus L. tiiriiniin ¢alisildigi farkli bir ¢aligma
da ar1 poleninin serbest radikal siipiirme etkinliklerinin saptanmasi amaglanmig ve
kimyasal bilesimlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Kimyasal analizlere tabi tutulan
Oziitlerin ~ de quercetin-7-ramnoside (1), quercetin-3- neohesperidoside  (2),
kaempferol-3-neohesperidoside (3), myricetin-3-neohesperidoside (4), kaempferol-3-
glukozit (5) ve quercetin-3-glukozit (6) izole edilmis ve igerdikleri fenolik ve
flavonoid maddeler sayesinde serbest radikal siipiirme kapasitelerininde varligi ¢alisma

sonucunda bildirilmistir.

Rauwald ve ark. Lyme hastaligina neden olan Borrelia burgdorferi’ye karsi C. creticus
L. bitkisinin anti-Borrelia aktiviteyesahip olup olmadiginin saptannmsi amaciyla bir
calisma gerceklestirmiglerdir. Calismada bitki tiiriiniin fitokimyasal olarak bilesiminde
var olan manoiloksit (A), 3-asetoksi-manoyloksit (B), 3 - hidroksi-manoyloksit (C),
epi - manoyloksitin (D) 2-keto-manoiloksit (E) ve sklareol (F) izole edilmis ve izole
edilen maddelerin etkileri kontrol edilmistir. Calisma sonucunda igerdigi etken
maddelerin giiclii antibakteriler etkileri oldugu hastaligin tedavisinde kullanimi igin

giiclii bir aday oldugu gortilmiistiir (Rebaya vd, 2016).

Antimikrobiyal ve antifungal etkilerinin varligi bakimindan ugucu yaglarin ve ham
ekstraktlarin incelenmesinden sonra, bitkide bulunan labdan diterpenler (manyol oksit
ve 13 pi epi-manoil oksit) ve diterpenoidlerin ¢alismaya dahil edilen bakterilerden
Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus ve S. epidermidis, Pseudomonas
aeruginosae, Enterobacter cloaceae, Escherichia coli’ye kars1 antibakteriyel etki,
Candida albicans, C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae mantar suslarina karsi
antifungal etkileri oldugu bildirilmistir.

Cistus tiirlerinden C. salviifolius L. ve C. monspeliensis L. bitkilerinin yesil

yapraklarndan ve bitkinin ¢igeklerinden edinilmis ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri



arastirildigi farkli bir ¢alisma ise Tunus’ta gergeklestirilmistir. Oziitler, Grampozitif
bakteriler olan L.monocytogenes, B.subtilis ve S.aureus, Gram-negatif bakteriler S.
enteric, P. aeruginosa ve E. coli, ve patojenik mantarlar (C.albicans ve A. Niger)
tizerinde antibakteriyel ve antifungal etkilerinin varlig1 disk difiizyon yontemi ile tahlil
edilmistir. Calisma da kullanilan tiirler arasinda diger tiirlere gore daha giiclii
antibakteriyel etki gosterdigi goriilen C. salviifolius L. bitkisinin ¢aligma da standart
olarak dahil edilen antibiyotik mikroorganizma gelisimini engellemek i¢in kullanilan
gentamisin’le karsilastirilfiginda daha yiiksek oranda engelleme potansiyelinin varligi
tespit edilmistir. C. albicans mantarina karst da yiiksek antifungal etkiye sahip oldugu
calisma sonucu agiga ¢ikmistir (Rebaya vd, 2016). C. Salviifolius L. bitki tiiriniin
etanol, biitanol, etil asetat, diklorometan ve su ekstrelerinin Rebaya ve ark. tarafindan
toplam polifenolik madde igeriginin belirlenmesi ve antioksidan kapasitesinin ortaya
konulmasi amaciyla yapilan farkli bir ¢alismanin sonucunda su oOziitlerinin yiliksek
fenolik, flavanoid ve proantosiyanidin igerige sahip oldugu goriiliirken, su ve etanol
ozitlerinin antioksidan kapasitelerinin en gii¢lii oldugu bildirilken, ¢alismaya dahil
edilen tim ekstrelerinin gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu calisma sonucunda
goriilmiistiir. Yapilan baska bir ¢alisma da ele alinan Cezayir’de yetisen C. salviifolius
L. bitkisinin ugucu yag1 ¢alisilmis, test edilen gram pozitif ve gram negatif bakterilerine

antimikrobiyal aktivitesinin varlig1 ¢alisma sonucunda bildirilmistir (Nadjet vd, 2020).

Hiperglisemi tedavisi i¢in umut vaat eden bitki tiirlerinin var oldugunun tespit edilmesi
ile sonuglanan diger bir ¢alisma da C. salviifolius L. ve C. monspeliensis L. tiirleri
tercih edilmis ve bitkilerden elde edilen o6ziitlerin antioksidan etkileri, mineral ve
fenolik madde igerikleri belirlenerek, diyabet hastalarinda hiperglisemi gelisimi ile
yakindan iligkili oldugu bilinen a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerinin galigmasina
olumsuz etkileme 6zelligi olup olmadigini in vitro modeller tizerinde test etmislerdir.
Mineral ve fenolik madde igerigi bakimindan bitki tiirlerinin ikisinin de zengin oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen oziitlerin, a-glukosidaz enziminin etkinligini aamilaz

enziminden daha fazla inhibe ettigi de ¢alisma sonucu bildirilmistir (Sayah vd, 2017).



Salah vd, tarafindan Swiss cinsi fareler ve Wistar cinsi ratlarda gergeklestirilen farkli bir
calisma da C. salviifolius L. ve C. monspeliensis L. tiirlerinin in Vvivo anti-inflamatuvar
ve analjezik aktivitelerinin varhigmin saptanmasi amaglanmis ve bitkilerin su
ekstrelerinin merkezi ve periferal olarak analjezik aktivite gosterdigi ve ayrica
antienflamatuvar 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Sayah vd, 2017). Bitki tiirlerinin
icerdigi yiiksek fenolik, polifenolik ve antioksidan bilesiklerin; gii¢lii antienflamatuvar
yeteneginde ciddi 6l¢iide rol oynamis olabilecenin diistintildiigiinii bildirmistir ( Sayah
vd, 2017). Ge¢mis ¢alismalarda goz oniinde bulundurularak ¢alismaya dahil edilen bitki

tiirlerinin antibiyofilm {izerine etkilerinin arastirilmasina karar verilmistir.
1.3 Patojen mikroorganizmalar ve antibiyotik direnci
1.3.1. Patojen Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar genel olarak tiim canli yasami siiresince biiyiikk Onem tasirlar.
Bircok yararli mikroorganizma gida {iretimi basta olmak iizere farkli alanlarda fayda
saglarlar. Bunlarin yaninda zararli bashigi altinda net olarak toplanamasa da bazi
mikroorganizmalarin olumsuz etkilere de sahip oldugu bilinmektedir. Gida bozulmalari,
ensdiistriyel alanda kayiplar ve canlilarda hastalik olusturma gibi etkileri vardir.
Insanda, hayvan ve bitkilerde hastalik olusturan mikroorganizmalara patojen adi verilir.
Bu patojen mikroorganizmalarin bazilar1 nadiren hastaliga neden olabilirken kimileri de
ileri derece patojenite Ozelligi gostererek enfeksiyonlara neden olurlar (Levinson ve
Javetz, 2008). Bu olumsuz etkileri giderebilmek igin antimikrobiyal ajanlara ihtiyag

duyulur.
1.3.2 Baz1 Patojen Mikroorganizmalar ve Genel Ozellikleri
Esherichia spp. nin genel 6zellikleri

Cubuk seklinde gram negatif, katalaz pozitif, spor olusturmayan, oksidaz negatif,
aerobik, Enterobacteriaceae familyasina {ye, Esherichia coli hareketli olan
bakterilerdir. Ureme igin ihtiya¢ duydugu sicaklik 37°C’ dir. Ureme sicaklign genel
olarak 7-45°C arasi sicaklik degerleri olarak bildirilmistir. Insan ve hayvan bagirsak
florasinda karsilasilip, insan ve hayvanlardan diski yoluyla g¢evreye dagilip, su ile

topraga ardindan bitkisel ve hayvansal gidalara bulagsmaktadir. Hijyen belirleyici olarak



ulusal ve uluslararasi kuruluslar tarafindan belirlenmis, bu organizmanin gidalarda
varligi farkli patojen bakterilerin de varliginin belirleyicisi olarak kabul edilmistir
(Madigan ve Martinko, 2006).

Olusturduklar1 hastalik ve serolojik degisiklikler gz Oniinde bulundurularak E. coli
suslar1 kendi i¢in dorde ayrilmaktadir. Kaynagi insan olup insan diskisi ile yayilan bu
suslar; enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterohemorajik E. coli (EHEC) ve enteroinvasif E. Coli 'dir (EIEC). Belirlenmis hijyen
kurallarin1 uygulamayan personel, kanalizasyon yiiziinden kontamine olmus sular

araciligiyla gidalara bulasabilmektedirler (Murray ve Holt, 2001).

E. coli 0157:H7 yilda diinyada 250 kisinin 6liimiine ve 20.000 gida enfeksiyonuna
neden oldugu bildirilen, kanl ishale yol agma durumu ile ayrilmis ve bu sebepten dolayi
enterohemorajik E. coli (EHEC) olarak smiflandirilmistir (Kagar, 2005). Patojen
ozelligi ile 6ne ¢ikmis bu tiir 6zellikle gelismemis ve az gelismis tilkelerde gida tiiketimi
nedenli hastaliklar agisindan onemli bir probleme neden oldugu bilinir (Griffin ve
Tauxe, 1991).

Bacillus spp. bakterilerin genel 6zellikleri

Tek basina veya zincir halinde bulunabilen, ¢ubuk sekilli, aerob veya fakiiltatif anaerob
bakterilerden meydana gelen Bacillus spp., Bacillaceae familyasinin bir iiyesidir (Erol,
2007). Hiicre duvarlarinda peptidoglikan (Murein, mukopeptid, glikozaminopeptid)
isimli bir heteropolimer bulundururan bu bakteriler gram pozitiftirler. Hiicre duvarinda
teikoik asit, polisakkarit ve bolca protein barindirir. Habitati farkli toprak tipleri olan
cins, sporlari sebebiyle canli yagami goriilen farkli gevrelerden izole edilebilmektedirler.
Genis yayilima sahip olduklar1 toprak disinda, deniz ve tath sularda varlik
gosterebilirler. Asirt sartlara maruz kalmasina ragmen biiyiiyebilme kapasitesine sahip
olan bazi tiirleri; u¢ pH degeri olan, asitli, lire iceren veya yiiksek 1s1 degerinde olan

ortamlardan da izole edilebilirler (Murray ve Holt, 2001).

Bacillus subtilis Uniselliiler uzantili olup zincir seklinde gelisim gosterirler. Seyrek
olarak bitki dokusunda pektin ve polisakkarit indirgermesi yaparlar, biiyiime 6zelligi
gostermek igin ihtiyag duydugu belirli sartlar olusmadan da minimal seviye de olsa bir

gelisme gosterebildikleri bilinir. Yaygin ve dayanikli olan endosprlart hizli gelisir, bitki



ve hayvan kaynakli gidalarin bozulumunda farkli asamalarda rol oynayabilirler, aerobik

sartlarda asit olmayan gidalarda gelisim gosterirler (Murray ve Holt, 2001).

Staphylococcus spp. bakterilerin genel 6zellikleri

Micrococcacea ailesine tiye, Staphylococcus cinsine ait bakteriler ii¢c boyutlu hiicreler
olup, gram pozitif, katalaz pozitif, 0,5-1,5 um g¢apinda diizenli ya da diizensiz kiimeler
olustururlar, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Katalaz
iiretimi yapanlar aerobik kosullarda gelisirler. Suslarin ¢ogu 10-45°C arasindaki
sicaklikta ve 4,2-9,3 arasindaki pH degerlerinde gelistikleri bilinir. Gelismesi igin,
organik azot kaynaklarma ve B grubu vitaminlere gereksinim duyar. Suslarin ¢ogu
dogal hayvansal proteinleri hidroize eder (Kinik vd., 1998). Metabolizmasi respirasyon
ve fermantasyondur. Staphylococcus cinsinin gida zehirlenmelerine neden olup en
yaygin tiir olan Staphylococcus aureus havada, suda, gidalarda, tozda, toprakta, lagim
sularinda ve farkli birgok yerde bulunabilirler. 32 tiiriiniin bulundugu Staphylococcus
cinsinin, enterotoksin olusturan birgok tiirii de vardir (Atabey, 2011). Sicakkanli
hayvanlarin mukozal burun florasi, derisi, gastrointestinal ve genital sistemleri
S.aureus’un onemli kaynag1 olarak siralabilir bu kaynaklarin yani sira ciltte yasanan
yaralanma durumlarinda viicudun farkli kisimlarinda kolonilestigi bilinir (Jay, 1992,

Murray ve Holt, 2001).
Enterococcus spp.’nin genel 6zellikleri

Gram pozitif, fakiiltatif anaerob bir kok olan E. faecalis, 10 ile 45 °C arasinda iireme
yapabilme yetenegine sahip olup 60 °C sicakliga 30 dakika boyunca hayatta kalmaya
devam edebilirler. Enterokok tiirleri genel olarak eleverigsiz ortamlara uyum
saglayabilirler, E. faecalis’de elverissiz kosullara kolaylikla adapte olabilirler. Diger
mikroorganizma tiirlerine gére Sodyum dodesil siilfat, safra tuzlari, hiperosmolarite, 1s1,
etanol, hidrojen peroksit (H,O, ), asidite ve alkalinitenin normal 6ldiiriicii diizeylerine
daha az hassastir (Flahaut vd. 1996a, Flahaut vd. 1996b, Flahaut vd. 1996c, Siqueira ve
Rocas 2004, Sedgley vd. 2006). Ultraviyole 1smina karsi da direng gosterebilen E.
faecalis, antibiyotiklere karsida direng gelistirebilme ile bilinir. (Giard vd. 1996, Hartke
vd. 1998). E. faecalis’in sorumlusu oldugu enfeksiyonlar Entrekoklarin neden oldugu
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enfeksiyonlarin tamaminin %80°nini olusturur (Ruoff vd. 1990). Yol actig1 enfeksionlar
arasinda triner yol enfeksiyonlari, bakteriyemi, intra abdominal enfeksiyonlar ve
endokardit sayilabilir, hastane enfeksiyonlari goz oniine alindiginda %12’sine sebep
olan potansiyel patojenler oldugu ile karsilasilir (Jones vd. 1997, Lewis ve Zervos 1990,
Murray 1990, Schaberg vd. 1991).

