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Ozet— Bu calismada Laurus nobilis L. tiiriine ait 5 farkl ticari ugucu yagmn (T1, T2, T3, T4 ve T5), 8 farkli klinik izolata kars:
antimikrobiyal aktivitesi arastrilmigtir. Bu amagla antimikrobiyal aktivite deneylerinde disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemleri kullamlmistir. Tiim klinik izolatlara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ugucu yaglarm Minimum inhibitor
Konsantrasyonu (MiK) belirlenmistir. Arastirmada en yiiksek inhibisyon zon ¢aplar1 T1, T2, T3 ve TS5 ticari ugucu yaglarindan
elde edilmis ve sirasiyla Klebsiella pneumaniae klinik izolati i¢in 31,00 mm, Bacillus cereus klinik izolat1 1 i¢in 12,00 mm,
Escherichia coli klinik izolat1 i¢in 37,75 mm ve yine Escherichia coli klinik izolat1 i¢in 47,75 mm olarak belirlenmistir.
Calismada en diisiik inhibisyon zon ¢aplar1, T1 ve T5 ticari ugucu yagilarindan Serratia marcescens klinik izolat1 igin sirasiyla
10,00 mm ve 07,00 mm olarak belirlenmistir.

Aragtirmada denenen MIK konsantrasyon aralig1 %8 ile %0,0625 degerleri arasinda olmustur. Tiim klinik izolatlara kars: etkili
bulunan T3 ve TS5 ticari ugucu yaglarindan elde edilen MIK degerleri %0,0125 ile %8 arasinda tespit edilmistir. Arasgtrmanin
bundan sonraki asamalarinda klinik izolatlara karsi etkili bulunan ticari ugucu yaglarin GC-MS analizlerinin yapilmasi ve
elektron mikroskobu ile hiicreler iizerine etkinligin tespit edilmesi planlanmaktadir.
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Abstract—In this study, antimicrobial activity of 5 different commercial essential oils (T1, T2, T3, T4 and T5) belonging to
Laurus nobilis L. species against 8 different clinical isolates were investigated. For this purpose, disc diffusion and microdilution
methods were used in antimicrobial activity experiments. Minimal Inhibitor Concentration (MIC) of essential oils having
antimicrobial activity against all clinical isolates was determined. The highest inhibition zone diameters were obtained from T1,
T2, T3 and T5 commercial essential oils and 31,00 mm for Klebsiella pneumaniae clinical isolate, 12,00 mm for Bacillus cereus
clinical isolate 1, 37,75 mm for Escherichia coli and 47,75 mm for Escherichia coli clinical isolate. The lowest inhibition zone
diameters were determined as 10,00 and 07,00 mm for Serratia marcescens clinical isolates from T1 and T5 commercial essential
oils, respectively.

The range of MIC concentrations tested in the study was between 8% and 0,0625%. MIC values obtained from T3 and T5
commercial essential oils which are effective against all clinical isolates were determined between 0,0125% and 8%. In the next
stages of the study, it is planned to make GC-MS analysis of commercial essential oils which are effective against clinical isolates
and to determine the activity on the cells by electron microscopy.
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I. GIRIS

Antibiyotik kullanimi insanlik tarihinde saglk agisindan
bir doniim noktas1 olmasina karsin yanlis ve sik kullanimindan
dolay1 giinlimiizde 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir.
Direngli bakterilerin yol acgtig1 enfeksiyonlar hastalik ve 6liim
oranlarmin artmasimna, hastanede yatis siirelerinin uzamasi ile
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (1).
Aantibiyotiklere karsi ¢oklu direngli bakterilerin sayisimin her
gecen giin hizla artmasia kargin yeni antibiyotiklerin kesfi bu
hiza yetisememektedir (2,3). Tiirkiye antibiyotik kullanim1 ve
diren¢ problemi konusunda Avrupa iilkeleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir. Bu problemin bertaraf edilmesinde
antibiyotiklerin dogru kullanimlart 6nemli oldugu kadar
giiniimiizde tehdit haline gelen direncli bakterilere karst yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfi de zorunlu hale gelmistir (1).

