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OZET

Anahtar Kelimeler: Biberiye, Sarimsak, Gida Patojenleri, Antimikrobiyal etki

Bu arstirmada sarimsak ve biberiyenin; gida kaynakli Bacillus cereus, Helicobacter
pylori, Staphylococcus aureus, Cronobacter sakazakiii, Salmonella Typhimurium
patojen bakterileri {izerine inhibitor etkileri arastirilmistir.

Bu amagla kagit disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir. Yapilan
analizler her bir 6rnek i¢in 3 defa tekrar edilmis ve ortalamasi alinmistir. Biberiye ve
sarimsak ekstraktinin her ikisinin de belirtilen gida kaynakli bes patojen tizerine farkli
oranlarda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. En biiyiik zon, 30.1mm
zon capiyla S. aureus iizerinde 1/1 oranindaki sarimsak ekstraktinda goriiliirken bunu;
B. cereus>C. sakazakii>S. Typhimurium>H. pylori izlemistir. Bu etki 1/8 oraninda
ise sadece C. sakazakii tizerinde goriilmistiir. 1000 ppm biberiye ekstraktina en hassas
bakteri B.cereus olurken, bunu H. pylori ve S. aureus takip etmistir. Biberiye
ekstraktina en direngli bakteriler ise S. Typhimurium ve C. sakazakiii olmustur.
Sarimsak ve biberiye ekstraktinin antimikrobiyal etkileri, kullanimi yaygin olan
antibiyotiklerden Cephalexin 30 (Ce30) ve Tetracycline 30 (CI30) ile de
kiyaslanmistir. Sonug olarak 1/1 oranindaki sarimsak ekstrakti; H. pylori harig, mevcut
tim bakterilere Cl 30°dan daha yiiksek antibakteriyel etki gostermistir. Te 30 ise
sadece S. aureus’a ve B. ceresus’a sarimsaktan daha az etki etmistir.

Aragtirmada, sarimsak ve biberiye ekstraktinin mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri her bir patojen igin farklilik
gostermekle birlikte; biberiye ekstraktinin MIK degeri, H. pylori ve B. cereus i¢in 62.5
ppm olurken; S. Typhimurium i¢in 250 ppm, diger bakteriler i¢inse 125 ppm olmustur.
Sarimsak ekstraktinin MIK degerleri ise; H. pylori icin 1/16, B. ceresus ve S.
Typhimurium igin 1/8, S. aureus ve C. sakazakii igin ise 1/4, seyreltme oraninda elde
edilmistir.

Calismada, emiilsiyon olusumu i¢in kullanilan Tween 20°nin ve ortamin yag igeriginin
antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisini de belirlemek iizere, siv1 kiiltiir ortamina
aycicek yagi ve Tween 20 ilave edilerek, mikrobiyal gelisim izlenmistir. %20 yag ve
Tween 20°nin %1.5 orani; sarimsak ve biberiye eksraktina kars1 direngli bakterilerden
olan S. aureus ve S. Typhimurium iizerinde, istatistiksel olarak (p<0,05) 6nemli
diizeyde etki gostermistir.



INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECT OF SOME
PLANT EXTRACTS ON FOODBORNE PATHOGENS

SUMMARY
Keywords: Rosemary, Garlic, Foodborne Phatogens, Antimicrobial Effect

In this study garlic and rosemary was studied and inhibitory effects of these spice
extracts on foofborne pathogens such as Bacillus cereus, Helicobacter pylori,
Sraphylococcus aureus, Cronobacter sakazakiii and Salmonella Typhimurium were
investigated.

For this purpose, disc diffusion and microdilution methods were used. Analyses for
each sample repeated three times and averaged. It was determined that rosemary and
garlic extracts had antimicrobial effects for five foodborne pathogens studied, in
different ratios. The largest zone was observsd garlic extract with 1/1 ratio on S. aureus
with a zone diameter of 30.1 mm; followed by B. cereus, C. sakazakiii, and S.
Typhimuriim, H. Pylori respectively. This effect was seen in the 1/8 ratio only for C.
sakazakiii. The most sensitive bacteria to the 1000 ppm rosemary extract was B. cereus
followed by H. pylori and S. aureus.The most resistant bacteria to the rosemary extract
was S.Typhimurium and C. sakazakiii. Antimicrobial effects of garlic and rosemary
were compared with commonly used antibiotics such as Cephalexin 30 (Ce30) and
Tetracycline 30 (CI30). As a result, 1/1 ratio of garlic extract showed higher
antibacterial effect than CI 30 on all of the existing bacteria with the exception of H.
pylori. Te 30 had less effect only on S. aureus and B. ceresus than garlic.

