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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu ¢alismada ¢ay agac1 ve portakal esansiyel yaglarinin hem
ayr1 ayrt hem de bu iki yag kombinasyonunun %10-100 araliginda 10 farkli dilisyon
hazirlanarak bazi mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkinliginin

incelenmesi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM: Calismada mikroorganizmalardan bakteri grubunda
Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC 14048,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus subtilis ATCC 6633; patojen mantar grubundan ise Candida albicans
ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 kullanilmistir. Bu ¢alisma igin
bakterilerde disk difiizyon yontemi ve sivi besiyeri makrodilisyon testi, mantarlarda

ise yayma plak yontemi kullanilmustir.

BULGULAR: Disk difiizyon testinde ¢ay agaci yaginin tiim bakteriler iizerinde
caligilan dilisyonlarin neredeyse tamaminda inhibisyon zonu olusmustur. Portakal
yag1 ve ¢ay agaci-portakal yagi kombinasyonunda zon olusumu daha azdir. Yayma
plak ¢alismasinda, ¢ay agaci esansiyel yaginin %70 ve {stii konsantrasyonlarda
daha iyi antifungal etki gostermistir. Portakal yaginda antifungal etki
gozlenmemistir. Portakal- ¢ay agaci yagi kombinasyonunun = %60’lik
konsantrasyonundan itibaren antifungal etki gozlenmistir. Yapilan makrodilisyon
testinde ise ¢ay agac1 yaginin MIK bulgular ¢alisilan tiim bakteriler %0,78 olarak,
Portakal yaginin ise E.coli’de % 25, S. aureus’da % 1,562°dir. Portakal-cay agaci
kombinasyonunun E. coli, S. typhimurium ve S. aureus iizerindeki MIK degeri %

0,78, P. aeruginosa 'da ise %12,5°tir.

SONUC: Bu sonuglar ¢ay agact ve portakal yagmin cesitli enfeksiyon
hastaliklarina neden olan bazi mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici etkisi

oldugu gostermistir.

Anahtar Sozciikler: antibakteryal aktivite, antifungal aktivite, antimikrobiyal

aktivite, ¢ay agaci1 yagi, esansiyal yaglar, portakal yag:



SUMMARY

Investigation of The Antibacterial and Antifungal Effectiveness of Tea Tree
And Orange Essential Oil

INTRODUCTION AND AIM: In this study, it was aimed to observe the
antimicrobial activity of tea tree and orange essential oils both separately and in
combination of these two oils on different microorganisms in 10-100 % the range of
10 different dilutions intervals.

MATERIALS AND METHODS: In the group of microorganisms, Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC 14048, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633; Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 was used in our study.
In this study, disc diffusion method and liquid medium makrodilution test in bacteria
and smear plate method in fungi were used.

RESULTS: As a result of the disc diffusion test, zone formation was observed in
almost all the dilutions of the tea tree oil on all the bacteria in the dilutions between
10% and 100%. No significant results were found in orange oil and tea tree-orange oil
combination. C. albicans and A. brasiliensis were found to have a better antifungal
effect at a concentration of 70% and higher in with tea tree essential oils. No antifungall
effect in orange oil. The antifungal effect of orange oil and tea tree oil combination
has been observed from 60% concentration. In the macrodilion test, MICs of tea tree
oil were determined as 0,78% of all studied bacteria. The value of orange oil was found
to be 25% in E. coli and 1,562% in S. aureus. Orange and tea tree oli combinations
were found to be 0,78% on E. coli, S. typhimurium and S. aureus and MIC on P.
aeruginosa was 12,5%.

CONCLUSION: These results indicate that tea tree and orange oil have inhibition

affect at some microorganizms may cause infection diseses.

Key Words: Antibacterial activity, antimicrobial activity, antifungal activity, esansial

oils, orange oil, tea tree oil



1. GIRIS VE AMAC

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin ¢ok sik kullanilmasina bagh
olarak antibiyotiklere duyarli olan bakterilerde diren¢ olusumu gdézlenmistir. Bunun
yant sira bazi bakteriler de dogal yapilarindan otiirli antibiyotiklere direnglidirler
(Keyvan ve Ozdemir 2016). Diren¢ olusumu tedavi amach kullanilan bircok
antibiyotik etkisiz hale gelmistir. Bu da hastaliklarin daha siddetli seyretmesine,
hastanede kalis siiresi ve 6liim orani daha yiliksek olmasina neden olmaktadir. Ayrica,
daha etkili ve pahali ilaglarin gerekmesi sebebiyle tedavi maliyetleri de
yiikselmektedir Tiim bu sebepler ¢aligmalar1 antimikrobiyal potansiyele sahip bitki
ugucu yaglarma ve bitkisel kaynakli ilaglara yoneltmistir. Bir¢ok ¢alismada ugucu
yaglarin mikroorganizmalar tizerindeki etkili oldugu sonucuna ulasilmistir (Celik ve

Yuvali Celik 2007).

Esansiyel yaglar adi da verilen ugucu yaglar, distilasyon yoluyla veya preslemeyle,
bitkilerden elde edilen kompleks igerikli karisimlardir (Bakkali, Averback, Averbeck
and Idaomar 2008).

Ucgucu yaglarin antibiyotik ve antiseptik Ozellikleri bakteriler, kiif mantarlar1 ve
mayalara kars1 gozlemlenebilmektedir. Ugucu yaglarin antimikrobiyel etkisi, hiicre
zarinda yap1 ve islev degisikligi seklinde gozlemlenmektedir. Buda patojen
mikroorganizmanin enzimatik reaksiyonlarint  durdurulmasi, besin alimim
engellenmesi, zarin yapisini degistirmesi seklinde etkiler olusturabilir (Carson,

Hammer and Riley 2006).

Cay agaci1 (Melaleuca alternifolia) ve portakal (Citrus sinensis) yaglari antimikrobiyal
etkisi iizerinde ¢aligsmalar yapilan ugucu yaglar arasindadir (Zhang, Guo, Guo, Jiang
and Ji 2018, Federman, Ma and Biswas 2016). Cay agaci yag1 6zellikle kosmetik
alanda popiiler olan ugucu yaglardandir (Zang et al 2018). Cay agaci yag1 yaklasik
%50’s1 oksijen %50’si dehidrokarbondan olan siklik yapida terpenden olusmaktadir.
Bu da ona genis spectrumlu antimikrobiyal etki kazandirmaktadir (Cow et al 2000).
Portakal yagi, anti-enflamatuar, antiseptik, anti-depresan, tonik, gaz giderici,

antispazmodik, idrar soktiiriicii ve yatistiric1 gibi birgok terapotik fonksiyona sahip



oldugu cesitli arastirmalarca ortaya konmustur. Portakal yagida ¢ay agaci yaginda
oldugu gibi terpen yapilidir. Bu da ona antimikrobial etki kazandirmaktadir (Obidi et
al 2013).

Yapilan bir¢ok ¢alismada ¢ay agaci yagi ve portakal yaginin antimikrobiyal etkinligi
arastirilmistir. Yapilan literatiir incelemesi neticesinde, in vitro kosullarda uygulanan
cay agaci, portal yagt ve bu iki yag kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkinliginin
farkli doz araliklar ile baglantili olarak degisebilecegini diislindiik. Bu amagla ¢esitli
mikroorganizmalar iizerinde c¢ay agaci yagi, portakal yagr ve bu iki yag

kombinasyonunun farkli dilisyon araliklarinda etkinliklerini incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. ESANSIYEL YAGLARIN GENEL OZELLIKLERIi

Ugucu yaglar, bitkilerin veya bitkisel kaynaklarin, kok, gévde, yaprak, meyve, kabuk,
cicek gibi kisimlarindan su buhari destilasyonu veya farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilirler. Oda sicakliginda sivi halde olan, bazen donabilen,
kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik sari renkli, ugucu, kokulu ve
yagims1 kompleks karigimlardir. Eter gibi ugucu olduklarindan eterik yag ve giizel
kokulu olmalar1 ve parfiim igeriklerinde kullanilmalarindan dolay1 da esansiyel yag
gibi isimler verilmistir (Beyaz 2014). Yag olarak adlandirilmalarinin bir nedeni de su

ile karismamalaridir. Fakat sabit yaglardan farklidirlar.

Ugucu yaglar bitkinin daha ¢ok salgi tiiylerinde, i¢ dokulardaki ugucu yag hiicrelerinde
ve salgi ceplerinde bulunur. Bitkinin yaprak, ¢igek, meyve, kok, rizom ve odununda
cok, sap ve kabuklarinda ise daha az bulunur. Bazen bitkinin biitiin dokularinda veya
belirli bir kisminda (giil ¢igeginde, tar¢in agacinin yaprak ve kabugunda, nane sap1 ve

yaprak) da yer alabilir,

Bitkilerin ugucu yag iiretmesinin birgok amaci vardir. Ornegin bitkide gerceklesen
yaralanmalarda antiseptik o6zellik kazandirmasi, boceklere karst  savunma
mekanizmasi olusturmast ve cezbedici etkisiyle tozlagsmaya yardimci olmasi
bunlardan bir kacidir. Bunlarin yaninda Akdeniz iklimi gibi sicak iklim kusaklarinda
bulunan ugucu yagca zengin bitkilerde ugucu yaglarin hizla buharlagarak bitkisel
yiizeylerin sogumasint sagladigi ve bitkinin su kaybini 6nledigi yapilan ¢aligmalar

sonucunda ortaya konmustur (Duru 1993).

Ucucu yaglarin kimyasal yapilarinda bulunan maddeler genel olarak 4 grup altinda
toplanabilir. Bunlar; terpenik maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli
hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tagiyan bilesiklerdir. Ugucu yaglarin biiyiik cogunlugu
terpenik maddelerden olusmustur (Ceylan 1987). Bilesenleri ve bu bilesenlerin
miktarlari, bitkinin cinsi, bitkinin hangi bdlimiinden elde edildigi (¢igek, yaprak,

tohum, kabuk gibi), genetik varyasyon, bitki beslenmesi, giibrelemenin uygulanmasi,



bitkilerin yetistirildigi bolgenin cografik konumu, iklimi, mevsimsel degisimler,

bliylime sirasindaki stres, hasat sonrast kurutma ve depolamayi da iceren bir¢ok

faktore bagli olarak olduk¢a degiskenlik gosterebilir. Bunlarin yaninda elde edilme

yontemi de bir ugucu yagin kimyasal bilesenlerini ve bdylece karakteristik biyolojik

ozelliklerini belirler (Alvarez-Castellanos and Pascual-Villalobos 2003).

Tablo 1: Baz1 Aromatik Bitkilerin icerdikleri Aktif Maddeler ve Etki Sekilleri (Sengezer ve

Giingor 2008)

Bitki Adi Bitki Boliimii Aktif Madde Etki Sekli

Adagay1 Yaprak Cineole Sindirim uyarict, antiseptik

Anason Tohum Anathole Sindirim uyarict

Bayir Turpu Kok Allylisothiocyanate | Istah artirict

Biber Tohum Sabinene Sindirim uyarici, ishal 6nleyici

Biberiye Yaprak Cineole Sindirim uyarict, antiseptik

Defne Yaprak Cineole Istah artiric1, sindirim uyarici,
antiseptik

Hardal Tohum Allylisothiocyanate | Sindirim uyarici

Hindistan Cevizi Tohum Sabinen Sindirim uyarict, ishal 6nleyici

Karabiber Meyve Piperine Sindirim uyarici

Karanfil Cigek Eugenol Istah artiric1, sindirim uyaric,
antiseptik

Kekik Tum Bitki Thymol, Carvacrol | Sindirim uyarici, antiseptik,
antioksidan

Kereviz Yaprak, Kok Phtallides Istah artirici, sindirim uyarici

Kimyon Tohum Cuminaldehyde Sindirim uyarici

Kisnis Yaprak, tohum Linanol Istah artiric1, sindirim uyarici

Maydanoz Yaprak Apiol Istah artiric1, sindirim uyarici,
antiseptik

Nane Yaprak Menthol Istah artiric1, sindirim uyarici,
antiseptik

Sarimsak Sogan Alicin Sindirim uyarici, antiseptik

Tar¢in Kabuk Cinnemaldehyde Istah artiric1, sindirim uyarict,
antiseptik

Zencefil Rhizoma Zingorole Sindirim uyarict




2.2. ESANSIYAL YAGLARIN SINIFLANDIRILMASI

Esansiyel yalar; kimyasal bilesenlerine, farmokolojik, aromatik o6zelliklerine ve

terapik etkilerine gore siniflandirilabilirler.
2.2.1. Kimyasal Bilesenlerine Gore

Esansiyel yaglar, ihtiva ettikleri terpenoidler ve fenilpropanoidler basta olmak iizere

4 grup altinda incelenebilirler.

1. Terpenik maddeler
2. Aromatik maddeler
3. Duz zincirli hidrokarbonlar

4. Azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler (Sengezer ve Giingor 2008)

2.2.2. Aromatik Ozelliklerine Gore
Aromatik maddeler, ugucu yag igeriginde bulunan terpenlerden sonraki énemli bilesik
grubudur. Benzen, propilbenzen veya p-simen yapisinda olabilirler. Alkol, ester, asit,

aldehit, keton, fenol, fenoleter, lakton gibi organik fonksiyonel gruplari da iglerinde
bulundurabilirler (Bakkali et al 2008).

2.2.3. Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore

Farmakolojik etkilerine gore esansiyel yalar; antiromatizmal, antitussif (Oksiiriik
giderici), ditiretik (idrar  soktiiriicii), antimikroobiyal, dezenfektan gibi
siniflandirilmalar yapilabilir. (Lee, Everts and Beynen 2004, Sengezer ve Gilingdr
2008).

2.3. ESANSIYAL YAGLARIN ELDE EDIiLME YONTEMLERI

Esansiyal yagin kullanom amacina bagli olarak, yag elde edilme yontemi farklilik
gostermektedir. Parfiim liretiminde kullanilacak esansiyal yagin iiretimin de ¢oziicii
ekstraksiyonu  veya  siiperkritik  karbondioksit  yontemi  kullanilmaktadir.

Turunggillerden antibakteriyal, antifungal, gida katki maddeleri ve farmakolojik



amaclt sentetik kimyasallara muadil {retilecek yaglarda daha ¢ok mekanik

ekstraksiyon ve buhar destilasyonu tercih edilmektedir (Bakkali et al 2008).

2.3.1. Damitma (Destilasyon) Yontemi

Bilesenleri kaynama noktalari arasindaki farklardan yararlanarak ayirma islemidir.