Listeria spp.’nin genel 6zellikleri

Spor olusturmayan, acrobik, oksidaz negatif, katalaz pozitif, hareketli olan Listeria
monocytogenes cubuk seklindedir. Familyaya ait sekiz tlir bulunup, baglica 6nemli
tiirleri L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi
olarak siralanabilir (Kimura, 2006). Patojen 6zelligi ile one ¢iktigi bilinen tiirleri, L.
monocytogenes, L. innocua ve L. Ivanovii’ dir (Unliitirk vd, 2003; Kimura, 2006).
Cevrede, suda, toprakta yaygin olarak karsilasiimasi nedeniyle buralardan hayvanlara,
hayvan diskilarindan tekrar c¢evreye bulag olan Listeria, uygun aritma ve hijyen
kurallarina uyulmamasi durumunda gida maddelerinin {iretimi, tasinmasi ve tliketimi
sirasinda iiriinlere kolayca bulasabilir (Y1lmaz, 2008). Son yillarin 6nemli gida kaynakli
patojenleri arasinda goriilen Listeria monocytogenes insanlarda Listeriosis hastaligina
sebep oldugu bilinir. Yenidogan bebeklerde, bagisiklik hastalarinda ve ileri yaslardaki
bulaglarda o©liimle sonuglanabilen hastalik genel olarak menenjit ve septisemiye

benzerdir (Yilmaz, 2008).

Pseudomonas spp. bakterilerin genel 6zellikleri

Comak goriiniimiinde bir yapist olup, hareketli tiirlerin c¢ogunlukta olan
Pseudomonas’larin, hareketli tiirlerinde hareket monotrik veya lofotrik flagellerle
saglanmaktadir, pigmentleri yesilimsi mavi renkte, tiirlerin tiimii gramnegatiftir.
Yaklagik 24 saatte kat1 ortamlarda, tiirline gore 6zel renklerde, konveks, 5 mm ¢apta,
aromatik  kokulu  koloniler olustururlar. Literatiirde 84 tiirline rastlanan
Pseudomonas’larin, ¢ogu fluoresan pigment sentezlerler. Bazi tiirler bu sarimtirak

mavimsi yesil pigmentin yaninda diger renklere ait bazi pigmentleri de sentezleyebilir.
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Ornegin Pseudomonas aeruginosa ¢dziinebilen ve rengi mavi olan bir pigment daha
sentezler (Oner, 1989). Tiirleri katalaz pozitif olan Pseudomonas genusu, bazi tiirleri de
canlilar i¢in patojendir. Hiicre duvarlar1 Gram-negatif bakterilerle benzeyen
Pseudomonas tiirlerinin, kimyasal kompozisyonunda dikkat c¢eken farkliliklar
olabilmektedir. Calismalarda en ¢ok kullanilan tirii Pseudomonas aeruginosa’dir
(Murray ve Holt, 2001). Cinsi olusturan tiirlerin biiyiik bir kism1 kemoorganotrofikken,
bazis1 fakiiltatif kemolitotroftur. Pseudomonas tiiriiniin bir ¢ogu, amonyum iyonlari
veya nitrat ile tek karbon ve enerji kaynagi olarak organik bir bilesik igeren mineral
besiyerlerinde gelisim gosterebilirler. iclerinden birkac tiir ek organik faktdre gerek
duyarlar. Beslenme 6zelligi olarak kek bir karbon bilesigi i¢eren ¢ok basit bir mineral
besiyerinde gelisme kapasitesi, Pseudomonas’larin temel 6zelligidir (Murray ve Holt,
2001). Bakteriosinler; bazi bakterilerin suslar1 tarafindan iiretilen, aymi tiirlin diger
suslart lizerinde letal etki goOsteren proteinlerdir. Pseudomonas suslari siklikla
bakteriyosin barindirmaktadir. Pseudomonas tiirlerinin gogunlugu bir¢ok antibakteriyel

ajana kars1 direng gosterirler (Murray ve Holt, 2001).

Candida spp.’nin genel 6zellikleri

Candida genel anlamda bakildiginda enfeksiyonlarmnin %75'inden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Candida cinsine ait 200 tiir olmasina kargin, insanlarda oral ve vajinal
enfeksiyonlarin sebebi olan C. albicans maya tipi bir mantar tiiriidiir (Jenkinson ve
Douglas 2002). Ozellikle bagisiklign baskilanan hastalarda sistemik fungal
enfeksiyonlar hastalik ve 6liimiin baglica nedenleri arasindadirlar, bu hastalarin diginda
riski olmayan bireylerinde hastanede edindikleri enfeksiyonlar ciddi bir saglk

problemleri olusturabilirler (Jenkinson ve Douglas 2002).

1.3.3 Antibiyotik Direnci

Antibiyotik; Sentetik veya dogal olarak iiretilebilen, mikroorganizmalardan elde edilip

organizmaya yerlesmis olan mikroorganizmanin gelisimini engellemek veya bertaraf
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etmek amaciyla kullanilan biyoaktif maddelerdir (Akond vd, 2009). Antimikrobiyal
ilaglarin gelistirilmesi penisilinin kesfinin ardindan gergeklesmistir. Antibiyotikler
kendi arasinda farkli siiflara ayrililirlar; hiicre duvar sentezini inhibe edenler, protein
sentezini inhibe edenler, niikleik asit sentezini inhibe eden ilaglar ve hiicre membran
biitiinliiglinii bozan ilaglar olarak siniflandirilirlar (Joseph vd, 2009). Antibiyotik direnci;
mikroorganizmanin antimikrobiyal ajanin iiretilmesini engelleyici ya da yok edici
etkisine karst gelistirdigi  direngtir  (Giilay, 1999). Giiniimiizde bakterilerin
antibiyotiklere karsi direng gelistirmesi sorun haline gelmistir, ge¢misten giiniimiize
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin kullanilmas1 mikroorganizmalar
tarafindan gelistirilen antibiyotik direncini de ortaya c¢ikarabildigi bilinmektedir
(Bozkurt vd, 2005, Kolar vd, 2002). Bu direng farkli nedenlerden ortaya ¢ikabilmektedir,
kazanilmig direng (ekstrensik) ve dogal direng (intrensik) olarak ikiye ayrilir. Dogal
direng; antibiyotiklere ve bakterilere karsi dogal olarak direnglidir, bu direng
mekanizmasinda ilag kullaniminin rolii bulunmamaktadir, direng genenetik olarak
kodlanir. Dogal direngten farkli olarak kazanilmis direng diizenleyici ve yapisal
genlerde olusan mutasyonlarin sonucudur (Giir 2008, Yiice 2001). Kazanilmis direngde
bakteri gecmiste duyarli oldugu antibiyotige karsi genetik yapisinda meydana gelen
cesitli degisiklikler nedeniyle duyarliligini yitirir (Giilay, 1999). Antibiyotiklere kars
bakterilerde ki bu diren¢ mekanizmalarinin varliginin belirlenmesi ile arastirmacilar
bilinen antibiyotiklerin yerini alabilecek farkli iiriinerin bulunabilmesi i¢in ¢aligmalarin

yapilmasina baglamiglardir.

1.4 Biyofilmin Yapisi ve Olusumu

Yiizey lizerinde yapismis mikroorganizmalarin kendi tirettikleri polimerik yapida jelsi
bir tabaka i¢inde toplu bir sekilde yagamlarina devam ettirdikleri yapiya biyofilm denir.
Biyofilmlerin olusumunda farkli ¢evresel etkenler etkili oldugu bilinmektedir. Bu
cevresel etkenler besin miktari, bakteri susu, pH, sicaklik, yilizey 6zellikleri olarak
siralanabilirler (Donlan 2002). Icindeki bakterilerin cevre sartlarindan etkilenmesini
engelleyen korunaklt bir yapir olan biyofilm tabakasinin olugmasinda protein ve
ekzopolisakkaritten olusan hiicre dist matriks ve tutunma yiizeyi 6ne c¢ikmaktadir.

Biyofilmler olusurken mikroorganizmalarin koloni olusturmasinda ve yiizeye
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baglanmasina ekzopolisakkaritler yardimci gorevi goriirler. Biyofilm yapisinin
olusabilmesi i¢in bu sartlarin eksiksiz tamamlanmasi gerekir. Biyofilm yapis1 %97 su ,
%2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %21-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlar
igermektedir (Simoes vd. 2010, Szczuka ve Kaznowski 2014).

Biyofilm tabakasinin igerisinde kismi olarak yerlesen farkli patojen mikroorganizmalar
cesitli hastaliklarin olusmasinda etkili olurlar (Percival vd. 2015). Biyofilm tabakasinin
icine yerlesmis bakterilerin taninmasi giiglesir. Mevcut yapilmig ¢alismalar; biyofilm
olusturma yetenegine sahip olan bakterilerin, antibiyotiklere kars1 planktonik formlarina
gore 100-10000 kat daha direngli olabildiklerini gostermistir. Biyofilm olusturmadan
once antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli olmayan bazi bakterilerin biyofilm tabakasi
olusumundan sonra dire¢li duruma gelebildikleri yapilan farkli c¢alismalarda ortaya
koyulmustur. Bu bakteriler biyofilmden ayrildiklart durumda yeniden diregsiz duruma
gectikleri bildirilmistir (Yiiksekdag ve Baltact 2013, Szczuka ve Kaznowski 2014). Bu
direng gosterme durumuna etkili olan faktdrlerden birininde biyofilm icerisindeki
oksijen yogunlugu oldugu bildirilmistir. Biyofilmin yiizey kisimlarinda oksijen
tiiketilmesi sebebiyle dip kisimlarda anaerobik bir ortam olusarak bazi antibiyotiklerin
etkinligi azalmakta ve antimikrobiyal diren¢ gelisebilmesine neden olabildigi
aciklanmustir (Drenkard 2003, Erik 2020).

Biyofilm tabakasi art arda seyreden basamaklarin sonucudur, biyofilm gelismesinde
etkisinin bulundugu bilinen genlerin hiicre fizyolojisindeki gorevleri arastirildiginda
adezyon, quorum sensing, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi1 ve plazmide
baglanma  olaylarinda etkili  olduklart  anlasilmistir.  Tabaka  igerisindeki
mikroorganizmlarin  antibiyotik  direnci  gelistirmesinde  direng  genlerinin
mikroorganizmalar arasinda transfer kolayliginin olmasinin rolii vardir. (Victoria vd.
2013). Biyofilm olusumunun bes basamakta gergeklestigi bildirilmistir (Post vd. 2004,
Akan ve Kinik 2014, Erik 2020).

1.4.1 Mikroorganizmanin Yiizeye Tutunmast:
Biyofilmin olusmas1 ig¢in bakterilerin bir yiizeye tutunmasi gerektigi bilinmektedir,

tutunmanin sonrasinda biyofilmin olusmasi igin sirayla gergeklesecek olan genetik
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islemler de baglamis olur. Bu evrede s6z konusu bakterinin hareketi veya bakteri yiizeyi
ile bakterilerin tutunduklan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu olayda en biyiikk rol yiizey proteinlerinin oldugu
bilinmektedir (Patti vd, 1994).

Sekil 1.1 Biyofilm olusum basamaklari ( Int. Kyn. 1)

1.4.2 Yapigma:

Tutunma asamasinin basari ile tamamlanmasindan sonra hiicre zarindaki proteinlerin
uyarilmasinin sonucu olarak ekzopolisakkarit yapida olan bir maddenin sentezi
gerceklesmektedir. Hiicrelerin birbirlerine ve ylizeye tutunmasi bu sayede gergeklesmis

olur.

1.4.3 Kolonizasyon:

Boliinen bakterilerin mikrokolonileri olusturduklar evredir. Bu mikrokoloniler biyofilm

tabakasinin en kiiciik organizasyon birimidir.
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1.4.4 Olgun Biyofilm:

Mikrokoloniler biiyiiyiip karmasik bir yapiya doniisiirler bu yapilar da mantar veya kule

sekline doniistirler.

1.4.5 Kopma:

Biyofilm tabakasindan koparak ortama dagilan bakteriler, yeni biyofilm olusturma

amaciyla tist kisimlarindan kopan hiicreler ayrilir.

Biyofilmin yapisinin agiklanmasi igin gergeklestirilen farkli ¢aligmalarda, biyofilmlerin
yalnizca yiizeye yapisik halde, yapi icerisinde mikroorganizmalari bulundurup homojen
yapida olmadigi, birbirlerine yapismalarinda yardimda bulunan, biiyiime oraninin
artmasinda etkili ekstraseliiler polimerik yapidan olusmus matriks igerisine gomiilii
halde bulundugu bildirilmistir. Bunun yaninda gen transkripsiyon faktorleri ile fenotipik
degisiklikler gosteren bakterilerin meydana getirdigi biyolojik islemler olduklar
bildirilmistir (Donlan vd,2002). Organizmaya gore biyofilmin matriksi farkli nitelikler
tastyabilmektedir. Katyonik matrikslerin gram pozitif bakteriler, gram negatif
bakterilerin de polianyonik biyofilmleri teskil ettigi bilinmektedir (Ciftgi vd, 2005. i¢ ve
dis faktorler biyofilm olusumunda dnemli yere sahiptirler. I¢ etmenler su aktivitesi,
antimikrobiyal madde, pH, besin kaynagi, oksijen varligi ve elektriksel alan olarak
siralanabilir. Dig faktorler ise yilizey maddesi, yiizey alani, sivinin akig hizi olarak

bilimektedir. (Donlan vd,2002, Douglas, 2003) .

Biyofilm tabakalar1 antimikrobiyal ajanlara karsi farkli diren¢ mekanizmalari

gelistirebilmekte olduklar1 bilinmektedir;

a) Konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon araciligiyla horizontal gen transferi
islemleri i¢in birbirleriyle yakin olan hiicreler biyofilm olusumu i¢in uygun ortami
saglamaktadir. Antimikrobiyal ajanlara karsi direng¢ gelistirebilmek amaciyla direng
plazmidlerinin aktarilmasi ile genetik yapisi farklilasan hiicrelerin dire¢ olusumunda

etkili oldugu bilinmektedir (Ghigo, 2001).
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b) Bu diren¢ mekanizmalarindan biri ekstraseliiler matriksdir, biyofilmin igerisine
antimikrobiyal ajanlarin girmesine engel olabilmek i¢in ¢evresinde fiziksel ve kimyasal

bir gergeve olusturur (Walters, 2003, Chiang, 2013).

