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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LIMON OTU (Lippia citriodora) EKSTRAKTI VE SITRALIN Escherichia coli
UZERINE ANTIMIKROBIYEL ETKISININ ARASTIRILMASI

Duygu BEKTAS

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Gecgmis yillardan giiniimiize kadar halk arasinda c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan tibbi ve aromatik bitkiler sahip olduklar1 antimikrobiyel bilesenlerden dolay1
gidalarda da sentetik koruyuculara alternatif olarak tercih edilmektedir.

Bu c¢alismada limon otu bitkisi (Lippia citriodora L. syn. Lippia triphylla (L’Her.)
Kuntze, syn. Aloysia triphylla (L’Her.) Britton) ve igerisinde en fazla miktarda bulunan
sitralin Escherichia coli lizerine antimikrobiyel etkisi arastirilmigtir. Materyal olarak
limon otu bitkisinin ekstraklari, sitral ve Escherichia coli ATCC 25922 kullanilmustir.
Taze ve kuru bitki Ornekleri ayr1 ayr1 maserasyon ve ekstraksiyon islemlerine tabi
tutulmus ve bitkinin tazeligine gore antimikrobiyel etkide degisiklik gézlemlenmistir.
Elde edilen ekstraktlardan maserasyon islemi uygulanmis taze limon otu Orneginde
minimum bakterisidal konsantrasyon ¢ap1 0,9 mm, sitralde 5,3 mm olarak tespit edilmis
olup, diger oOrneklerde zon Olciilememistir. Tip diliisyon metoduna gore yapilan
ekimlerde minimum inhibisyon konsantrasyonu maserasyon islemi uygulanmis taze
bitkide ve sitralde sirastyla 100 mg/uL ile 1 pL olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Lippia citriodora L., sitral, Escherichia coli, antimikrobiyel.

2014, viii + 31 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

THE INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECT OF LEMON
VERBANA (Lippia citriodora) EXTRACT AND CITRAL ON Escherichia coli

Duygu BEKTAS

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Medical and aromatic plants, which are common used for treatment of different diseases
from past to present, have been preferred comparing with other synthetic preservatives
because of having some antimicrobial compounds.

In this study, the antimicrobial effects of both lemon verbana (Lippia citriodora L. syn.
Lippia triphylla (L’Her.) Kuntze, syn. Aloysia triphylla (L’Her.) Britton) and citral -
which is the most found component in the plant- on Escherichia coli was researched.
Lemon verbana extracts and citral were used as materials in the study and also
Escherichia coli ATCC 25922 was obtained for the research. Fresh and dried plant
samples were subjected individually to maceration and extraction processes. No-
difference in the antimicrobial efficiency of neither fresh nor dried plant extract was
determined. The bactericidal zone size in the minimum concentration of macerated
lemon verbana (fresh) extracts was found as 0,9 mm whereas the zone size of citral in
the minimum concentrate was 5,3 mm according to the disc diffusion method. Besides,
zone occurrence was not seen around any of the other sample extracts. On the other
hand, minimum inhibition concentrations of macerated plant (fresh) and citral were
found as 100 mg/uL and 1 pL respectively according to the tube dilution method.

Key words: Lippia citriodora L., citral, Escherichia coli, antimicrobial.

2014, viii + 31 pages
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1. GIRIS

Insanoglunun temel fiziksel ihtiyaci olan beslenme; biiyiime, yasamin siirdiiriilmesi ve
sagligin korunmasi i¢in gereklidir. Ancak giderek artan diinya niifusu ile mevcut gida
kaynaklarmin birbirini dengeleyememesi sonucu birgok iilkede biiylik sorunlar ortaya
cikmaktadir. Yetersiz ve dengesiz gida tiiketimi; malniitrisyon, obezite, kalp-damar

hastaliklari, anemi, vitamin ve mineral yetersizlikleri, bliylime ve gelisme geriliklerine

neden olabilmektedir (Kapil ve Bhavna 2002).

Gida iretim tekniklerinde modern gelismeler olmasimna ragmen, toplum saglhig:
acisindan gida giivenligi kavrami giderek daha 6nemli hale gelmektedir(Burt 2004).
Gida giivenligi saglikli gida tiretimini saglamak amaciyla gidalarin iiretim, isleme,
saklama, tasima ve dagitim asamalarinda gerekli kurallara uyulmasi ve Onlemlerin
alinmasi olarak tanimlanmakta ve saglikli, sagliga yararl ve saglikli durumu korunmus
gida kavramlarini i¢cermektedir (Giray ve Soysal 2007). Gida giivenligi sorunlar1 her
toplumda yaygindir ve gida kaynakli patojenler yillardir pek ¢ok iilkede dnemli bir halk
saglhigr sorunu olarak kabul edilmistir (Pires ve ark. 2012, Xue ve Zhang 2013).
Hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucu genetik yapisi
degisen mikroorganizmalar ve Ozellikle patojenler antibiyotige direngli hale
gelmektedir. Bunun sonucunda ise mikroorganizmalarin gelisimini engellemek amaci
ile atilan adim, kazandiklar1 diren¢ nedeniyle tedavisi miimkiin olmayan hastaliklarin
ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla yanlis antibiyotik kullanimi ile
mikroorganizmanin antibiyotik direnci arasinda dogrusal bir iligki oldugu
belirtilmektedir (Kumar ve Schweizer 2005, Levy 2005). Mikrobiyel gelisim ve
antibiyotige dayanikliligin, 21. yiizyilda diinya ¢apinda anti enfeksiyon ila¢ kullanimi
ile artmas1 Diinya Saglik Orgiitii’nii de harekete gecirmis ve antibiyotiklerin kontrolsiiz
kullaniminin halk sagligi i¢in biiyiik bir tehdit olusturdugu bildirilmistir (WHO 2007,
Syed ve ark. 2010).

Genel olarak bakterilerin, tedavi amaciyla kullanilan ilaglara dayanmiklilik kazanmaya
kars1 genetik bir yatkinligi olup bunu gelecek jenerasyonlarina aktarma yetenegi de
bulunmaktadir (Tekwu ve ark. 2012). Son yillarda antibiyotiklere direncli
mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyon riskinin artisi, hastaliklara kars1 sentetik

yapil ilaglarin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin yaygin olarak goézlenmesi, dogal



irtinlerin kullanma zorunlulugunu arttirmistir. Bunun disinda, basta sentetik yapidakiler
olmak {izere, gidalara koruyucu amaclarla eklenen ¢ogu katki maddesinin, alerjik
biinyeye sahip tiiketicilerde ileriye doniik endiseler olusturmasi, bu alanda hizmet veren
kuruluglar1 da dogal koruyucular kullanmaya tesvik etmistir (Sagdi¢ ve ark. 2003). Bu
nedenle ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi Onerilmis ve bazi
geleneksel bitkilerin antimikrobiyel ajan ve katki maddesi olarak da kullanilmistir

(Ferreira Junior ve ark. 2013).