In the study, the minimum inhibition concentration (MIC) values of garlic and
rosemary extracts, determined by microdilution method, showed differences for each
pathogen. The MIC value of the rosemary extract was 62.5 ppm for H. pylori and B.
cereus; 250 ppm for S. Typhimurium and 125 ppm for other bacteria. MIC values of
garlic extract are; 1/16 for H. pylori, 1/4 for S. aureus and C. sakazakii, and 1/8 for B.
ceresus and S. Typhimurium.

In order to determine the effect of the oil content on antimicrobial activity, sunflower
oil was added to the liquid culture medium and microbial growth was observed. The
effect of Tween 20 used for emulsion formation on antimicrobial activity was
alsoinvestigated. It was observed oil and tween 20 had antimicrobial effects on
S.aureus and S. Typhimurium, at different ratios. It was determined that %20 oil and
%1.5 Tween 20 concenration showed a significant effect on S. aureus and S.
Typhimurium which are the most resistant to garlic and rosemary extract statiscially
showed inhibitor effect.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

Bitkiler senelerdir insan sagligi ve yasam Kalitesini artirmak i¢in kullanilmaktadir.
Tiirkiye sahip oldugu bitki ¢esitliligi agisindan diinyanin en zengin iilkelerinden
birisidir. Ulkemizde ¢ok sayida kiiltiir bitkisinin yetismesine uygun iklim kosulu ve
toprak yapist bulunmaktadir. Ulkemizde yaklasik 174 familyaya ait 1251 cins ve
12000 tiir ve alttiir bitki, kayitlarda olmakla birlikte bundan daha genis bir bitki ortiisii
dagilimi gostermektedir. Yaklasik 500 kadari tibbi olarak kullanilabilen bu bitkilerin
200 tanesi hem tibbi hem de aromatik amagli kullanilmakta ve ihra¢ edilmektedir (Erik
ve Tarikahya, 2004).

Gida endiistrisinde gidalarin raf dmriinii uzatmak dayanikliligini arttirmak igin 1s1l
islem kurutma fermentasyon gibi ¢esitli proseslerin yani sira kimyasal katki
maddelerinin kullanimi1 s6z konusudur. Bir¢ok gida maddesi bir veya birden ¢ok
mikroorganizma gurubunu igerirler. Bunlarin bazilar1 gidalarda istenilen rolii
oynarken (dogal fermente gidalarin {iretimi) digerleri gidalarda bozulmaya ve gida

kaynakli1 hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Bu mikroorganizmalar gida endiistrisinde insan sagligina olumsuz etkide bulunduklari
gibi gidalarda bozulma ve kokusmaya neden olduklarindan dolay: iiretici ve tiiketici
i¢in biiyiik sorunlar teskil etmektedir. Gida giivenligi, gida endiistrisinin son yillarda
en cok ilgilendigi ve en ¢ok kaygilandigi konudur. Gidalara iiretim asamasinda degisik
koruyucu maddeler ilave edilmektedir. Gidalarin korunmasinda pek ¢ok uygulama
bulunmasina karsin biyolojik yolla gidalarin korunmasi giiniimiizde tizerinde en fazla
odaklanilan uygulamalardan birisidir. Biyolojik koruma; pek ¢ok uygulamanin aksine
farkli kokenlerden gelen dogal antimikrobiyaller ile yapilmakta ve bu maddelerin
sayist arttikca kullanimi giderek yayginlagmakta ve gelismektedir. Bu amagla

kullanilan ve iizerinde ¢alismalar yapilan maddeler; hayvansal kaynakli (lizozim,



laktoferrin ve magaininler), bitkisel kaynakli iirtinler (fitoaleksinler, otlar, baharatlar)
ve mikrobiyal metabolitler (bakteriosinler, hidrojen peroksit, ve organik asitler) olarak
gruplandirilabilir (Erkmen, 2010).