C) Hiicreler metabolizma faaliyetlerinin sonucu olarak tabaka digina asidik atiklar
salmalar1 nedeniyle ortamin pH degerinin degismesine sebep olduklar1 bilinmektedir.
Bu pH degisikligi antibiyotiklerin bazilar1 iizerinde antagonistik etki gosterdikleri
bildirilmistir (Sauer vd, 2001).

d) Antibiyotiklere karsi biyofilm olusturan mikroorganizmalar1 koruyan basgka bir
etmende bol miktarda DNA (eDNA) ve beta laktamazlar bulunduran ekstraseliiler
matrisktir (Mulcahy, 2008)

€) Metabolik olarak aktif olup c¢ogalan biyofilm vyiizeyindeki hiicreler ile
karsilastirildiginda biyofilmin i¢ine gomiilii halde bulunan hiicrelerin besin ve oksijen
yetersizliginden biiyiimeleri yilizeyde bulunan hiicrelere gore yavas ilerlerledigi
bilinmektedir. Sonug¢ olarak biyofilmin i¢ kisminda bulunan mikroorganizmalarin
metabolik faaliyetlerinin en aza inmesiyle uyku durumunda kalarak antibiyotiklere karsi
direngleri arttig1 bildirilmistir (Walters, 2003)

f) Atim pompalarinin ekspresyonunda biyofilm olusumu sirasinda da artig goriiliir bu
artig antimikrobiyal ajanlara kars1 mikroorganizmanin direng gelistirmesinde rol oynar
(Stewart vd, 2001).

g) Planktonik formlarin biyofilm olusturan mikroorganizmalara gbére mutasyon
meydana gelme olasilig1 daha azdir bu nedenle biyofilm olusturan mikroorganizmalarin
direng gosterme artisinda bu mutasyona ugrama durumunun kolayligi ve fazlalig: rol

oynar (Driffield vd, 2008).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1.Calisma Kapsaminda Kullanilan Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu calisma kaspsaminda kullanilacak olan Cistus laurifolius Afyonkarahisar ili Akdag/
Sandikli bélgesinden Cistus creticus ve Cistus salviifolius Istanbul ili Agva/Sile
bolgesinden toplanarak laboratuvara getirildi. Toplanan o6rnekler Afyon Kocatepe
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii 6gretim
iiyesi Prof. Dr. Mustafa KARGIOGLU tarafindan teshis edildi. Herbaryum kayit
numaralar1 C. creticus L. i¢in AKU-10384, C. salviifolius L. igin AKU-10385 ve C.
laurifolius L. i¢cin AKU-10400 olarak verildi. Bitkilerin yaprak kisimlarindan bitki
ekstrelerinin hazirlanmasinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanildi (Duman vd,
2017). ilk olarak kurutulmus yaprak drnekleri bir degirmen kullanilarak ince toz haline
getirilmek tizere 6giitlildli ve toz halindeki her 30 g numune igin, 400 ml dH,O olarak
kullanilanilarak 25-37°C sicaklikta ultrasonikasyon ile 1 saat ekstraksiyon iglemi
gerceklestirildi. Protokol sirasinda Orneklerdeki bilesiklerin sicakliktan dolay1
bozulmasini 6nlemek amaciyla sicakligin 40°C’nin altinda tutulmasina 6zen gosterildi.
C. laurifolius L. dH,0 ekstresi (Cl-dH,0), C. creticus L. (Cc-dH,0), C. salviifolius (Cs-
dH,0).Whatman No:1 filtre kdgidindan gegirilerek siiziildii. Daha sonra kullanilan
¢Oziicii rotary evaporatdor (Heidolph Laborota 4000)’de 40°C’nin altinda ve diisiik
basingta tamamen uguruldu. 100 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra stok ¢ozeltiler 0.22 um’lik milipor filtreden gegirilerek steril edildi.

Stok ¢ozeltiler kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Patojen Test Mikroorganizmalar

Elde edilen bitki ekstrelerinin antibiyofilm aktivitesinin belirlenebilmesi igin kiiltiir
kolleksiyonumuzda mevcut olan patojen test mikroorganizmalari kullanildi: Listeria
monocytogenes ATCC 1911, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Klebsiella pneumoniaea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa
ATCC 11778, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853, Streptococcus feacalis,
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Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis NRS-744. Ayrica Escherichia coli 1A,
Escherichia coli 2A, Bacillus subtilis 1E, Bacillus subtilis 2E, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 8A, Eschericha coli 7A, izolatlari
kullanildi.  Pozitif kontrol grubu olarak daha once baska bir c¢alismada
(17.KARIYER.91) biyofilm olusturdugu tespit edilmis olan Staphylococcus aureus
ATTC 25923 susu kullanildi. L. monocytogenes ATCC, S. aureus ATCC 25923, K.
pneumoniae NRRLB 4420, P. aeruginosa ATCC 11778, E. faecalis ATCC 51289, E.
coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, S.aureus ATCC 12600, C. albicans ATCC 10231 .

2.1.3.Calismada kullanilan cihazlar
Caligsma i¢in kullanilan cihazlar tablo 2.1’ de yer almaktadir.

Tablo 2.1 Calismada kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar Marka ve Model

Inkiibator Niive FN 055

Otoklav Niive NC 90M

Santrifiij Niive NF 1200 R

Rotary Evaporator Heidolph

Elisa Thermo Scientific Genesys 180

2.1.4.Patojen Test Mikroorganizmalarinin Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan patojen test bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin
belirlenmesinde kongo kirmizili agar ve mikrotitrasyon plagi yontemi olmak iizere iKi

yontem kullanildi.
2.1.5. Kongo Kirmizili Agar Yontemi (Kalitatif Yontem)

Yontem kullaniminda ilk olarak besiyeri hazirlandi kongo kirmizili agar besiyerine
calismada kullanilacak her patojen mikroorganizma i¢in ¢izgi ekim yapildi.
Mikroorganizmalarin geligebilmeleri icin petriler 37°C sicaklikta 24 saat boyunca

inkiibasyona birakildi. Biyofilm olusturma yetenegi var olan mikroorganizmalar
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besiyerinde kirmizimsi siyah, piiriizlii, kuru, seffaf koloniler biyofilm (slime) pozitif,
pembemsi kirmizi, diiz ve merkezi koyu koloniler, biyofilm negatif olarak

degerlendirilmesi yapildi.
2.1.6. Mikrotitrasyon Plagi Yontemi (Kantitatif Y6ntem)

Nutrient Agar besiyerine ¢izgi ekim yapilan patojen bakteri 37°C sicaklikta 24 saat
boyunca inkiibe edildi. Agarli besiyerinde iireyen patojen bakterilerin Nutrient Broth
besiyerine ekimleri yapilarak 37°C sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, 0.5 Mc Farland bulanikliligina getirilen 6rneklerden (yaklasik
1x106 cfu/ml) 150 pl alinarak iki tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plagina aktarildiktan sonra plaklar, 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, sivi besiyeri dokiiliilerek, kuyucuklar distile suyla bir piset
yardimi ile 3 kez nazikg¢e yikandi Ve ters gevrilerek kurutuldu. Daha sonra, kuyucuklara
%0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan kristal viyole soliisyonundan 150 pl;si
dagitilarak 45 dak. oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar
3 kez distile su ile yikandi ve kurutma kagidina ters ¢evrilerek kurutuldu. Kuyucuklara,
150 ul etanol: asetik asit (95:5) ilave edilip 10 dakika bekletilerek boyanin ¢oziinmesi
saglandi. Bu asamadan sonra, her kuyucuktan 100 pl alinarak yeni bir mikrotitrasyon
plagina aktarildi. Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA okuyucuda okutuldu. Pozitif
kontrol olarak biyofilm olusturdugu bilinen P. aeruginosa ATCC 11778, negatif kontrol
olarak mikroorganizma igermeyen besiyeri kullanildi (Kenar vd, 2020). Negatif
kontroliin ortalama OD'sinin iizerinde {i¢ standart sapma olarak tanimlanan kritik OD
degerine (ODc) gore, biyofilm iiretimi su sekilde degerlendirilmistir; biyofilm {iretme
yetenegi olmayan bakteriler [(-), OD < ODc], zay1f biyofilm iireticileri [(+), ODc < OD
< 2 x ODc], orta diizeyde biyofilm iireticileri [(++), 2 x ODc < OD <4 x ODc] veya
giiclii biyofilm ireticileri [(+++), OD >4 x ODc ] (Gomes vd, 2019).

2.1.7.Patojen Test Mikroorganizmalarmin Ekzopolisakkarit Uretimlerinin Incelenmesi
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Marshall ve Rawson ’un gelistirmis oldugu metoda uygun olarak biyofilm iiretebilen
patojen bakterilerin ekzopolisakkarit tiretimi bakildi. Bakteriler Nutrient Broth’da 37
°C’de 24 saat inkiibe edilip aktif hale getirilmesinin ardindan 0.5 Mc Farland
bulanikliligina getirilmis olan Orneklerden (yaklasik 1x10° cfu/ml) esit miktarda
olmasina dikkat edilerek 5 ml’lik NB besiyerine aktarildi ve 37 °C’de 20 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlanmasimin ardindan kiiltiirlerden 1 ml
almip ependorf tiiplere aktarildi. Ornekler su banyosunda 100°C’de 10-15 dk tutulup
ardindan oda sicakligda sogumasi igin bekletildi. Orneklere %85°lik Trikloroasetik asit
(TCA) %0,17 oraninda eklenerek 14 000 rpm’de 20 dk santrifii edildikten sonra elde
edilen siipernatant baska ependorf tiiptine alind1 ve ayn1 oranda etanol eklenerek, 14 000
rpm’de 20 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatant kisim dokiiliip tekrar etanol
ilave edildikten sonra 14 000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Ardindan fenol siilfiirik asit
metodu uygulandi. Bu yontemde olusan pelletler 100 pl steril saf suda ¢ozdiirtildiikten
sonra lizerine 50 pl saf fenol ilave edildi. Daha sonra 500 pl siilfiirik asit eklenip
vorteksleme yapildi. 37 °C’de 20 dk bekletildikten sonra &rneklerden 50 ul alinarak
ELISA platelerine aktarildi. Orneklerin 490 nm dalga boyunda ii¢ paralel olarak

okumasi yapildi, sonuglar glukoz standart egrisine gore degerlendirildi.
2.1.8.Bitki Ekstrelerinin Antibiyofilm Etkisinin Belirlenmesi

Cl-dH,0, Cc-dH,0, Cs-dH,O oziitlerinin biyofilm inhibisyonu etkileri, bir 3-[4, 5-
dimetil-2-tiazolil]-2,  5-difenil-2H-tetrazolyum-bromiir = (MTT)  kolorimetrik ile
belirlendi. (Kairo vd. 1999, Walencka vd. 2005 ve Teanpaisan vd. 2014). 100 ul iki kat
seyreltilmis her bir 6ziit konsantrasyonu (50 ila 6,25 pg/mL), 96 kuyucuklu mikrotitre
plakalara ilave edildi. Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 10231 ig¢in flucanasol
(10 mg/mL), bakteriler i¢in penisilin G (30 mg/mL) kullanildi. Negatif kontrol olarak
bos besiyeri kullanildi. Her patojen test mikroorganizmasindan esit miktarda (1x106
cfu/ml) kuyucuklara eklenip, karistirildi ve 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra
stipernatanlar atilip ve ili¢ kez PBS ile yikanmustir ve 150 pl PBS ve 50 ul MTT (%0.3)
eklenip 2 saat 37 °C'de inkiibe edildi. MTT soliisyonu oyuklardan ¢ikarilip formazan
kristallerini ¢6zmek amaciyla oyuklara 150 pl DMSO, 25 ul 0.1 M glisin tamponu (pH
10.2) eklendi ardindan oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi ve optik yogunluk, 570

nm dalga boyunda mikroplaka spektrofotometresi (Thermo Scientific Multiskan Sky)
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ile O0lciim yapildi. Minimum biyofilm inhibitér konsantrasyonu %50 (MBIC50) ve
minimum biyofilm inhibitér konsantrasyonu %90 (MBICg) tanimlamasi yapildi. Tiim

deneyler ti¢ kez tekrarlandi.
Yiizde inhibisyon, her bir konsantrasyon ve bakteri igin;

1 - (Ornek A570 /Kontrol A570 ] x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi.

2.1.9 Biyofilm Olusumunun Ortadan Kaldirilmasi

Cl-dH,0, Cc-dH,0, Cs-dH,0 ekstraktlarinin biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmast,
minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) testi kullanilarak calisildi
(Teanpaisan vd, 2014). Her patojen test mikroorganizmasinin 200 ul'si (106 cfu/ml), 96
kuyucuklu mikrotitre plakasina asilandi ve 24 saat siireyle 37 °C'de inkiibe edildi.
Biyofilm olusumundan sonra, kuyucuklara yapismayan bakteri hiicrelerinin ¢ikarilmasi
i¢in ii¢ kez PBS ile dikkatlice yikandi. Daha sonra kuyucuklara 200 ul CI-dH,0, Cc-
dH,0, Cs-dH,0 ekstreleri (50 ila 6,25 pg/mL seri olarak iki kat seyreltmeler) ilave
edilip ve 24 saat 37 °C'de inkiibe edildi.

Daha sonra yapisan bakteriler ii¢ kez PBS ile yikanip ve kuyucuklarda kalan
mikroorganizmalarin sayist MTT yontemi ile belirlendi. MBEC degeri, biyofilm
tizerinde biyofilm olusumunun %350 ve %90 oraninda inhibisyonunu gdsteren
konsantrasyonlar olarak tanimlandi. Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 10231 i¢in
flucanasol (10 mg/mL) ve bakteriler i¢in penisilin G (30 mg/mL) kullanildi. Bos
besiyeri, negatif kontrol olarak kullanildi. Tim deney asamalar ii¢ kez tekrarlanip,

yiizde eradikasyonu hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi.

1 - (Ornek A570 /Kontrol A570 ] x 100
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3. BULGULAR

3.1. Patojen Test Mikroorganizmalarinin Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Kongo agar yontemine gore tiim patojen test mikroorganizmalarinin goriiniimi kirmizi,
kirmizimsi, kuru, piiriizlii ve besiyerinde gozlenen seffaf koloniler biyofilm olusturma
yetenegi pozitif olarak degerlendirildi. Ayrica, mikrotitre plaka yontemi kullanilarak
teyit edilen patojen test mikroorganizmalarinin biyofilm olusturma yetenekleri ve test
sonuglar1 Tablo 3.1'de gosterilmektedir. S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC
11778, P. aeruginosa ATCC 11778, S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 12600, giiclii biyofilm ireticisi olarak degerlendirildi. L.
monocytogenes ATCC 19115, K. pneumoniae NRRLB 4420( Resim 3.1), E. coli ATCC
35218, C. albicans ATCC 10231 orta diizeyde biyofilm iireticisi olarak degerlendirildi.

Resim.3.1 K. pneumoniae NRRLB 4420 kongo agar yontemi ile biyofilm olusumu
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Resim.3.2 B. subtilis NRS 744go agar yontemi ile biyofilm olusumu

E. faecalis ATCC 51289, B. subtilis NRS 744 (Resim .3.2), E. coli ATCC 25922, zayif

biyofilm iireticisi olarak degerlendirildi.

Tablo 3.1 Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenekleri

Patojen Test Mikroorganizmalari Ortalama Biofilm
OD+SD Olusumu

L. monocytogenes ATCC 19115 0,745+0,102 ++

S. aureus ATCC 25923 1,350+0,158 +++

K. pneumoniae NRRLB 4420 1,036+0,256 ++

P. aeruginosa ATCC 11778 1,327+0,187 +++

E. faecalis ATCC 51289 0,345+0,098 +

E. coli ATCC 35218 0,964+0,167 ++

B. subtilis NRS 744 0,360+0,035 +

S. aureus ATCC 6538 1,415+0,095 +++

E. coli ATCC 25922 0,416+0,012 +

P. aeruginosa ATCC 27853 1,255+0,110 +++

S. aureus ATCC 12600 1,396+0,178 +++

C. albicans ATCC 10231 0,875+0,045 ++
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3.2. Patojen Test Mikroorganizmalarinin EPS Uretiminin Tespiti

Patojen test mikroorganizmasi tarafindan iiretilen EPS miktarlarini hesaplamak i¢in 10-
100 mg/mL'lik bir glikoz ¢ozeltisi kullanilarak bir glikoz standart egrisi hazirlandi
(Sekil 3.1). Patojen test mikroorganizmalari ile EPS tiretimi Tablo 3.2'de gosterildi. En
yiiksek EPS iiretimi P. aeruginosa ATCC 27853 (9,78+0,67 mg/L) olarak bulundu ve
bunu P. aeruginosa ATCC 11778 (9,15+0,) izlemistir. 87 mg/L). En diistik EPS iiretimi
B. subtilis NRS 744 (1,77+0,78) olarak belirlendi.