Ulkemiz tibbi bitkiler agisindan oldukga zengin olup halk
arasinda bu bitkiler ve onlardan elde edilen ugucu yaglar
siklikla c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Direngli  bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
kontroliinde bilim insanlarmm tibbi bitkiler {izerine
aragtirmalar1 halen devam etmektedir. Lauris nobilis L.
(Defne); Lauraceae familyasma ait bir bitki olup
antibakteriyel, antifungal ve antiviral gibi bircok biyolojik
Ozelliklere sahiptir. L. nobilis L. ile yapilan fitokimyasal
caligmalarda baskin olan ugucu yag bilesigi olarak monoterpen
1,8-cineole karakterize etmektedir. Bu kimyasal madde, bir
gida aroma maddesi olarak ve ayni zamanda ilag¢ endiistrisinde
ilag formiilasyonlar1 i¢in kullanilmaya baglanmistir (4). Defne
bitkisinden elde edilen ugucu yaglar halk arasinda lezzet
verici, kurutulmus yapraklari gidalarda baharat olarak ve
cesitli enfeksiyon hastaliklarinin  giderilmesinde siklikla
kullanilmaktadir.

Bacillus cereus spp., genellikle diyare ve emetik olmak
iizere iki tip gida kaynakli hastalik tablosu olusturan bir bakteri
olup et, siit, piring, pudingler, pastalar, sebzeler, baliklar,
makarnalar ve peynirler riskli gidalar arasinda yer almaktadir
(5). Serratia marcescens ¢ogunlukla yara enfeksiyonlari,
iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, menenjit gibi merkezi
sinir sistemi enfeksiyonlar1 ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 da
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli klinik hastalia neden olmaktadir
(6,7). Bagirsak enfeksiyonlarinin baglica nedeni Escherichia
spp. dir. Acinetobacter baumannii, yara yeri enfeksiyonu,
iriner sistem enfeksiyonu, bakteriyemi ve menenjit gibi
6liimle sonuglanabilen hastane enfeksiyonlarina yol acabilen
bir bakteridir. Klebsiella pneumaniae, normal flora olarak
agiz, deri ve bagirsakta olmasina ragmen, aspire edilmesi
durumunda, akcigerde yikici hasarlara neden olmaktadir (8).

Defnenin klinik bakteriler tizerine etkinligi ile ilgili daha
az sayida arastirma oldugundan bu alanda arastirmalarin
sayisinin artmasi biiylik onem tasimaktadwr. Bu caligmada
Laurus nobilis L. tiiriine ait 5 farkli ticari ugucu yagin 8 farkl
klinik izolata kars1 antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmig olup
aragtirma sonuc¢larmin literatiire ve bundan sonra yapilacak
caligmalara 151k tutmasi timit edilmektedir.

. MATERYAL VE METHOD

Bu arastirmada defne bitkisine ait 5 farkl ticari ugucu yagin
antimikrobiyal  aktivitesi aragtirilmistr. Bu  amagla
antimikrobiyal aktivite deneylerinde disk difiizyon ve
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mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir. Tiim klinik izolatlara
karst antimikrobiyal aktivite sergileyen ugucu yaglarin
Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) belirlenmistir.

A.Materyal

A.l. Ucucu yag

Bu ¢aligmada Laurus nobilis tiiriiniin yaprak (T1, T2, T3,
T5) ve tohumuna ait (T4) 5 farkl ticari ugucu yagimn 8 farkh
klinik izolata kars1 antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.

A.1.2. Klinik Izolat

Aragtirmada Acinetobacter boumannii (A. baumannii),
Bacillus cereus ATCC 14579 (B.cereus 1), Bacillus cereus
JCM 2152 (B.cereus 2), Escherichia coli NBRC 102203
(E.coli), Escherichia fergusonii ATCC 35469 (E.fergusonii 1),
Escherichia fergusonii NBRC 102419 (E.fergusonii 2),
Klebsiella pneumonia (K.pneumonia), Serratia marcescens
JCM 1239 (S.marcescens) olmak iizere 8 adet klinik bakteri
izolat1 kullanilmistir. Klinik izolatlar Colak ve Merigli Yapici,
2015 tarafindan daha onceden 16 S r-RNA dizi analizi ile
tanimlanmis olup izolatlar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloi Boliimii Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilmistir

(9).
A.1.3. Antibiyotik diskleri

Arastirmada kullanilan ticari ugucu yaglarin etkinliklerini
ortaya koymada karsilagtirma yapabilmek ve ayni zamanda
klinik izolatlarin siklikla kullanilan antibiyotiklere duyarli
olup olmadiklarmi belirlemek amaciyla 6 mm c¢apinda
Amoxycillin  (AML25) (25 pg), Ampicillin  (A10) (10
mcg/Disk), Cefixime (CFMS5) (5 pg), Chloramphenicol (C30)
(30 pg), Fosfomycin/Trometamol (FOT200) (200 pg),
Gentamicin (CN10) (10 pg), Kanamycin (K30) (30
mcg/Disk), Linezolid (LZD30) (30 ug), Penisilin-G (P10) (10
Units/Disk), Tetracycline (TE 30) (30 pg) ve Vancomycin
(VA 30) (30 mcg/Disk) iceren antibiyotik diskleri
kullanilmistir.