2.3.1.1. Su destilasyonu

Eskiden beri yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Sogutucu ile irtibatlandirilan bir
cam balon igerisinde su ve bitki materyalinin 2-8 saat siire ile kaynatilarak, su buhari
ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin bir sogutucu yardimiyla yogunlastirilip
sudan ayristirilmasi esasina dayanmaktadir. Elde edilen ugucu yag miktar1 volumetrik
olarak ifade edilir. Su destilasyonu en iyi toz halindeki materyallerde (6rnegin; kok ya
da odun unu) sonug¢ vermektedir. Bu yontemle miktarca fazla yag elde edilmesi bir
avantaj olsa da, yiiksek sicakliktan otiirii termal degradasyon olmakta ve yagin niteligi
diismektedir (Kilig 2008).

2.3.1.2. Buhar destilasyonu
Bu yontemde taze bitki materyali cam kap i¢ine konulur. Cam kaba basing yardimu ile
uygulanan buhar, yag damlaciklarini da siirtikler ve yagin toplama kabina getirir. Yag

burada yogunlastirilarak buhardan ayristirilir.

2.3.1.3. Vakum destilasyonu

Kaynama noktalar1 ¢ok yiiksek olan ya da kaynama noktasinda dekompoze olabilen
stvilarin distilasyonunda kullanilir. Bu bilesikleri elde etmek amaciyla sicakligi
artirmak yerine basinci diisiiriiliir. Basing bir kez bilesigin buhar basincinin altina

indirilirse, kaynama ve destilasyon islemi baglamaktadir.

2.3.2. Ekstraksiyon Yontemi

Genel anlamda bir ¢oziicii icerisine ugucu yag ekstrakte edilmesi islemidir. Coziicii
ekstraksiyonu, Siiper kritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalgayla ekstraksiyon,
sikistirilmig  ¢Oziicli  ekstraksiyonu, Kati-faz mikro ekstraksiyon, ¢ok yonlii
ekstraksiyon olmak iizere farkli ekstraksiyon yontemleri vardir (Evren ve Tekgiiler
2011). Mikrodalga ekstraksiyonu ve kati-faz mikroekstraksiyonu gibi modern
yontemler diger ekstraksiyon yoOntemlerine gore nitelik olarak iyi sonuglar

vermektedirler. Fakat daha fazla maliyet gerektirmektedirler. Modern yontemlerin,



daha kisa siirede sonu¢ vermesi, daha az ¢oziicii madde kullanilarak ¢evre sagligina
yaptig1 olumlu katki, daha kaliteli vermesi gibi nedenlerden &tiirii son yillarda daha
cok kullanilmaktadir (Kilig 2008).

2.3.3. Mekanik Yontem (Presleme)

Genellikle portakal ve limon gibi turunggil kabuklarindan esansiyal yag elde etmede
kullanilan bir yontemdir. Kabuklardaki ugucu yag destilasyon yontemleri ile
bozunmaya ugradigindan mekanik yontem tercih edilmektedir. Meyvelerin kabuklari
bez bir torbaya koyulur ve soguk hidrolik presler ile sikilarak ugucu yaglar elde
edilmesi saglanir (Ceylan 1983, Kilig 2008).

2.4. ESANSIYAL YAGLARIN ANTIiMIiKROBIYAL OZELLIKLERI

Cesitli bitki tiirlerinden elde edilmis ugucu yaglarin insanlarda hastaliga etkeni olan
bakteriler ve virlislere karsi etkinlikleri yapilan in-vitro denemeler ile ortaya
koyulmustur. Ornegin; kekik, tarcin, limon cayi, defne, ¢ay agaci, karanfil ve giil
agact yaglarmin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklart ve bu yaglarm MIK
degerlerinin farkli bakteri tiirlerine kars1 %1°den (hacim/hacim) daha diisiik oldugu
bulunmustur (Hammer, Carson and Riley 1999, Oussalah, Caillet, and Lacroix 2006).
Defne, karanfil, limon otu ve kekik yaglarinin diigsiilk konsantrasyonlarda E. coli
tizerine inhibe edici etkiye sahip oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. S.
aureus’u feslegen ve okaliptiis yaglar1 %1°lik konsantrasyonda inhibe ederken;
kekik, biberiye, nane, limon otu, karanfil ve defne yagi, %0,05’lik
konsantrasyonlarda inhibe ettigi ortaya konmustur (Hammer, Carson and Riley 1999,
Hammer and Carson 2011). Sarimsak, limon mersini ve ¢ay agaci yaglari, metisiline
direncli S. aureus’a karsi ¢ok etkili oldugu bulunmustur (Tsao and Yin 2001, Hayes
and Markovic 2003). Ugucu yaglarin antimikrobiyal etki konsantrasyonlarinin bakteri
tirleri arasinda farklilik gostermektedir. Pseudomonas spp. ve Proteus spp.’in diger
test edilen tiirler ile kiyaslandiginda en direncli bakteri tiirleri olduklar1 ¢aligmalarda
ortaya konmustur (Kiirekci and Sakin 2017). Ucucu yaglarin tek basina antimikrobiyal
etkinliginin yaninda bir¢ogunun kombinasyon halinde kullanildiginda sinerjik

antimikrobiyal etkinlik de gostermektedir (Garcia-Garcia, Lopez-Malo and Palou



2011). Ugucu yagin bilesiminde bulunan bazi ana molekiillerin ugucu yagdan daha
Iyi bir etkiye sahip oldugunu ve &rnek olarak; Syzygium aromaticum (karanfil)
yagindan karvakrol ve 6jenol veya Melaleuca alternifolia (¢ay agaci) yagi iginde
terpinen-4-ol’iin elde edildikleri yaglardan daha etkili oldugunu rapor etmislerdir.
Ayrica fenolikler ve aldehitler igeren ugucu yaglarin genellikl daha iyi antibakteriyal
etki sergiledigi not edilmistir (Carson, Hammer, Riley 2006). Buna ilaveten, bitki
kaynakl1 yaglarin, bakteriyel antibiyotiklere karsi iyi tolerans gosteren biyofilmlere
kars1 antibakteriyel potansiyele sahip olduklar1 gosterilmistir (Galvao et al 2012).

2.5. CAY AGACI ESANSIYAL YAGI

Resim 1: Cay agaci bitkisi (Melaleuca alternifolia)

(http://www.bitkicenter.com/cay-agaci/ Erisim Tarihi: 20.04.2019)

Camellia sinensis, Kunzea ericoides, Leptospermum scoparium, Leptospermum
petersonii, Melaleuca alternifolia gibi farkli bitki tiirleri gay agact olarak
adlandirilabilmektedir. Bunlardan en popiiler olan1 Melaleuca alternifolia bitkisidir.
Bu aromatik tiirlerin bazilari, Avustralya yerlileri tarafindan ve Avrupa'daki erken
yerlesimciler tarafindan idrar yolu rahatsizliklari, bagirsak sikayetleri, oksiiriikler,
soguk alginhigi, cilt hastaliklari, yaniklar, agiz yikamalar1 dahil olmak iizere gesitli

enfeksiyonlarda tedavi edici olarak kullanilmigtir. Bu aromatik bitki tiirlerinden en
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popiileri ve lizerinde gesitli caligmalar yapilmis ve ticari deger tasiyan1 M. alternifolia
tirtidiir (Van Vuuren, Docrat, Kamatou and Viljoen 2014).

Cay agac1 yagi, Avustralya'da yetisen Melaleuca alternifolia ¢alisinin yapraklarindan
elde edilen bir ugucu yagdir (Carson et al 2006). Bitkinin cins ismi olan Melaleuca
ismi, bitkinin biiyiimesi sirasinda gdvde kabuklarindaki renk degisimini ifade etmek
tizere Yunanca’da mela-: siyah ve leuc(0)-: beyaz anlamina gelen kelimelerden
tiretilmistir. Bu cinse ait yaklasik 230 tiir bulunmaktadir. Tibbi olarak kullanilan
Melaleuca alternifolia tiirti dogal olarak Avusturalya’da yetismektedir. Bitki Nisan-
Eyliil aylarinda ¢cok miktarda suya ihtiya¢ duyar ve killi topraklarda yetisir. Boyu 7
metreye kadar ulasabilmektedir. Agag seklindeki bu tiiriin geng filizleri sik yumusak
titylerle kapli iken yash dallarinda tiiy bulunmamaktadir. Tibbi olarak kullanilan kisim
olan yapraklari 1- 2,5 cm uzunlugundadir ve bu yapraklar “Tea tree oil (TTO)” olarak
bilinen degerli esansiyal yagin kaynagidir (Tezgiil Cakir , Kaleagas1 ve Kokdil 2005).
M. alternifolia bitkisinin ilk tibbi kullanimi, bitkinin dogal oldugu boélge olan Kuzey
Yeni Giiney Galler'deki Bundjalung Aborjinleri tarafindan olmustur (Carson and Riley
1993). Avusturalya halki ¢ay agaci yagini bas agrilarinda, soguk alginliginda, bocek
wsiriklarinda ve cilt enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanmistir. Bitkinin soluk sar1
renkli ugucu yagi fenolden daha etkili bir topikal antiseptik olarak 1920’1 yillarda
kesfedilmistir.( Calcabrini et al 2004, Messager, Hammer, Carson and Riley 2005)

2.5.1. Cay Agaal Yagimn (TTO) Kimyasal ve Antimikrobiyal Ozellikleri

Cay agact yagi, terpen hidrokarbonlardan, oOzellikle monoterpenlerden,
seskiterpenlerden ve bunlarla iliskili alkollerden olusur. Terpenler ugucu, aromatik
hidrokarbonlardir ve CsHg formiiliine sahip olan izopren polimerleri olarak kabul
edilebilir yapilan seminal caligmalarda, 800'den fazla Cay agaci yagi Ornegi gaz
kromatografisi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ile incelemis ve yaklagik
100 bilesen ve konsantrasyon araligini bildirmistir (Carson et al 2006). Ticari olarak
satilan yag bilesiminin, maksimum ve / veya minimum degerleri belirleyen
“Melaleuca Yagi terpinen-4-ol tipi” ig¢in 14 bilesen standardize edilmistir
(International Organisation for Standardisation 2004).

Yagin yapisinda bulunan siklik yapida terpen yaga genis spectrumlu antimikrobiyal
etki kazandirmaktadir (Cox et al 2001). Cay agaci yagina antimikrobiyal ozellik

kazandiran asil bilesenler 1,8-sineole, terpinen-4-ol ve a-terpilenol'diir (SharifiRad et



al 2017). 1,8-sinyalin E. coli'nin hiicre menbranini tahrip ettigi, terpinen-4-ol ise gliglii
antibakteriyel, dezenfeksiyon ve anti-korozif etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
«a -terpilenoliin yiiksek penetrrasyona sahip oldugu ve S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,
C. albicans gibi yaygin patojenler iizerinde 6ldiiriicti bir etki gosterdigi gosterilmistir
(Dettwiller et al 2016, Rieder 2016). Insanlar iizerinde toksik etki gdstermedigi, tahris
edici ve asindirict olmadigr gosterilmistir. Dogal bir antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu bu nedenle de gidalarda anti bakteriyel bir ajan olarak kullanilabilecegi
caligmalarda gosterilmistir. Tiitlin bitkisinde goriilen mozaik viriisiine kars1 etkili bir
onleyici oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Bishop 1995).

Bunlarin yanin da oksijene, 1s18a veya sicakliga duyarliligi, genel uygulanabilirligini

distirebilmektedir. (Lin, Chen, Zhou, Zhou and Xu 2018).

Tablo 2: Melaleuca alternifolia ucucu yaginin kimyasal icerigi (Intorasoot, Chornchoem,
Sookkhee and Intorasoot 2017)

Icerik Icerik yiizdeleri
Terpinen-4-ol 31,11 y-
Terpinen 25,30 a-
Terpinen 12,70 1,8-
Sineol 6,83 p-
Simen 4,23 Terpinolen
4,03 Limonen 2,50
a-Terpineol 2,35
Aromadendrene 1,75 o-
Kadinin 1,41 Sabinen
0,28 Globulol 0,24
Viridiflorol 0,14 Total
92,8
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2.6. PORTAKAL YAGI

Resim 2: Portakal agaci (Citrus sinensis),

(https://tr.redsearch.org/images/4576100 Erisim tarihi: 26.04.2019)

Tatli portakal (Citrus sinensis), 7,5 -15 m arasinda uzunluga sahip olabilen, yaprak
dokmeyen ve yaz kis yesil olan bir agactir. Kokeni Giiney Cin’ e dayanmaktadir ancak
ticari olarak diinya ¢apinda tropikal, yar1 tropik bolgelerde ve 1lik 1liman bolgelerde
yetistirilmektedir (Hamendra and Anand 2007). Portakal agaclari, genellikle yaprak
saplarinda dar kanatlar tasiyan, eliptikten oval, 6,5-15 cm uzunluga ve 2,5 ila 9,5 cm
genislige kadar degisen, farkli bicimlerde kosele ve dokmeyen yapraklar tiretir. Tek
yapraklari ya da tek tek ya da 6 yaklasik 5 cm genisliginde, 5 yapraklar1 ve 20-25 sar1
organlarindaki kokulu. Kiiciik, beyaz veya mor kokulu hermafrodit ¢igekler, bocekler
tarafindan tozlasma icin nektar iiretir. Meyveler yaklasik 6,5 ila 9,5 cm genisliginde
olan ve olgunlastiklarinda turuncu veya sar1 renktedirler.

Meyveler insanoglunun bildigi en eski yiyecek formlarindan biridir. Eski zamanlardan
beri, diinyadaki farkli kiiltiirlerde bitkiler bir¢ok hastalik i¢in sifa kaynagi olarak
kullanilmislardir (Van Vuuren, Docrat, Kamatou and Viljoen 2014). Bunlarin yaninda
narenciye kabuk yaglarinin kimyasal bilesimi, besin degeri ve bircok fitokimyasal
bakimindan zengin olduklari ¢esitli ¢alismalarda ortaya konmustur Abalaka and Bello
2006, Al-Ani, Al-Haliem and Tawfik 2010). Turunggil kabugu diger bitkilerde ¢ok
nadir bulunan zengin bir flavonon ve polimetoksilen flavon kaynagidir (Anitha ,

Hemapriya, Mathivathani, Ramya and Monisha 2016). Turunggil meyveleri agirlikli
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olarak tatli olarak kullanilir, ancak kabugundan diinya ¢apinda 6nemli ekonomik
degeri olan esansiyel bir yag iiretilir. Bu esansiyal yag Ilac endiistrisinde hos olmayan
tatlar1 maskelemek i¢in aroma maddeleri olarak kullanilir (Bourgou, Rahali,
Ourghemni and Tounsi 2012). Gida endiistrisinde lezzet verici olarak kullanilir
(Caccioni, Guizzardi, Biondi, Renda and Ruberto 1998). Bunlarin yaninda portakal
yagi, anti-enflamatuar, antiseptik, anti-depresan, tonik, gaz giderici, antispazmodik,
idrar soktiirlicii ve yatistirici gibi birgok terapotik fonksiyona da sahiptir (Wynnchuk
1994, Kierman 2008).