Yapilan arastirmalarda antimikrobiyel aktivitenin c¢ok ¢esitli kullanim alanlarinin
bulundugu belirlenmistir. Bitkilerden elde edilen antimikrobiyel ikincil metabolitlerin
kullanim alanlar1 olduk¢a genis olup, ham veya islenmis gidalarin korunmasindan ilag
hammaddesi olarak kullanilmalarina, alternatif tiptan dogal terapilere kadar pek cok
alanda yararlanilmaktadir (Abuo Zeid ve ark. 2010). Ayrica, tiiketicilerin sentetik katki
maddeleri hakkindaki Onyargilari, minimum islem uygulanmis giivenli ve uzun raf
omriine sahip gida triinlerine olan taleplerini artirmis ve gidalarin muhafazasinda
alternatif yontem arayislarina neden olmustur (Bagamboula ve ark. 2003). Bu nedenle,
yeni antimikrobiyel ajanlarin tanimlanmasi i¢in yogun c¢aligmalar yiirlitiilmiistiir
(Altuner ve Canli 2012). Arastirmalar sonucu pek cok bitki, antibiyotiklere alternatif
olarak bulunarak bu bitkilerin etkisi bilimsel olarak kanitlanmistir (Babacan ve ark.

2012).

Antimikrobiyel maddeler etkisini koruyucu genetik materyalin ve protein sentez
mekanizmasinin bozulmasi, enzimlerin bloke edilmesi ve hiicre duvarinin degredasyonu
olmak Tlizere farkli sekillerde gostermektedir. Bunun sonucu olarak da
mikroorganizmalarda ¢ogalma durdurmakta veya hiicre Olmektedir. Antimikrobiyel
maddelerin hangi oranda etkili olacag1 ortamin pH’sina, bilesimine ve su aktivitesine
bagli olmakla birlikte kullanilan doz da olduk¢a 6nemlidir. Mikroorganizmalarin
olumsuz ve toksik etkilerini dnlemek i¢in, kullanilan gida katki maddesinin se¢imi
kadar, bu maddelerin belli bir saflikta, basit yapida, ucuz ve genis bir spektrumda etkili
olmasi gerekmektedir. Ayrica, kullanilan maddenin tiikketiminden dolayr meydana
gelebilecek sakincalarin da en diisiik diizeyde olmasi, toksik olmamasi ya da yag

dokusunda birikme gostermemesi gerekmektedir (Ersoy ve ark. 2011).



Yapilan bu calismada iilkemizde de son yilarda taninmaya ve uygun ekolojilerde
yetistiriciligi ile ilgili calismalara baslanmis olan kimyasal koruyuculara alternatif
olabilecegi diisiiniilen limon otu (Lippia citriodora L. syn. Lippia triphylla (L’Her.)
Kuntze, syn. Aloysia triphylla (L’Her.) Britton) bitkisinin yapraklarindan elde edilen
ekstraktlarin ve bitkinin 6nemli bir bileseni olan sitralin Escherichia coli ATCC 25922

lizerine antimikrobiyel etkisi incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitkiler, sahip olduklar1 bilesenlerden dolay1 insan ve hayvanlarin beslenmesinde
onemli yere sahiptir. Gidalara tat ve aroma kazandirmanin yani sira muhafaza siiresini
uzatmak amaciyla et ve balik gibi {riinlere ilave edilmekte, bununla birlikte bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanimlar1 antik ¢aglara kadar uzanmaktadir (Sagdi¢ ve ark.
2003). Sifali bitkiler, otlar ve baharatta dogal olarak olusan bilesenlerin gida kaynakli
patojenlere kargi antimikrobiyel ozellige sahip oldugu gosterilmis olup gidalardaki
kullanimlar1 da saglik iizerinde potansiyel faydalarindan dolay:1 tercih edilmektedir
(Hames-Kocabas 2008). Bunlar patojen mikroorganizmalar1 inhibe edebilmekte,
konakg¢1 hiicrelere karsi toksik etki meydana getirebilmekte ve yeni antimikrobiyel
ilaglarin gelistirilmesinde Oncii olarak kabul edilebilmektedir (Jaberian ve ark. 2013).
Diinya ¢apinda ozellikle gida kaynakli ve hastane enfeksiyonlar1 bakimindan
antibiyotige dayaniklilik giderek artis gdsterdiginden dolay1 da bitkilerde bulunan dogal
antimikrobiyel bilesenler ilgi odagi haline gelmistir (Ye ve ark. 2013).

Son yillarda bazi mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazanmasi ve sentetik
katk1 maddelerinin insan saglhig: lizerindeki potansiyel istenmeyen etkilerinden dolay1
bitkilerin gesitli ekstraktlar1 ve esansiyel yaglari lizerine yapilan arastirmalarda ciddi bir
artis olmustur (Ozkan ve ark. 2009, Akthar ve ark. 2014). Bu arastirmalar, yeni
kimyasal bilesiklerin elde edilmesinde tedavi edici Ozellige sahip tibbi ve aromatik
bitkilerin 6nemli birer dogal kaynak oldugunu gostermektedir Bitkilerden ekstrakte
edilen biyolojik olarak aktif bilesenler {izerine yapilan arastirmalar enfeksiyon
hastaliklari i¢in yararli yeni ilag kaynaklar1 arayan bilim adamlarinin her zaman ilgisini
cekmistir (Sarkhail ve ark. 2003, Chanda ve ark. 2011). Bitkilerin mikroorganizmalar
tizerinde engelleyici veya oldiiriicii etkisi ile insan sagligi bakimindan 6nemli 6zellikleri
1926 yilindan bu yana laboratuvar sartlarinda arastirilmaktadir (Vanderbank 1949).
Hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni etken maddeleri kesfetmek amaciyla
bilim insanlari; bitkilerin antimikrobiyel, antitiimoral gibi tibbi kullanim alanlarimi
siirekli incelemektedirler (Rajakaruna ve ark. 2002, Birinci-Yildinim ve ark. 2013).
Bitkisel kaynakli antimikrobiyel bilesikler bitkilerin gévde, kok, yaprak, kabuk, cicek,
meyve ve tohum gibi cesitli organlarinda bulunmaktadir (Cutter 2000). Tibbi
bilesenlerden en 6nemlilerini sekonder bilesikler olan alkoloidler, terpenoitler ve fenolik

bilesikler, tanenler, flavonlar ve fenolik bilesenler olusturmakta olup miktarlarinin



kullanilan bitkinin bdliimiine ve ekstraksiyon metoduna gore degistigi bilinmektedir.
Siklikla farkli bitki bdoliimleri igin spesifik medikal uygulamalar bulunmaktadir
(Borchardt ve ark. 2008, Choudhury ve ark. 2013).

2.1. Limon Otu

Sekil 2.1’de goriilen Limon otu (Lippia citriodora L. syn. Lippia triphylla (L’Her.)
Kuntze, syn. Aloysia triphylla (L’Her.) Britton) Verbenaceae familyasina ait olup bu
familya Diinya’da 175 cins ve 2300 tiir ile temsil edilmekte genellikle subtropik ve
tropik alanlarda dagilim gostermektedir. Lippia cinsine ait otsu, c¢ali ve kiiclik agac
formunda yaklasik 200 kadar tiir bulunmaktadir. Bu tiirler Giiney ve Orta Amerika ile
Giliney Afrika’nin bazi bolgelerinde dagilis gostermektedir.