B. Yontem
B.1. Antibakteriyal Aktivite Testleri
B.1.2. Disk Difiizyon Yontemi

Ticari defne ugucu yaglarinin 8 farkl klinik izolata karsi
antibakteriyal aktiviteleri Disk Difiizyon Yontemi ile
belirlenmistir. Kiiltiirlerin korumas: ve Disk Diflizyon
Yoéntemi i¢in Tryptic Soy Broth (TSB) ve Triyptic Soy Agar
(TSA) kullanilmigtir. Bos diskler negatif kontrol ve antibiyotik
diskleri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Petriler 37 °C’de
24 saat inkiibe edildikten sonra disk etrafinda olusan
inhibisyon zonlari mm cinsinden &l¢lilmiistiir. Deneyler
dubletli olarak yiiriitiilmiistiir.

B.1.3. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu Degerlerinin
Belirlenmesi
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Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), mikrobiyal
tiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyondur. Bu ¢alismada
disk difiizyon yontemiyle en yiiksek inhibisyon zonu veren iki
farkl1 ticari ugucu yagm MIK degerleri belirlenmistir. MIK
degerlerinin belirlenmesinde Miller Hilton Broth (MHB)
kullanilmstir. Calismada denenen MIK konsantrasyon araligi
%8 (v/v) ile %0,0625 (v/v) degerleri arasinda olmustur (10).

. SONUCLAR

Aragtirmada kullanilan ticari ugucu yaglarin klinik
izolatlara karsi gdsterdikleri inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge
1’de, MiK degerleri ise Cizelge 2’de verilmistir.

Aragtirma bulgularina goére T1 ticari ugucu yaginmn
caliymada kullamilan {i¢ farkli klinik izolata karsi
antibakteriyal aktivite sergiledigi bulunmustur. Bu bakteriler
K.pneumaniae, A.baumannii ve S.marcescens olup inhibisyon
zon ¢aplari sirasiyla 31,00 mm, 19,25 mm ve 10,00 mm olarak
elde edilmistir. Calismada denenen T2 ticari ugucu yagi ise
sadece 12,00 mm’lik bir inhibisyon zon ¢ap1 ile B.cereus 1
klinik izolatma kars1 etkili bulunmustur. Diger yandan T3 ve
T5 ucucu yaglart klinik izolatlarin tamamina antibakteriyal
aktivite sergilemis ve tespit edilen en yiiksek inhibisyon zon
caplar1 yine bu iki ugucu yagdan elde edilmistir. E.coli,
E.fergusonii 1 ve E.fergusonii 2, A.baumannii ve
K.pneumaniae klinik izolatlarina karst1 T3 den elde edilen
inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla 37,75 mm, 33,25 mm (her iki
izolat igin), 27,50 mm ve 22,75 mm olarak belirlenmistir.
E.coli, A.baumannii, E.fergusonii 1 ve E.fergusonii 2 ve
K.pneumaniae klinik izolatlarma kars1 T5” den elde edilen
inhibisyon zon c¢aplar1 ise sirastyla 47,75 mm, 26,50 mm,
22,75 mm (her iki izolat i¢in) ve 20,25 mm olarak tespit
edilmistir (Cizelge 1).