C. sinensis'in medikal etkisi ise, bakteri ve viriisler gibi yabanci antijenlere saldiran
notrofiller olan beyaz kan hiicrelerinin iiretimini tesvik ettigine inanilan yiiksek C
Vitamini igerigine baglidir. Viriislii istilacilara ve kanser hiicrelerine kars1 korumaya
yardimet olan proteinler ve interferon tiretimi ile bagisikligr arttirir (Forbes, Sahm and
Weissfeld 2007).

2.6.1. Portakal Yagimin Kimyasal ve Antimikrobial Ozellikleri

Soguk preslenmis Valencia portakal yaginin ana bilesenleri% 20,2 linalool,% 18,0
dekanol, % 14,1 sitral, % 5,8 a-terpineol, % 5,2 valenen, % 4,1 dodekanal, % 3,9
sitronellal ve % 0,3 limonendir (Nannapaneni et al 2009). Yag igeriginde bulunan
limonen, sindirime yardimei1 olmak ve sindirim sistemini detoksifiye etmek, kabizligi
giderir, kan dolagimini kolaylastirmak, C vitamini emilimini arttirmak, soguk alginligi
ve grip ile miicadelede bagisiklik saglamak, cildi giiclendirmek ve genglestirmek gibi
bir siirii 6zellige sahiptir (Obidi et al 2013). Tim bunlarin yaninda Limonenin
antimikrobiyal ve antiseptik aktivitesi c¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Magwa,
Gundidza and Gweru 2006). Linalool ve dekanol ise S. aureus iiremesinin
engellenmesinde etkilidir. Sitral, S. aureus gibi cesitli bakteriyel patojenleri ve ayrica
patojenik mantarlar1 inhibe ettigi caligmalarda gosterilmistir (Liu, et al 2012).
Narenciye kabugundaki diger potansiyel antimikrobiyal bilesenler, D-limonen,
terpenler, seskiterpen, oksijenli monoterpen, linalool, asit esterleri, alifatik
hidrokarbonlar ve diger tanimlanamayan hidrokarbonlardir. Yag igeriginde bulunan
terpenoidler lipofilik Ozellikleri sayesinde bakteri duvarini delerek hiicrenin ig
kisimlarina ulasabilmektedirler (Bayaz 2014). Narenciye kabugu ekstraktinin

antimikrobiyal aktivitesi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
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Shigella species and Candida albicans gibi ¢esitli gida kaynakli patojenler tizerinde
oldugu saptanmistir (Hasija, Ibrahim and Wadia 2015).

2.7. MIKROORGANIZMALAR

Insanligin yasamin1 devam ettirmek icin, diger canl tiirleri ile mutlak etkilesim icinde
olmasi gerekmektedir. Bu etkilesimin biiyiik bir kismi boyut olarak mikroskopla
goriilebilecek kadar kiiciik, ancak fonksiyonel ve sayisal olarak biiyiikk olan
mikroorganizmalar ile gergeklestirmektedir (Sekirov, Russell, Antunes and Finlay
2010). Insan ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimi incelerken, insan viicuduna
zarar veren mikroorganizmalar ve zararsiz ya da insana faydali olan
mikroorganizmalar diye gruplandirma yapilabilir (Curtis and Sperandio 2011). Insan
ile etkilesim halinde olan mikroorganizmalar denildiginde viriis, bakteri, arke ve tek
hiicreli &karyotlar siralanabilir (Eberl 2010). insan viicuduna zarar veren
mikroorganizmalar patojen olarak adlandirilir. insan viicudunun zarar gérmedigi
durumdaki mikroorganizmalar ise flora, mikrobiyota ve mikrobiyom gibi isimlerle
adlandirilir (Curtis and Sperandio 2011).

Bazi durumlarda normal kosullarda non-patojen olarak bilinen bir mikroorganizma,
immiin yetmezlik, cevre kosullari, disbiyozis gibi degisken kosullarda patojen
davranig gosterebilmektedir (Eberl 2010). Patojenlerin insan viicudunu konak olarak
kullanabilmek i¢in insan savunma mekanizmalarmi ge¢mesi gereklidir. Bu
mekanizmalar dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemleri tarafindan yapilan
savunmalardir. Mikroorganizmanin olusturacagi enfeksiyonun siddeti ve mortalite
yetenegi patojen mikroorganizmanin viriilanst ile dogru orantilidir. Konak immiin
sisteminin giicli ile de ters orantilidir. Bu faktorlerin birbiri iizerindeki giiglerinin
kiyaslanmasi sonucunda mikroorganizmanin enfeksiyon olusturma siddeti belirlenir

(Cetin ve ark 2015).

2.7.1. Staphylococcus aureus
S. aureus, bircok iilkede yaygin gida zehirlenmesi neden olan ikinci veya iiglincii

patojen bakteri olarak gosterilmistir. ABD’de her yil gida kaynakli hastaliklar
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nedeniyle 6-80 milyon insanin etkilendigi ve bunlarin yaklasik 9000’inin 6limle
sonuclanmaktadir. Ayrica yillik yaklasik 5 milyar dolarlik ekonomik kayba sebep
oldugu ¢alismalarda belirtilmistir (Erol ve Iser 2004).

Staphylococcus tiirleri Micrococcaceae familyasina aittir. Gram pozitif, fakiiltatif
anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bakterilerdir (Kiiglik¢etin ve
Milci 2008). Bu familyada yer alan S. aureus, 1s1l islem gibi mikroorganizma sayisinin
azaltilmasi i¢in uygulanan tiim yontemlere karsi duyarlilik gostermektedir. Fakat
insanlarda zehirlenmeye neden olan ve 1sil isleme dayanabilen enterotoksinler
tiretebilmektedir (Tiikel ve Dogan 2000). Genellikle protein ve nisasta i¢eren gidalarda
tiremesi olan S. aureus; oOzellikle et ve siit Uriinleri, balik, patates, makarna ile
bunlardan yapilan yiyeceklerde yaygin olarak goriilmektedir. Hijyenik ortamlarda
tiretilmeyen ve muhafaza edilmeyen, agikta bekletilen yiyecekler stafilokokal
zehirlenmesine neden olabilmektedir (Kiigiikgetin ve Milci 2008). Stafilokokal
intoksikasyonlar, enterotoksin (20ng < 1pg) iceren gidalarin tiikketimine bagl olarak
sekillenmekte ve belirtiler 0,5-6 saat (genellikle 2 saat) gibi kisa silirede ortaya
cikmaktadir (Keyvan ve Ozdemir 2016). Stafilokokal enterotoksinler ayrica, spesifik
olmayan T hiicre proliferasyonunu uyaran siiperantijen fonksiyonlari da sahiptirler

(Harris, Grossman, Kappler, Marrack and Rich 1993).

Gida zehirlenmelerinin yaninda Staphylococcus aureus, tim diinyada toplum ve
hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agan en 6nemli etkenlerden biridir ve ¢ok sayida
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ile birlikte yasami tehdit eden pnomoni,
bakteriyemi, osteomiyelit, endokardit, sepsis ve toksik sok sendromu ile iligkilidir
(David and Daum 2010). S.aureus’u 6nemli kilan bir diger nedense basta penisilin
olmak tizere sefalosporin, eritromisin, metisilin, oksasilin, tetrasiklin, kloramfenikol,
gentamisin gibi cogu antibiyotige kars1 direncli olmasidir (Keyvan ve Ozdemir 2016).
Ozellikle yogun bakim iinitelerinde olmak iizere metisiline direngli S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlart artis gostermektedir (Culos, Cannon, Grim 2011). Yapilan bazi
calismalarda, yogun bakim iinitelerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin yaklagik
%80'i metisiline direngli saptanmistir. Ayrica baz1 merkezlerde Metisilin’e direngli S.
aureus (MRSA) izolatlarinda goriilen vankomisin duyarliliginda azalma gézlenmistir

(Ippolito, Leone, Lauria, Nicastr and Wenzel 2010).
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Resim 3: S. aureus kati besiyerindeki koloni goriiniimleri

A Niitrient Agar Uremesi  B.Mannitol Salt Agar Uremesi B.Kanh Agar Uremesi

(A: http://www.keywordhouse.com/YWdhciBwbGFOZSAxNiBiYWNrIHVw/,
B:https://microbeonline.com/mannitol-salt-agar-msa-composition-uses-and-colony-
characteristics/, C: https://www.bigstockphoto.com/tr/image-151679684/stock-
photo-staphylococcus-aureus Erigim tarihi: 20.04.2019).

2.7.2. Escherichia coli

E. coli hayvanlarin ve insanlarin bagirsak sistemlerinin normal florasinda bulunabilen
bir bakteri tiiriidiir. Ayn1 zamanda bir ¢ok bakteri kaynakli enfeksiyon etkenidir.
Uriner sistem enfeksiyonlari, bagirsak enfeksiyonlar;, pndmoni, menejit ve
bakteriyemiye neden olmaktadir. Patojen tiirler viriilans 0Ozellikleri, patojenite
mekanizmalari, klinik sendromlar ve O, H serotiplerine goére siniflandirildiginda
baslica; enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvasiv (EIEC),
enterohemorajik (EHEC), difuz- adhering (DAEC) ve entero- agregativ (EaggEC)
olmak iizere alt1 grupta toplanmaktadir ( Ustacelebi 1999, Tosun ve Aktug Goniil
2003).

Hastalik olusturan en 6nemli formu O157:H7 (Enterohemorajik E. coli, Verotoksijenik
E. coli) gida zehirlenmeleri ile sulu ve kanli ishallere neden olmaktadir. Ozellikle
gelismemis iilkelerde, hijyenik olmayan ortamlarda, kontamine olmus etler ve sularla

bulas olmaktadir (Ozkuyumcu 2009, Padhye and Doyle 1992).

Kanli agar, nutrient agar ve enterobakterin diferensiyal ve selektif besiyerlerinde
(MacConkey, EMB agar gibi) 37°C’de 24 saatte tiremesi gozlenebilen S tipi koloniler
olustururlar. MacConkey agarda pembe koloniler olustururken, EMB agar da metalik
refle veren koloniler olustururlar. Nutrient buyyonda 37°C’de 24 saatte bulaniklik

15


http://www.keywordhouse.com/YWdhciBwbGF0ZSAxNiBiYWNrIHVw/
https://microbeonline.com/mannitol-salt-agar-msa-composition-uses-and-colony-characteristics/
https://microbeonline.com/mannitol-salt-agar-msa-composition-uses-and-colony-characteristics/
https://www.bigstockphoto.com/tr/image-151679684/stock-photo-staphylococcus-aureus
https://www.bigstockphoto.com/tr/image-151679684/stock-photo-staphylococcus-aureus

olusturarak iirerler. Indol ve Metil Red testleri pozitif, Sitrat ve Oksidaz testleri ise
negatiftir (http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/944105010.pdf (Erisim tarihi: 12
04 2019).

Resim 4: E.coli kat1 besiyerindeki koloni goriiniimleri

A. TSA Uremesi B. EMB iiremesi Kanh Agar Uremesi

(A: http://21stcenturynaturalist.blogspot.com/2011/06/knowing-your-e-coli.html, B:
https://www.researchgate.net/figure/Left-Ecoli-on-MacConkey-agar-Right-Ecoli-on-
EMB-agar fig21 290911856, C:
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%?20photos/escherichia%?20coli%2
Ophotos/escherichia%20co0li%2001.html Erisim tarihi: 20.04.2019).

2.7.3. Bacillus subtilis

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hava, su gibi ¢evremizde ¢okga bulunurlar. Aerobik
Gram pozitif basillerdir. Endospor olustururlar (Ozkuyumcu 2009). Laboratuvar
tanisinda Trypticase Soy Agar, Nutrient Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi
besiyerlerinde oldukga iyi tiredikleri bilinmektedir. Karbon kaynagi olarak organik asit
ve amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisim gosterirler (Kaynar ve
Beyatl1 2006). Gaz olusturmadan asit iiretirler. Ayrica, Sekerleri fermente ederler.
Proteinleri ise, amonyak olusturarak pargalarlar. Buda kokusmaya neden olur (Kalkan

ve Halkman 2006).
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Bacillus subtilis, kirpikli bir basil oldugu igin hareketlidir. Sporlar1 ovaldir ve hiicrenin
u¢ kisminda bulunurlar. Sporlar bakteriye yiiksek sicaklik ve kurak gibi ekstrem
kosullara kars1 dayaniklilik saglar. B. subtilis, proteazlarinda i¢inde bulundugu c¢esitli
enzimler iireten bu sayede dogada ¢oziinme saglayarak madde dongiisiine katkida
bulunan saprofit bir bakteri tiiriidiir (Piggot and Hilbert 2004). B. subtilis, endiistiriyel
olarak enzim ve 0zel kimyasallarin {iretiminde en yaygin kullanilan bakterilerden
biridir. Urettigi amilaz, proteaz, inosin iiretimi, ribozitler ve amino asitler yaygin
olarak kullanilir (Aslim, Saglam, Beyatli 2002).

Goz ve diger dokulara bulagarak enfeksiyon olusturabilirler. Ayrica gida
zehirlenmelerine de yol agmaktadirlar (Kalkan ve Halkman 2006). Ozellikle siit
icerinde ¢ogaldiklarinda kazein parcalar ve zehirli maddeler olustururlar. Diger besin
maddelerinde de iireyerek toksin olusturabilirler. Ozellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis olan kisilerde menenjit, endokardit, endoftalmit, gastroenterit gibi ¢esitli
hastalik tablolar1 olusturmaktadir (Altindis 2013). Bakterinin kulugka siiresi 2-18 saat
araligindadir (Arslan, Erginkaya, Ozaslan, Kilig ve Unal 2013).