Fenolik maddeler gidalarda antioksidan olmalarinin yani sira mikrobiyal giivenlik
acisindan da dnemlidir (Yalgimn ve ark.,1997). Fenolik maddeler, gida sanayi yaninda
farmakolojide de kullanilmaktadir. Ilag sanayinde fenolik maddelerin &zellikle

antimikrobiyal 6zelliklerinden faydalanilmaktadir (Nazck ve ark.,1995).

Gidalarda bulunan bazi organik asitler de ortamin ya da hiicre iginin pH’sin1
diislirerek veya hiicre membraninin gegirgenligini degistirip substrat taginimini
bozarak ya da mikroorganizmalarin yasami igin gerekli bazi metallerle selat
olusturarak antimikrobiyal etki gostermektedirler. Sitrik asit, stiksinik asit, malik asit
ve tartarik asit bu grupta yer almaktadir Bitkisel ve hayvansal yag asitlerinden 12-18
karbon atomu igeren orta zincirli yag asitlerinin koruyucu madde olarak etkin
olduklar bildirilmektedir (Ova, 2001).

Baharatlarda bulunan eugenol, timol, humulon, lupulon, allil izotiyosiyanat gibi
bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi; baharatlarin ¢ogunu Gr(+) bakteriler
ve kiiflere kars1 etkili hale getirmektedir. Yapilan arastirmalarda karisim halinde

kullanilmalarinin bu etkiyi daha da artirdigi goriilmiistiir (Yalgin ve ark., 1997).

Biberiyenin sekonder metabolitlerinin etkilerinin 6l¢iimii tizerine bir¢ok g¢alisma
yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda; antimikrobiyal, insektisit, antioksidan (Hussain ve
ark. 2010) ve antikanser (Bai ve ark., 2010), etkileri oldugu belirtilmistir.

Biberiye iizerine yapilan birgok ¢aligmada bilesenleri ve ugucu yag miktarlarinin ¢ok
biiyiik farkliliklar gosterdigi goriilmektedir (Giilbaba ve ark., 2002). Bilesenlerinin ve
ucucu yag miktarmin gostermis oldugu bu farkliliklar; depo siiresi, agronomik
kosullar, bitkinin bulundugu gelisim donemi ve bitkinin yas1 ile hasat edilen organ
gibi bir¢ok faktorden etkilendigi bilinmektedir (Gurbuz ve ark., 2016).



Eski Misir, Yunanistan, Roma ve Hindistan’da sarimsagin bir gida, baharat ve ilag
olarak kullanildig: ifade edilmektedir. Modern bilimin ilk ¢alismalarin1 yapmis olan
Pastor ve Lehmann sarimsagin antibakteriyel etkilerini daha o yillarda ispatlamiglardir
(Hughes ve Lawson 1991, Elsom ve ark.2000). Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
raporlaria gore 1900 bitkisel drog uluslararast farmokopilerde kayitli olup bunlar
arasinda en sik goze ¢arpanin sarmisak ve sogan oldugu bildirilmektedir (Topal, 1989).

Baharatlarin animikrobiyal aktiviteleri; genis oranda ¢esitlilik gostermekte olup,
baharat ve bitkinin tiiriine, test besiyerine ve mikroorganizmalarin tiiriine baghdir
(Toroglu ve Cemet, 2006).

Bu nedenle; ne kadar ¢ok farkli orijinli mikroorganizma suslariyla ve bitkilerle
caligilirsa 0 kadar giivenilir ve detayli bilgi elde edilmesi miimkiindiir. Bu amagla bu
aragtirmada sarimsak ve Dbiberiye bitkisinin, Helicobacter pylori, Salmonella
Typhimurium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve Cronobacter sakazakii
tizerindeki antimikrobiyal etkileri hem kati hem sivi besiyerinde arastirilmistir.
Calismada disk diflizyon ve 96 kuyucuklu mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir.
Ayrica ortamin yag iceriginin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkinligini belirlemek
amaciyla Tween 20 varhiginda ortama yag ilave edilerek antimikrobiyal gelisim
izlenmistir. Calisma sonunda Tween 20 nin inhibitor etkiyi azaltip azaltmadigi da
belirlenmistir. Bu ¢alismada, son yillarda sentetik koruyucularin zararlarinin
anlasilmasi tizerine; dogal koruyuculara olan ilginin artmasiyla geleneksel olarak
tedavi amagl ve tat verici olarak kullanilan, biberiye ve sarimsagin antimikrobiyal