Tablo 3.2 Patojen test mikroorganizmalarin EPS iiretimi

Patojen Test Mikroorganizmalari EPS
(mg\L)+SD

L. monocytogenes ATCC 19115 6,23+0,45
S. aureus ATCC 25923 6,98+0,23
K. pneumoniae NRRLB 4420 2,27+0,35
P. aeruginosa ATCC 11778 9,15+0,87
E. faecalis ATCC 51289 5,45%0,56
E. coli ATCC 35218 2,20+0,25
B. subtilis NRS 744 1,77+0,78
S. aureus ATCC 6538 7,68+1,12
E. coli ATCC 25922 3,69+0,56
P. aeruginosa ATCC 27853 9,78+0,67
S. aureus ATCC 12600 7,75+0,89
C. albicans ATCC 10231 4,35+,47
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Glikoz Standart Egrisi y =0,1159x - 0,0015
R?=0,9782
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Sekil 3.1 Glikoz standart egrisi

3.3. Biyofilm Olusumunun Inhibisyonu

Test mikroorganizmlarinin olusturacagi bilinen biyofilm tabakasini inhibe etmesi amaci
ile calisma da test edilen bitki ekstreleri %50, %25, %12,5, %6,25 olmak tizere dort
farkli konsantrasyon iizerinden ¢alisma gerceklestirildi ve elde edilen degerlerle %
inihbisyon degerleri hesaplandi tiim degerler tablo 3.3’de verilmektedir. Patojen test
mikroorganizmalari i¢in > %50 biyofilm olusumunu engellemek i¢in gereken Cl-dH,0,
Cs-dH,0, Cc-dH,0 ekstraktlarinin konsantrasyonlari Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4'te
gosterildi. S. aureus ATCC 6538'in MBIC50 degerleri 6,25 CI-dH,O ekstresi ve 50
ug/ml Cs-dH,O ekstresi olarak tespit edildi. Ayrica, MBIC90 biyofilm biiyiimesinin >
%90 inhibisyonunu inhibe etmek i¢in gereken 50 pg/ml Cc-dH,0 6ziitii 50 pg/ml olarak
gortldi. E. coli ATCC 25922'min MBIC50 degerleri Cl-dH,0, Cs-dH,0 ve 25 ug/ml
Cc-dH,0 ekstreleri i¢in 12,5 pg/ml olarak bulundu. S. aureus ATCC 12600'in
MBIC50'si igin gerekli Cl-dH,O, Cc-dH,O ekstreleri 50 pug/ml olarak bulundu. C.
albicans ATCC 10231'in MBIC50'si, 50 pg/ml Cl-dH,O olarak belirlendi. Pozitif
kontroller tarafindan patojen test mikroorganizmalarinin biyofilm inhibisyonu Sekil

3,5’te gosterilmektedir.
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Tablo 3.3 Bitki ekstreleri patojen bakteriler tizerinde biyofilm olusumunu inhibe etme

absorbans degerleri ve % inhibisyon degerleri

abs Ortalama STD 1 Inhibisyon
cl4 0,3857 0,0043 0,3826 0,3887 2,5200
cl3 0,3658 0,0319 0,3883 0,3432 7,5500
cl2 0,3541 0,0407 0,3829 0,3253 10,5100
cll 0,3128 0,0106 0,3203 0,3053 20,9500
abs Ortalama STD 2 Inhibisyon
cl 4 0,2573 0,0296 0,2363 | 0,2782 13,5707
cl3 0,2521 0,0282 0,2321 0,2720 15,3174
cl 2 0,2444 0,0536 02823 | 0,2065 | 17,9039
cll 0,2611 0,0432 0,2916 0,2305 12,2942
abs Ortalama STD 3 Inhibisyon
cl4 0,3286 0,0075 0,3339 0,3233 90,0254
cl3 0,3072 0,0192 0,3207 0,2936 14,9501
cl2 0,3001 0,0117 0,2918 0,3083 16,9158
cll 0,2616 0,0086 0,2676 0,2555 27,5747
abs Ortalama STD 4 Inhibisyon
cl 4 0,3184 0,0115 0,3103 | 0,3265 2,6001
cl3 0,3064 0,0046 0,3096 0,3031 6,2710
cl2 0,2824 0,0021 02809 | 02838 | 14,3203
cll 0,2704 0,0028 0,2684 0,2723 17,2835
abs Ortalama STD 5 Inhibisyon
cl4 0,1476 0,0006 0,471 0,1480 -0,6060
cl3 0,1384 0,0009 0,1390 0,1377 6,8013
cl2 0,1228 0,0099 0,1298 0,1158 17,3063
cll 0,1077 0,0029 0,1097 0,1056 27,4747
abs Ortalama STD 6 Inhibisyon
cl4 0,7784 0,0157 0,7673 0,7895 49,8450
cl3 0,4732 0,0354 0,4482 0,4982 59,0373
cl2 0,3826 0,0122 0,3912 0,3739 66,8801
cll 0,3551 0,0062 0,3507 0,3594 69,2607
abs Ortalama STD 7 Inhibisyon
cl4 0,5437 0,0366 0,5178 0,5696 27,2155
cl3 0,3646 0,0174 0,3523 0,3769 51,1914
cl2 0,2742 0,0170 0,2862 0,2622 63,2931
cll 0,2361 0,0311 0,2581 0,2141 68,3935
abs Ortalama STD 8 Inhibisyon
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cl4 0,2616 0,0202 0,2473 0,2758 4,1407
cl3 0,2335 0,0364 0,2592 0,2077 14,4375
cl2 0,2240 0,0036 0,2214 0,2265 17,9186
cll 0,2033 0,0001 0,2032 0,2034 25,5038
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,3579 0,0002 0,3577 0,3580 13,8213
cl3 0,2769 0,0141 0,2869 0,2669 33,3253
cl2 0,2538 0,0091 0,2474 0,2602 38,8875
cll 0,1926 0,0026 0,1944 0,1907 53,6238
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,2455 0,0066 0,2502 0,2408 2,1522
cl3 0,2244 0,0008 0,2249 0,2238 10,5619
cl2 0,1914 0,0004 0,1911 0,1916 23,7146
cll 0,1232 0,0115 0,1150 0,1313 50,8967
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,4868 0,0152 0,4975 0,4760 0,0000
cc3 0,3808 0,0598 0,4230 0,3385 3,7600
cc?2 0,3557 0,0051 0,3593 0,3521 10,1000
ccl 0,2705 0,0991 0,3406 0,2004 31,6400
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,2949 0,0037 0,2975 0,2923 1,0000
cc3 0,2691 0,0038 0,2718 0,2664 9,6069
cc?2 0,2465 0,0410 0,2755 0,2175 17,1985
ccl 0,2165 0,0156 0,2055 0,2275 27,2750
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,4392 0,0186 0,4260 0,4523 21,5946
cc3 0,3415 0,0028 0,3395 | 0,3434 5,4540
cc?2 0,3052 0,0005 0,3048 0,3055 15,5038
ccl 0,2542 0,0028 0,2561 | 0,2522 29,6234
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,3243 0,0003 03241 | 03245 | -0,7923
cc3 0,3043 0,0028 0,3023 0,3062 7,0000
cc 2 0,2918 0,0024 02935 | 02901 | 11,0000
ccl 0,2859 0,0043 0,2828 0,2889 12,5420
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,1461 0,0005 0,1457 0,1464 1,6161
cc3 0,1298 0,0063 0,1253 | 0,1342 12,5925
cc?2 0,1220 0,0008 0,1225 0,1214 17,8451
ccl 0,1054 0,0053 0,1091 | 0,1016 29,0236
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,1522 0,0003 0,1524 0,1520 86,8247
cc3 0,1421 0,0503 0,1065 0,1777 87,6990
cc 2 0,1267 0,0040 01295 | 0,1238 | 89,0322
ccl 0,1047 0,0064 0,1092 0,1002 90,9366
abs Ortalama STD Inhibisyon
ccd 0,4763 0,0063 0,4807 0,4718 36,2380
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cc3 0,3276 0,0028 0,3296 0,3256 56,1445
cc2 0,2639 0,0043 0,2608 0,2669 64,6720
ccl 0,2279 0,0007 0,2284 0,2274 69,4912
abs Ortalama STD Inhibisyon
ccd 0,2724 0,0002 0,2722 0,2725 -0,1832
cc3 0,2673 0,0036 0,2647 0,2698 2,0520
cc2 0,2555 0,0061 0,2598 0,2512 7,5851
ccl 0,2065 0,0016 0,2053 0,2076 24,3312
abs Ortalama STD Inhibisyon
ccd 0,3040 0,0051 0,3076 0,3004 26,7999
cc3 0,2697 0,0139 0,2599 0,2795 35,0589
cc2 0,2131 0,0031 0,2109 0,2153 48,6876
ccl 0,1781 0,0102 0,1853 0,1709 57,1153
abs Ortalama STD Inhibisyon
ccd 0,2475 0,0031 0,2453 0,2497 1,3551
cc3 0,2437 0,0193 0,2300 0,2573 2,8696
cc2 0,2081 0,0014 0,2071 0,2091 17,0585
ccl 0,2022 0,0105 0,1948 0,2096 19,4101
abs Ortalama STD Inhibisyon
cs4 0,3467 0,0287 0,3670 0,3264 12,3831
cs3 0,3216 0,0100 0,3145 0,3286 18,7263
cs2 0,2806 0,0016 0,2817 0,2794 29,0876
csl 0,2733 0,0065 0,2779 0,2687 30,9325
abs Ortalama STD Inhibisyon
cs4 0,2816 0,0150 0,2922 0,2710 5,4081
cs3 0,2599 0,0024 0,2582 0,2616 12,6973
cs 2 0,2338 0,0041 0,2367 0,2309 21,4645
csl 0,2155 0,0037 0,2181 0,2129 27,6116
abs Ortalama STD Inhibisyon
cs4 0,3600 0,0018 0,3587 0,3612 -0,3322
cs3 0,3330 0,0205 0,3185 0,3475 7,8073
cs 2 0,3043 0,0023 0,3026 0,3059 15,7530
csl 0,2916 0,0011 0,2908 0,2923 19,2691
abs Ortalama STD Inhibisyon
cs4 0,3137 0,0018 0,3150 0,3124 4,0379
cs3 0,3057 0,0017 0,3069 0,3045 6,4851
cs 2 0,2935 0,0064 0,2890 0,2980 10,2171
csl 0,2549 0,0001 0,2548 0,2549 22,0250
abs Ortalama STD Inhibisyon
cs4 0,1399 0,0050 0,1434 0,1363 5,7912
cs3 0,1315 0,0004 0,1312 0,1317 11,4478
cs2 0,1265 0,0038 0,1292 0,1238 14,8148
csl 0,1151 0,0032 0,1173 0,1128 22,4915
abs Ortalama STD inhibisyon
cs4 0,8701 0,0387 0,8975 0,8427 24,6797
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cs3 0,7908 0,0056 0,7947 | 0,7868 31,5443

cs2 0,6666 0,0371 0,6404 0,6928 42,2957

csl 0,5277 0,0009 0,5270 | 0,5283 54,3195

abs Ortalama STD Inhibisyon

cs4 0,5391 0,0508 0,5750 0,5032 27,8313

cs3 0,4648 0,0574 0,5054 0,4242 37,7777

cs2 0,3365 0,0807 0,3935 0,2794 54,9531

csl 0,3069 0,0028 0,3049 | 0,3089 58,9156

abs Ortalama STD Inhibisyon

cs4 0,2705 0,0055 0,2744 | 0,2666 -0,8794

cs 3 0,2673 0,0035 0,2697 | 0,2648 2,0520

cs2 0,2364 0,0001 0,2416 0,2415 13,3748

csl 0,2278 0,0050 0,2242 | 0,2313 16,5262

abs Ortalama STD Inhibisyon

cs4 0,4129 0,0035 0,4104 0,4154 -0,5770

cs3 0,3749 0,0017 0,3737 0,3761 9,7279

cs2 0,2988 0,0002 0,2986 0,2989 28,0520

csl 0,2555 0,0045 0,2587 | 0,2523 38,4782

abs Ortalama STD Inhibisyon

cs4 0,2500 0,0043 0,2530 | 0,2469 -0,3580

cs3 0,2244 0,0054 0,2206 0,2282 10,5619

cs 2 0,2018 0,0022 0,2033 | 0,2002 19,5695

csl 0,6952 0,7116 0,1920 1,1983 177,0825

Tablo 3.4 Pozitif kontrol biyofilm inhibe etkisi

Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
%50 0,055 | 0,059 | 0,053 | 0,096 | 0,059 | 0,301 | 0,044 | 0,052 | 0,049 | 0,113
konstantrasyo 1 3 6 1 3 4 8 3 5 1
n 0,399 | 0,303 | 0,377 | 0,324 | 0,273 | 0,928 | 0,726 | 0,262 | 0,400 | 0,232
1 9 8 8 2 4 3 0 6 8
%25 0,055 | 0,054 | 0,054 | 0,093 | 0,050 | 0,356 | 0,045 | 0,053 | 0,046 | 0,111
konstantrasyo 2 3 3 0 4 5 5 3 0 9
n 0,399 | 0,295 | 0,392 | 0,335 | 0,139 | 0,872 | 0,770 | 0,233 | 0,394 | 0,209
1 5 8 8 0 5 9 1 0 3
%12,5 0,054 | 0,058 | 0,051 | 0,089 | 0,050 | 0,354 | 0,045 | 0,054 | 0,046 | 0,158
konstantrasyo 3 2 2 7 2 0 3 3 6 8
n 0,392 | 0,295 | 0,372 | 0,322 | 0,167 | 0,846 | 0,748 | 0,298 | 0,460 | 0,295
4 1 7 1 2 8 4 1 9 7
%6,25 0,054 | 0,056 | 0,056 | 0,082 | 0,047 | 0,353 | 0,044 | 0,055 | 0,046 | 0,144
konstantrasyo 1 5 7 8 7 6 7 7 1 7
n 0,392 | 0,296 | 0,301 | 0,325 | 0,114 | 1,972 | 0,742 | 0,298 | 0,405 | 0,265
2 4 6 0 6 9 3 5 6 6
Ortalama 0,223 | 0,176 | 0,195 | 0,204 | 0,094 | 0,881 | 0,395 | 0,176 | 0,239 | 0,216
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0,265 | 0,206 | 0,231 | 0,233 | 0,106 | 1,013 | 0,482 | 0,207 | 0,288 | 0,230

5 1 6 7 1 8 6 2 1 6
STD 0,161 | 0,114 | 0,137 | 0,115 | 0,049 | 0,683 | 0,335 | 0,116 | 0,186 | 0,066
9 5 5 1 5 4 4 2 7 0
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3.4. Biyofilm Olusumunun Ortadan Kaldirilmasi