Cok yillik ¢alims1 formda bir bitki olan limon otu 3 metreye kadar boylanabilmektedir.
Dallar dort koseli ve yart odunumsu olup iizerinde bulunan gozlerden yapraklar
cikmaktadir. Dallar ve yapraklar kuvvetli limon kokuludur. Cigekleri agik krem renkte
ve hos kokuludur (Brown 1996, Ceylan 1996).

Limon otu (Lippia citriodora) bitkisel ¢ay olarak rahatlatict ve uyutucu, sinirleri
yatistirict etkilere sahiptir. Ugucu yagi ise kolonya ve parfiim sanayi, kokulu mumlar,

sekerleme, tatl yapimui, alkollii igkiler ve mesrubat sanayinde kullanilmaktadir.

Sekil 2.1. Limon otu



Bazi icecek, puding, regel, salata sosu, sebze salamuralari, tavuk yemekleri ve balik gibi
yiyeceklerin hazirlanmasi esnasinda eksi tat vermesi sebebiyle limon otunun
yapraklarindan faydalanilmaktadir. Ayrica ferahlatici meyve serbetleri ve bitki
caylarinda kullanildiginda icecege hos bir aroma kazandirmaktadir. Bu nedenle limon
otu trlinleri ve onun bilesenleri gida kategorisi sinifi icerisinde degerlendirilmektedir.
Bitki yapraklarinin astim, spazmlar, soguk alginligi, mide agrisi, bagirsak iltihabi,
diyare, sindirim giicliigli, uykusuzluk ve anksiyete gibi hastaliklarin tedavisinde
Ozellikle halk tarafindan ¢ok uzun yillardir kullanildig1 bilinmektedir (Carnat ve ark.

1999, Santos-Gomes ve ark. 2005, Funes ve ark. 2009).

Limon otunun bazi tiirleri antimalarial (sitma), antiviral ve hiicre gelisimini durdurucu
Ozellige sahiptir. Yapisinda bulunan esansiyel yaglarin ve fenolik bilesenlerin bu
ozelliklerden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Karik ve Azkan 2011). Bilesiminde ana
bilesen olarak sitral (%14,21) ve buna ek olarak 7 bilesen daha tanimlanmistir. Bu
bilesenlerden oran1 % 4’den fazla olanlardan f-karyofilen(caryophyllene) (%10,71),
sineol(cineole) (%9,1), sitronellol(citronellol) (%8,87), izomenton(isomenthone)
(%6,43), a-bergamont(bergamotene) (%5,53), mentanol(menthanol) (%5,51) ve p-
simen(cymene) (%4,23) de onemlidir (Ali ve ark. 2008). Hudaib ve ark. (2013)
Jordan’da yetistirilen limon otundan hidrolizasyon yontemiyle elde edilen ucucu yagida
yaptiklar1 caligmanin GC-MS sonuglarinda esas bilesen olarak %17,7 oraninda limonen
ile birlikte sitralin izomeri olan geranial ve nerali de sirasiyla %10,1 ve %9,8 oraninda
tespit etmisler ve Jordan’da yetisen tiirlerin tat ve aromasinda bu bilesenlerin rol
oynadigini belirtmislerdir. Bunlar disinda da %11,7 1,8 sineol, %3,4 y-terpeniol, %2,6
p-karyofilen, %6,3 a-kumen, %4,6 spatulanol ve %1,8 karofilen oksiti bilesenlerini

belirlemislerdir.

Bir¢ok bitkinin ekstrakt bilesiminde yer alan alkoloid, flavonoid, seskoterpen, lakton,
diterpen, triterpenel, naftokinon gibi maddelerin antimikrobiyel aktiviteye katki
sagladig1 tespit edilmistir (Rios ve Recio 2005). Limon otunun antimikrobiyel etkisi
bilesimindeki uzun alkol ve aldehitlerin, 6zellikle de sitral (%14,21), sitronellol (%8,67)
ve mentol (%5,1) gibi maddelerin katkisiyla gerceklestigi  bildirilmektedir.
Antibakteriyel etki ayrica p—karyofilenlerin varligima da baglhh oldugu ifade

edilmektedir. Bu bilesen Escherichia coli, P.aeuri ve S.aureus lizerine in vitro aktivite



gosterdigi yapilan bazi caligmalarda belirlenmistir. Baz1 ¢aligmalar ugucu bilesenlerin
ana bilesenlere gore daha 1yi antibakteriyel etkisi oldugunu kanitlamaktadir. Limon otu
bilesiminde az miktarda bulunan Gjanol, linalool, karvakrol, ve T-kadinol gibi ucucu
bilesenlerin antibakteriyel etkiyi artirdigi ifade edilmistir (Sartoratto ve ark. 2004).
Khani ve ark. (2012) yaptiklar1 bir bagka ¢alismada da limon otunun esansiyel yagindan
GC-MS yontemiyle major bilesenler olarak sitral %11,3, limonen %10,6, neral %7,9, 4-
fenil undekan-4-ol % 7,7, a-kumen %6,5, a-sedrol %4,5 ve %4,5 karyofilen oksiti
belirlemislerdir. Bunlar disinda da daha az oranlarda karvakrol %3,7, linalool %3.5,
karyofilen %2,8 ve geranil asetat’in %1,8 esansiyel yag icerisinde bulundugunu tespit
etmiglerdir. Sekil 2.2°de sirasiyla sitral, mentol, sitranellol ve limonen bilesenlerinin

kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

Jﬁm cHO B
(T

- CHO
,.f"l““m ,J P
Sitral-a (Geranial) Sitral-b (Neral)
(trans form) (Cis form)
Sitral
OH
CH3 H3C CH3
H3G HOWCHa T
CH, E\
Mentol Sitronellol Limonen

Sekil 2.2. Sitral, mentol, sitranellol ve limonen bilesenlerinin kimyasal yapis1

Bir calismada 6’sar adet Gr-(+) ve Gr-(-) bakteri ile 4 fitopatojenik fungi iizerine limon
otundan elde edilen esansiyel yagin etkisi incelenmis ve sonucta Bacillus subtilis ve

Staphylococcus aureus (Gr-negatif)’un inhibe oldugu gozlenirken; Escherichia coli,



Salmonella spp.(Gr-negatif) ile Listeria monocytogenes (Gr-pozitif)’in etkilenmedigi
saptanmistir. Ayrica Gr-(+) bakterilerin limon otundan elde edilen esansiyel yaga karsi
Gr-(-) olanlarma kiyasla daha duyarli oldugu gozlenmistir (Ali ve ark. 2008). Bu
durumun sebebi tam olarak bilinmemekte, fakat Gr-(-) bakterilerin dis membraninin
yapisal ozelligi ile iliskilendirilmektedir. Bu dis membran giiglii bir gegirgen bariyer
gibi davranmakta ve hidrofilik bir bakteriyel yiizey olusturmaktadir (Smith-Palmer ve
ark. 2001).