Ozelliklerinin arastirilmas1 amaglanmustir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETI

2.1. Gida Maddelerinde Dogal Antimikrobiyal Sistemler

Gelisen teknoloji ile birlikte gida endiistrisinde de gidalar1 daha iiziin siire tiiketilebilir
halde tutabilme istegi gidalarin iiretiminde c¢esitli antimikrobiyallerin kullanimini
zorunlu hale getirmistir. Antmikrobiyal maddeler gidalarda istenmeyen ancak farkli
yollarla gidalara bulasabilen bakteri, kiif ve mayalart mikroorganizmalar1 ortamdan
yok etmek, cogalma ve faaliyetlerini 6nleyerek raf 6mriinii uzatmak amaci ile gidalara
eklenmektedir. Bu amagla kullanilan ilk antimikrobiyaller tuz, titsii ve cesitli
baharatlar olmustur. Baslangigta bunlar daha ¢ok lezzet verici olarak kullanilsa da daha
sonralar1 gidalarin uzun siireleri dayandirilmalarinda etkili olduklari anlasilmistir.
Antimikrobiyaller iki kisimda incelenebilmektedir. Bunlar1 laboratuvar kosullarinda
elde edilen yapay antimikrobiyaller ve biyolojik sistemlerde bulanan dogal
antimikrobiyaller olmak tizere iki grupta incelemek miimkiindiir. Birinci gurupta yasal
diizenlemelerle gidalarda kullanimina izin verilen asetik asit ve asetat, benzoik asit ve
benzoat, laktik asit ve laktat, nitrit ve nitrat, sorbik asit ve sorbat, siilfit gibi sentetik
antimikrobiyaller yer alirken ikinci gurupta ise hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal

kokenli dogal antimikrobiyaller gelmektedir (Davidson ve Naidu, 2000).

Bu antimikrobiyallerin etkili olabilmesi i¢in ortamin pH’s1, bilesimi, su aktivitesi ve
kullanim miktart etkin bir rol oynamaktadir. Mikroorganizmalarin gidalar iizerinde
olusturduklart olumsuz etkileri ve toksik agidan sebep olduklari zararlari 6nlemek igin
hangi gida katki maddesinin kullanilmasi gerektiginin belirlenmesi kadar 6nemli olan
birtakim &zellikler vardir. Bunlar; bu maddelerin belirli bir saflikta olmas1 basit yapida

olmas1 ve genis bir spekturumda etkili olmas1 ve ucuz olmasidir (Ayhan, 2000).



Bunlarin disinda bu maddelerin tiiketiminden dogabilecek zararlarin diisiik diizeyde
olmasi toksik etki gdostermemesi ve yag dokularinda birikmemesi gerekmektedir.
Antimikrobiyallerin etkisi patojenlerin sayisinin artmasini engelleyici veya patojenleri
oldirtct olabilir. Gidalarin bilesimindeki bir¢ok madde mikroorganizmalar tizerinde

antimikrobiyal etkiye sahiptir (Ayhan, 2000).

Gidalarin bilesiminde yer alan bazi organik asitler de ortamin ya da hiicre iginin
pH’sin1 disiirerek, hiicre membraninin gegirgenliginde farkliliklar olusturup substrat
tasinimini bozarak veya mikroorganizmalarin yasami igin gerekli baz1 metallerle selat
olusturarak antimikrobiyal etki gostermektedir. Sitrik asit, siksiinik asit, malik asit ve
tartarik asit bu gurubun iginde bulunmaktadir. Bitkisel ve hayvansal yag asitlerinden
12-18 karbon atomu igeren orta zincirli yag asitlerinin koruyucu madde olarak etken
oldugu bildirilmektedir (Ova, 2001).