Cesitli  konsantrasyonlarda Cl-dH,O, Cc-dH,0, Cs-dH,O tarafindan patojen test
mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmast Sekil 3.6, Sekil 3.7,
Sekil 3.8'de gosterilmektedir. Cs-dH,O ve Cc-dH,0 konsantrasyonlari S. aureus ATCC
25923"in > %50'lik biyofilm olusumunu ortadan kaldiracak ekstraktlarn MBEC50
degerleri sirasiyla 12,5 ve 50 pg/ml olarak bulundu. K. pneumoniae NRRLB 4420'nin
MBECS50 degerleri igin gereken Cs-dH,0, Cc-dH,O o6ziitlerinin konsantrasyonlar: 50
ug/ml idi. P. aeruginosa ATCC 11778'in MBECS50 degerleri 25 pg/ml Cs-dH,0 ve 50
ug/ml Cc-dH,0 ekstreleri olarak bulundu. E. faecalis ATCC 51289'un MBEC50'si i¢in
gerekli olan Cl-dH,0, Cc-dH,0 ve Cs-dH,0 ekstreleri sirasiyla 25, 12,5 ve 6,25 pg/ml
olarak bulundu. B. subtilis NRS 744'in MBECS50 degerleri 50 pg/ml Cc-dH,0 ve 12,5
ng/ml Cs-dH,0 olarak bulundu. S. aureus ATCC 6538'in MBEC50'si 6,25 pg/ml ClI-
dH,0O, Cs-dH,O ve 50 pg/ml Cc-dH,O oziitleri olarak belirlendi. E. coli ATCC
25922'nin MBECS50 degerleri Cs-dH,O ve Cc-dH,O ekstrelerinin 6,25 pg/ml olarak
bulundu. P. aeruginosa ATCC 27853'in MBEC50 degerleri, 50 pg/ml Cl-dH,0O, Cc-
dH,0 ve 25 pg/ml Cs-dH,0 ektratlariydi. S. aureus ATCC 12600'tin MBECS50 degerleri
6,25 ug/ml Cl-dH,0, Cc-dH,0, Cs-dH,0 ekstreleri olarak belirlendi. Ayrica, S. aureus
ATCC 12600'tin MBEC90 biyofilm biiylimesinin eradikasyonunun > % 90'1n1 inhibe
etmek i¢in 50 pg/ml Cc-dH,0 oziitii gereklidir. C. albicans ATCC 10231'in MBECS50'si
50 pug/ml Cs-dH,O olarak bulunmustur. Pozitif kontrollerle patojen test

mikroorganizmalarinin biyofilm eradikasyonu Sekil 3,9’da gdsterilmektedir.

Tablo 3.5 Bitki ekstreleri patojen bakteriler tizerinde biyofilm olusumunu yok etme

absorbans degerleri ve % inhibisyon degerleri

abs Ortalama STD 1 Inhibisyon
cl4 0,7909 0,1428 0,8918 0,6899 18,30
cl3 0,8172 0,0802 0,7605 0,8739 10,20
cl2 0,6800 0,0546 0,7186 0,6414 24,00
cll 0,5871 0,0950 0,6542 0,5199 31,00
abs Ortalama STD 2 Inhibisyon
cl4 0,71 0,0184 0,7273 0,7013 0,08
cl3 0,67 0,0280 0,6459 0,6855 13,01
cl2 0,55 0,0351 0,5220 0,5717 24,10
cll 0,46 0,0004 0,4573 0,4568 40,20
abs Ortalama STD 3 Inhibisyon
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cl4 1,00 0,0222 1,0148 | 0,9834 0,00
cl3 0,61 0,0055 0,6180 0,6102 4,10
cl2 0,45 0,0049 0,4580 0,4511 28,50
1 0,41 0,0233 0,4233 | 0,3903 34,85
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl 4 1,3002 0,2613 1,1154 | 1,4849 17,60
cl3 0,8295 0,0216 0,8142 0,8447 48,00
cl2 0,7787 0,0291 0,7581 0,7992 50,70
cll 0,6352 0,0577 0,5944 0,6760 60,00
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,8367 0,0356 0,8115 0,8618 0,00
cl3 0,6133 0,0047 0,6100 0,6166 4,10
cl2 0,5477 0,0575 0,5070 0,5883 13,60
cll 0,3706 0,0091 0,3642 0,3770 42,00
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 1,7385 0,0105 1,7459 1,7310 51,7
cl3 1,6500 0,0337 1,6738 1,6261 54,1
cl2 1,4871 0,0151 1,4764 1,4978 58,3
cll 1,3363 0,2282 1,4976 1,1749 62,9
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,6038 0,0013 0,6028 0,6047 32,00
cl3 0,4778 0,0090 0,4714 0,4841 46,00
cl2 0,3263 0,0057 0,3223 0,3303 37,08
cll 0,2488 0,0116 0,2570 0,2406 71,73
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,7259 0,0037 0,7233 0,7285 4,0190
cl3 0,6640 0,0151 0,6746 0,6533 12,2041
cl2 0,5472 0,0073 0,5420 0,5523 27,6477
cll 0,3964 0,0025 0,3946 0,3981 47,5869
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,4122 0,0110 0,4044 0,4200 66,9314
cl3 0,3546 0,0151 0,3652 0,3439 71,5523
cl2 0,2790 0,0252 0,2611 0,2968 77,6173
cll 0,2338 0,0044 0,2307 0,2369 81,2434
abs Ortalama STD Inhibisyon
cl4 0,3124 0,0013 0,3115 0,3133 123,4620
cl3 0,1914 0,0014 0,1924 0,1904 36,9 **
cl2 0,1794 0,0054 0,1832 0,1755 28,326**
cll 0,1564 0,0012 0,1555 0,1572 11,8741**
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,5528 0,0214 0,5376 0,5679 35,00
cc3 0,5796 0,0241 0,5625 0,5966 32,00
cc?2 0,4553 0,0209 0,4701 0,4405 46,10
ccl 0,3637 0,0202 0,3494 0,3779 56,90
abs Ortalama STD Inhibisyon
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cc 4 0.73 0,0016 0,7262 | 0,7285 512
cc3 0,64 0,0085 0,6458 0,6338 10,10
cc2 0,46 0,0566 0,4194 0,4994 40,50
ccl 0,32 0,0028 0,3205 | 0,3244 58,90
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc 4 0,58 0,0996 0,6518 | 05110 7.90
cc3 0,56 0,0682 0,5082 0,6046 11,80
cc 2 045 0,0754 0,5003 | 0,3936 28,50
ccl 0,36 0,0515 0,3976 0,3248 57,20
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,5966 0,0771 0,5421 0,6511 37,80
cc3 0,5638 0,0296 0,5847 0,5428 64,30
cc2 0,4313 0,0110 0,4391 0,4235 72,70
ccl 0,4168 0,0102 0,4240 0,4096 73,60
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,5496 0,0130 0,5404 0,5588 13,30
cc3 0,4621 0,0163 0,4505 0,4736 27,10
cc2 0,3543 0,0053 0,3580 0,3505 44,10
ccl 0,3175 0,0168 0,3293 0,3056 49,90
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 2,3910 0,9506 1,7188 3,0632 33,6
cc3 2,3481 0,8602 1,7398 2,9563 34,7
cc?2 1,9111 0,0486 1,9455 1,8767 46,9
ccl 1,8610 0,8825 1,2370 2,4850 48,3
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,4397 0,0131 0,4489 0,4304 50,03
cc3 0,3486 0,0006 0,3490 0,3481 60,38
cc?2 0,3594 0,0008 0,3588 0,3599 59,15
ccl 0,2616 0,0068 0,2664 0,2568 70,27
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,6427 0,0079 0,6483 0,6371 15,0204
cc3 0,6044 0,0011 0,6051 0,6036 20,0846
cc?2 0,5370 0,0079 0,5426 0,5314 28,9960
ccl 0,3063 0,0033 0,3039 0,3086 59,5001
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,3420 0,0045 0,3388 0,3452 72,5631
cc3 0,3022 0,0097 0,3090 0,2953 75,7561
cc?2 0,2452 0,0065 0,2406 0,2498 80,3289
ccl 0,1978 0,0018 0,1991 0,1965 84,1315
abs Ortalama STD Inhibisyon
cc4 0,1358 0,0045 0,1390 0,1326 2,8612
cc3 0,1310 0,0014 0,1300 0,1320 6,2947
cc?2 0,1225 0,0002 0,1223 0,1226 12,3740
ccl 0,1117 0,0013 0,1108 0,1126 20,1000
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abs Ortalama STD 1 Inhibisyon
cs4 0,4865 0,0061 0,4822 0,4908 42,3304
cs3 0,3874 0,0072 0,3925 0,3823 54,0777
cs 2 0,3350 0,0016 0,3361 0,3338 60,2892
csl 0,2036 0,0046 0,2068 0,2003 75,8653
abs Ortalama STD 2 Inhibisyon
cs 4 0,4637 0,0046 0,4604 | 0,4669 39,9507
cs3 0,4560 0,0001 0,4559 0,4560 40,9479
cs2 0,4343 0,0030 0,4364 0,4322 43,7580
cs 1 0,2455 0,0030 0,2433 | 0,2476 68,2077
abs Ortalama STD 3 Inhibisyon
cs4 05198 0,0131 05105 | 05290 | 17,4002
cs3 0,4045 0,0028 0,4065 0,4025 35,7222
cs2 0,3281 0,0042 0,3310 0,3251 47,8627
csl 0,2266 0,0049 0,2301 0,2231 63,9917
abs Ortalama STD 4 Inhibisyon
cs4 0,6217 0,0132 06310 | 0,6123 | 60,5695
cs3 0,3201 0,0099 0,3271 0,3131 79,6981
cs2 0,2917 0,0051 0,2881 0,2953 81,4993
csl 0,2580 0,0062 0,2624 0,2536 83,6367
abs Ortalama STD 5 Inhibisyon
cs4 0,4573 0,0005 04576 | 04569 | 27,8365
cs3 0,3027 0,0025 0,3045 0,3009 52,2329
cs 2 0,2554 0,0199 0,2694 0,2413 59,6970
csl 0,2137 0,0022 0,2121 0,2152 66,2774
abs Ortalama STD 6 Inhibisyon
cs4 1,4786 0,0007 1,4791 1,4781 58,8489
cs3 1,3646 0,0088 1,3584 1,3708 62,0216
cs 2 1,1294 0,0171 1,1173 1,1415 68,5675
csl 1,1049 0,0028 1,1029 1,1069 69,2493
abs Ortalama STD 7 Inhibisyon
cs4 0,3033 0,0005 0,3029 0,3036 65,5340
cs3 0,2414 0,0002 0,2415 0,2412 72,5681
cs 2 0,2682 0,0018 0,2669 0,2695 69,5227
csl 0,2005 0,0039 0,2032 0,1977 77,2159
abs Ortalama STD 8 Inhibisyon
cs4 0,5067 0,0052 0,5030 0,5103 33,0027
cs3 0,4231 0,0011 0,4223 0,4238 44,0565
cs 2 0,3851 0,0047 0,3884 0,3817 49,0810
csl 0,2237 0,0013 0,2228 0,2246 70,4217
abs Ortalama STD 9 Inhibisyon
cs4 0,4562 0,0211 0,4711 0,4413 63,4015
cs3 0,3442 0,0367 0,3701 0,3182 72,3866
cs2 0,2732 0,0017 0,2744 0,2720 78,0826
csl 0,2132 0,0091 0,2196 0,2068 82,8961
abs Ortalama STD 10 Inhibisyon
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cs 4 0,2057 0,0074 0,2004 0,2109 47,1387
cs3 0,1733 0,0048 0,1699 0,1767 23,9628
cs 2 0,1574 0,0064 0,1528 0,1619 12,5894
csl 0,1213 0,0023 0,1229 0,1197 13,2331

Tablo 3.6. Pozitif kontrol biyofilm eradikasyon etkisi

abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
%50 | 0,0735 | 0,1257 | 0,0744 | 0,7802 | 0,0764 | 2,5399 | 0,0794 | 0,0843 | 0,0958 | 0,1295
konstan | 0,8713 | 0,7185 | 0,6425 | 1,5102 | 0,6198 | 3,1825 | 0,8233 | 0,7216 | 1,2961 | 0,1153
trasyon
%25 | 0,0764 | 0,0991 | 0,0775 | 0,5212 | 0,0777 | 2,2596 | 0,0720 | 0,0866 | 0,0985 | 0,1353
konstan | 0,8266 | 0,7092 | 0,6222 | 1,5109 | 0,6195 | 3,5293 | 1,1473 | 0,7794 | 1,2296 | 0,1210
trasyon
%12,5 | 0,0788 | 0,0774 | 0,0723 | 0,8134 | 0,0787 | 2,5802 | 0,0737 | 0,0851 | 0,0963 | 0,1268
':;’;;tg‘: 0,8090 | 0,7708 | 0,6301 | 1,7122 | 0,6256 | 3,7361 | 0,8145 | 0,7670 | 1,2234 | 0,1345
%6,25 | 0,0793 | 0,0747 | 0,0743 | 1,2267 | 0,0709 | 2,5569 | 0,0773 | 0,0880 | 0,0942 | 0,1257
':;’;;tgg 0,8674 | 0,8903 | 0,6225 | 1,5733 | 0,6700 | 3,9246 | 0,7349 | 0,7573 | 1,2370 | 0,1885
Ortala | 0,4586 | 0,4533 | 0,3498 | 1,3314 | 0,3613 | 3,1995 | 0,4251 | 0,4244 | 0,6627 | 0,1439
Lo 0,5536 | 0,5473 | 0,4192 | 1,4609 | 0,4320 | 3,3543 | 0,5130 | 0,5092 | 0,8043 | 0,1481
STD | 0,3641 | 0,3651 | 0,2643 | 0,2217 | 0,2766 | 0,6140 | 0,3355 | 0,3228 | 0,5438 | 0,0279
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4. TARTISMA

Mikroorganizmalarin ~ biyofilm  olusturmast hem  enfeksiyonlarin  tedavisini
zorlastirmanin yaninda saglik ve gida sektorlerinde ciddi ekonomik kayiplara neden
oldugu bilinmektedir (Van Haudt ve ark. 2010; Sabir ve ark. 2017). Farkli arastirmalar
bircok mikroorganizmanin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu gostermistir
(Soares Gleise ve ark. 2016; Jarnal ve ark. 2019). Bu ¢alismada, kongo kirmizis1 agar ve
mikrotitre plaka yontemlerinin sonuglari, test edilen tiim patojen mikroorganizmalarin
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu gostermistir. S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 11778, P. aeruginosa ATCC 11778, S. aureus ATCC 6538, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 12600 giiglii biyofilm iireticisi olarak
degerlendirilirken, Croes vd. (2009), farkli klonal soylarin klinik S. aureus izolatlarinin
in vitro biyofilm olusumunun ¢alisildigi arastirmada, S. aureus izolatlarmin belirli
kosullar altinda giiclii biyofilm olusumuna sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Farkl
bir ¢alismada ise Heidari vd. (2018), Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus

spp.'nin biyofilm olusumunu ortaya ¢ikarmiglardir.