Sitralin yliksek konsantrasyonlar1 (%14,21) ile ¢alisildiginda gozlenen inhibisyon etkisi,
(6zellikle Gr-(+) bakteriler {izerine) tek basina oldukca az olup antimikrobiyel 6zellik
gosteren menthol, sitronellol, uzun zincirli alkoler ve aldehitler ile birlikte kullanimi
sonucunda artmaktadir. Bu sekilde sinerjik etki yaratmak kosulu ile daha az etkili
bilesenlerin sitral ile birlikte kullaniminin yiiksek oranda antimikrobiyel etki olusumuna

katk1 sagladig1 tespit edilmistir (Ali ve ark. 2008).

Ali ve ark. (2011) limon otunun esansiyel yaginin 6 adet Gram-(+) ve Gram-(-) bakteri,
fitopatojenik kiif ve patojenik mayaya karsi antimikrobiyel ve antioksidan aktivitesi
lizerine yaptiklar1 bir baska calismada da Bacillus subtilis’a kars1 oldukga giiclii,
Staphylococcus aureus iizerinde ise orta diizeyde etki belirlemelerine karsin Listeria
monocytogenes, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli’ye
kars1 engelleyici bir etki tespit etmemislerdir. Patojenik mayalardan da Phanerochaete
chysosporium, Trichoderma reesei ve Candida albicans’a karsi etki goézlenirken,

Trichoderma viride’a kars1 da bir engelleme saptamamuglardir.

2.2. Escherichia coli

Ik defa 1885°te Dr. Theodor Escheric tarafindan tanimlanan Escherichia coli, 1950
yilina kadar insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde normal florada bulunan, patojen
olmayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir. 1982 yilindan sonraki
calismalarda ise E.coli’nin, diski bulagsmis su ve gidalar yoluyla viicuda girdiginde
zehirlenmelere, bobrek ve beyinde hasara yol agtigi, hatta Oliime neden oldugu
belirlenmigtir (Riley ve ark. 1983). Bir gida {irliniinde E. coli’nin varligi dogrudan veya
dolayli bir fekal kontaminasyonun ve gidanin iiretim ve depolama asamalarindaki

yetersiz hijyen uygulamalarinin bir gostergesidir (Gonzales ve ark. 2002).



Escherichia coli, Gram-negatif, fakiiltatif anaerob Enterobacteriaceae familyasina ait
bir bakteridir. Hiicreleri ¢ubuk seklinde ve yaklasik 2 pum uzunlugunda ve 0,5 pm
capindadir, baz1 suslar ise flagellaya sahiptir. Optimal gelisim sicakligr 37°C’dir ve
gelisimi hem aerobik, hem de anarobik kosullarda gergeklesebilmektedir (Xia 2010).

Diyareye sebep olan E.coli enfeksiyonu hem gelismis, hem de gelismekte olan tilkelerde
ortaya ¢ikabilen ciddi bir problemdir (Radu ve ark. 2001). Insan ve hayvanlarin bagirsak
florasinda patojenik olmayan kommensal temsilcileri bulunmasma ragmen, belirli
suslan yliksek patojenite gostermektedir (Duarte ve ark. 2007). Bu patojenler, viriilans
ozelliklerine gore enterotoksijenik FE.coli (ETEC), enteropatojenik E.coli (EPEC),
enterohemorojik E.coli (EHEC), enteroinvasiv E.coli (EIEC) ve enteroaggregatif E.coli
(EAEC) olmak tizere 5 farkli yapida siniflandirilmislardir. Hem 1siya duyarli (LT), hem
de 1stya dayanikli (ST) toksinler tiretebilen ETEC, bebeklerde ve turistlerde 6nemli bir
diyare sebebidir. EHEC suslar1 Shigella benzeri toksin iiretmesi ile EPEC suslarindan
ayirt edilebilmektedir (Lee ve ark. 2009).

Sundaram ve ark. (2011) Asya ve Afrika’da yetisen ve halk arasinda tedavi amagla
kullanilan, Diinya c¢apinda da safed miisli olarak adlandirilan Chlorophytum
borivilianum bitkisinin Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli ve Basillus subtilis iizerinde antimikrobiyel etkisini arastirmiglardir. Caligmada
bitkinin Escherichia coli lizerine 10 g/mL asetik asit, etanol, aseton ekstarktlarinda

sirastyla 18,10 ve 2 mm engelleme ¢api tespit etmislerdir.

Voravuthikunchai ve ark.’nin (2004) yapmis oldugu bir bagka ¢alismada da Tayland
Bolgesi’nde yetisen ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan 38 farkli bitkinin su ve etanol ekstraktlar1 elde edilerek, sigirdan izole edilmis
5 sus Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli O26:H11, Escherichia coli O111:NM,
Escherichia coli O22 ve Escherichia coli ATCC 25922 iizerinde antimikrobiyel etkisi
aragtiritlmistir. Bunlardan 8 bitkinin (Acacia catechu, Holarrhena antidysenterica,
Peltophorum pterocarpum, Psidium guajava, Punica granatum, Quercus infectoria,
Uncaria gambir ve Walsura robusta) Escherichia coli O157:H7 tlizerinde 7-17 mm

arasinda degisen ¢aplarda engelleme gosterdigi tespit edilmistir.



2.3. Sitral

Limon otu bitkisinin en 6nemli bilesenlerinden olan sitral [cis- ve trans-3,7-dimetil-2,6-
Oktadienal] giiclii limon aromasina sahip olmasi ile degerlendirilen hos kokulu 6nemli
bir bilesendir ve sayisiz {riiniin formiilasyonlar1 igerisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Arctander 1969). Iki asiklik monoterpen olan geranial (trans-sitral
veya sitral A) ve neral (cis-sitral veya sitral B)’in bir karisimi olup (Sekil 2.4), hava ile
temas ettiginde oksidasyona ugramakta, oksidasyon, sicaklik ve 1sik ile artmaktadir

(Saddiq ve Khayyat 2010).

Sitral-a (Geranial) Sitral-b (Neral)
(trans form) (Cis form)

Sekil 2.3. Sitral’in kimyasal yapisi

Bergamut, portakal, limon ¢imi, lime, limon, Afrika reyhani, ogul otu ve mersin agaci
gibi ¢ok c¢esitli bitkilerin yaprak, meyve ve esansiyel yagi igerisinde de sitral dogal
olarak bulunmaktadir. Dogal yaglardan elde edilmesinin yani sira sentetik olarak da
tiretilebilmektedir. Sitral, genellikle giivenli bir gida katki maddesi olarak kabul edilmis
ve gidalarda kullanimi FDA (Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan uygun bulunmustur
(Lalko ve Api 2008). Ayrica gida maddelerinde lezzet verici Ozelligi sebebiyle
kullanimi, fretici saghgi agisindan risk olusturmadigi icin Avrupa Komisyonu

tarafindan da kabul edilmistir (Burt 2004).