Dogal antimikrobiyal maddelerin bir kismi gidalarin raf Omriinii arttirmakta
kullanilmakta iken bir kismi hala arastirma asamasindadir. Yumurtada bulunan
lizozim siitte bulunan laktoferrin ve laktoperoksidaz kan serumunda bulunan
transferinler hayvansal kaynakli dogal antimikrobiyallere 6rnek verilebilir. Baharat ve
bitkilerden elde edilen carvacrol, eugenol, thymol, allicin gibi bilesenler ile esansiyel
yaglar bitkisel kaynakli dogal antimikrobiyallere 6rnek olurken mikroorganizmalardan
elde edilen nisin ve pediosin gibi maddeler ise hayvansal kokenli dogal

antimikrobiyaller arasindadir (Yilmaz ve Tosun, 2012).

Gidalarin bilesiminde bulunan birgcok madde antimikrobiyaller; bitkisel kaynakli,
hayvansal kaynakli ve mikrobiyal kaynakli  antimikrobiyaller  olarak
smiflandirilabilirler (Davidson ve Naidu, 2003).

2.1.1. Hayvansal kaynakh dogal antimikrobiyaller

Gelisen gida teknolojisi ile birlikte hayvansal kaynakli farkli antimikrobiyaller de
kullanilmaya baslanmustir. Ornegin siitte bulunan laktoferrin ve laktoperoksidaz siitiin

profilaktik ve terapotik 6zellikleri ile bioaktif komponentleri olarak bilinmektedirler.



Ayrica yumurta akinda bulunan birtakim antimikrobiyaller mikroorganizmalarin
cogalmasimi oOnleyici Ozellige sahiptirler. Yumurtadaki ovotransferin demir gibi
metalleri; avidin ve ovoflavoprotein ise biotin ve riboflavin gibi vitaminleri baglayici
ozellige sahiptir. Yumurta akindan Kristalizasyonla %70-80 oraninda elde edilen ve
30°C’de yaklasik 6 ay aktivitesini kaybetmeyen lizozim; bakteri hiicre duvarindaki
peptidoglukan tabakayi hidrolize eder. Ozellikle Gr(+) bakterilere kars: etkili olmakla
birlikte termofilik spor olusturan bakterilere karsi da etkili olabilmektedir. Boylece siit
ve siit triinlerinde kullanilan nitrat, H202 gibi kimyasallarin yerine alternatif
olusturabilmektedir (Gill ve Holley, 2000).

2.1.2. Bitkisel kaynakh dogal antimikrobiyaller

Fenolik bilesenler ve bunlarin oksijen bagli tiirevleri basta olmak tizere bitkiler sayisiz
aromatik bilesikler tretebilmektedir. Su ana kadar yaklasik 12.000 tanesi izole
edilerek tanimlanmis olan bu maddeler ikincil metoboliler olarak iiretilmekte olup
aromatik bilesiklerin %10 unu olusturmaktadirlar. Terpen, kinon ve tanin gibi
maddeler antimikrobiyal arastirmalarda kullanildigi gibi koku ve pigment olusumunda
rol oynamaktadirlar (Cowan, 1999). Bitkisel antimikrobiyal maddeler fenolikler,
terpenoidler- ugucu yaglar, alkoloidler, lektinler- polipeptitler ve poliasetilenler olmak
tizere bes grupta incelenmektedir. Fenoller bitkisel antimikrobiyal ajanlarin en genis

grubunu olusturmaktadirlar (Erdogan ve ark., 2013).

Antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklere sahip olan bitkiler ve baharatlar gida
sektoriinde giizel koku ve lezzet verici olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
bitki ve baharatlardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin bakteri ve kiifler tizerinde
etkili oldugu goriilmiistiir. Ticari anlamda en yaygin kullanilan baharat ve bitkiler;
sarimsak, kekik, biberiye, kirmizibiber, karanfil, karabiberdir. Bunlarin yaninda nane,
maydanoz, adagayi, defne gibi bitkilerin de mikroorganizmalar iizerinde

antimikrobiyal etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur.



2.1.2.1. Cahsmada kullamlan baharatlar

2.1.2.1.1. Biberiye (Rosmarinus Officinalis F.)

Laminacae familyasina ait ve botanik adi Rosmarinus Officinalis F.’olan bibeririye
son derece onemli tibbi ve aromatik bir bitki tirtdir. Cok yillik, kisin yaprak
dokmeyen ve soluk mavi renkli ¢i¢egi olan bu bitki, ¢ali goériiniimiindedir. Adana ve
Mersin illerinde yaygin olarak bulunmakla birlikte Tirkiye’nin giiney ve bati

kiyilarinda dogal olarak yetismektedir.