Resim 5: B. subtilis kat1 besiyerindeki koloni goriiniimleri

A: Kanh Agar Uremesi B: Nutrient Agar Uremesi

(A:http://atlas.sund.ku.dk/microatlas/food/bacteria/Bacillus_subtilis/ Erisim Tarihi:

26.04.2019)
B : Malarkodi et al 2013).
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2.7.4. Salmonella typhimurium

Salmonella, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan, insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda kommensal ya da patojen olarak yasayabilen ve tiim diinyada
yaygin olarak bulunabilen bir bakteri tiiriidiir. Canlilar iizerinde yasamasinin yani
sira toprak ve suda da yasam alanlaridir. (Ozkuyumcu 2009). Salmonella cinsindeki
bakteriler lipopolisakkarid O (somatik) ve protein H (kirpik-flagella), Vi (kapsiiler)
antijenlerinin farkliliklar1 goz 6niine alinarak 1926’larda White’in diizenledigi ve
1972-1978’de Kauffmann’in genislettigi semaya gore, serotiplendirilmislerdir
(Erdem 1999). En sik gozlemlenen serotipleri A, B, C1, C2, C3, DI ve El’dir. S.
typhimurium bu serotiplerden B grubunda bulunmaktadir. (Ozkuyumcu 2009,
http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/9443105030.pdf,
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium (Erisim:
Tarihi:12.04.2019).

Salmonella serotiplerinin bazilar1 sadece insanlarda yerlesim gosterirken S.
typhimurium gibi konak se¢imi genis olanlar hem insanlarda hem de hayvanlarda

gastroenterit olustururlar.

Gastroenteritte, S. typhimurium’un kulugka siiresi 6-48 saat araliginda degiskenlik
gostermektedir. Enfeksiyon bas agrisi, bulanti ve kusma ile karakterize ani
baslangi¢lidir. Diskilama siiresi 6-10 arasinda degisebilen ishal goriiliir. 2-3 glinde
normale donebilen 39°C ile seyreden ates goriilebilir. Salmonella etkenli
gastroenterit 3-7 giinde kendini smirlayan bir enfeksiyondur. Oliim nadir goriiliir
genellikle AIDS li hastalarda 6liim vakalar1 bildirilmistir. Ayrica S. typhimurium
suglarinin Coklu ilag direnci gosterdigi de ililkemizde yapilan ¢alismalarda da

gosterilmistir (Otkun, Erdem ve Akata 2001).

Salmonella 0,4-0,6 pm eninde, 2-3 pm boyunda Gram negatif bir basildir. Baz1
serotipleri disinda genellikle hareketlidir. Spor olusturmazlar. Fakiiltatif anaerop
bakterilerdir. Genellikle S tipi koloni olusturmalarina ragmen M tipi koloni
olusturanlar1 da vardir. Optimum tireme sicakligr 37°C olmasina ragmen 7-48°C
araliginda da iireme gosterebilirler. Genel kullanim besiyerlerinde 24-48 saat
igerisinde S tipi koloniler olustururlar. Kristal viyole, malasit yesili, selenit gibi bazi

kimyasal boyalara kars1 direncli olduklar1 i¢in Salmonella izolasyonu icin segici

18


http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/9443105030.pdf
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium

besiyerleri olan Salmonella-Shigella Agar (SS Agar), Heklosen Enterik Agar (HE
Agar), Selenit F Agar gibi besiyerleri kullanilmaktadir. Salmonella cinsi
bakterilerin ¢esitli biyokimyasal testleri ve sonuglari tablo’da gosterilmistir.
Laboratuvar tanisinda glikoz ve arabinoz, maltoz, sorbitol gibi bazi
karbonhidratlarda asit olustururlar ve ¢ogunlukla gaz olusumu gozlemlenir. Sitrat,
lizin ve ornitin dekarboksilaz pozitiftir. Indol, iireaz, fenilalanin deaminaz
negatiftir. H2S pozitif olmasi ve glikoz fermantasyonu sonucu gaz olusturmasi en

onemli ayirt edici 6zelligidir (Ozkuyumcu 2009).

e X
AL LD T

shutterstock.com » 482186128

Resim 6: S. typhimurium kati besiyerindeki koloni goriiniimleri

A: XLD Agar Uremesi B: SS Agar Uremesi C: TSA Uremesi

(A:https://microbenotes.com/salmonella-typhimurium-on-xld-agar/, B:

https://www.shutterstock.com/tr/search/salmonella+shigella+agar,C:

https://paramedicsworld.com/salmonella-typhi/morphology-culture-characteristics-

of-salmonella-typhi/medical-paramedical-studynotes#. XLt4rOgzblU Erisim tarihi:
20.04.2019)

2.7.5. Pseudomonas aeruginosa

Psedomonadaceae familyasi igerisinde yer alan Pseudomonas cinsi bakterilerin
¢ogu dogada toprak ve sularda gok¢a bulunurlar ( Sen ve Halkman 2006). Bazi
tirleri ise bitkiler ve hayvanlar i¢inde patojen olarak yasarlar. Pseudomonas’lar 0,5-
0,8 um eninde, 1,5-3 pm boyunda ve sporsuzdurlar. Pseudomonas cinsi bakteriler
gram negatif ve cubuk seklindedirler. Oksidaz ve katalaz pozitiftirler. Sivi
besiyerinde zar olusturarak iirerler (Ozkuyumcu 2009). Polar flagellalar1 sayesinde

hareketlidirler ve zorunlu aerobturlar. Aerobik olmalar1 nedeniyle gidalarin
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yiizeyinde hizla gelisirler. Gida iizerine okside iiriinler ve mukoz madde olusmasina
neden olurlar. Kendi gelismeleri saglayan gelisme faktorleri ve vitaminleri
sentezleme 6zelligine sahiptirler. Psikrofil, mezofil veya psikrotrof tiirleri vardir.
Ozellikle sogukta saklanan siit, et, yumurta ve deniz iiriinlerinin bozulmasinda
birinci etken olarak gosterilirler. Is1, kuruluk ve radyasyona karst duyarhidirlar bu
yiizden boyle ortamlarda ¢abuk inhibe olurlar. Baz1 gidalar iizerinde Pseudomonas
nigrificans siyah, Pseudomonas fluoresans yesilimsi, diger tiirleri ise kahverengi
pigment olusturduklar1 gézlemlenmistir (Sen ve Halkman 2006, Keskin ve
Ekmekgi 2008). 42°C'de iiremeleri tan1y1 kolaylastirir (Ozkuyumcu 2009).

P. aeruginosa hastane infeksiyonu etkeni bakteri tiirleri iginde ilk siralarda yer
almaktadir. Bir¢ok antibiyotik cesidine karsi direng gelistirebilmektedir. Bunun
yaninda olusturdugu infeksiyonlar nedeniyle yiiksek mortalite ve morbiditeye
sebep olmaktadirlar. Bu da onlar1 klinik a¢idan 6nemli kilmaktadir (Giil, Sensoy,
Cetin, Korkmaz ve Seber 2004). Penisillin ve dezenfektanlara dezenfektanlara karsi
direng olustururlar (Keskin ve Ekmekgi 2008).

Pseudomonas aeruginosa

Resim 7: P. aeruginosa’nin kati1 besiyerindeki koloni goriiniimleri

A.Cetrimide Agar Uremesi B. Kanh Agar Uremesi

(A:https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/pseudomonas-
aeruginosa-photos/p-aeruginosa-cetrimide.html

B: https://www.researchgate.net/figure/Figurel-Show-Pseudomonas-aregenosa-
colony-on-blood-agar_figl 316674392 Erisim tarihi: 20.04.2019)
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2.7.6. Candida albicans
Candida cinsinde bulunan maya mantart tiirleri insanlarda deri ve gastrointestinal
sistem, genitoliriner sistem ve solunum sistemi mukozalarinin normal florasinda

bulunabilir. Bunun yaninda toprak ve besinlerde de iireyebilir (Seyedmousavi ve

ark 2015).

Candida tiirleri 4-6 um ¢apinda, 80S ribozomlar1 bulunan 6karyot, tek hiicreli
canlilardir. Tomurcuklanarak tirerler. Gergek ya da yalanci hifler olusturabilirler.

Fakiiltatif anaropturlar (Kogoglu 2013).

Candida’larin 200°den fazla sayida tiiri bulunur. Bunlar arasinda invazif olmayan
deri ve mukoza kandidozuna en sik neden olan Candida albicans tiirtidiir. Deri ve
mukoza enfeksiyonlari igerisinde pamukguk, Candida ozefajiti, gastrointestinal
kandidoz, Candida vaginiti ve deri kandidozu, derin yerlesimli enfeksiyon tiirleri
ise kronik dissemine kandidoz (hepatosplenik kandidoz), kandidemi ve gesitli
organlarin kandidozudur (Seyedmousavi ve ark 2015). Bagisikligin baskilanmasi,
diyabet, alkol kullanimi, uzun siireli kortikosteroid ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi baslica risk faktorlerinin basinda gelir (Pappas et al 2004). Herhangi bir
dokuda Immiin savunmanin azalmasi candida infeksiyonunun ortaya ¢ikmasina
neden olur (Aydin 2004). Bunun yaninda yapilan ¢almalarda 6zellikle B12 vitamin
ve folik asit eksikliginin C. albicans duyarliligina neden oldugu gosterilmistir
(Bottero et al 1997). C. albicans konaga girmeden dnce maya fazindadir, buna Y
faz1 (Yeast phase, saprofit faz) denir. Konak dokuya temas ettikten bir siire sonra
ise psddemigelyumlar gelistirerek hastalik olusturan faza gecerler. Buna M fazi

(Mycelial phase, hyphal phase) denir (Aydin 2004).

Laboratuvar tanisinda, kanli agar, Eosin Metilen Blue agar, MacConkey agar gibi
rutin kullanilan besiyerleri kullanilar. Kandidalar bu besiyerlerinde 1-2 giinde
tireyebilmektedirler. Maya kolonileri kiiltiir plaklarinda beyaz opak renkte ve nemli
bir goriintii olusturur. Kendine 6zgii kokular1 vardir. Klinik 6rneklerden kandida
szalasyonunda Sabouraud dekstroz agar (SDA) da tercih edilebilir (Kogoglu 2013).
C. albicans glukoz, galaktoz ve maltozu fermente edebilirken laktoz, rafinoz,
mellibiyoz ve melisitozu fermente edemez. Glukoz, galaktoz, maltoz, sukroz

trehaloz, D-ksiloz, ve D-mannit’i asimile ederken laktozu rafinozu ve sellobiyozu
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asimile edemez. Sukrozdan gaz olusumu gostermez. Sikloheksidine duyarlidir. C.

albicans in germ tiip deneyinin pozitif olmasi onu diger kandidalardan ayiran en

belirgin 6zelligidir (Aydin 2004).

Resim 8: C. albicans SDA (Sabouraud Dextrose Agar) kat1 besiyerindeki koloni goriiniimii

(Sharma, Sudharshan, Therese, Agarwal and Biswas 2016).

2.7.7. Aspergillus brasiliensis

Aspergillus’lar diinya {izerinde yaygin olarak bulunan hifli mantar tiirleridir. Dogal
yasam yerleri toprak ve ¢iiriiyen bitki materyalleridir. Dogadaki karbon ve nitrojen
dongiisiinde gorev alirlar. Urettikleri hiicre disina salgilanan enzimler sayesinde
organik maddeleri ayristir ve besin olarak kullanirlar (saprofit yasam). Uygun
kosullar olustugunda bitki, hayvan ve insanlarda patojenite gosterebilirler. Ureme
hizlan1 yiiksektir. Eseysiz tiremeyi saglayan sporlari atmosfere dagilarak havada
asil1 kalabilir, toz ve diger parcaciklarla her yere tasinabilirler. Havada en yiiksek
oranda bulunan mantarlardan biridir. Ortam ¢alismalarinda insanlarin solunumla
giinde en az birka¢ yiiz spor aldiklari belirlenmistir (Chazalet et al 1998,
Hosphental, Kwon-Chung, Bennett 1998).

A. brasiliensis enfeksiyonlarina karsi riskli gruplar; Notropeni goriilen ve kemik iligi
nakli olmus hastalardir (Allam ve ark 2002, Muller ve ark 2002). Olusturduklari
hastaligin siddeti bakterinin viriilans fakterlerine gore degiskenlik gosterir. En 6nemli
virulans faktorleri sicaklik toleransi, dimorfizim, kapsiil / hiicre duvari ve tirettikleri
enzimlerdir. Bu faktorler etkenin konak hiicreye tutunmasini ve kolonizasyonunu

saglar. Ayrica konak hiicrenin savunma mekanizmasini inhibe eder (Ghannohum
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1995, Kantaroglu ve Yiicel 2003). Aspergilluslarin neden olduklari hastaliklar
arasinda akciger enfeksiyonu, siniizit, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, endokardit,
perikardit, miyokardit, deri enfeksiyonlari, kemik enfeksiyonlari, géz enfeksiyonlari
ve kulak enfeksiyonlari, alerjik siniizit, aspergillom, otomikoz sayilabilir. (Ayberkin
ve ark 2009).

Resim 9: B. aspergillus potato dextrose agar (PDA), malt yeast agar (MYA) ve Sabouraud
dextrose agar (SDA) iizerinde koloni goriintiileri

. (https://www.researchgate.net/figure/Cultural-characteristics-of-Aspergillus-niger-
grown-on-potato-dextrose-agar-PDA-malt_figl 49655095 Erisim tarihi: 20.04.019)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Otoklav (Niive, Turkey)

Inkiibator (Niive, Turkey)

pH Metre

Su Banyosu (memmert)

gjrir Kabini (biyogiivenlik) (holten)
Dijital Kumpas

Mikropipet (1000 pl)

Mikropipet (100 pl)

Mikropipet Ucu (Kirgen)

Kuru Hava Sterilizatorii (Firin) (Elektromag)
Meziir (isolab)

Kaba Terazi (dikomsan)

Isiticili Manyetik Karistirict (Benchmark)
Manyetik Balik

Vortex (heidolph reax top)

Celik pens (S&H Labware)

1 It kapakli cam sise (S&H Labware)
13 X 100 mm cam tiip (isolab)

7,5 X 75 mm cam tiip (isolab)

160 x 120 mm cam tiip (isolab)
Pamuk

Steril Ekiivyon Cubugu (LP Italiana)
Tiip Stand1

Petri Kutusu (Firatmed, 90 mm)
Whatman Kagidi 1,6 ml (Filterlab)
Aliminyum Folyo
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3.2. KIMYASALLAR / REAKTIFLER

e Mueller Hinton Broth (BD)

e Mueller Hinton Agar (BD)

e Sabouraud Dextrose Agar (BD)

e Sabouraud Dextrose Broth (BD)

e Distile Su

e 90,9 Serum Fizyolojik (Distile Su + Sodyum klorid) (MERCK)
e McFarland Standardi (GBL)

e Tween 20 (Merck)

e (Cay Agaci Yag: (Toroslar®)

e Portakal Yagi (Toroslar®)

3.3. MiKROORGANIZMALAR

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (KwiksStik)
e Escherichia coli ATCC 8739 (KwikStik)

e Staphylococcus aureus ATCC 2312 (KwikStik)

e Bacillus subtilis ATCC 6633 (KwikStik)

e Salmonella typhimurium ATCC 14048 (KwikStik)
e Candida albicans ATCC 26790 (KwikStik)

o Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (KwikStik)

3.4. YONTEMLER
3.4.1. Hazirhk Asamasi

3.4.1.1. Mueller Hinton Broth (MHB) Hazirlanmasi
Muller Hilton sivi besi yeri hazirlanabilmesi i¢in 22 g toz besiyeri kaba terazide
tartildi. Meziir ile 1 1t distile su 6l¢iildii. Tartilan besiyeri 1 It sise icerisine aktarildi.