Bitki esansiyel yaglari antimikrobiyel etkisi olan ¢ok cesitli bilesenleri icermektedir
(Naveed ve ark. 2013). Sitralin, antispazmodik, analjezik, anti-inflamatuar, antipiretik,
idrar soktiiriicii ve sakinlestirici olarak geleneksel tipta kullaniminin yani sira bazi
onemli patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu da

belirtilmistir (Maswal ve Dar 2014).
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Sitralin antimikrobiyel etkisi ¢ok i1yi bilinmesine ragmen gelisimi inhibe etme, hiicreye
zarar verme ve inaktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinememektedir (Onawunmi
1989, Friedman ve ark. 2002). Spesifik iyonlarin hiicre membrani icine sizmasi
sonucunda proton kuvveti, hiicre i¢i ATP igerigi ve hiicrenin boydan boya onemli

Olciide etkilendigi belirtilmektedir (Somolinos 2009).

Onawunmi ve ark. (1989)’nin sitralin Escherichia coli lizerine antimikrobiyel etkisini
belirlemek i¢in yapmus olduklar1 bir caligmada besiyeri icerigi ve inokiiliim miktarinin
sitralin aktivitesi lizerinde higbir etkisi olmazken alkali pH degerin etkinligi arttirdig:
tespit edilmistir. E.coli kiiltiiriiniin gelisme hizinin >%0,01 {izerindeki sitral
konsantrasyonunda belirgin bir azalma gdsterdigini, >%0,03’lin {izerine ¢ikildiginda ise
hiicrenin kendini onararak yeniden gelisimesinin engellendigi ve canli hiicre sayisinda
da hizli bir azalma meydana geldigini bildirmislerdir. Hicbir gelisim goézlenmeyen
besiyerinde de sitralin  %0,08 ve %0,1 konsantrasyonlarinda hizli bakterisidal etkisi

oldugunu belirlenmistir.

Sitralin E.coli K12 susu lizerinde 30 ve 37°C’de antimikrobiyel aktivitesini belirlemek
amaciyla gergeklestirilen bir aragtirmada da sicaklik derecesine bakilmaksizin 0,325
puL/mL sitral varliginda gelisimin olmadigi goézlemlenmistir. Engelleme olmayan
dozlarda da, lag fazinin sicakligin diismesi ile azalma gosterdigi, ayrica sabit sicaklikta,
lag fazi ve maksimum spesifik gelisim oraninin sitral konsantrasyonlarmma bagh
oldugunu belirlenmistir. Ayni1 zamanda sitral konsantrasyonlar1 arttirildiginda
maksimum spesifik gelisim oram1 azalirken, lag fazi siliresinin de uzadigi tespit

edilmistir (Belda-Galbis ve ark. 2012).

Bu caligmada limon otu ekstrakt1 bilesenleri igerisinde en yogun oranda bulunmasi ve
antimikrobiyel olmasi sebebiyle sitral ve bitkinin metanol ekstraktlar1 ile denemeler

yapilarak, E.coli ATCC 25922 {izerine inhibisyon etkileri arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Antimikrobiyel etkinin arastirilmasinda kullanilacak olan limon otu (Lippia citriodora
L. syn. Lippia triphylla (L’Her.) Kuntze, syn. Aloysia triphylla (L’Her.) Britton) bitkisi
Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali’ndan temin

edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizma

Calismada mikroorganizma olarak Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanilmistir.

3.1.3. Sitral
Calismada sitral olarak Citral (cis+trans > 95) (Fluka) kullanilmistir.
3.1.4. Antibiyotikler

Bu calismada pozitif kontrol grubu olarak disklere belirlenmis dozlarda ampisilin
(Actavis) ile gentamisin (Genta) uygulanmus, icerdigi antibiyotik miktarlari bilinen
nalidiksik asit, trimetoprim, polimiksin B, vankomisin ve cefazolin (Oxoid) hazir

diskler seklinde kullanilmastir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Ekstraksiyonu

Bitki materyalinin ekstraksiyonu soxhlet ekstraksiyon ve maserasyon yontemleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Maserasyon yontemi Salazar-Aranda ve ark. (2011)’in
kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek uygulanmistir. 10 ve 15 g taze bitki
ornekleri kapakli 1 L hacminde siseler igerisinde sirasiyla 400 ve 340 mL methanol
ilave edilerek calkalayicida (Yellow Line OS 5) 4 saat maserasyona birakilmistir.
Ekstraksiyon yonteminde ise 10 ve 20 g kuru, 10 ve 15 g taze bitki drnekleri Mothana
ve ark. (2010)’nin kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek 200 mL metanol
icerisinde 4 saat silire ile soxhlet cihazinda ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon ve
maserasyon sonrast Ornekler ¢6zgen madde 2-2,5 mL ekstrakt kalincaya kadar rotary
evaporatorde (Heidolph) buharlagtirllmistir(Uguz 2011). Limon otunun hasat zamani

dikkate alimmis olup bu hasat islemi ¢igeklenme donemi sonrasinda gergeklestirilmis,
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taze bitkiye maserasyon, kuru 6rneklere ise ekstraksiyon islemleri uygulanmistir. Daha
sonra Ornekler soguk sterilizasyon teknigi ile sterilize edilerek c¢alisma boyunca

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Antimikrobiyel Aktivitenin Incelenmesi
3.2.2.1. Disk Difiizyon Metodu:

Ekstraktlarin ve sitralin Escherichia coli ATCC 25922 iizerinde antimikrobiyel etkisinin
belirlenmesi i¢in Quaralleh ve ark. (2010)’nin kullanmis oldugu metod modifiye
edilerek uygulama yapilmistir. Test mikroorganizmasinin stok kiiltiirii Muller-Hinton
broth (Difco) igerisinde 37°C’de 18 saat gelistirilmis, ekim oncesi diliisyon yapilarak ve
son bakteri sayis1 10° KOB/mL olarak belirlenmistir. Inokiiliimden 100 uL petri kaplar
icerisine asilanmig ve iizerine dokme plak yontemi kullanilarak VRB (violet red bile-
Difco) agar ilave edilmistir. Petri kaplar1 oda sicakliginda kurutulmustur. Steril penset
kullanilarak diskler (6 mm capta) petrilerin merkezine yerlestirilmis ve diskler {izerine
belirlenmis olan dozlarda bitki ekstrakti ve sitral inokiile edilmistir. Petri kaplari
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Her ekim 4 paralel olarak gerceklestirilmis
ve engelleme bolge ¢aplart milimetre olarak Olgiilmiistiir. Pozitif kontrol i¢in referans
antibiyotikler(gentamisin ve ampisilin) ile antibiyotik emdirilmis diskler(nalidiksik asit,
trimetoprim, polimiksin B, vankomisin ve cefazolin), negatif kontrol i¢in steril metanol

ve saf su kullanilmugtir.