Esas etken maddesi ugucu yaglar olan biberiyeden %1-2 arasinda ugucu yag elde
edilmektedir. Sineol, kafur ve borneol ugucu yaglari olusturan en Onemli
bilesenlerdendir. Biberiye yapraklarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip biyoaktif
bilesenlerden; carnosic asit, carnosol, rosmanol, ve onun izomerleri epiisorosmanol ve
epirosmanol, flavonoidlerden homoplantoginin cirsimaritin genkwanin, gallocatechin,
nepetrin, hesperidin, 6-hydroxyluteloin-7-glucoside, luteloin-3’-glucuronide ve

luteloin-3’-0-/0-acety)-B-D glucuronidenin iki izomerini igerdigi belirtilmistir.

Biberiye bitkisinin bazi hastaliklara iyi geldigi bilinmektedir. Bunlar; halsizlik, astim,
seliilit, kolesterol, karaciger, migren, 6dem, unutkanlik olmakla birlikte biberiyenin
antiseptik, idrar artirici, giic verici, yara iyilestirici gibi o6zellikleri de vardir
(Acartiirk,1993). Biberiye bitkisinde bulunan aromanin konsantrasyonunun yiiksek
olmasndan dolay1 1000 ppm’in iizerinde bir miktarda kullanilmasi tat ve kokuda

olumsuz etkilere sebep olmaktadir. (Sengiin ve ark., 2000).

Biberiyenin ekstrakte edilmeden katiliminin et ve et iriinlerinde birtakim duyusal
sorunlara neden oldugu bazi arastirmacilarca belirtilmistir (Liu ve ark., 1992; Turp,
1999).

Biberiyeden elde edilen ucucu yag ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirildig: bir caligmada, metanol ekstresinin ugucu yaga gore daha az

antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Celiktas ve ark., 2007). Biberiyenin



bilesenleri, oranlar1 ve etkileri tizerine yapilan bir ¢alismada sonuglarin mevsime,
bolgelere, bitkinin kullanilan kismina, elde edilis yontemi ve ekstraksiyonda kullanilan
solvente ayrica bitkinin genetik, su, 1sitk ve vejatasyon donemine gore farklilik
gosterdigi belirtilmektedir (Del Bafio ve ark., 2003).

Biberiye giiniimiizde kozmetik, parfiimeri, aromaterapi, eczacilik ve gida gibi ¢ok
farkli alanlarda kullaniimaktadir. Gida iiretiminde en yaygin bir sekilde kullanilan ve
en etkili baharat bitkisi biberiyedir. Avrupa ve Amerika’da antioksidan olarak, ticari
amagli yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (Bozin ve ark., 2007). Yapilan bilimsel
calismalarla biberiye’nin antibakteriyel, antioksidan, antiviral bagisiklik sistemini

iyilestirici etkilerinin oldugu anlagilmistir (Gachkar ve ark., 2007).

2.1.2.1.2. Sarmmsak (Allium Sativum)

Alliaceae familyasina ait ve botanik adi Allium Sativum olan sarimsak insanlik tarihi
kadar eski bir gecmise sahip olup baharat seklinde yaygin bir tiiketime sahiptir.
Sarimsagin antimikrobiyal 6zelligi ilk olarak 1858 yilinda Louis Pasteur tarafindan
bulunmustur. Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda sarimsak ekstraktinin antibiyotik,
hipoglisemik etki, antitimdr, antioksidan ve antitrombotik gibi 6zelliklerinin oldugu

anlagilmistir.

Allisin sarimsaga karakteristik kokusunu verdigi gibi sarimsagin antimikrobiyal etki
gostermesini de saglamaktadir. Allisin disinda sarimsakta baska antimikrobiyal 6zellik

tastyan diger bir bilesikte alojendir (Dogug, 2007).

Tablo 2.1. Bazi1 Baharatlarin/Bitkilerin Etki Alani ve Aktif Bilesenleri (Meyer ve dig., 2002).