Uzerine dlgiilmiis olan distile su eklendi. Sise icerisine manyetik balik atildi ve kapagi
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kapatilarak calkalandi. Sise 50°C’ye ayarlanmis olan 1siticili manyetik karigtir1 izerine
koyuldu ve homojen karigim saglanana kadar bekletildi. Homojen karisim olustuktan
sonra otoklava koyuldu ve 1 atm basing altinda 121°C’de 15 dakika sivi programda
steril edildi. Steril olan besiyeri otoklavdan alinarak 25°C ‘ye ayarlanmis olan su
banyosunda sogumasi i¢in bekletildi. Boylece Miiller Hilton broth hazirlanmis oldu.
Soguyan besiyeri laf kabini altina alind1 ve pH 6l¢iimii i¢in numune alindi. pH metre
ile 6l¢tim yapildi (7,3 £0,1). pH degeri uygun araliklarda bulunan besiyerinden 10 ml

numune alinarak sterilite kontrolii i¢in 35-37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.4.1.2. Mueller Hilton Agar (MHA) Hazirlanmasi

Miiller Hilton Agar hazirlanabilmesi i¢in 38 g toz besiyeri kaba terazide tartildi. Meziir
ile 1 It distile su Ol¢iildii. Tartilan besiyeri 1 1t sise igerisine aktarildi ve {izerine
Olciilmiis olan distile su eklendi. Sise igerisine manyetik balik atild1 ve sisenin kapagi
kapatilarak ¢alkalandi. Hazirlanan karisim 50°C’ye ayarlanmis olan 1siticili manyetik
karistirict tizerine koyuldu ve homojen karisim saglanana kadar bekletildi. Homojen
karisim olustuktan sonra sise otoklava koyuldu ve 1 atm basing altinda 121°C’de 15
dakika s1v1 programda steril edildi. islem sonrasi besiyeri otoklavdan alinarak 50°C’ye
ayarlanmis olan su banyosunda sogumasi i¢in bekletildi. Boylece Muller Hilton Agar
hazirlanmis oldu. Soguyan besiyeri laf kabini altina alind1 ve pH 6l¢iimii i¢in numune
alindi. pH metre ile 6l¢iim yapildi. (7,3 + 0,2). pH degeri uygun araliklarda bulunan
besiyeri steril petrilere 25 ml olacak sekilde dokiildii ve agarin donmasi i¢in beklendi.

Bir petri sterilite kontrolii i¢in 35-37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.4.1.3. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Hazirlanmasi

Toz besiyeri kaba terazide tartildi. Meziir ile 1 It distile su dl¢tildii. Tartilan besiyeri 1
It sise icerisine aktarildi ve lizerine Ol¢iilmiis olan distile su eklendi. Sise igerisine
manyetik balik atildi. Sigenin kapagi kapatilarak ¢alkalandi. Sise 50°C’ye ayarlanmis
olan 1siticili manyetik karigtiric tizerine koyuldu ve homojen karisim saglanana kadar
bekletildi. Homojen karisim olustuktan sonra sise otoklava koyuldu ve 1 atm basing
altinda 121°C’de 15 dakika s1v1 programda steril edildi. Steril olan besiyeri otoklavdan
aliarak 50°C’ye ayarlanmig olan su banyosunda sogumasi i¢in bekletildi. Soguyan
besiyeri laf kabini altina alind1 ve ph 6l¢timii i¢in numune alindi, pH metre ile 6l¢iim

yapildi. (5,6 £ 0,2) pH degeri uygun araliklarda bulunan besiyeri steril petrilere 25 ml
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olacak sekilde dokiildii ve agarin donmasi i¢in beklendi. Bir petri sterilite kontrolii igin

22-24°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildi.

3.4.1.4. Sabouraud Dextrose Broth (SDB) Hazirlanmasi

659 toz besiyeri kaba terazide tartildi. Meziir ile 1 1t distile su 6lgiildii. Tartilan besiyeri
1 It sise icerisine aktarildi ve lizerine 6l¢iilmiis olan distile su eklendi. Sise igerisine
manyetik balik atildi. Sisenin kapagi kapatilarak ¢alkalandi. Sise 50°C ‘ye ayarlanmis
olan 1siticili manyetik karistirici iizerine koyuldu ve homojen karisim saglanana kadar
bekletildi. Homojen karisim olustuktan sonra sise otoklava koyuldu ve 121°C’de 15
dakika sivi programda steril edildi. Steril olan besiyeri otoklavdan alinarak 25°C ‘ye
ayarlanmis olan su banyosunda sogumast i¢in bekletildi. Soguyan besiyeri laf kabini
altina alind1 ve pH 6l¢iimii i¢in numune alindi. pH metre ile 6l¢tim yapildi. (5,6 £ 0,2)
pH degeri uygun araliklarda bulunan besiyerinden 10 ml numune alinarak sterilite
kontrolii i¢in 22-24°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildi.

3.4.1.5. %0,9 Serum Fizyolojik Hazirlanmasi

9g Sodyum Klorid tartildi. Meziir ile 1 It distile su dl¢iildii. 1 It kapakli cam sise
igerisinde tartilan sodium klorid ve ol¢iilen distile su karistirildi. Homojen karisim
olana kadar ¢alkalandi. Homojen karisim olustuktan sonra sise otoklava koyuldu ve 1

atm basig altinda 121°C’de 15 dakika s1v1 programda steril edildi.

3.4.1.6. 0,5 Mcfarland Standartinda Mikroorganizma Hazirlanmasi

Bakteriler i¢in 100 ml MHB, Kiif- Mantarlar i¢in 100 ml SDB besiyeri igerisine kwik-
stik ATCC suslar1 eklendi. Bakteriler 35-37°C’de, mantarlar 22-24°C’de 24 saat
inkibasyona birakildi. 160 x 120 mm cam tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak 1 atm
basing altinda 180°C’ye ayarlanmis olan kuru hava sterilizatoriinde 2 saat steril edildi.
Steril olan tiipler Laminar air flow (LAF) kabini altinda tiip stantlarina koyularak
sogumas1 beklendi. 24 saat sonunda inkiibasyondan alinan mikroorganizmalar LAF
kabini altina getirildi. Tiiplerin lizerine mikroorganizmalarin isimleri yazildi ve
isimlendirilmis tiiplere her bir siv1 besiyerinden 2 ml aktarildi. McFarland No: 0,5
Standart soliisyon tiipii ile besiyeri igeren tiipler yan yana alindi. Bulanikliklar esit
olana kadar besiyeri iizerine serum fizyolojik eklendi ve vortex ile karigtirildi.

Soliisyonlar 15-20 dakika 35-37°C’de inkiibe edildi.
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3.4.1.7. Tween 20 Hazirlanmasi
Hazir olarak alimmustir. Esansiyel yaglari seyreltme amaci ile ¢oziicii olarak

kullanilmustir.

3.4.1.8. Kagit Disk (Filtre Kagidi) Hazirlanmasi
Filterlab whatman kagidi delgeg ile delinerek kagit diskler elde edilmistir. Bu diskler
cam petri kab1 icerisine alind1 ve aliiminyum folyo ile sarilarak 1 atm basing altinda

180°C’ye ayarlanmis olan kuru hava sterilizatoriinde 2 saat steril edildi.

3.4.1.9. Esansiyel Yaglarm Dilisyonlarinin Hazirlanmasi

Bitki esansiyel yaglar ticari olarak satin alinmistir. Portakal yagi, ¢ay agaci yagi ve
portakal- cay agact yagi kombinasyonu igin ayri ayrt %10-100 aras1 dilisyon
hazirlanmistir. 7,5 x 75 mm cam tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak 1 atm basing
altinda 180°C’ye ayarlanmig olan kuru hava sterilizatoriinde 2 saat steril edildi. Steril
edilen tlipler LAF kabini altina getirildi ve tlip standlarina koyuldu. Her bir tlipiin
lizerine yag ismi ve dilisyon orant %10°dan baslayarak artacak sekilde yazilarak
isimlendirildi. Isimlendirilen tiiplere %100 dilisyondan baslayarak sirasi ile 1 ml, 0,9
ml, 0,8 ml, 0,7 ml, 0,6ml, 0,5 ml, 0,4ml, 0,3 ml, 0,2 ml ve 0,1 ml esansiyel yaglardan
koyuldu. Daha sonra yag koyulmus olan tiiplere yine %90 dilisyondan baslayarak
sirasi ile 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 ml, 0,6 ml, 0,7 ml, 0,8 ml, 0,9 ml olarak

tween 20 eklendi. Ve son olarak tiipler vortexlendi.

3.4.1.10. Antibiyotik Disklerinin Hazirlanmasi

Antibiyotik disklerinin hazirlanabilmesi igin The Clinical & Laboratory Standars
Institue (CLSI) kilavuzundan yararlanilarak antibiyotik hammaddeleri segildi.
Olusturulacak antibiyotik disklere emdirilecek konsantrasyonlar ticari olarak satilan
standart antibiyotik disklerindeki miktarlara gore hazirlandi. Steril edilen filtre
kagidina hazirlanmis olan antibiyotik soliisyonundan 5 ul emdilirildi. Kullanilan
antibiyotik ham maddeler ve miktarlart ile kullanilan ¢oziiciiler Tablo 3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3: Kontrol Grubu Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Antibiyotik Coziicii Tartilan Miktar
Neomisin Su 0,0348 mg
Gentamisin Su 0,0312 mg
Streptomisin Su 0,0250 mg
Kanamisin Su 0,0360 mg
Amoxisillin Su 0,0100 mg
Amoxisilli Klavunalik Asit Fosfat Tampon 0,0200 mg
Tetracycline Su 0,0300 mg
Doxycycline Su 0,0300 mg

3.4.2. Uygulama Asamasi

3.4.2.1. Disk Difiizyon Testi Uygulamasi

Her bir bakteri tiirii icin MHA igeren 5 petri ayarlandi. Donmus olan MHA petrilerinin
arka kism1 cam kalemi ile ¢izilerek ikiye ayrildi. Ayrilmis olan boliimlere sira ile %10-
100 e kadar oranlar yazildi. Petrilerin iist kapagina esansiyel yagin ismi ve bakterinin
ismi yazildi. 0,5 McFarland standardina ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan
steril pamuklu ekiivyon ¢ubugukla alinarak agarin tiim yiizeyine siiriildii. Petriler oda
sicakliginda kurumasi i¢in yaklasik 15 dakika beklendi. Steril bos petri kapagi igerisine
steril edilmis olan gelik pens ile Whatman kagitlar1 koyuldu. Tek kat olacak sekilde
koyulmus olan kagit diskler iizerine diliie edilmis yag siispansiyonlarindan 0,01 ml
emdirildi. Yag emdirilmis kagit diskler pens yardimi ile alinarak isimlendirilen petri
boliimlerine dikkatlice birakildi. Her bir islem 6ncesinde pens ucu bek alevi ile steril
edildi. Disk yerlestirilmis olan petriler 35-37°C’ye ayarlanmis olan inkiibatérde 24 saat
inkiibe edildi. Bu islemler Portakal yagi, cay agaci yag1 ve bu iki yag kombinasyonu

i¢in ayr1 ayr1 uygulandi. Inkiibasyon sonrasinda kagit disklerin etrafinda olusan seffaf
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zon kismu dijital kumpas yardimu ile 8l¢iildii. Olgiilen degerlerin oranlari, RSD degeri

(veya sapma degeri) hesaplar1 yapildi. Olgiim sonuglar1 karsilastirilip yorumland.

3.4.2.2. Yayma Plak Testi Uygulamasi

Her bir mantar i¢in SDA igeren 10 petri ayarlandi. Petrilerin iizerine yagm ismi,
mikroorganizma ismi ve diliisyon orani yazildi. 0,5 McFarland standardina ayarlanmis
olan mikroorganizma siispansiyonundan steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu batirildi.
Pamuklu ug tiipiin kenarina siiriilerek ¢ikarildi ve agarin tiim ylizeyine siiriildii. Petriler
oda sicakliginda ksabitlenmesi igin (yaklasik 15 dakika) beklendi. Kuruyan agarlarin
lizerine, ekiivyon ¢ugu ile esansiyel yaglarin dilisyonlarindan siiriildii. Petriler 22-
24°C°de inkiibe edildi. Ureme olana kadar takibi yapildi. Uremenin basladig1 giin not
edildi.