3.2.2.2. Tiip Diliisyon Yontemi

Tiip diliisyon yontemi daha 6nce Koochak ve ark. (2010) tarafindan agiklandig1 yontem
modifiye edilerek uygulanmistir. Metanol igceren ekstraktlar ile sitral igerisinde 1 mL
Mueller-Hinton broth besiyeri iceren tiipler igerisine belirlenen dozlarda inokiile
edilmistir. Test susu bu tiipler icerisine 20 pL olarak ilave edilmis, biitiin tlipler
degerlendirilme &ncesi 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
her tiip 6rneginden igerisinde VRB agar bulunan petri kaplarina bir 6ze dolusu alinarak
siirme yapilmis 24 saat inkiibasyona birakilan petri kaplarindan minimum inhibisyon
konsantrasyonu degerleri gelismenin engellendigi en diisiik konsantrasyon seklinde

belirlenmistir.

13



3.2.2.3. Antibiyotiklerin Hazirlamis1 ve Uygulanisi

500 mg ampisilin kapsiill 5 mL saf su igerisinde c¢oOzdiiriilerek diskler {iizerine
uygulanmustir. Gentamisin ise s1vi halde temin edilmis olup 120 mg/mL dozu iizerinden
belirlenen miktarlarda uygulama yapilmistir. Ampisilin sirasiyla 1, 2, 3, 4 mg/uL
dozlarinda, gentamisin de sirasiyla 0,6, 1,2, 1,8, 2,4, 3,0 mg/uL dozlarinda diskler
tizerine emdirilmis ve bu diskler mikroorganizma asilanmig agarli petri {izerine
yerlestirilerek, antibiyotiklerin etkisi gozlenmistir. Antibiyotik emdirilmis olarak
vankomisin, polimiksin B, cefazolin, nalidilsik asit 30 pg, trimetoprim 15 pg dozlarinda
etken madde igeren hazir diskler mikroorganizma asilannmis agarli petri iizerine

yerlestirilerek, etkileri gézlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

Taze ve kuru bitki ornekleri kullanilarak iki farkli yontemle elde edilen bitki
ekstraklarinin, sitralin ve referans antibiyotiklerin deneme materyali olan Escherichia
coli ATCC 25922 susu lizerinde anitbakteriyel etkisi arastirilmistir. Yapilan calisma
sonucunda antibakteriyel etkinin bitki materyalinin taze veya kuru olmasma gore
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Sitral ve antibiyotik disklerde engelleme tespit

edilmistir.

4.1. Taze Bitki Ekstraktlarinin Deneme Materyali Olan Bakteri Uzerine Etkileri
4.1.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi

Maserasyon ve ekstraksiyon islemi uygulanmig taze limon otu yapragi ekstraktlarinin
deneme materyali {izerine etkisi belirlemek amaciyla 1 mL Mueller-Hinton broth igeren
tiipler icerisine agilanan dozlar ve denemeye ait tiim sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu maserasyon islemi uygulanmis 10 g’lik taze bitki
orneginde 100 mg/uL olarak tespit edilmistir. Diger taze bitki Orneklerinde ise
inhibisyon gozlenmemistir.

Cizelge 4.1. Taze limon otu ekstraktinin minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri
(MIK)

Taze Limon Otu Ekstraktlar
Doz (uL)
TM (10 g) TE (10 g) T™ (15 g) TE (15 g)
10 + + + +
50 + + + +
75 + + + +
100 - + + +
125 - + + +
150 - + + +
(+): Tiiplerde mikroorganizma gelisimi gdzlenmistir. TM: Taze Maserasyon
(-): Tiiplerde mikroorganizma gelisimi gézlenmemistir. TE: Taze Ekstraksiyon
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4.1.2. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonun Belirlenmesi

Maserasyon ve ekstraksiyon islemi uygulanmis taze limon otu yapragi ekstraktlarinin
deneme materyali lizerine etkisini belirlemek amaciyla steril diskler {izerine uygulanan
dozlar Cizelge 4.2°de verilmistir. Minimum bakterisidal konsantrasyon maserasyon
islemi uygulanmis 10 g’lik taze bitki 6rneginde 10 mg/uL tespit edilmis olup engelleme
zonu petri kabina yerlestirilmis olan disklerin ¢evresinde 6 mm disk c¢apiyla birlikte 7,9

mm olarak 6l¢iilmiistiir. Denemeye ait tiim sonuglar Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Taze limon otu ekstraktinin minimum bakterisidal konsantrasyon degerleri
(MBK) (mm)

Taze Limon Otu Ekstrakti
Doz (uL)
™ (10 g) TE (10 g) ™ (15 g) TE (15 g)
10 7,9+0,35 - - -
15 11,5+0,50 - - -
20 12,1+0,85 - - -
25 12,1£1,2 - - -
TM: Taze maserasyon; TE: Taze ekstraksiyon;

(-): Engelleme tespit edilmemistir. *6 mm c¢apindaki disk ¢evresi ¢ap uzunluguna dahil edilmistir.

Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi 10 g taze bitkinin maserasyonu ile elde edilen ekstraktin
E. coli ATCC 25922 iizerine inhibisyon etkisi gézlenirken, diger drneklerin inhibisyon
etkisi gdzlenmemistir.

Maserasyon yontemi ile hazirlanan 10 g taze bitki 6rneginin uygulanan dozlara karsilik
E. coli ATCC 25922 iizerine inhibisyon etkisi zon c¢api biiylikliigi ile dogru orantili
olup Sekil 4.1° de gosterilmektedir.
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Taze limon otu ekstrakti dozlarina karsilik zon ¢aplari
(mm)
115 12T I2.T
o] 5 10 15 20 25 30
Taze Limon otu ekstrakti uygulama dozlar {juL)

Sekil 4.1. Maserasyon yontemi ile hazirlanmis 10 g taze limon otu ekstraktinin
uygulanma dozunun E. coli ATCC 25922 iizerine inhibisyon etkisinin zon ¢ap1
biliytkligi ile iliskisi

Uygulanan konsantrasyon artarken zon caplarinin da biiytidiigii goriilmekte, ancak son

iki konsantrasyonda (20 ve 25 pL) ayni zon ¢apinin olustugu saptanmustir.

4.2. Kuru Bitki Ekstraktlarinin Deneme Materyali Olan Bakteri Uzerine Etkileri
4.2.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi

Ekstraksiyon iglemi uygulanmis kurutulmus limon otu yapragi orneklerinin deneme
mikroorganizmasi lizerine etkisi belirlemek amaciyla 1 mL Mueller-Hinton broth iceren
tiipler igerisine 10, 50, 75, 100, 125 ve 150 mg/uL dozlarinda uygulama yapilmis ve

inhibisyon etki tespit edilmemistir.

4.2.2. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonun Belirlenmesi

Ekstraksiyon iglemi uygulanmis kurutulmus limon otu yapragi ekstraktlarinin deneme
materyali lizerine etkisi belirlemek amaciyla steril diskler iizerine 10, 15, 20 ve 25 uL
dozlarinda uygulama yapilmis ve minimum bakterisidal konsantrasyon higbirinde tespit
edilmemistir.