Wu vd. (2020), test edilen patojen mikroorganizmalarin biyofilm olusumunu
degerlendirmistir, test edilen patojen mikroorganizmalar, cesitli antibiyotiklere karsi
diren¢ ve ¢esitli seviyelerde biyofilm olusturma yetenegi gosterdigi kanitlamislardir.
EPS, mikroorganizmalarin kohezyonundan ve biyofilmlerin yiizeylere yapismasindan,
mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlere izin vermesinden ve hiicreler arasinda

yapistirict gorevi gormesinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Costa ve ark. 2018).

Insanlik tarihi boyunca bulasic hastaliklarm bitkilerden elde edilen bilesikler ve bitkisel
ilaglarla tedavi edildigi yapilan bir ¢ok ¢alismada ortaya koyulmustur. Yapilan c¢ok
sayida farkli ¢alismalar da varilan sonuglarina gére bu alanda halen yapilmasi gereken
¢cok sayida calisma oldugu goriilmektedir. Tibbi ve aromotik bitkilere olan ilgi
giintimiizde artmis olsada iilkemizin zengin florasina ait pek ¢ok endemik tiir potansiyel
tastylp calisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut calismanin sonuglari, patojen test
mikroorganizmalarinin ~ biyofilm inhibisyonunun ve biyofilm eradikasyonunun

yiizdelerinin artan CI-dH,0, Cc-dH,0, Cs-dH,0 yaprak 6ziitlerine bagl olarak arttigini
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gostermistir. Cl-dH,0O, Cc-dH,0, Cs-dH,O ekstraktlarinin en yiiksek konsantrasyonu
patojen test mikroorganizmalarinin MBIC50 ve MBECS50 degerlerine pozitif kontrol

olarak etkili olmustur.

Cistus sp.'nin biyolojik Ozelliklerini degerlendirmek igin ¢ok sayida ¢alisma yapilmis
olmasma ragmen, Cistus sp.'nin patojen mikroorganizmalara karsi antibiyofilm
aktivitesi hakkinda sinirli arastirma bulunmaktadir (Zalegh vd. 2021). Hanning et al.
(2008), cistus c¢aymin agiz boslugundaki ilk bakteriyel yapismayi azaltmak igin
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢aligmanin sonuglarina gére, emaye plakalarin
yerlestirilmesinden bir dakika sonra Cistus ekstratlar1 ile 10 dakikalik bir durulama
yapildiginda 120 dakikalik biyofilmde tespit edilen bakteri miktar1 6nemli Olclide
azaldigini bildirmislerdir. Lekbach vd. (2018), yaptiklari c¢aligma ile C. ladanifer
Oziitliniin P. aeruginosa planktonik hiicrelerinin biiylimesini ve biyofilm olusumunu
engelledigini gostermislerdir. Bir baska caligmada Alvarez Martinez vd. (2021), C.
salviifolius ekstresinin S. aureus izolatlarina kars1 daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
sergiledigini ortaya koymustur. Onceki calismalar, bitki 6zlerinin polifenolleri ile
antimikrobiyal aktiviteler arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Zalegh vd. 2021).
Daha 6nceki bir ¢alismada, Cl-dH,0, Cc-dH,0, Cs-dH,0 yaprak ekstraktlarinin patojen
test mikroorganizmalarina karsi antibiyofilm aktivitelerinin ekstraktlarin biyoaktif

maddeleri ile iligkili oldugu 6ne siiriilmistiir.
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5.SONUC VE ONERILER

Tablo 5.1 Calismada elde edilen verilere gore en etikili oldugu diistiniilen sonuglar

Patojenler %6,25 %12,5 %25 %50 %6,25 %12,5 %25 %50
konsant | konsant | konsant | konsant | konsant | konsant | konsant | konsant
rasyon rasyon rasyon rasyon rasyon rasyon rasyon rasyon
inhibe inhibe inhibe inhibe eradikas | eradikas | eradikas | eradikas

yon yon yon yon

S. aureus Cs Cs Cs Cc Cs Cs Cs Cs

ATCC 25923 %12,38 | %18,72 | %29,08 | %31,64 | %42,33 | %54,07 | %60,28 | %75,86

K. pnemoniea Cl Cl Cs Cs Cs Cs Cs Cs

NRRLB 4420 %13,57 | %15,31 | %21,46 | %27,61 | %39,95 | %40,94 | %43,75 | %68,20

P. aeuroginosa | Cc Cl Cl Cc Cs Cs Cs Cs

ATCC 11778 %21,59 | %14,95 | %16,91 | %29,62 | %17,40 | %35,72 | %47,86 | %63,20

E. feacalis Cs Cc Cl Cs Cs Cs Cs Cs

ATCC 51289 %4,03 %7,0 %14,32 | %22,02 | %60,56 | %79,69 | %81,49 | %83,63

B. subtilis NRS | Cs Cc Cc Cc Cs Cs Cs Cs

744 %)5,79 %12,59 | %17,84 | %29,02 | %27,83 | %53,23 | %59,69 | %66,27

S. aureus Cc Cc Cc Cc Cs Cs Cs Cs

ATCC 6538 %86,82 | %87,69 | %89,03 | %90,93 | %58,84 | %62,02 | %68,56 | %69,24

E.coli ATCC Cc Cc Cc Cc Cs Cs Cs Cs

25922 %36,23 | %56,14 | %64,67 | %69,49 | %6553 | %72,56 | %69,52 | %77,21

P. aeuroginosa | ClI Cl Cl Cl Cs Cs Cs Cs

ATCC 27853 %4,14 %14,43 | %17,91 | %25,50 | %33,0 %44,05 | %49,08 | %70,42

S. aureus Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc

ATCC 12600 %26,79 | %35,05 | %48,68 | %57,11 | %72,56 | %75,75 | %80,32 | %84,13

C. albicans Cl Cl Cl Cl Cs Cs Cl Cs

ATCC 10231 %2,15 %10,56 | %23,71 | %50,89 | %47,13 | %23,96 | %23,32 | %13,23
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Tablo 5.2 Calisma verilerine gore ekstrelerin ve farkli konsantrasyonlarin etkileri

Cikarimlar

%6,25 konsantrasyonda tiim patojenler arasinda inhibe degerleri karsilagtirildiginda cc

nin daha yiiksek oldugunu goriildi

%12,5 konsanntrasyonda tiim patojenler arasinda inhibe degerleri karsilastirildiginda cc

nin daha yiiksek oldugu goriildii

%25 konsantrasyonda tiim patojenler arasinda inhibe degerleri karsilastirildiginda cc

nin daha yiiksek oldugu goriildii

%50 konsantrasyonda tiim patojenler arasinda inhibe degerleri karsilastirildiginda cc

nin daha yiiksek oldugu goriildi

%6,25  konsantrasyonda tiim  patojenler arasinda eradikasyon  degerleri
y d y g

karsilastirildiginda cs nin daha yiiksek oldugu goriildii

%12,5 konsantrasyonda tiim  patojenler arasinda eradikasyon  degerleri

karsilastirildiginda cs nin daha yiiksek oldugu goriildii

%25 konsantrasyonda tiim patojenler arasinda eradikasyon degerleri karsilastirildiginda

cs nin daha yiiksek oldugu goriildii

%350 konsantrasyonda tiim patojenler arasinda eradikasyon degerleri karsilastirildiginda

cs nin daha yiiksek oldugu gortildii

Tablo 5.3 Caligma verilerine gore ekstrelerin tiim biyofilm tabakasi olusturan patojenler

uzerine etkileri

Patojenler Inhibe Eradikasyon

S. aureus cs su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
ATCC g et g

25923 oldugu goriildii goriildi

K. cs su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
nemoniea C et 1

RIRRLB oldugu goriildii gorildii

4420

P. Cc su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
aeurogmosa | 1qugu goriildii goriildii

ATCC
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11778

E. feacalis cs su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
ATCC

oldugu goriildi goruldii
51289
B. subtilis cc su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
NRS 744 | oldugu goriildi goriildii
S. aureus cc su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
ATCC 6538 | ;1qusu goriildii goriildi

E.coli ATCC | cc su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
25922

oldugu goriildii goriildi
P. cl su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
aeurogmosa | 1dqugu goriildii goriildii
ATCC
27853
S. aureus cc su ekstresinin daha etkili | cc su ekstresinin daha etkili oldugu
ATCC oldugu goriildii goriildii
12600

C.albicans |cl su ekstresinin daha etkili | cs su ekstresinin daha etkili oldugu
ATCC

oldugu goruldiu oruldu
10231 . s

Bu calismadan varilan sonuglara gore, bu ¢alismada incelenen bitki tirlerinin Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
pneumoniae NRRLB 4420, Enterococcus faecalis ATCC 51289, Escherichia coli
ATCC 35218, Bacillus subtilis'e kars1 degisen derecelerde antibiyofilm aktivitelerine
sahip oldugu ortaya c¢ikmustir. Ortaya koyulan biyofilm eradikasyon degerlerinin
inhibisyon degerlerinin ylizdesi, biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasinda etkili
olan degerlerden daha fazla oldugu ortaya koyulmustur. Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 12600, Pseudomonas aeruginosa ATCC 11778, Candida
albicans ATCC 10231 patojen test mikroorganizmalarina karsi ¢alismaya dahil edilen
ekstraktlardan Cs-dH,0O, patojen test mikroorganizmasina karsi daha fazla antibiyofilm
etkisi gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle, C1-dH,0O, Cc-dH,0, Cs-dH,0 yaprak
ozleri, Ozellikle bagisiklik yetersizligi olan hastalar1 tedavi etmek i¢in ilag kesfi icin

potansiyel bir aday olabilecegi deneysel calismalardan varilan sonuglara gore
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diistiniilmektedir. Ayrica antimikrobiyal bilesikleri izole etmek ve aktivite
mekanizmasinin belirlenmesi adina daha fazla arastirma yapilmasinin gerekliligi

gorilmistir.

Genel olarak mikroorganizmalarin canli yasami ve tim yasam alanlar1 iizerindeki
yararli etkileri ve gereklilikleri g6z ardi edilemez bir gergektir. Yararh
mikroorganizmalar disinda patajenite Ozelligi gostererek canli yasamini olumsuz
etkileyen farkli mikroorganizma tiirleri oldugu da giin gegtikgce gergeklestirilen yeni
calismalarca ortaya koyulmaktadir. Ozellikle antibiyotikler antimikrobiyal ajan olarak
bu patojen bakterilerin tedavilerinde kullanilmaktadir, fakat mikroorganizmalar bu
kullanilan ajanlara karsi zaman ic¢inde diren¢ kazanabilmektedirler. Direng
mekanizmalar1 gelistirmelerinin yaninda antibiyotikler 6zellikle insan viidunda
kullanimlarindan sonra organizmanin metabolik faaliyetlerinde bozulmalara neden
olabilmektedirler. Zamanla kazanilan bu direng tedavi siirecini gii¢lestirmenin yaninda
ekonomik kayiplar da ortaya cikararak hastalik etmenin ortadan kaldirilmasi siirecinde
sorun yaratmaktadir. Bunun yaninda zaten direng gelistirebilme yetenegine sahip olan
patojen mikroorganizmalarin biyoflim tabakasi ile kendini antimikrobiyal ajanlara karsi
yeni bir koruma olusturmasi sorunu biiyiitmektedir. Tiim bu etmenler géz Oniine
alindiginda yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine yonelik yeni kaynak
arastirilmasi ¢aligmalar1 cazip hale gelmektedir. Bu fikirden yola ¢ikilarak bitkilerin bu
yeni antimikrobiyal ajan ¢alismalarinda alternatif kaynak olabilecegi fikri son yillarda
yayginlasmistir. Ozellikle endemik bitki tiirlerinden farkli antimikrobiyal etkenler elde
edilebilecegi fikri olugmustur. S6z konusu patojenler ve biyofilm tabakalari ile
miicadelede etkili, ¢evre dostu, ekonomik, dogal, canli organizma saghigini tehdit
etmeyen bitki kaynakli yeni antimikrobiyal ajan olarak kullanimi onerilebilinecegi
diistiniilmiistiir. Cografyamiz da dogal olarak yetisen bu bitkilerin tespiti ve ¢alismalari
yapilarak tip ve endiistride bu tiir kullanim alanlarinin arastirilmasi faydali olacagi

diistiniilmektedir.

45



6.KAYNAKCA

A. E. Hakverdi and N. Yigit, “Yozgat-Akdagmadeni Yoresinde Bulunan Bazi Tibbi ve
Aromatik Bitkiler,” Bartin Orman Fakiiltesi Dergisi., vol. 19, no. 2, p. 82-87,
2017.

Akan, E. ve Kimik, O. (2014). Biyofilm olusum mekanizmas1 ve biyofilmlerin gida
giivenligine etkisi. Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, 14: 42-51.

Akond, M.A., Hassan, SM.R., Alam, S., Shirin, M., 2009, “Antibiotic resistance of
Escherichia coli isolated from poultry and poultry environment of Bangladesh”,

American Journal of Environmental Sciences, 5: 47-52.

Alpimnar, K. 2010. Halk Arasinda Kullanilan Tibbi Bitkilerin Derlenmesi, Bitkilerle
Tedavi Sempozyumu 5-6 Haziran 2010 Zeytinburnu/istanbul Bildiri Kitaba, 19-
28.

Altinok, O., Giirpmar, O., Eser, O. (2018). Bakteriyel biyofilmler. Tip Fakiiltesi
Klinikleri Dergisi, 1(2), 45- 51.

Alvarez-Martinez FJ, Rodriguez JC, Borras-Rocher F, Barrajon-Catalan E and Micol V
2021 The antimicrobial capacity of Cistus salviifolius and Punica granatum
plant extracts against clinical pathogens is related to their polyphenolic

composition. Sci. Rep. 11 588.
Anonim, 2007. Ulusal Biyolojik Cesitlilik Stratejisi ve Eylem Plan1 2007.

Aslam B, Wangi W, Arshad MI, Khurshid M, Muzammil S, Rasool MH, Nisar MA,
Alvi RF, Aslam MA and Qamar MU 2018 Antibiotic resistance: a rundown of a
global crisis. Infect. Drug Resist. 11 1645-1658.

Atabey, C., “Piyasada satisa sunulan peynirlerden elde edilen jenerik Escherichia coli
ve  Staphylococcus aureus  suslarinin  antibiyotik  direngliliklerinin

belirlenerek,mastitis kontrol ve tedavi programlarinda kullanilan antibiyotiklerle

46



iliskisinin belirlenmesi”, Adnan Menderes Uni. Saghk Bilimleri Enstitiisii, 25,
Aydin (2011).

Attaguile G, Russo A, Campisi A, Savoca F, Acquaviva R, Ragusa N and Vanella A
2000 Antioxidant activity and protective effect on DNA cleavage of extracts

from Cistus incanus L. and Cistus monspeliensis L. Cell Biol Toxicol 16 83-90.

Barrajon-Catalan E, Fernandez-Arroyo S, Roldan C, Guillen E, Saura D, Segura-
Carretero A and Micol V 2011 A systematic study of the polyphenolic
composition of aqueous extracts deriving from several Cistus genus

species:evolutionary relationship. Phytochem. Anal. 22 303-312.