Ucucu yaglardan elde edilen inhibisyon zon ¢api1 degerleri
ile antibiyotiklerden elde edilen veriler karsilastirildiginda;
aragtirma sonuglart bakimindan dikkate deger bulgular tespit
edilmigtir. T1, T3, ve TS5 ugucu yaglarindan A.baumannii
klinik izolatmma karst yiiksek denilebilecek inhibisyon zon
caplar1 elde edilirken arastrmada denenen antibiyotiklerin hig
birisinin A.baumannii tizerine etkili olmadig: belirlenmistir.
Yine ayni ugucu yaglar K.pneumaniae klinik izolat: i¢in de
onemli derecede etkinlik sergilerken, arastirmada denenen
antibiyotiklerden  sadece  Fosfomycin /  Trometamol
antibiyotigi klinik izolata kars1 14,25 mm’lik inhibisyon zon
cap1 degeri ile etkili bulunmustur. Ancak bu etki ugucu yaglara
gbre daha diisiik olmustur. E.fergusonii 1 ve E.fergusonii 2
klinik izotlar1 i¢in denenen antibiyotiklerden her iki izolat i¢in
sadece Fosfomycin/Trometamol antibiyotiginden 09,75
mm’lik inhibisyon zon ¢ap1 tespit edilmis ve bu deger T3 ve
T5 ugucu yaglarindan elde edilen degere gore oldukea diisik
olmustur. E.coli klinik izolat1 i¢in yine T3 ve T5 ugucu yaglar1
dikkate deger etkinlik sergilerken ¢aligilan antibiyotiklerden
sadece Cefixime antibiyotiginden 26,50 mm’lik inhibisyon
zon ¢ap1 elde edilmis ancak yine bu deger ugucu yaglara gore
daha diisiik olmustur. Diger yandan B.cereus 1, B.cereus 2
klinik izolatlar1 i¢in Cholamphenicol ve Gentamicin
antibiyotiklerinden tespit edilen degerler sirastyla 24,50 mm,
21,75 mm ve 23,50 mm ve 18,25 mm olmus ve bu degereler
denenen ugucu yaglara gore daha etkili bulunmustur.
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S.marcescens klinik izolat1 i¢in Gentamicin ve Kanamycin
antibiyotiklerden elde edilen degerler yine ugucu yaglara gore
daha yiiksek olmustur. Arastirmada denenen T4 ugucu yagi
Lauris nobilis tohumuna ait bir ugucu yag olup c¢aligmada
kullanilan klinik izolatlarin higbirisine etkili olmamistir

(Cizelge 1).

Agar disk difiizyon sonuglar1 dikkate alinarak tiim klinik
izolatlara kars1 antibakteriyal aktivite gosteren T3 veT5 ticari
ugucu yaglarmin MIK degerleri tespit edilmis ve sonuclari
Cizelge 2’de verilmistir. Arastirma sonuglarma gore klinik
izolatlara kars1 T3 ve T5 ticari ugucu yaglarindan elde edilen
MIK degerleri %0,0125 (v/v) ile %8 (v/v) arasinda olmustur.
T3 ugucu yagindan tiim klinik izolatlar i¢in MIK degeri elde
edilmis ve bu degerler A. baumannii, B.cereus 1, B.cereus 2,
E.coli, E.fergusonii 1, E.fergusonii 2, K.pneumonia,
S.marcescens klinik izolatlar1 i¢in sirastyla %4 (v/v), %8 (v/v),
90,125 (VIV), %8 (VIV), %8 (vIv), %0,0125 (v/Vv), %8 (v/V) ve
%8 (v/v) olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 1: 8 Farkl klinik izolata karsi ticari ugucu yaglarin disk diflizyon sonuglari

A.baumonnii B.cereus 1 B.cereus 2 E.coli E.fergusonii 1 E.fergusonii 2 K.pneumaniae S.marcences
T1 19,25 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm 31,00 mm 10,00 mm
T2 <06,00 mm 12,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm
T3 27,50 mm 10,50 mm 11,50mm 37,75 mm 33,25 mm 33,25 mm 22,75 mm 08,75 mm
T4 <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm
T5 26,50 mm 10,75 mm 13,25 mm 47,75 mm 22,75 mm 22,75 mm 20,25 mm 07,00 mm
AML25 — — — <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm
Al10 <06,00 mm 13,25 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm
CFM5 — — — 26,50 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm —
C30 <06,00 mm 24,50 mm 23,50 mm — — — — —
FOT200 — — — <06,00 mm 09,75 mm 09,75 mm 14,25 mm —
CN10 <06,00 mm 21,75 mm 18,25 mm — — — — 12,50 mm
K30 — — — — — — — 17,00 mm
LZD30 — — — — — — <06,00 mm —
P10 <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm — — — <06,00 mm —
TE30 <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm — 08,00 mm
VA30 — — — <06,00 mm <06,00 mm <06,00 mm — —

—: Pozitif kontrol olarak kullanilmamustir.

Cizelge 2: T3 ve T5 ticari ugucu yaglarmm % (V/V) olarak MIK degerleri

Klinik Bakteriler T3 T5
A.baumonnii %4 —
B.cereus 1 %8 %8
B.cereus 2 %0,125 —
E.coli %8 %8
E.fergusonii 1 %8 —
E. fergusonii 2 %0,0125 %8
K.pneumaniae %8 —
S.marcescens %8 —

—:> %8
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V. TARTISMA

Bozkurt ve ark. (2005), klinik orneklerden elde edilen
Serratia cinsi bakterilerin gesitli enfeksiyonlardaki rolii ve
antimikrobiyallere karst duyarhiliklar1 {izerine yapmis
olduklar1 arastirmada; Serratia cinsine ait tlirlerin
Amoxycillin, Ampicillin, ve Tetracycline kars1 duyarhilik
oranlarmm diisiilk, Gentamicin antibiyotigine ise yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (11).