3.4.2.3. Siv1 Besiyeri Makrodilisyon Testi Uygulamasi (MIK) Hesaplanmasi

13 x 100 mm cam tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak 1 atm basing altinda 180°C’ye
ayarlanmis olan kuru hava sterilizatoriinde 2 saat steril edildi. Steril olan tiipler laf
kabini altina getirildi ve tlip standina yerlestirileren sogumasi beklendi. Her bakteri
icin 7 tlip hazirlandi. Her tiipe sirasi ile 1-7 aras1i numara verildi. Tiplerin {izerine
bakteri ismi, yag ismi ve tiip numarasi yazildi. Her tiipe 1 ml MHB koyuldu. Birinci
tiipe 1 ml esansiyel yag koyularak pipetaj yapildi. Birinci tiipten 1ml soliisyon alind1
ve 2. Tiipe aktarild1 ve pipetaj yapildi. Bu sekilde altincr tiipe kadar 6nceki tiipten birer
ml alinarak seyreltme islemi yapildi. En son altinci tiipten 1 ml alinarak hacim sabit
tutuldu. Dilisyonu hazirlanmis olan her tiipin igerisine 0,5 ml 0,5 McFarland
standardina gore hazirlanmis olan bakteri siispansiyonundan eklenerek pipetaj yapildi.
MHB igeren yedinci tiipe pozitif kontrol olabilmesi i¢in esansiyel yag koyulmadi. Her
islem basamaginda pipet ucu degistirildi. Her bir yag i¢in 1 ml MHB ve 1 ml esansiyel
yag igeren bir tiip negatif kontrol hazirlandi. Tiipler pamuk ile kapatilarak tiipler 35-
37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda araliklarla yag ¢cékmesine kars1
tiipler hafifce galkaland:. inkiibasyon sonunda tiiplerin her birinden 50 ul alindi ve
ikiye bolinmiis olan MHA petrilerinin bolmelerine ekildi. Petriler 35-37°C’de 16-18
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda petrilerde goriilen iireme miktarlari

gozlemlendi ve kontrol i¢in ¢calisma 2 kez tekrarlandi.
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3.4.2.4. Agar Difiizyon Testi Degerlendirmesi
Inkiibasyon sonrasinda kagit disklerin etrafinda olusan seffaf zon boliimleri dijital
kumpas ile 6lciildii. Olgiilen degerlerin oranlari, RSD degeri (veya sapma degeri)

hesaplari yapildi. Ol¢iim sonuglar1 yorumlandi.

3.4.2.5. Yayma Plak Testi Degerlendirmesi
10 giin siire ile {ireme takibi yapildi. Uremenin basladig1 giin kaydedildi.

3.4.2.6. Stv1 Besiyeri MIK Bulgular1 Degerlendirmesi (Makrodilisyon)

Inkiibasyon sonunda tiiplerin her birinden 50 ul alind1 ve ikiye béliinmiis olan MHA,
petrilerinin bdlmelerine ekildi. Petriler 35-37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda petrilerde goriilen {ireme miktarlari gdzlemlendi ve kontrol igin

calisma 2 kez tekrarlandi.
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4. BULGULAR

4.1. ESANSIYEL YAGLARIN DiSK DiFUZYON TESTi BULGULARI

Calismamizda c¢ay agaci yagi, portakal yagi ve bu iki yag kombinasyonunun farkli
diliisyonlarmin E. coli, S. aureus, S. typhimurium ve P. aeruginosa bakterileri
tizerindeki antimiktobiyal etkisi disk diflizyon testi ile belirlenmistir. Kullanilan
yaglarin farkli diliisyon degerlerinde olusturdugu inhibisyon zon bulgular1 asagidaki

tabolalrda verilmistir.

Cay agac1 yagi tablo 3’te verilen verilere gore E. coli ve P. aeruginosa tizerinde %50
ve lzeri, S. typhimurium‘da tiim dilisyonlarinda inhibisyon zonu olusturmustur. B.

subtilis ise 3 dilisyon hari¢ hepsinde etki gézlenmistir.

Tablo 4: Cay Agaci Esansiyel Yagimin Farkl Dilisyonlarinin Antibakteriyel Etki Sonuglari

Diﬁgfon b . . S. . P.‘ B'. .

Oranlart coli typhimurium | aeruginosa | subtilis
(%) (mm) (mm) (mm) (mm)
100 16,41 11,86 11,00 8,07
90 10,92 10,68 10,10 6,04
80 9,86 8,70 10,50 7,31
70 10,00 8,63 9,80 8,16
60 9,45 9,80 8,06 -
50 8,17 7,80 7,95 9,10
40 - 6,60 - -
30 - 9,90 - -
20 - 11,28 - 7,86
10 - 11,20 - 8,67

- : Zon olusumu yok

Portakal esansiyal yagi sadece S. typhimurium ve S. aureus iizerinde antibakteriyal

antibakteriyel etki gostermis ve tiim dilisyonlarina inhibisyon zonu tesbitedilmistir.
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Tablo 5: Portakal Esansiyel Yaginin Farkh Dilisyonlarinin Antibakteriyel Etki Sonugclari

Yag . S, P S, B.
Dilisyon | E. coli hi ) ; ot
Oranlar1 | (mm) typhimurium | aeruginosa aureus suptilis

(%) (mm) (mm) (mm) (mm)

100 : : - 15,50 -

0 5 9,30 - 12,50 -
80 § 8,90 - 13,20 -
70 - 8,80 - 13,10 -
60 - 9,60 - 13,00 -
50 - 8,90 4 10,00 -
40 - 9,50 - 9,40 -
30 - 10,10 - 11,00 -
20 - 11,20 - 11,50 -
10 - 10,53 _ 10,40 -

- : Zon olusumu yok

Portakal ve ¢ay agaci yagi kombinasyonu disk difiizyon testi sonuglarinda E. coli, S.
typhimurium P. aeruginosa ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal zon olusumu
gozlemlenmistir. Fakat P. aeruginosa da diger ¢alisilan bakteriler gore daha az bir

etkinin olustugu gozlemlenmistir.
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Tablo 6: Cay Agaci ve Portakal Esansiyel Yagi Kombinasyonunun Farkh Dilisyonlarmin
Antibakteriyel Etki Sonuclar:

Yag
. . S. P. S.
Dilisyon | E. coli . . ]
typhimurium | aeruginosa aureus
Oranlar1 | (mm) (mm) (mm) (mm)
(%)
100 8,12 7,51 5,95 9,55
90 8,35 8,24 5,90 9,58
80 6,20 7,14 - 10,30
70 6,70 7,30 - 12,04
60 6,30 7,25 - 14,00
50 8,30 8,61 - 14,50
40 6,40 8,30 - 14,40
30 5,70 10,23 - 14,10
20 - 10,75 - 14,70
10 - 9,26 - 16,26

- : Zon olusumu yok

4.2. ESANSIYEL YAGLARIN MiK BULGULARI

Esansiyel yaglarin hangi konsantrasyonda etki gostermeye basladigini daha iyi
gbzlemleyebilmek i¢in sivi besiyerine bakteri ekimi yapilarak minimum inhibisyon
konsantirasyonu (MIK) belirlenmistir. Asagidaki tablolarda esansiyel yaglarmn her bir
bakteri {izerinde etkili oldugu MIK degerleri gdsterilmistir. Yapilan ¢aligmada negatif
kontrol tiiplerinde herhangi bir iireme gozlemlenmemistir. Pozitif kontrol olarak her
bakteri i¢in ayr1 ayri ¢alisilan test tiiplerinin hepsinde iireme goézlemlenmistir. Cay
agaci esansiyel yagi MIK degeri i¢in hazirlanan yogunluklar ve bakteriler ve yagin
bakteri tiremesine etki sonuglari tablo 6 da gosterilmistir. Cay agaci esansiyel yagi
caligilan tiim bakterilen tiremesini belirlenen yogunlukta inhibe etmistir. Bu yiizden
cay agaci esansiyal yaginin MIiK degeri tiim bakterilerde, en diisiik konsantrasyon

degeri olan % 0,78 olarak belirlenmistir.
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Tablo 7: Cay Agaci Esansiyel Yaginin Test Edilen Bakteriler Uzerinde MiK Sonuclar

Mikroorganizmalar
Yag Pozitif Negatif
Konsantrasyon Kontrol Kontrol
Oranlari E. . S . P'. S.
(%) coli typhimuriu aeruginosa aureus
m
25 .. .. .. .. .. ..
uG uo uo uo uo uo
125 UG Uo Uo o Uo o
6,250 UG Uo 0o o 0o o
3,125 UG o U0 U0 U0 0o
1,562 UG Uo Uo 0o Uo U0
0.78 UG Uo Uo 0o Uo U0

UG: Ureme Goriildii

UO: Ureme Olmad:

Portakal yaginin sivi besiyeride farkli konsantrasyonlar arasindaki bakteri lireme

inhibisyon etki sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore portakal

esansiyal yag1 E.coli iiremesini %25’°lik konsantrasyonda inhibe edebilmistir. %12,5

ve calisilan daha diisiik konsantrasyonlarda iireme inhibe edici etki gostremedigi

saptanmigtir. Dolayistyla portakal esansiyal yaginin E.coli iizerinde MIK degeri %25

olarak belirlenmistir. Portakal yaginin S. typhimurium ve P. aeruginosa bakterileri

tizerinde higbir konsantrasyonda iireme inhibe edici etkiye rastlanmamistir. Yagin S.

aureus iizerindeki etkisine baktigimizda iireme inhibe edilgi en diisiik konsantrasyon

%1,562 olarak tespit edilmistir. %0,8’lik konsantrasyonda portakal yaginin iireme

inhibe edici etkisinin ortadan kalkt1 ve bakteri tiremesi olustugu tespit edilmistir.
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Tablo 8: Portakal Esansiyel Yagimin Test Edilen Bakteriler iizerinde MiK Sonuclari

Mikroorganizmalar
Yag Pozitif Negatif
Konsantrasyon Kontrol Kontrol E. S. P. S.
Oranlar coli typhimurium aeruginosa aureus

(%)

25 UG U0 U0 UG UG U0
12,5 UG U0 UG UG UG U0
6,250 UG U0 UG UG UG U0
3125 UG U0 UG UG UG U0
1,562 UG U0 UG UG UG U0
0,78 UG U0 UG UG UG UG

UG: Ureme Goriildii UO0: Ureme Olmad:

Cay agaci ve portakal esansiyal yag kombinasyonunun farkli konsantrasyonlardaki
tireme inhibe etkinligi degerleri Tablo 8” de verilmistir. Yag kombinasyonunun E. coli,
S. typhimurium ve S. aureus iizerindeki MiK degeri iireme olmayan ¢alisilan en diisiik
konsantrasyon olan % 78 olarak tespit edilmistir. P. aeruginosa tizerindeki etkisine
bakildiginda ise tiremenin olmadigi en diisilk konsantrasyon %12,5 olarak tespit
edilmistir. % 6,250 ve diger daha diisiik yag konsantrasyonlarinda {ireme gorilmustiir.
Bu yiizden ¢ay agaci ve portakal esansiyal yag kombinasyonun P. aeruginosa
lizerindeki MIK degeri %12,5 olarak belirlenmistir. Ayrica tiiplerdeki yag

yogunluklar1 azaldik¢a bakteri koloni miktarinin da arttig1 gézlemlenmistir.
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Tablo 9: Cay Agaci ve Portakal Esansiyel Kombinasyonunun Test Edilen Bakteriler iizerinde
MiK Sonuclar:

Mikroorganizmalar
Yag Pozitif Negatif
Konsantrasyon Kontrol Kontrol E. S. P. S.
Oranlar1 coli typhimurium aeruginosa aureus

(%)

25 UG U0 U0 U0 U0 U0
125 UG U0 U0 U0 U0 U0
6,250 UG U0 U0 o UG o
3,125 UG U0 U0 o UG o
1,562 UG o o o UG o
0,78 UG o U0 o UG o

UG: Ureme Goriildii UO: Ureme Olmad:

4.3. ESANSIYEL YAGLARIN YAYMA PLAK TESTi BULGULARI

Cay agaci yagi, portakal yagi ve bu iki yag kombinasyonlarinin C. albicans ve A.
brasiliensis mantar tiirleri iizerine olan antifungal etkisi yayma plak yontemi ile
arastirillmistir. Calisilan petriler her 24 saatte bir konrol edilmis, agar iizerinde
mikroorganizma kolonisi olup olugmadig1 10 giin siireyle takip edilmistir. Asagidaki
verilen Tablo 9, 10 ve 11°de gdzlemlenen antifungal etki sonuglar1 yer almaktadr. Iki
mantar tiiri i¢in de pozitif kontrol petrisi kullanilmig ve C. albicans mantar tiiriinde
ikinci giinden itibaren, A. brasiliensis’de ise {gilincii giinden itibaren iireme
gerceklestigi goriilmiistiir. Tablo 9°da verilen bilgiler dogrultusunda, goriilmektedir.
Cay agac1 yagimin %10 ve %?20’lik konsantrasyonlarinda pozitif kontrolle ayni
dogrultuda ikinci giinden itibaren lireme goriilmiistiir. %30-70 aras1 konsantrasyon
degerinde ise liciincii giinden itibaren iireme oldugu saptanmistir. Yagin %90’lik
konsantrasyonunda  besinci  giinden itibaren {ireme oldugu, %100’lik
konsantrasyonunda ise 10 giinliik takip boyunca hi¢ mantar {iremesi gozlenmedigi

tespit edilmistir.

Cay agaci yagimin A. brasiliensis tizerindeki etkilerinin verildigi Tablo 9’daki bilgilere

gore yag konsantrasyonun %10 ve %20 oldugu petrilerde ikinci giinden itibaren, %30-
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70 arast konsantrasyonlarinda li¢iincii glinden %80-90’lik konsantrasyonlarinda ise

besinci giinden itibaren iireme oldugu saptanmistir. %100°’liik yag konsantrasyonunda

ise 10 giin boyunca takip edilmis ve lireme saptanmamustir.