Barros L, Duenas M, Aloes CT, Silvac S, Henriques M, Santos-Buelga C and Ferreiraa
C.F.R.l 2013 Antifungal activity and detailed chemical characterization of

Cistus ladanifer phenolic extracts. Ind. Crops Prod. 41 41-45.

Basaran, A.A. 2012. Ulkemizdeki Bitkisel laglar ve Uriinlerde Yasal Durum. MIiSED,
Say1: 27-28, s: 22-26

Baser, K.H.C. 1990. Tibbi Bitki ve Baharatlarin Diinyada ve Tiirkiye’deki Ticareti ve
Talep Durumu, Tarim Orman ve Koy Dsleri Bakanligi Dergisi, 53; ss18-22.

Baydar H., Giirel F. 1998. Antalya Dogal Florasinda Bal Arist (Apis mellifera)’ nin
Polen Toplama Aktivitesi, Polen Tercihi ve Farkli Polen Tiplerinin Morfolojik
ve Kalite Ozellikleri. Tr. J. Of Agriculture and Forestry, 22, 475-482.

Bayram E. Kirici S. Tanst S. Yilmaz G. Arabaci O. Kizil S. Telci 1.2010. Tibbi
Bitkilerin Uretiminin Arttirilmasi olanaklari. VI. Tiirkiye Ziraat Miihendisligi
Teknik Kongresi C.1:S.453 -48

Baytop T. Tirkiye’de bitkilerle tedavi — Gegmiste ve bugiin, Nobel Tip Kitabevleri,
Ilaveli II. Baski, 1999; istanbul.

Begendik, F. (2003). infeksiyon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyolojide biyofilm. Flora
Derqisi, 8(4), 271-277.

Benali T, Bouyahya A, Habbadi K, Zengin G, Khabbach A, Achbani H and Hammani K

2020 Chemical composition and antibacterial activity of the essential oil and

47



extracts of Cistus ladaniferus subsp. ladanifer and Mentha suaveolens against
phytopathogenic bacteria and their ecofriendly management of phytopathogenic
bacteria. Biocatal. Agric. Biotechnol. 28 101696.

Ben-Bakrim W, Aghraz A, Hriouch F, Larhsini M, Markouk M, Bekkouche K, Costa
R, Arrigo S, Cicero N and Dugo G 2022 Phytochemical study and antioxidant
activity of the most used medicinal and aromatic plants in Morocco. J. Essential
Oil Res. 1-12.

Binici, A., 2002. Baharat Degerlendirme Raporu, Orta Anadolu DPhracat¢1 Birlikleri
Genel Sekreterligi, ss.1-37.

Bowler P, Murphy C and Wolcott R 2020 Biofilm exacerbates antibiotic resistance: Is
this a current oversight in antimicrobial stewardship. Antimicrob. Resist. Infect.
Control 9 162.

Bown D. Encyclopedia of herbs and their uses, the herb society of America,
2004;167:16-8, Darling, Kindersley, London.

Bozkurt, H., Giidiiciioglu, H., Giilmez, S., Kumru A., izci, H. Berktas, M., 2005,
“Erigkin yas grubu idrar kiiltiirlerinden izole edilen Escherichia coli suslarinin

antimikrobiyallere duyarliliklar1”, Van Tip Dergisi, 12: 232-235.

Catoni R, Gratani L and Varone L 2012 Physiological, morphological and anatomical
trait variations ween winter and summer leaves of Cistus species. Flora:
Morphology, Distribution, Functional Ecology Plants 207 442-449.

Cetin H and Yanikoglu A 2006 A study of the larvicidal activity of Origanum
(Labiatae) species from southwest Turkey. J Vector Ecol 31 118-122.

Ceylan, A. 1995. Tibbi Bitkiler I. E.U. Ziraat Fakiiltesi Yayinlari III. Bastm No:312.

Bornova/izmir.

Chiang, W.C., Nilsson, M., Jensen, P.@., Heiby, N., Nielsen, T.E., Givskov, M., Tolker-
Nielsen, T., 2013, “Extracellular DNA shields against aminoglycosides in
Pseudomonas aeruginosa biofilms”, Antimicrob Agents Chemother, 57(5): 2352—
2361.

48


https://aricjournal.biomedcentral.com/
https://aricjournal.biomedcentral.com/
https://www.scimagojr.com/journalsearch.php?q=29688&tip=sid

Comandini O, Contu M and Rinaldi AC 2006 An overview of Cistus ectomycorrhizal
fungi. Mycorrhiza 16 381-395.

Coode MJE. Cistaceae. P Davis, Mill R, Tan K, (Ed.). Flora of Turkey and the East
Aegean Islands. 1988; 10, Edinburgh University Press. Edinburgh, UK. 61p

Costa OY, Raaijmakers JM and Kuramae EE 2018 Microbial extracellular polymeric
substances: ecological function and impact on soil aggregation.
Front Microbiol 9 1636.

Croes S, Deurenberg RH, Boumans MLL, Beisser PS, Neef C and Stobberingh EE 2009
Staphylococcus aureus biofilm formation at the physiologic glucose
concentration depends on the S. aureus lineage. BMC Microbiol 9 1-9.

Ciftci, I. H., Cetinkaya, Z., Aktepe, O. C., Arslan, F. ve Altindis, M., 2005, “Klinik
orneklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa suslarinin antibiyotiklere

duyarhiliklar1”, Tiirk Mikrobiyol. Cem. Derg., 35: 98 — 102.

Dagmar, L. 2002. The Role of East and Southeast Europe in the Medicinal and

Aromatic Plants Trade, Medicinal Plant Conservation Group, Germany.

Darwish SF and Asfour HAE 2013 Investigation of biofilm forming ability in
staphylococci causing bovine mastitis using phenotypic and genotypic assays.
Sci World J 378492.

Davies D 2003 Understanding biofilm resistance to antibacterial agents. Nat Rev Drug
Discov. 2114-122.

Davis P.H. 1988. Flora of Turkey and the East Aegean lIslands, Vol. 10. Edinburgh
University Press, p. 61-62.

Davis PH 1965 Flora of Turkey and The East Aegean Islands. Vol. 1, Edinburgh
University Press, p. 506-508.

Demetzos D, Dimas K, Hatziantoniou S, Anastasaki T and Angelopoulou D 2001
Cytotoxic and anti-inflammatory activity of labdane and cis-clerodane type
diterpenes. Planta Medica 67 614-618.

49



Demirezer, L.0,2010. Bitkilerin Tipta Kullanilmas1 Konusundaki Sorumluluklarimiz.
Bitkilerle Tedavi Sempozyumu 5-6 Haziran 2010 Zeytinburnu/istanbul Bildiri
Kitabs, s: 87- 88.

Dimas K, Demetzos C, Angelopoulou D, Kolokouris A and Mavromoustakos T 2000
Biological activity of myricetin and its derivatives against human leukemic cell
lines in vitro. Pharmacol. Res. 42 475-478.

Donlan, R.M. and Costerton, J.W. (2002). Biofilms: survival mechanisms of clinically

relevant microorganisms. Clinical Microbiology Review, 15: 167-193.

Douglas, L. J., 2003, “Candida biofilms and their role in infection”, Trends Microbiol.,
11: 30-36.

Drenkard, E. (2003). Antimicrobial resistance of Pseudomonas aeruginosa biofilms.
Microbes and Infection, 5: 1213-1219.

Driffield, K., Miller, K., Bostock, J.M., O’Neill, A.J., Chopra, 1., 2008, “Increased
mutability of Pseudomonas aeruginosa in biofilms”, J. Antimicrob. Chemother,
61(5): 1053-1056.

Ehrhardt C, Hrincius ER, Kort, VV, Mazur |, Droebner K, Poetter A, Dreschers S,
Schmolke, M., Planz O and Ludwig S 2007 A polyphenol-rich plant extract,
CYSTUSO052, exerts anti-influenza virus activity in cell culture without toxic
side effects or the tendency to induce viral resistance. Antivir Res 76 38-47.

Erdogmus, S.F., Konak, S. (2020). Baz antibiyotiklerin biyofilm olusturan stafilokok
izolatlar1 iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. Igdir Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisti Dergisi, 10(2), 838-845.

Ersoz, T. 2010. Bitkisel {riinler ve Giivenilirligi. Bitkilerle Tedavi Sempozyumu 5-6
Haziran 2010 Zeytinburnu/istanbul Bildiri Kitab1, 89-93

Ertem, H. 1987. Bogazkdy Metinlerine Gore Hititler Devri Anadolu’sunun Florast.
Tiirk Tarih Kurumu Yayinlar1 VII. Dizi-S65a.

50


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dreschers+S&cauthor_id=17572513
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schmolke+M&cauthor_id=17572513
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Planz+O&cauthor_id=17572513
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ludwig+S&cauthor_id=17572513

Fernandes JBC, Zanardo LG, Galvao NN, Carvalho 1A, Nero LA and Moreira MAS
2011 Escherichia coli from clinical mastitis: serotypes and virulence factors. J
Vet Diagn. Invest. 23 1146-1152.

Fierascu RC, Fierascu I, Baroi AM and Ortan A 2021 Selected aspects related to
medicinal and aromatic plants as alternative sources of bioactive compounds.
Int. J. Mol. Sci. 22 1521.

Flemming HC, Wingender J, Szewwzyk U, Steinberg P, Rice SA and Kjelleberg S.
2016 Biofilms: an emergent form of bacterial life. Nat Rev Microbiol 14 563-75.

Freeman DJ, Falkiner FR and Keane CT 1989 New method for detecting slime
production by coagulase negative staphylococci. J. Clin. Pathol. 42 872-874.

Ganaie HA 2021 Review of the active principles of medicinal and aromatic plants and
their disease fighting properties. Medicinal Aromat Plants 1-36.

Gezgin, D. 2006. Bitki Mitoslar1. Sel Yayincilik.

Ghigo, J.M., 2001, “Natural conjugative plasmids induce bacterial biofilm
development”, Nature, 412(6845): 442-445.

Ghorbanpour M, Hadian J, Nikabadi S and Varma A 2017 Importance of medicinal and

aromatic plants in human life. Medicinal Plants Environ Challeng 1-23.

Gomes F, Martins N, Ferreira ICFR and Henriques M 2019 Anti-biofilm activity of
hydromethanolic plant extracts against Staphylococcus aureus isolates from
bovine mastitis. Heliyon 5(5) e01728.

Giilay, Z., 1999, “Antimikrobiyal ilaclara diren¢”, Temel ve Klinik Mikrobiyoloji,
Bolium 9, Editor, Ustacelebi S, Glines Kitabevi, Ankara.

Giir, D., 2008, “Bakterilerde antibiyotkilere kars1 diren¢”, Enfeksiyon hastaliklar1 ve
mikrobiyolojisi, Wilke Topgu A, Soyletir G, Doganay M (eds)., 3. Baski,
Istanbul Nopel Tip Kitabevi, 243-257.

Giirhan G., Ezer N. 2004. Halk Arasinda Hemoroid Tedavisinde Kullanilan Bitkiler-I.
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 24:1, 37-55.

51


file:///C:/Users/Afsu-E-003/Downloads/Ganaie
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128195901
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-68717-9_1#auth-Mansour-Ghorbanpour
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-68717-9_1#auth-Javad-Hadian
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-68717-9_1#auth-Shahab-Nikabadi
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-68717-9_1#auth-Ajit-Varma

Giiveng A, Yildiz S, Ozkan AM, Erdurak CS, Coskun M, Yilmaz G, Okuyama T,
Okada Y. Antimicrobiological Studies on Turkish Cistus Species. Pharm Biol.
2005; 43(2):178-183.

Hall-Stoodley L, Costerton J and Stoodley P 2004 Bacterial biofilms: from the natural

environment to infectious diseases. Nat Rev Microbiol 2 95-108.

Hannig C, Spitzmiiller B, Al-Ahmad A and Hannig M 2008 Effects of Cistus-tea on
bacterial colonization and enzyme activities of the in situ pellicle. J. Dentistry
36 540-545.

Heidari H., Ebrahim-Saraie HS, Mirzaei A, Taji A, Hosseini SR and Motamedifar, M
2018 Characterization of virulence factors, antimicrobial resistance patterns and
biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus spp. strains
isolated from corneal infection. J. Fr. Ophtalmol. 41 9823-829.

Hortag Istar, E., Eda Aliskan, H.E., Basustaoglu, A. (2020). Metisiline duyarli ve
direngli Staphylococcus aureus izolatlarinin biyofilm olusturma ozelliklerinin
konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle belirlenmesi. Mikrobiyoloji Biilteni
Dergisi, 54(2), 223-234.

Internet: Biyofilm Nedir?, 2014, http://www.diatek.com.tr/Makale-
Yontem/Mikrobiyolojik-Analiz/Biyofilm-Nedir_3317.html

Jain A and Agarwal A 2009 Biofilm production, a marker of pathogenic potential of

colonizing and commensal staphylococci. J Microbiol Methods 76 88-92.

Jamal M, Andleeb S, Jalil F, Imran M, Nawaz MA, Hussain T, Ali M, Rahman S and
Das Rajanna C 2019 Isolation, characterization and efficacy of phage MJ2
against biofilm forming multi-drug resistant Enterobacter cloaca. Folia
Microbiol 64 101-111.

Jasovsky D, Littman J, Zorzet A and Cars O 2016 Antimicrobial resistance a threat to
the world’s sustainable development. Upsala J Med Sci 121 159-64.

Jay, J.M., “Staphylococcal gastroenteritis, modern food microbiology 4th Ed.”,
Chapman and Hall, New York, London, 455-478 (1992).

52


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300571208001097?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300571208001097?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300571208001097?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300571208001097?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-dentistry
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0181551218302924#!
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-francais-dophtalmologie
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-francais-dophtalmologie/vol/41/issue/9

Jellin JM, et al. Pharmacist’s letter/prescriber’s letter natural medicines comprehensive

database. 4th ed. Stockton, CA: Therapeutic Research Facility 2002;103-5.

Joseph, D., Yao, C., Robert, C., Moellering, J.R., 2009, “Antibakteriyel ajanlar”, Temel
ve Klinik Mikrobiyoloji, Boliim 70, in Editors, Murray PR, Baron EJ, Jorgensen
JH, Landry ML, Pfaller MA, Ceviri Editérii Basustaoglu A, cilt 1, 9. Baski,
Atlas Kitapgilik, Ankara.

Kairo SK, Bedwell J, Tyler PC, Carter A and Corbel MJ 1999 Development of a
tetrazolium salt assay for rapid determination of viability of BCG vaccines.
Vaccine 17 2423-2438.

Kastamonu Uni., Orman Fakiiltesi Dergisi, 2011, 11 (1): 52 - 67 Faydaoglu ve

Siirtictioglu Kastamonu Univ., Journal of Forestry Faculty

Kaya, F. (2016). Siit Isletmelerinden Izole Edilen Staphylococcus Aureus Suslarmnda
icaA ve icaD Genleri ve Biyofilm Uretiminin Tespiti. Yiiksek Lisans. Necmettin
Erbakan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali, Konya.