Shan ve ark. (2007), Lauris nobilis L. yapragindan elde
ettikleri ekstraktin B. cereus ve S. aureus bakterilerine karsi
inhibisyon zon gaplarini sirasiyla 6,8 mm ve 8,1 mm olarak
tespit etmislerdir. Ancak E. coli bakterisine kars1 ekstraktm
etkili olmadigmi bildirmislerdir (12).

Baratta ve ark. (2013), icerisinde Lauris nobilis L. ugucu
yagminda bulundugu bes farkli esansiyel yagin antibakteriyal
aktivitesini ¢esitli bakterilere karsi incelemisler ve defne
ucucu yagindan Acinetobacter calcoaceticus NCIB 8230,
B.subtilis NCIB 3610, E.coli NCIB 8879, K.pneumaniae
NCIB 418 ve S.marcescens NCIB 1877 suslarina karsi
srastyla 16,4 mm, 7,8 mm, 7,5 mm, 6,7 mm ve 11,4 mm’lik
inhibisyon zon gaplar1 elde etmislerdir (13).

Bennadja ve ark. (2013), Lauris nobilis L. ugucu yagmin
sekiz farkli bakteriyal straine kars1 antibakteriyal aktivitisini
arastrmuglar ve E. coli, Serratia sp, K.pneumaniae ve
A.baumannii strainlerine karsi ugucu yagdan elde edilen
inhibisyon zon ¢aplarmi sirastyla 9,5 mm, 8,6 mm, 8,75 mm
ve 7,3 mm olarak belirlemiglerdir (14).

Cherrat ve ark. (2014), Lauris nobilis ugucu yaginin S.
aureus CECT 976, B. subtilis CECT 4071976 ve E. coli CECT
471suslarmna karsi inhibisyon zon cap1 ile MiK degerlerini
sirastyla 37,7+1,8 mm ve 4 pl/mL, 33,3+£2,2 mm ve 4 uL/mL
ve 23,7+0,4 mm ve 14 pL/mL olarak tespit etmislerdir (15).

Merghni ve ark. (2015), Lauris nobilis ugucu yaglarinin
agiz S.aureus suslarini dnemli antibiyofilm etkinligi ile inhibe
edebildigini ortaya koymuslar ve agiz hastaliklarinin
onlenmesinde ucucu yagmn umut verici oldugunu ifade
etmiglerdir (4).

Aziz ve ark. (2017), c¢oklu direngli iiriner sistem patojen
bakterilere karsi tibbi bitkilerin antibakteriyal aktivitesi
lizerine yaptiklar1 bir arastrmada Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerine kars1 Laurus nobilis ugucu yagi igin inhibisyon
zon ¢aplarmi sirasiyla 12,00 mm, 12,25 mm ve 12,75 mm;
MIK degerlerini ise 7,5 mg/mL, 15 mg/mL, 7,5 mg/mL olarak
tespit etmislerdir (16).

Caligmada antibakteriyal aktivitesi arastirilan bes farkli
ticari ugucu yagdan ikisinin (T3 ve T5) kullanilan tiim klinik
izolatlara kars1 antibakteriyal aktivite sergiledigi tespit
edilmistir. Bu aktivite 6zellikle A.baumannii, E.coli,
E.fergusonii 1,  E.fergusonii 2 ve K.pneumonia gibi
antibiyotiklere direng¢ goOstermeye baglamis ve Onemli
hastaliklara neden olan klinik bakteriler i¢in dikkate deger
bulunmustur. S6z konusu bakteriler icin MiK deger aralig1 ise
90,0125 (v/v) ile %8 (v/v) olarak belirlenmistir.
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Calismalarda kullanilan defne bitkisinin ve ugucu yaglarinin
farkli olmasi ve ¢alisilan bakterilerin strain diizeyinde benzer
olmamasi nedeniyle; oOnceki ¢alismalar ile arastirma
sonuglarimizin karsilagtirmasi s6z konusu olmamistir. Ancak
calismamizda onemli klinik bakterilere karst elde edilen
inhibisyon zon g¢ap1 degerlerinin diger arastiricilarin
degerlerinden daha yiiksek oldugu soylenebilir. Arastirmanin
bundan sonraki asamalarinda klinik izolatlara karsi etkili
bulunan ticari ugucu yaglarm GC-MS analizlerinin yapilmasi
ve elektron mikroskobu ile hiicreler {izerine etkinligin tespit
edilmesi planlanmaktadir.
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