Tablo 10: Cay Agaci Esansiyel Yaginin Farkli Konsantrasyonlarmin C. albicans ve
brasiliensis iizerinde Antifungal Etkileri

C. albicans
Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler Pozitif
Kontrol 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1. GG Uo U0 Uo U0 U0 U0 U0 U0 U0 Uo
2. UG UG UG | U0 | O | GO | GO | O | GO | UO | UO
3. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | GO | UO | UO
4, UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | GO | UO | UO
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
10. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UO
A. brasiliensis
Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler Pozitif
Kontrol 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1. GG 9[0) U0 9[0) Uo Uo 8[6) U0 U0 8[6) Uo
2. GG 9[0) U0 9[0) Uo Uo 8[6) U0 U0 8[6) Uo
3. UG UG UG | UG | UG | UG | U0 | GO | O | UO | UO
4. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | 0O | O | O | UO
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO
10. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | Uo | O | UO

UG: Ureme Goriildii

UO0: Ureme Olmad1

Portakal yaginin yayma plak antifungal etkinligi Tablo 10’ verilmistir. Verilen bilgiler

dogrultusunda yagin tiim konsantrasyonlarinda ikinci giinden itibaren iireme

gerceklestigi gozlenmistir. A. brasiliensis tizerindeki etkinliginde ise pozitif kontrolle

ayni dogrultuda iiciincii giinden itibaren iireme saptanmistir.
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Tablo 11: Portakal Esansiyel Yaginin Farkli Konsantrasyonlarinin C. albicans ve A. brasiliensis
iizerinde Antifungal Etki Sonuglari

C. albicans

Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler | Pozitif

Kontrol | 10 20 [ 30 [ 40 [ 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
1. |GG U0 | U0 | U0 | U0 | Go | U0 | U0 | U0 | U0 | U0
2. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
3. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
4. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
10. | UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG

A.brasiliensis

Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler | Pozitif

Komtrol | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
1. GG U0 U0 8[6) Uo Uo 8[6) Uo 8[6) 8[6) Uvo
2. GG U0 U0 8[6) Uo Uo 8[6) Uo 8[6) 8[6) Uvo
3. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
4, UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
10. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG

UG: Ureme Goriildii UO: Ureme Olmad:

Cay agac1 yag1 ve portakal yagi kombinasyonu C. albicans iizerindeki antifungal
etkinlik caligmalar1 sonucunda, bu yag kombinasyonunun %10-50 arasi
konsantirasyonlarinda pozitif kontrolle ayn1 dogrultuda ikinci giinden itibaren, %60-
100 aras1 konsantirasyonlarinda ise besinci giinden itibaren lireme saptanmustir. A.
brasiliensis {izerindeki etkinliginde ise %10-50 arasindaki konsantrasyonlarinda
pozitif kontrolle ayn1 dogrultuda tiglincii glinden itibaren, %60-70’lik konsantrasyonda
dordiincti giinden, %80-100’liik konsantrasyonlarinda ise besinci giinden itibaren

lireme gozlenmistir.
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Tablo 12: Cay Agaci ve Portakal Esansiyel Yag Kombinasyonunun Farkl
Konsantrasyonlariin C. albicans ve A. brasiliensis iizerinde Antifungal Etki Sonuclar:

UG: Ureme Goriildi UO0: Ureme Olmad:

C. albicans

Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler | Pozitif

Kontrol 10 20 30 40 50 60 70 80 90 | 100
1. GG Uo Uo U0 U0 U0 U0 U0 U0 U0 U0
2. UG UG UG | UG | UG | UG | Uo | o | o | UO | UO
3. UG UG UG | UG | UG | UG | Uo | o | o | UO | UO
4, UG UG UG | UG | UG | UG | Uo | o | o | UO | UO
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
10. | UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG

A. brasiliensis

Esansiyel Yag Konsantrasyonu (%)
Giinler | Pozitif

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Kontrol
1. GG U0 o | o | o | VO | O | O | O | UO | VO
2. GG U0 o | o | o | O | O | O | VO | UO | VO
3. UG UG UG | UG | UG | UG | o | o | o | O | UO
4, UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | o | U0 | UO
5. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
6. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
7. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
8. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
9. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG
10. UG UG UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG | UG

4.4, KONTROL GRUBU ANTIBIiYOTIKLERIN DiSK DIiFUZYON TESTi
BULGULARI

Yapilan calismada esansiyel yaglarin etkinligik derecesinin saptanmasi amaciyla,
CLSI tarafindan antibiyotik diskler olarak kullanilmas1 tavsiye edilen bazi
antibiyotikler disk difiizyon yontemi kullanilarak test edilmis ve karsilastirmalari
yapilmigtir. Tablo 12° da kontrol grubu antibiyotiklerin etkinlik sonuglari

gosterilmistir.
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Tablo 13: Kontrol grubu antibiyotiklerin zon ¢aplari

Antibiyotikler S. P. E. S. B.
aureu | aeruginos | coli | typhimuriu | subtili
S a m S
Gentamisin 25,89 23,53 21,1 26,84 18,10
7
Neomisin 23,33 16,43 26,5 23,00 13,20
1
Kanamisin 25,14 12,84 24,0 22,92 9,55
0
Streptomisin 21,41 21,40 20,8 16,00 817
0 H
Ampicillin * — 24,5 22,80 1720
5 H
— - = —
Ar_noxmlllln klavulanik 20,7 26,69 14,52
asit 0
Tetracycline 32,46 13,40 25,0 21,78 9.34
3 )
Doxycycline 33,24 09,50 23,3 22,40 o
0
*: Olgiilemeyecek kadar biiyiik zon ¢ap1 _: Zon Cap1 Gortilmedi

COZUCULERIN DiSK DiFUZYON TESTi BULGULARI

Esansiyel yaglarla yapilan calismalarda yaglar seyreltmek amaci ile kullanilan ¢6ziicti

tayininde tween 20’nin bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkinlik testi sonuglari

Tablo 14’te gosterilmistir. Disk difiizyon testi sonucunda tween 20’ nin antibakteriyel

etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir. Bu sonuglardan otiirii ¢alismamizda ¢oziicii olarak

tween 20 tercih edilmistir.

Tablo 14: Tween 20’ nin disk difiizyon testi zon ¢aplar1

TWEEN 20
% S. P. E. S. B.
aureus | aeruginosa coli typhimurium subtilis
100 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda cay agaci yag1 (TTO), portakal yagi ve bu iki yag kombinsyonunun
cesitli mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal etkinligi disk diflizyon, yayma
plak ve MIK yéntemleri ile arastirilmistir. Calismamizda gida kaynakli zehirlenmelere
neden olabilen E. coli (Ozbas ve Aytag 1995, Kalkan ve Halkman 2006), hastane
enfeksiyon etkeni ve ¢oklu antibiyotik direnci gésteren P. aeruginosa (Giil ve ark
2004), metsilin direngli S. aureus (Rao, Shang, Hu, Rao 2016), salmonelloz etkeni S.
typhimurium (Ulug, Celen, Ayaz 2009) bakterileri ile C. albicans ve A. brasiliensis
mantar suslari lizerinde arastirma yapilmistir. Bagka calismalarda ¢ay agaci yagi dogal
kaynakli olmasindan dolay1 giivenli bir antiseptik olarak nitelendirilmistir. Ayrica son
yillarda bir¢ok farmasotik ve kozmetik preparatta yer almaya baglamistir. Cay agaci
lizerine yapilan calismalarda yagin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda genis bir
mikroorganizma grubuna etkili oldugunu gostermistir (Tezgiil Cakir, Kaleagas1 ve
Kokdil 2005). Bizim c¢aligmamizda Tablo 3’te verilen sonuglara gore yapilan bu
arastirmalart destekler niteliktedir. Yapilan disk difiizyon ¢alismasinda kullanilan
bakterilerilerin ¢oguna karsi cay agaci yagi antimikrobiyal etkinlik gdstermistir.
Inhibisyon zonunun 7 mm iizerinde olmas1 yagin antimikrobiyal etkinliginin oldugunu
gostermektedir (Prabuseenivasan, Jayakumar and Ignacimuthu 2006). Bu veriler
dogrultusunda cay agaci yaginin antimikrobiyal ve anti fungal etkinlige sahip
oldugunu soyleyebiliriz. Calismamizda test edilen bazi mikroorganizmalar {izeinde
%10’luk konsantrasyonlarda dahi yagin etkinligi gozlenmistir. Bu da ¢ay agaci yaginin
diisiik konsantrasyonlarda etkinligi oldugunu ve daha diisiikk maliyette antimikrobiyal
tirtinler elde elde etmeyi saglayabilecegini diistindiirmektedir. Yagin bu antimikrobiyal
etkinligi hidrofobik terpen igeriginden kaynaklanmaktadir. Hidrofobik terpen bakteri

hiicre zar1 iizerinde lipit yikic1 ve zar gecirgenligini bozucu etkiye sahiptir (Cox 2001).

Calismamizda disk diflizyon yontemi ile B. subtilis, P. aeruginosa, S. typhimurium ve
E. coli iizrindeki c¢ay agaci yagmin antibakteriyal etkinligine baktigimizda zon
olusumlari gézlenmistir. Zhang ve ark yaptig1 ¢alimaya gore (2018), ayn1 yontemle E.

coli ve P. aeruginosa ‘da belirgin derecede zon ¢ap1 olustugu goriilmiistiir. Bu da bizim
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calismamizi desteklemektedir. Ayrica ¢alismamizda S. typhimurium iizerindeki ¢ay
agact yagi etkinligine baktigimizda tablo 3’teki degerle g6z Oniinde
bulunduruldugunda yagin baz1 diisik konsantrasyon degerlerinde yiiksek
konsantrasyon degerlerine gére daha yiiksek zon ¢aplar1 olustugu gézlemlenmektedir.
Bu da ¢oziicii olarak kullandigimiz tween 20’nin yagi diffiize etme 6zelliginin yeterli
olmayabilecegini diislindiirmektedir. Literatiir incelemesinde yag diliisyonu ig¢in
cesitli ¢oziiciiler kullanildigr gortilmistir. Etanol (Souza et al 2018), metanol (Obidi
et al 2013), aqueous dimethyl sulfoxide (DMSO) (Intorasoot et al 2017), tween 80
(Federman et al 2013) ve tween 20 (Topuz ve Madanlar 2011) bunlardan birkagidir.

Portakal yaginin disk difiizyon testi sonucglarinda g¢alisilan bakterilerden sadece S.
aureus ve S. typhimurium tizerinde inhibisyon zonu olusturdugu goézlemlenmistir.
Obidi ve ark (2013) yaptig1 ¢alismada portakal yag: diisiik konsantrasyonlarda dahi E.
coli tizerinde disk difiizyon uygulamasinda yiiksek zon ¢aplari tespit ederek yagin
antimikrobiyal etkiligini gostermistir. Baska bir ¢alismada da portakal suyu, portakal
kabugunun sulu ve etanollii ekstratlarmim E. coli ve P. aeruginosa iizerinde
antimikrobiyal etkinlik saptanmistir (Baba, Mohammed, Ya’aba and Umaru 2018).
Fakat bizim c¢aligmamiz da bu bakteriler iizerinde etkinlik saptanmamistir. Bunun
nedeni olarak antimikrobiyal etki gdsteren yag igeriginin, bitkinin hangi boliimiinden
elde edildigi (¢cigek, yaprak gibi), bitki beslenmesi, giibreleme, bitkilerin yetistirildigi
bolgenin cografik konumu, iklimi, hasat mevsimi ve sonrasi kurutma, depolama
islemleri gibi bir¢ok faktore bagli olarak olduk¢a degiskenlik gosterebilecegi
diistintilebilir. Bunlarin yaninda elde edilme yontemi de esansiyal yagin kimyasal
bilesenlerini etkileyebilmektedir. (Alvarez-Castellanos and Pascual-Villalobos 2003).
Sugecti ve Koger’in (2015) yaptig1 calismada ise portakal yaginin E. coli tizerinde
diisiik (7 mm) bir inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir. Ayni ¢alismada P.
aeruginosa iizerinde portakal yaginin hicbir inhibisyon zonu olusmadigr verilmistir.
Bu sonugta bizim calismamizi destekler niteliktedirler. Tiim bunlar goz Oniinde
bulunduruldugunda esansiyal yagin etki mekanizmasi caligmalara gore farkliliklar
gosterebilecegi diistilmektedir.

Portakal yag1 ve ¢ay agaci yaginin ayr1 ayri etkinliklerinin yaninda ikisinin bir arada
kullanildiginda antimikrobiyal etkinligi artirtyor olabilecegini diisiinerek farkli

konsantrasyonlarda etkinlik aragtirmasi yapilmistir. Baz1 mikroorganizmalar iizerinde
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farkli bir etkinlik olusturmazken, P. aeruginosa fiizerinde gozlenebilir bir etki
olusturmustur. Calismamizda ¢ay agacit ve portakal yagi ayr1 ayrn disk diflizyon
metodunda P. aeruginosa tizerinde zon olusturmamuistir. Fakat iki yagin karisiminda
bu bakteri lizerinde antimikrobiyal etki olusumu gozlenmistir. Bu yiizden bu iki yag
kombinasyonun bazi mikroorganizmalar {zerinde sinerjitik bir etkiye sahip
olabilecegini diistiniilmistiir. P. aeruginosa bunlardan biridir. Olusan inhibisyon zonu
%100’liik dilisyonda 5,95 mm’dir. Bu deger 7 mm’nin altinda kaldigindan istatiksel
olarak c¢okta anlamli bir deger oldugu sOylenemez. Fakat ilerleyen g¢alismalarda
sinerjitik etki iizerinde ¢aligilabilecegini bizlere diisiindiirmiistiir. Ayrica portal yagi
disk diflizyon test sonuglarinda bazi dilisyonlarda S. typhimurium ve S. aureus ta iki
yag kombinasyonuna gore daha yiiksek zon caplar1 gdzlenmistir. iki yagin sinerjitik
etkisinin olabilecegini diistiniirken tam tersi antagonitik bir etki ile iligskilendirilebilir.
Ayrica bu sonu¢ yaglarin birlikte kullanildiginda tek basina kullanimlarina kiyasla
konsantrasyon eksikligi olusturmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Bazi
konsantrasyonlarda bdyle bir etkinin goriilmemesi yaglarin difiize olurken
olusabilecek sorunlardan da kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica
portakal yagi disk difiizyon yonteminde E. coli iizerinde antimikrobiyal etki
olusturmazken cag agaci yagi ile kombinasyonunda antimikrobiyal etki gdzlenmistir.
Bu da ¢ay agaci yaginin E. coli 'de ki etkisinden kaynaklandig1 yoniinde olabilecegini

diistindiirmektedir.

Portakal yaginin MIK degerlerine baktigimizda ise S. aureus iizerindeki minumum
inhibisyon konsantrasyonu %21,562, E. coli lizerindeki %12,5’dir. P. aeruginosa, S.
typhimurium bakterilerinde MIK degeri saptanamamustir. Birgok esansiayal yag
iizerinde yapilan bir calismada P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus 'ta MIK degeri >12,8
bulundugu belirtilmistir (Prabuseenivasan, Jayakumar and Ignacimuthu 2006). E. coli
de bulunan degerlerin ¢alismamizda elde edilen bulgulara yakin oldugu goriilmiistir.
P. aeruginosa’ da ise ¢aligmamizda MIK degeri saptanamazken onlar anlamli
rakamlar bulmustur. Ayn1 sonuglar1 bulamamamizin birgok nedeni olabilir. Mesela
portakal yagi ve tween 20 yogun kivamli olduklarindan yag iyi difiize olmamis
olabilir. Kullanilan yagin ticari markasindan kaynaklaniyor olabilir. Ilerleyen
caligmalarda portakal yagmin halka sunulan farkli ticari markalari incelenerek,

kullanan insanlara neler vaat ettigi ortaya konulabilir ve etkinlik dereceleri
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kiyaslanabilir. Hatta bu ticari yaglarin bitkinin hangi kismindan elde edildikleri

arastirilarak calismalara yeni bakis agilar getirilebilir.