4.3. Sitralin Deneme Materyali Olan Bakteri Uzerine Etkileri
4.3.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi

Sitralin deneme materyali iizerine antimikrobiyel etkisi arastirilmig ve 1 mL Mueller-
Hinton besiyeri iceren tiipler igerisine yapilan inokiilasyonda minimum inhibisyon

konsantrasyonu 1 pL olarak belirlenmistir. Denemelerde, 0,25, 0,50 ve 0,75 pL

17



miktarlar1 uygulanan tiiplerde ve kontrol grubunda gelisme gozlenirken, ve 1, 2, 3, 4, 5,

8, 10, 15, 20, 25 ve 30 uL konsantrasyonundaki tiiplerde gelisme gdzlenmemistir.

10 puL’nin altindaki diisiik hacimlerdeki dozlar1 elde edebilmek icin sitral, dimetil
siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanarak kullanilmistir. Bu
sebeple 10 pL’ nin altindaki hacimlerde ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO, ayn1 zamanda
ekim yapilirken de kontrol olarak kullanilmistir. Ancak 10 pL iizerindeki hacimlerde
herhangi bir ¢o6ziiciiye ihtiya¢c duyulmadigi i¢in kontrol olarak saf su kullanilmistir. Her
iki kontrol grubunda da gelisme gozlenmistir. Denemelere ait sonuglar Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Sitralin minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri (MiK)

Sitralin Uygulanma Dozlar1 (nL) Mikroorganizma Gelisimi

0,25 +

0,50 +

0,75 +

1 -

DN |W( N
1

8 -

Kontrol (DMSO) +

10 -

15 -

20 -

25 -

30 -

Kontrol (Saf Su) +

(+): Tiiplerde mikroorganizma gelisimi gozlenmistir.
(-): Tiiplerde mikroorganizma gelisimi gézlenmemistir.

4.3.2. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonun Belirlenmesi

Limon otunun 6nemli bilesenlerinden olan sitralin E.coli ATCC 25922 {izerine etkisini
belirlemek amaciyla disk difiizyon yontemi uygulanmigtir. En disiik dozun
belirlenmesinde sitral DMSO (dimetilsiilfoksit) ile seyreltilerek stok ¢6zelti hazirlanmis

ve kontrol i¢inse steril DMSO kullanilmistir. Seyreltme yapilmayan orneklerdeki
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kontrol gruplarinda steril saf su kullanilmistir. Sitrale ait tiim denemeler Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Sitralin minimum bakterisidal konsantrasyonu degerleri (MBK)(mm)

Sitral Dozu (nL) Zon cap1 (mm)

0,50 -
0,75 -

1 11,3+0,3

2 12,6+0,4

3 14,6+1,6

4 11,2+0,8

5 12,4+0,2

8 10,0+0,6
Kontrol (DMSO) -

10 10,1+0,1

15 11,0+1,0

20 11,4+0,3
Kontrol (Saf su) -

(-): Engelleme tespit edilmemistir.

* 6 mm capindaki disk ¢evresi ¢ap uzunluguna dahil edilmistir.

Deneme yapilan dozlar igerisinde engellemenin tespit edildigi minimum bakterisidal
konsantrasyonu 1 puL olup petri kabi igerisinde disk etrafinda olusan zon disk capiyla
birlikte 11,3 mm olarak Ol¢lilmiistiir. 10 pL’nin altindaki diisiik hacimlerdeki dozlar
elde edebilmek icin sitral, dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek stok c¢ozelti
hazirlanarak kullanilmistir. Bu sebeple 10 pL’ nin altindaki hacimlerde ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO, aym1 zamanda ekim yapilirken de kontrol olarak kullanilmigtir
(Cizelge 4.4). Ancak 10 pL izerindeki hacimlerde herhangi bir ¢oziicliye ihtiyag
duyulmadigi i¢in kontrol olarak saf su kullanilmistir (Cizelge 4.4). Her iki kontrol

grubunda da inhibisyon zonu gézlenmemistir.

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi uygulamada kullanilan sitral dozlar1 ile elde edilen zon
caplar1 arasinda dogrusal bir iligski olmadigi, zon ¢aplarinin dalgalanma gosterdigi géze

carpmaktadir.
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Sitral Uygulanma Dozlarina karsilik olusan zon ¢aplari
(mm)

113/ N2 11 11,4

= T T T T 1
a 5 10 15 20 25
Sitral uygulanma dozu (pL)

Sekil 4.2. Sitralin uygulama dozlari ile elde edilen zon ¢aplarinin karsilastirmasi

En biliyik zon ¢apt 3 pl’de 14,6£1,6 mm ve 8 pl’de 10,0£0,6 mm
konsantrasyonlarindaki sitral uygulamasinda gozlenirken, en kiigiik zon ¢apinin ise 10
pL’de 10,1£0,1 mm ve 15 pL’de 11,0£1,0 mm konsantrasyonlarinda oldugu
saptanmistir. Degiskenlik gdsteren zon caplart ve uygulanan tiim dozlar dikkate
alindiginda ise Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de de goriildiigi gibi minimum inhibisyon

konsantrasyonu 1 pL olarak belirlenmistir.

4.4.1. Referans Antibiyotiklerin ve Antibiyotik Disklerin Deneme Materyali
Uzerine EtKisi

Calismada referans antibiyotikler pozitif kontrol grubu olarak kullanilmig belirlenen
dozlarda ampisilin ve gentmamisin diskler {izerine uygulanirken, disklere emdirilmig
olarak da cephazolin, vankomisin, nalidiksik asit, polimiksin B ve trimetoprim

kullanilmistir. Denemeye ait sonuglar Cizelge 4.5’te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.5. Uygulanan antibiyotikler ve zon c¢aplar1 (mm)

Nalidiksikasit | Trimetoprin PolimiksinB Vankomisin Cefazolin
Zon (mm) Zon (mm) Zon (mm) Zon (mm) Zon
(mm)
11,5+0,5 16,312 8,1+0,3 - -
|
Ampisilin Zon Cap1 (mm) Gentamisin Zon Cap1 (mm)
Dozlar1 Dozlar1
1 18,8+0,5 0,6 20,5+0,5
2 22,6+0,3 1,2 21,9+0,4
3 25,8+0,5 1,8 29.1%0,5
4 32,5+0,5 2,4 33,1+1,8
5 35,543,5 3 38.7+0,3

* 6 mm capindaki disk ¢evresi ¢ap uzunluguna dahil edilmistir.

Antibiyotik uygulamasi iizerinden 2 saat gegtikten sonra vankomisin ve cefazolin

diskleri iceren petriler hari¢ olmak lizere diger tiim petri kaplar igerisinde engelleme

zonlar tespit edilmistir. 24 saat sonrasinda yapilan 2. Olgiimlerde zon ¢aplarinda

degisim gozlenmemistir.