Baharat ve Bitkiler  Aktif Bilesenleri Etki Alanlari

Yenibahar Ogenol Kiifler, mayalar

Defne Ogenol, linalool, 1,8-sineol, Listeria, Salmonella, Camphylobacter,
umbellulon Staphylococcus, E. coli

Targin Sinamik aldehit, 6genol Mayalar, bakteriler (Staphylococcus, Listeria)

Karanfil Ogenol Kiifler, mayalar, bakteriler (Bacillus subtilis)

Sarimsak Allisin Kiifler, mayalar, bakteriler (E.coli) Bakteriler

Biberiye 1,8-sineol, camphor, linalool  (Bacillus cereus)




Sarmmsagin bugiin basta ispanya, italya, Misir, Fransa, Brezilya, A. B. D, Hindistan
ve Japonya, ayrica Balkan iilkeleri olmak iizere hemen hemen biitiin diinyada tarim1
yapilmaktadir (Ceylan, 1997).

Son yillarda, sarimsagmn serum kolesteroliinii diisiiriicii  etkisinden dolay1
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli rahatsizliklar i¢in de etkili oldugu bildirilmistir
(Ali ve ark., 2000). Sarimsak ekstraktinin; Gram (-) ve Gram (+) bakterilerin tiremesi
tizerine inhibe edici etkiye sahip oldugu (Arora ve Kaur, 1999) ve ayn1 zamanda

antifungal etki gosterdigi belirtilmistir (Yin ve Tsao, 1999).

2.1.3. Mikroorganizma kaynakh antimikrobiyaller

Laktik asit bakterileri antimikrobiyal o&zellige sahip c¢esitli  metabolitleri
tiretebilmektedirler. Laktik asit bakterileri tiirlerine, cinsine ve gelisme ortaminina
bagli olarak etanol, diasetil, CO>, asetik asit, reutrein, laktik asit, laktik asit tiirevleri
ve diisik molekiillii peptitler iretebilmektedir. Uretilen bu etken maddeler
Staphlococcus spp., Clostridium spp., Listeria monocytogenes, Bacillus spp. gibi
patojen ozellikli mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin sporlari ile vejetatif
formlar1 tizerinde antimikrobiyal etki gostermektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen antibakteriyal etkili maddelerinin gidalarda koruyucu olarak kullanilmalarinin
temel nedenleri arasinda GRAS statiisiinde olmalar1 6karyotik hiicrelere kars: aktif ya

da toksik olmamalar1 genel olarak pH ve sicakliga karsi tolerans gostermeleridir.

Bunun yani sira kullanilan bakteriyosine duyarli olmayan susun ortamda hizla
gelismesi maya veya kiifler karsisinda etkisiz kalmasi ise s6z konusu bakteriosinin
gidalarda koruyucu olarak kullanilmasimi sinirlayan faktorlerdendir. Ayrica bazi
kosularda kullanilan bakteriyosinin stabilitesi ve aktivitesi olumsuz etkilenmektedir.
Ornegin spesifik olmayan pretolitik enzimler, oksidasyon, agir metaller, ortamm pH
degeri, sicaklik gibi etmenler bu duruma sebep olabilir (Sahin, 2006).
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2.1.3.1. Nisin

Ik olarak 1923 yilinda Rogers tarafindan peynir iiretimi sirasinda yasanan sorunlar
sirasinda kesfedilmistir. Ticari olarak 1953 yilinda iiretilmeye baslanan nisin gida
sektoriinde kullanilan en 6nemli koruyucu gida katki maddelerinden biridir. Birlesmis
Milletler Gida ve Ilac Idaresi tarafindan GRAS statiisiinde kabul edilen nisin, yaklasik
30 y1l dnce Ingitere de kullanilmaya baslandiktan sonra Avrupa, Amerika ve Cinde’de
kullanilmaya baslanmistir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kullanim1 onaylanan bu
koruyucu gida katki maddesi, kuru formda o6zelligini uzun siire koruyabildigi gibi
diisiik pH da ¢oziiniirliigii daha fazladir. Nisin peynir, siit, konserve gibi gidalarda
giivenli bir sekilde kullanilmaktadir (Unliitiirk, 2003).