Dogal ve cevre dostu antibiyotikler, antioksidanlar, ilag endiistrisi i¢in Oncelikli
arastirma haline gelmistir. Portakal yagi hakkinda literatiirde antimikrobiyal etkinlige
dair birgok bakteri lizerine antimikrobiyal etkinlik saptanmistir (Obidi et al 2013).
fakat bizim calismamizda yapilan disk difiizyon yontemide portakal yagi sadece S.
aureus ve S. typhimurium bakterileri tizerinde antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Bu
da hastane enfesiyon etkenleri arasinda sayilan ve metisiline kars1 direng gosteren S.
aureus iiremesini durdurucu olmasindan 6tiirii biiyilik bir 5neme sahiptir. Tiim diinyada
biiylik bir sorun teskil eden antibiyotik direncine karsi portakal yagi bir alternatif
¢Oziim olabilir. Yagin antimikrobiyal 6zellikte olmasinin nedenlerinden biride igerikte
bulunan limonen maddesidir. Limonen antimikrobiyal ve antiseptik 6zelligi yiiksek bir
maddedir (Magwa et al 2006). Federman ve ark. (2013) yaptig1 ¢alismada, portakal
yagi iceriklerinden olan hem linalool hem de sitratin S. aureus tiremesini inhibe ettigi
belirtilmistir.  Ayrica bu igeriklerin  biyofilm olusumunu engellediginide
belirtmislerdir. Sadece % 0,12 MIK degerindeki linaloliin S. aureus biyofilm
olusturucu genleri baskiladigini tespit etmislerdir. Bu da yillik yiiksek maliyetleri olan
enfeksiyon hastaliklar1 tedavilerinde toksik etki olusturmayan ve daha ucuz maliyet
saglayan portakal yaginin yeni bir bakis acist olusturabilecegini gostermistir. Bizim
calismamizda bu sonugclar1 destekler niteliktedir.

Makrodilisyon testi sonuglari cay agaci yagi tizerinde yapilan antimikrobiyal etkinligin
yiiksek oldugunu gdstermistir. S. aureus dahil calisilan tiim bakteri tiirlerinin MIK
degeri % 0,78 olarak tespit edilmistir. Bu da ¢ay agact yagmin diisik
konsantrasyonlarda dahi bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini

gostermistir.

Cay agaci-portakal yag1 kombinasyonunun makrodilisyon testi sonucunda
olusturduklari etkiye bakildiginda E. coli, S. typhimurium ve S. aureus iizerindeki MIK
% 0.78, P. aeruginosa ise %12,5 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore yag
kombinasyonun E. coli, S. typhimurium ve S. aureus tizerindeki inhibisyon etkinligi P.
aeruginosa’da olan etkinlikten daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Ulasilan MIK
degerleri disk difiizyon tesri sonuglarini desteklemektedir. Bu sonuglar sinerjitik etki

lizerine ¢alismalarin artirilabilecegini diisiindiirmektedir.
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Cay agaci yaginin antifungal etkinliginde ise yayma plak yontemi kullanilmig ve 10
giin {ireme takibi yapilmustir. C. albicans iizerinde Ikinci giin sadece %10-20’lik
konsantrasyonlarda iireme olusmustur. Ugiincii giin %40-70’lik konsantrasyonlarda
besinci gin ise %80-90’likta iireme gozlenmistir. %100’liik te ise hi¢ iireme
gozlenmemistir. Bu sonuglar ¢ay agact yaginin candida {izerine yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildiginda antimikrobiyal etkinliginin oldugunu gostermistir.
Yagin yogunlugu arttikca etkinlik siiresininde arttig1 soylenebilmektedir. Bunun
yaninda yagin % 80-90’lik dilisyonlarinda bes giinden sonra iireme olmaya baslamasi,
yagin uguculugundan otiirii etkisinin giderek azalabilecegini diisiindiirmiisiitr. Cay
agact yaginin A. brasilensis {izerindeki etkinligide ise %60 ve tizeri konsantrasyonda
antifungal etki saptanmistir. Yagin %80-100’liik konsantrasyon araliginda ise 10 giin
boyunca hig¢ iiremenin olmamasi da A. brasilensis {izerinde yiiksek antifungal etkiye

sahip oldugunu gostermistir.

Portakal yagimin C. albicans ve A. brasilensis tizerindeki etkisi ¢galismamizda yayma
plak testi ile arastinlmistir. Fakat antifungal etkisinin olduguna dair sonuglar
bulunamamis, pozitif kontollerle birlikte ayni1 giinde lireme oldugu kaydedilmistir.
Obidu ve ark (2013) tarafindan yapilan g¢alismada, portakal yaginin metanollii
dilisyonlarinda C. albicans fiizerinde farkli diliisyon araliklarinda 30 ile 18 mm
aradinda inhibisyon zonu olustugu kaydedilmistir. Ayrica tek basina metanoliin C.
albicans iizerindeki etkisine de bakilmis ve sonugta 6 mm inhibisyon zonu olustugu
gozlemlenmistir. Bu sonugta metanol kullanmadan bile portakal yagmin C. albicans
tizerinde etkinligin olabicegini gdstermektedir. Bizim calismamizda bu c¢alisma ile
aynt dogrultuda sonu¢ gozlenmemistir. Yapilan baska bir calismada ise 38 cesit
esansiyal yagm klinik izolatlardan elde edilen C. albicans {izerindeki antifungal
etkileri incelenmistir. Bu yaglarin etkinlik derecelerine gore yiiksek derecede etkili,
orta etkili, diistik etkili ve etkisiz olmak iizere siniflandirilmistir. Bu ¢alismada ulasilan
veriler dogrultusunda cay agaci ve portakal yagi C. albicans iizerinde orta dereceli
antimikrobiyal etkili sinifina alinmigtir (Devkatte, Zore and Karuppayil 2005). Bizim
calismamizda ayni1 dogrultuda olmadigi s6ylenebilir. Ve yine bu sonuglarin kullanilan
portakal yagi icerigi ya da elde edildigi bitki boliimii ile alakali oldugu

diistiniilmektedir.
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Gram negatif bakterilerin Gram pozitiflere gore esansiyel yaglara karsi daha direngli
oldugu diisiiniilmektedir (Nazzaro, Fratianni, De Martino, Coppola, De Feo 2013).
Bunun Gram negatiflerin daha karmagik bir hiicre duvarina sahip olmasindan
kaynaklanir. Bu komleks yapi ilaglarin, antibiyotiklerin ve esansiyal yaglarda bulunan
fenolik bilesikler (Timol, carvacrol ve 6jenol gibi) kolayca niifuz etmesine izin vermez
(Trombetta et al 2005, Tiwari 2009). Esansiyel yaglar, zar proteinlerinin hem
gecirgenligini hem de islevini degistirme ozelligine sahiptirler. Ozellikle fenolikler
bakimindan zengin olan ugucu yaglari, bakteri hiicre duvarinin fosfolipid tabakasina
niifuz edebilir, proteinlere baglanabilir ve normal fonksiyonlarin1 bloke edebilirler.
Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesi, tek bir mekanizmaya degil, sitoplazma,
enzim sistemi proten yapisi gibi ¢esitli biyokimyasal ve yapisal fonksiyonlari etkileyen
mekanizmalara sahiptir (Sakkas et al 2016). Bizde c¢alismamizda kullanilan
bakterilerinde Gram pozitif ve Gram negatif olanlarin iizerinde kullandigimiz
esansiyal yag etkinliklerinde, ¢ay agaci yagi hem gram pozitif hemde gram negatiflere
etki ettigi gorilmistiir. Ve disk diflizyon testinde olusturdugu inhisiyon zon
degerlerinin de birbirine yakin oldugu gdzlemlenmistir. Ornegin %100’ liik
dilisyonunda P. aeruginosa da 11 mm zon ¢ap1 olusurken B.subtilis ‘te ayni dilisyonda
8,07 mm capinda inhisyon zonu olustugu gozlenmistir. Degerler birbirine ¢ok
yakindir. Portakal yagi ise ¢aligilan iki Gram pozitif bakteriden sadece S. aureus’ta,
calisilan dort Gram pozitif bakterien sadece S. typhimurium tizerinde antimikrobiyal
etki gostermistir. Olusan zon gaplarina baktigimizda S. typhimurium’da 11,86 mm,
S.aureus’ta 15,50 mm zon c¢apt olugsmustur. Bizim c¢alismamizda Gram pozitif ve
negatif bakteriler arasinda ¢ok anlamli farklar gozlenmemistir.

Caligmamizda kullandigimiz yaglarin antimikrobiyal etkilerinin kiyaslanabilmesi i¢in
baz1 antibiyotiklerin kullandigimiz mikroorganizmalar {izerindeki etkinliklerine disk
difiizyon yontemi ile bakilmigtir. Kullanilan tiim antibiyotiklerin S. aureus, E. coli ve
S. typhimurium iizerinde olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari 20 mm ve iizerindedir.
Cay agac1 yagmin E.coli iizerinde olustirdugu inhibisyon zonu ise 16,41 mm olarak
6l¢iilmiis ve portakal yaginda ise hi¢bir zon olumu gozlenmemistir. Bu sonuglarda bize
cay agc1 yaginin antibiyotikler kadar E. coli iizerinde inhibe edici etkisi olmadigimni
gostermistir. Antibiyotikler kadar olmasa da antimikrobiyal etkinliginin olmasi ¢ay

agaci yagini gida, tarim ve ilag¢ endiistrisinde serbest¢ce kullanilabilecek potansiyel
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dogal bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Zang et al
2018). S. typhimurium tizerinde iki yaginda ayri ayri inhibiyon zon ¢aplart 10 mm
civarindadir. Neredeyse antibiyotiklerin etkisinden yar1 yariya daha az etki
gostermektedirler. Yine de azimsanamayacak bir etkinlie sahip olduklarin
sOyleyebiliriz.

Calismada kullanilan antibiyotiklerin B. subtilis iizerindeki antibakteriyal etkinligine
baktigimizda, Kanamisin’nin 9,55 mm, Tetracycline 9,34 mm, Streptomisin’nin 8,17
mm civarinda inbisyon zonlar1 olusturdugu goriilmistiir. Cay agaci1 yagi ise ayni
bakteri lizerinde 8 mm civarinda inbisyon zonu olusturmustur. Bu sonugta bu ii¢
antibiyotigin etkinlik degerlerine ¢ay agaci yaginin inhibisyon etkinliginin yakin
oldugu goriilmiistiir. Diinya capinda giderek biiyiik bir sorun halini alan antibiyotik
direncine kars1 cay agact yagi gibi dogal antimikrobiyaller {izerine durulabilecegini ve
bu yondeki ¢alismlarin artirilabilecegini diisiindiirmustitiir.

Calismamizda ¢oziicli secerken iki ¢oziicli madde arasinda tercih yapilmistir. Bunlar
etanol ve tween 20 idi. Tercih yapmak igin bu iki ¢6ziiciiniin disk difiizyon yontemi
ile kullanacagimiz mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirildi.
Elde ettigimiz sonuglarda etanoliin belirgin bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
gozlemlenmistir. Tween 20 de ise hi¢bir zon olusumu gézlenmemistir. Calismamizda
kullanacagimiz yaglarin antimikrobiyal etkinliklerini net gozlemleyebilmek igin
¢oziicii olarak tween 20’1 tercih edilmistir. Yaptigimiz bu test bize kullanilan ¢oziiciiye

gore de yaglarin antimikrobiyal etkinliklerini degistirebilecegini gdstermistir.

Bizim calismamizda diger calismalardan farkli olarak her yagin %100°den %10’a
kadar tiim konsantrasyonu g¢aligmada kullanilan tiim mikroorganizmalar iizerinde
denenmistir. Bu sayede esansiyal yaglarin diisiik konsantrasyonlarda dahil istatiksel
olarak anlamli etkinlik gosterebilecegi ortaya konmustur. Esansiyal yaglar toksik
etkisinin olmamasi, dogal kaynakli olmasi, etkinlik derecelerinin yiiksek olmasi,
spazm ¢Oziicli, antiseptik ve antimikrobiyel 6zelliklerinin olmasi gibi birgok avantaja
sahiptirler. Bazi ¢esitleri ise, antimikrobiyel ozelliklerinden Gtiirii gida sanayinde
kullanilan sentetik koruyucu maddelere alternatif olabilirler. Bizim ¢alismamizda ise
yaglarin diisiik konsantrasyonlarda dahi kullanilarak maliyetleri diisiirebilecegi

yoniinde bulgular ortaya konmustur. Ayrica ¢alismamizda yaglarin kombinasyonlar
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halinde kullamildiginda antimikrobiyal etkinlik derecesine bakilmustir. ilerleyen
caligmalarda sinerjitik ya da antagonistik etki iizerinde durulabicegi diistintilmustiir.
Yine calismamizda salmonelloz etkeni olan S. typhimurium tizerinde durulmustur.
Yapilan esansiyal ¢alismalarina katki olarak bu bakteri iizerinde de antimikrobiyal
etkinlik saptanmistir. B. subtilis’de calismalarda pek kullanilmamistir. Bizim
calismamiz da ise sterilizasyonda kontrol amag¢li kullanilan bu bakteri iizerinde
esansiyal yaglarin etkisi ne kadar olmustur bu gozlemlenmek istenmistir. Sporlu bir
bakteri oldugu i¢in oldukc¢a direngli olmasina ragmen calismamizda antimikrobiyal
etki saptanmis bu da ilerleyen ¢aligmalara 151k tutacagi yoniinde bizleri
distindiirmiistiir. Diger ¢alismalardan farkli olarak A. brasiliensis mantar tiiriini
tercih etmemizin sebebi ise havada sporlarinin fazla olmasindan 6tiirii bulasinin kolay
olmasindan kaynaklanmaktadir. Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 gibi 6nemli
hastalik tablolar1 olusturabilmektedirler. Calisma sonuglarinda da A. brasiliensis
lizerinde ¢ay agaci yaginin antifungal etki olugturmasi esansiyal yag calismalarina yeni
bakis agilar1 olusturabilegini diisiindiirmiistiir. Bu sonuglara ek olarak esansiyal
yaglarin antimikrobiyal etkinliklerinin artirilmasi yoniinde ¢alismalar yapilabilecegi

de diistiniilmektedir.
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