Belirli konsantrasyonda hazirlanarak steril disklere emdirilmis antibiyotikler olan

ampisilin ve gentamisinin E. coli ATCC 25922 iizerine minimum inhibisyon

konsantrasyonlar1 sirastyla 1,0 ve 0,6 uL olup, dozlarin artisi ile meydana gelen zon

caplarindaki biiyiime Sekil 4.3’te gosterilmektedir.

karsilastirilmasi

38,7
33,1 ’;
29,1
32,5 32,5
o | 219 7/:'/
20,5
25,8
22,6
18,88
1 2 3 4 5

Ampisilinve Gentamisin uygulanan petrilerdeki zon caplarinin

—l— Gentamisin
Uygulanmasi sonucu
olusanzon ¢capi (rmmy)

== Ampisilin uygulanmasi
sonucuolusan zon capl
(mm)

Sekil 4.3. Ampisilin ve Gentamisin uygulama dozlar1 (uL) ile zon caplart (mm)

arasindaki iligki
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Antibiyotikleri steril ortamda emdirilmis disklerin E. coli ATCC 25922 bulunan petri

kaplarinda agar {izerinde olusturduklar1 zon c¢aplar1 ve etkinliklerinin oranlar1 Sekil
4.4°te gosterilmektedir.

Antibiyotik emdirilmig hazir disklerin olusturdugu zon
¢aplarinin (mm) birbirleriyle karsilastiriimasi
0
| ) 16,3
15 -*l” - T
|
10 J‘ 81 I
: _|1|/ T —
| o N
0 +—— .. ey o
3 4 o
5

1: Nalidiksik asit ~ 2: Trimetoprim  3: Polimiksin B 4: Vankomisin 5: Cefazolin

Sekil 4.4. Antibiyotik emdirilmis hazir disklerin E. coli ATCC 25922 bulunan petri
kaplarinda agar tizerinde olusturduklar1 zon caplari (mm)

Trimetropimin E. coli ATCC 25922 inhibisyonu i¢in en etkili antibiyotik oldugu ve onu

takiben sirastyla nalidiksik asit ve polimiksin B antibiyotiklerinin geldigi saptanmustir.

Vankomisin ve cefazolin uygulamalarinda ise inhibisyon gozlenmemistir.
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5. TARTISMA

Cizelge 4.1 ve 4.2°de goriildiigi gibi 10 g taze bitkinin maserasyonu ile elde edilen
ekstraktin E. coli ATCC 25922 {izerine inhibisyon etkisi gozlenirken, 10 g taze 6rnegin
ekstraksiyonu ile 15 g taze drnegin maserasyon ve ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstraktin inhibisyon etkisi godzlenmemistir. Bunun sebebinin ise maserasyon
yonteminde ¢ozgen yardimi ile elde edilen ekstraktin, limon otunda bulunan ugucu ve
diger antimikrobiyel bilesenlerin daha yogun olarak kazanilmasina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Ayn1 yontemin uygulanmasi ile elde edilen 15 g taze bitki 6rneginde
herhangi bir inhibisyonun gdzlenememis olmasi ise biitin oOrneklerin 4 saat
maserasyona tabi tutulmasi sonucu miktarin artisina bagli olarak siirenin yetersiz gelmis

olabilecegi ve bundan dolay1 engellemenin meydana gelmedigi diisiiniilmektedir.

Ekstraksiyon islemi uygulanmis kuru limon otu yapragi ekstraktlarinin deneme
materyali lizerine etkisinin olmadigi belirlenmistir. Minimum  bakterisidal
konsantrasyon, uygulanan dozlarin higbirinde tespit edilememistir. Denemelerde 10 ve
20 g tartilarak hazirlanan bitki ekstraktlarindan disk difiizyon yontemi ile uygulanan 10,
15, 20, 25 uL ve tip dilisyon yonteminde 20 pl’den 150 pL’ye kadar uygulanan
konsantrasyonlarindan hi¢ birinde E. coli’nin inhibe edilememesi, Ornegin oda
kosullarinda kurutulmasi asamasinda ugucu bilesenlerin 6zellikle de limon otu
icerisinde yiiksek oranda bulunan sitralin ortamdan uzaklagsmis olabilecegi diislincesini
ortaya ¢ikarmistir. Ugucu olmayan antimikrobiyel bilesenlerin kurutma ile ortamda daha
konsantre hale gelmesi beklenilen bir sonug iken, ugucu antimikrobiyel bilesenlerde ise

bu durumun tersi s6z konusu olabilmektedir.

Sekil 4.2°te gortildiigii gibi uygulamada kullanilan sitral dozlar ile elde edilen zon
caplar1 arasinda dogrusal bir iligkinin bulunmamasi ve dolayisiyla zon caplarinin
dalgalanma gostermesine sebep olarak ise bakterinin kii¢lik oranlarda artan sitral dozuna

zamanla adapte olarak gelismeye devam etmesi gosterilebilir.

Bu c¢alismada denenen dozlar ve konsantrasyonlar kapsaminda 6zellikle kuru bitki
ekstraktinin E.coli ATCC 25922 {izerine higbir inhibisyon etkisi olmadigi, ancak 10 g
taze limon otu yapraklarinin maserasyon yontemi ile elde edilen ekstraktinin inhibisyon
etkisi oldugu gozlenmistir. Antibiyotik denemelerinde ise vankomisin ve cefazolin

diskleri iceren petriler hari¢ olmak {lizere diger tiim petri kaplar igerisinde engelleme
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zonlar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, in vitro kosullarda E. coli ATCC
25922’nin, hazir antibiyotik emdirilmis olarak temin edilen disklerde Nalidiksik asit ve
Polimiksin B’de 30png, Trimetoprimin’in de 15 pg dozu ile engellenebilecegini ortaya
koymustur. Gentamisin ve ampisilinin uygulanan dozlar arasinda minimum inhibisyon

konsantrasyonlari sirasiyla 0,6 ve 1,0 mg/uL olarak tespit edilmistir.

Bundan sonraki c¢aligmalarda taze limon otunun farkli gramajlarda hazirlanmis
orneklerinin doz denemeleri ve 6zellikle kuru limon otunun farkli ¢6zgen maddelerle
elde edilen ekstraktlarinin E. coli ATCC 25922 ve diger patojen mikroorganizmalar
lizerine inhibisyon etkisinin arastirilmasi onerilebilir. Buna bagli olarak limon otunun
baz1 gidalarda ve 6zellikle tat ve aromasinin etkilenmeyecegi iceceklerde E.coli ATCC
25922 gelisimini engelleme amaciyla belirlenen dozlarda kullanimi 6nerilebilir. Ayrica
bilinen konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin E. coli {lizerine minimum inhibisyon
konsantrasyonu iizerine c¢alismalar yapilabilecegi gibi oOzellikle gentamisin ve
ampisilin’in bu ¢aligmada denenen en diisiik dozlar1 (0,6 ve 1,0 mg/uL), daha diisiik
dozlara dogru sabit bir oran ile azaltilarak ger¢ek minimum inhibisyon degerleri elde

edilebilir.
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