Kenar B, Erik M, Erdogmus SF, Korcan SE, Kose Z and Durmaz G 2020 The
determination of antimicrobial and antibiofilm activities of foodborne lactic acid

bacteria against Enterobacter cloacae isolates. Turk J Vet. Animal Sci. 44 59-68.

Kendir, G., Giliveng, A. 2010. Etnobotanik ve Tiirkiye’de Yapilmis Etnobotanik
Calismalara Genel Bir Bakis. Hacettepe Univ. Eczacilik Fak. Dergisi, 30(3), 49-
80.

Kilig, T., Karaca, B., Coleri, Cihan, A. (2021). Abiyotik ylizeylerde termofilik
Anoxybacillus Rupiensis DSM 17127t susunun olusumu ve polistiren yiizeyler
iizerindeki biyofilm yapismin giderimi. Balikesir Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisti Dergisi, 23(2), 455-470

Kilic DD, Siriken B, Erturk O, Tanrikulu G, Giil M, Baskan C. Antibacterial,
Antioxidant and DNA Interaction Properties of Cistus creticus L. Extracts. J Int
Environ Appl Sci. 2019; 14(3):110-115.

53



Kogyigit, M. 2005. Yalova Dlinde Etnobotanik Bir Arastirma, Yiiksek Lisans Tezi,

Dstanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

Kolar, M., Pantucek, R., Bardon, J., Vagnerova, I., Typovska, H., Valka, I., Doskar, J.,
2002, “Occurrence of antibiotic-resistant bacterial strains isolated in poultry”,

Vet. Med. Czech, 47: 52-59.

Kupeli E and Yesilada E 2007 Flavonoids with anti-inflammatory and antinociceptive
activity from Cistus laurifolius L. leaves through bioassay-guided procedures.
J. Ethnopharm. 112 524-530.

Lahcen SA, et al. Chemical composition, antioxidant, antimicrobial and antifungal
activity of Moroccan Cistus creticus leaves. Chem Data Collec 2020;26:100346.

Latiff NA, Ong PY, Abd Rashid SNA, Abdullah LC, Mohd-Amin NA and Fauzi NAM
2021. Enhancing recovery of bioactive compounds from Cosmos caudatus

leaves via ultrasonic extraction. Sci Rep 11 17291-17297.

Lekbach Y, Xu DS, Dong Y, Liu D, Khan MS, Koraichi SI and Yang K 2018
Mitigation of microbiologically influenced corrosion of 304L stainless steel in
the presence of Pseudomonas aeruginosa by Cistus ladanifer leaves extract. Int
Biodeterior Biodegradation 133 159-169.

Leone S, Molinaro A, Alfieri F, Cafaro V, Lanzetta R, Donato A and Parrilli M 2006
The biofilm matrix of Pseudomonas sp. OX1 grown on phenol is mainly
constituted by alginate oligosaccharides. Carbohydrate Res. 341 2456-2461.

Levinson, W., Javetz, E., “Medical Microbiology and Immunalogy 9nd ed.”, Ceviri
Editérii, Tuncay Ozgiinen, 30-31 (2008).

Lewin, R. 2000. Modern Pnsanin Kékeni, TUBDTAK Popiiler Bilim Kitaplari, Ceviri:
N. Oziiaydin, 7. basim, TUBDPTAK, Ankara

Madigan, M.T.and Martinko, J.M., “Brock Biology of Microorganisms, 11 th Ed.”,
Prentice Hall International Inc., New Jersey, USA, 923-925,930-938, 906-908
(2006).

54


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830518305754#!

Marshall VM and Rawson HL 1999 Effects of exopolysaccharide producing strains of
thermophilic lactic acid bacteria an texture of sirred yoghurt. Int J Food
Sci Technol. 34 137-143.

Mastino PM, et al. Interpopulation variability in the essential oil composition of Cistus
creticus  subsp.  eriocephalus  from  Sardinia. Chem  Biodivers
2018b;15(9):e1800151.

Monzon M, Oteiza C, Leiva J, Lamata M and Amorena B 2002 Biofilm testing of
Staphylococcus epidermidis clinical isolates: low performance of vancomycin in
relation to other antibiotics. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 44 319-324.

Mulcahy, H., Charron-Mazenod, L., Lewenza, S., 2008, “Extracellular DNA chelates
cations and induces antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa biofilms”,

PLoS Pathog, 4(11): €1000213.

Murray, R.G.E., Holt, J. G., “Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed., vol.
57, Springer-Verlag, New York (2001).

Nadjet M, et al. Study of the chemical composition, antimicrobial activity of the
essential oil of Cistus salviifolius from Tissemsilt National Park (Algeria) and
influence of the drying period in the shade on the yield of this oil. South Asian J
Exp Biol 2020;9(6):238-44

Olsen | 2015 Biofilm-specific antibiotic tolerance and resistance. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 34 877-86.

Orhan Yanikan, E. (2020). Et Kaynakl1 Bakterilerin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin
ve Antibiyofilm Duyarliliklariin = Arastirilmasi. Doktora Tezi. Ankara

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1, Ankara.

Ozbek, H., 2005. Cinsel ve Jinekolojik Sorunlarin Tedavisinde Bitkilerin Kullanimi.
Van Tip Dergisi: 12 (2):170-174.

Ozhatay, N., Koyuncu, M. 1998. Tiirkiye'de Dogal Bitkilerin Ticareti, XII. Bitkisel Ilac
Hammaddeleri Toplantis1 20-22 Mayis 1998 Ozet Kitabu, 5.

55



Oztiirk, M., Uskun, E., Ozdemir, R., Cimar, M., Alptekin, F., Dogan, M. 2005. Isparta
Ili’nde Halkin Geleneksel Tedavi Tercihi, T K J Medical Ethics, 13, 179-186.
rastirmalar1 Dergisi, 17, ss117-137.

Patti, J.M., Allen, B.L., Mc Gavin, M.J. and Hook, M. (1994). MSCRAMM-mediated
adherence of microorganisms to host tissue. Annual Review of Microbiology,
48: 585-617.

Percival, S.L., Suleman,L., Vuotto, C., Donelli, G., (2015). Healthcare-associated
infections, medical devicesand biofilms: risk, tolerance and control, Journal of
Medical Microbiology, 64: 323-334.

Politeo O, et al. Phytochemical composition and antimicrobial activity of essential oils

of wild growing Cistus species in Croatia. Nat Prod Commun 2018;13(6):771-4.

Post, J.C., Stoodley, P., Hall-Stoodley, L. and Ehrlich, G.D. (2004). The role of biofilms
in otolaryngologic infections. Current Opinion of Otolaryngology Head and
Neck Surgery, 12: 185-190.

Raza A, Muhammad S, Ghulam S and Atta A 2013 Biofilm producing Staphylococcus
aureus and bovine mastitis: a review. Mol. Microbiol. Res. 3 1-18.

Rebaya A, et al. Antibacterial and antifungal activities of ethanol extracts of Halimium
halimifolium, Cistus salviifolius and Cistus monspeliensis. Int J Pharm Clin Res
20164a;8(4):243-7.

Rebaya A, et al. Total phenolic compounds and antioxidant potential of rokrose (Cistus
salviifolius) leaves and flowers grown in Tunisia. Int J Pharmacogn Phytochem
Res 2016b;8:327-31.

Richardson LA 2017 Understanding and overcoming antibiotic resistance. PLOS Biol.
151-5.

Sabir N, Ikram A, Zaman G, Satti L, Gardezi A, Ahmed A and Ahmed P 2017 Bacterial
biofilm-based catheter-associated urinary tract infections:Causative pathogens
and antibiotic resistance. Am J Infec Control 45 1101-1105.

56



Sabuncuo, T. 2011. Civi yazili belgeler 1s5131nda M.O. 2. Bin y1l Anadolu’sunda tarim.
Pamukkale Univ. Sosyal Bilimler Enst. Yiiksek lisans Tezi. 154s.

Sahraoui R, Djellali S, Chakera AN. Morphological, anatomical, secondary metabolites
investigation and physicochemical analysis of Cistus creticus. Pharm Commun.
2013; 3(4):58-63.

San Keskin, N.O., Kahveci, E.F. (2019). Polietilen ve demir boru sistemlerinde olusan

mikrobiyel biyofilmlerin karakterizasyonu. Firat Universitesi Fen Bilimleri

Dergisi, 31(1), 1-8.

Sauer, K., Camper, A.K., Ehrlich, G.D., Costerton, J.W., Davies, D.G., 2002,
“Pseudomonas aeruginosa displays multiple phenotypes during development as
a biofilm”, Bacteriol, 184(4) : 1140-1154.

Saxena N, Maheshwari D, Dadhich D and Singh S 2014 Evaluation of congo red agar
for detection of biofilm production by various clinical Candida Isolates. J Evol.
Med. Dental Sci 3 2278-4748.

Sayah K, Chemlal L, Marmouzi M, El-Jemli Y and Cherrah My EI Abbes F 2017 In
vivo anti-inflammatory and analgesic activities of Cistus salviifolius (L.)
and Cistus monspeliensis (L.) aqueous extracts. S. Afr. J. Bot. 113 160-163.

Shan M, et al. A review on the phytochemistry, pharmacology, pharmacokinetics and
toxicology of geniposide, a natural product. Molecules 2017;22(10):1689-1718

Silva VO, Soares LO, Junior AS, Mantovani HC, Chang YF and Moreira MAS 2014
Biofilm formation on biotic and abiotic surfaces in the presence of
antimicrobials by Escherichia coli isolates from cases of bovine mastitis. App.
Environ. Microbiol. 80 6136-6145.

Simoes, M., Simoes, L.C., Vieira, M.J. (2010). A review of current and emergent
biofilm control strategies. LWT-Food Science and Technology, 43: 573-83.

Soares Gleise G, Costa Joice F, Melo Flavia BS, Mola R and Balbino Tereza CL 2016
Biofilm production and resistance profile of Enterobacter sp. strains isolated

57


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917304131#!

from pressure ulcers in Petrolina, Pernambuco, Brazil. J. Bras Patol. Med. Lab.
52 293-298.

Stepien A, Aebisher D and Bartusik-Aebisher D 2018 Biological properties of Cistus
species. Eur. J. Clin. Exp. Med. 16 127-132.

Stewart, P.S., Costerton, J.W., 2001, “Antibiotic resistance of bacteria in biofilms”,
Lancet, 358 (9276): 135-138.

Szczuka, E. and Kaznowski A. (2014). Antimicrobial activity of tigecycline alone or in
combination with rifampin against Staphylococcus epidermidis in biofilm. Folia
Microbiologica (Praha), 59: 283-288.

Sekeroglu N, Gezici S. Koronaviriis Pandemisi ve Tiirkiye’nin Baz1 Sifali Bitkileri

Anadolu Klinigi T1p Bilimleri Dergisi, Ocak 2020; Cilt 25, Ozel Say1 1

Sener, B. 2010. Bitkisel flaglar ve Bitkisel Ilag Mevzuati. Bitkilerle Tedavi
Sempozyumu, 5-6 Haziran 2010, Zeytinburnu istanbul, 153-171.

Teanpaisan R, Senapong S and Puripattanavong J 2014 In vitro antimicrobial and
antibiofilm activity of Artocarpus lakoocha (Moraceae) extract against some
oral pathogens. Tropical J. Pharm.Res. 13 1149-1155.

TUBIVES (2020). Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi. Son Giincelleme: 20.04.2020.

http://www.tubives.com/

Ustun U, Ozcelik B, Baykal T. Bioactivities of Ethanolic Extract and its Fractions of
Cistus laurifolius L. (Cistaceae) and Salvia wiedemannii Boiss. (Lamiaceae)
Species. Pharmacogn Mag. 2016: 12(45): 82-85 (Supplement 1).

Unal, D., Tayfur, M. (2017). Biyofilm, Giincel Gastroenteroloji Dergisi, 21(2), 108-114.

V. Gil, “Rize Yoresine Ait Tibbi ve Aromatik Bitkilere Genel Bir Bakis,” Igdir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi., vol. 4, no. 4 97-107, 2014.

Van Houdt R and Michiels CW 2010 Biofilm formation and the food industry, a focus
on the bacterial outer surface. J. Appl. Microbiol. 109 17-31.

58


https://portal.issn.org/resource/ISSN/1678-4774
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1678-4774

Victoria, J., Savage, 1.C. and O’Neill, A.J. (2013). Staphylococcus aureus biofilms
promote horizontal transfer of antibiotic resistance. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 57(4): 1968-1970.

Walencka E, Sadowska B, Rozalska S, Hryniewicz W and Rozalska B 2005
Lysostaphin as a potential therapeutic agent for staphylococcal biofilm
eradication. Pol. J. Microbiol. 54 191-200.

Walters, M.C., Roe, F., Bugnicourt, A., Franklin, M.J., Stewart, P.S., 2003,
“Contributions of antibiotic penetration, oxygen limitation, and low metabolic
activity to tolerance of Pseudomonas aeruginosa biofilms to ciprofloxacin and
tobramycin”, Antimicrob Agents Chemother, 4771: 317-323.

WHO, 2014. Traditional Medicine Strategy 2014-2023, www.who.int/en/

Wu X, Al Farraj DA, Rajaselvam J, Alkufeidy RM, Vijayaraghavan, P, Alkubaisi NA,
and Alshammari MK 2020 Characterization of biofilm formed by multidrug
resistant Pseudomonas aeruginosa DC-17 isolated from dental caries. Saudi J.
Biol. Sci. 27 2955-2960.

Yaman, F. (2019). Baliklarda Biyofilm Olusumu ve Kontrolii, izole Edilen Bakterilerin
Molekiiler Tanis1. Aydin Adnan Menderes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans, 5-7.

Yan J and Bassler BL 2019 Surviving as a community: antibiotic tolerance and

persistence in bacterial biofilms. Cell Host Microb. 26 15-21.

Yavuz, G., Tiretgen, I. (2018). Nanoteknolojik dezenfektanlarm heterotrofik

biyofilmler {izerine etkisi. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 75(4), 323-
332.

Yesilcimen Akbas, M., Sar, T. (2018). B. Cereus biyofilmlerinin sitrik asit uygulamalari

ile kontrolil.

Yesilada E, Giirbliz I, Shibata H (1999): Screening of Turkish anti-ulcerogenic folk
remedies for anti-Helicobacter pylori activity. J Ethnopharmacol, 66: 289-293.

59


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303193#!
https://www.sciencedirect.com/journal/saudi-journal-of-biological-sciences
https://www.sciencedirect.com/journal/saudi-journal-of-biological-sciences
https://www.sciencedirect.com/journal/saudi-journal-of-biological-sciences/vol/27/issue/11

Yiice, A., 2001, “Antimikrobik ilaclara diren¢ kazanma mekanizmalar1”, Klimik

Dergisi, 14(2):41-46.

Yiiksekdag, Z.N. ve Baltaci, N. (2013). Staphylococcus aureus tiirlerinde biyofilm ve
biyofilm olusumundan sorumlu genler. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi,

43(3): 77-83.

Zalegh I, Akssira M, Bourhia M, Mellouki F, Rhallabi N, Salamatullah AM, Alkaltham
MS, Alyahya HK and Mhand RA 2021 A Review on Cistus sp. phytochemical

and antimicrobial activities. Plants 10 1214.

60