Birgok bakteriyosin sadece belirli tiirleri inhibe ederken, nisinin antibakteriyel
spekturumu daha genistir. Stafilokoklar, sporlu bakteriler, laktik asit bakterileri ve
Listeria monocytogenes dahil bir¢ok Gr(+) mikroorganizmalar iizerinde etkili, maya
ve kiiflere kars1 etkisizdir (Arauz ve ark., 2009). 1990 yilindan sonra yapilan
calismalarda nisinin bazi Gr(-) bakterilere karsi da etkili oldugu belirtilmistir

(Vandenbergh, 1993).

Nisin kendisine duyarli olan mikroorganizmalarin hiicre duvarinda tahribata yol
acarak bakteriyosidal etki gosterir. Nisin hiicre memraninda porlar olusturarak hiicre
ici organellerin disart akmasini saglayarak ya da hiicre duvar1 sentezini durdurarak

bakteriyosidal etkisini gosterir (Gill ve Holley, 2000).

2.2. Antimikrobiyal Aktiviteye Etki Eden Faktorler

Birgok neden dogal antimikrobiyal maddelerin aktivitesinde degisiklige neden olabilir.
Gidalarin bilesiminde bulunan protein, yag miktari, tuz oran1 ya da pH gibi faktorler
dogal antimikrobiyallerin bakteriyosin ozelligini 6nemli Olglide etkilemektedir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda ortamin yag varligi veya yagin ¢esidi esansiyel yaglarin
antimikrobiyal 6zelligini etkiledigi belirlenmistir. pH’nin da antimikrobiyal etki

mekanizmasi iizerinde 6nemli bir etken oldugu bilinmektedir (Sahin, 2006).
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Yaptilan bir ¢alismada diisiik pH seviyesinin; esansiyel yaglarin ¢oziintirliigiini ve
stabilitesini artirarak antimikrobiyal aktivitesini artirdigini bildirmislerdir. Ayrica
ortamdaki NaCl miktarinin artmasinin da esansiyel yaglarda antimikrobiyal
aktivitenin artmasina sebep oldugu diistiniilmektedir. Bitkisel ekstrakt ya da esansiyel
yaglarin antimikrobiyal aktivitesi bitkinin ekstraksiyon yontemine ve igeriginde
bulunan esansiyel yag miktarina bagli olarak farklilik gosterir. Bir yilin farkli
zamanlarinda hasat edilen “’Lemongrass’® bitkisinin esansiyel yaglarinin
antimikrobiyal etkisinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Aralik ayinda ve Mayis
ayinda toplanan ‘Lemongrass’’ bitkisinden elde edilen esansiyel yag tizerinde denenen
mikroorganizmalarin %100’ini inhibe ederken Subat ile Nisan aylar1 arasinda hasat

edilen ‘lemongrass’ %73-80 oraninda etkili olabilmistir (Lopez ve ark., 2005).

Mikroorganizmlarin gram ozellikleri de antimikrobiyal aktivite iizerinde 6nemli
etkenler arasindadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda Gr(+) bakterilerin Gr(-) bakterilere
gore bitkilerden elde edilen dogal antimikrobiyallere karsi daha duyarli oldugu
anlasilmistir (Kim ve ark.1995; Yuste ve Fung., 2002; Bagamboula ve ark. 2003;
Nassar ve ark. 2004). Gr(-) bakterilerin hiicre duvari oldugu igin Gr(+) bakterilere gére
esansiyel yaglara kars1 daha dayanikli oldugu diistiniilmektedir (Kim ve ark., 2011,
Ravichandaran ve ark., 2011).

Antimikrobiyal aktivite test edilen susa gore farklilik gosterebilmektedir.
Antimikrobiyal etkisi arastirilan bitkisel ekstrakt ya da esansiyel yaglarin Kimi
mikroorganizmalar {izerinde etkili oldugu kimilerinin {izerinde etkili olmadig
goriilmistiir. Shigella sonnei ve Shigella flexneri suslari tizerinde 17 farkli baharat ve
bitki esans yaglarinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada karanfil esansiyel yagi biitiin
suslar tizerinde inhibe edici etki saglarken feslegen kusburnu ve mercankosk Shigella

flexneri CIP susu harig digerleri tizerinde antimikrobiyal etki gostermemistir.

Dogal antimikrobiyallerin antimikrobiyal etki mekanizmasina oksijen, sicaklik, siire,
su aktivitesi, gidanin kat1 ya da sivi yapida olmasi ve ortamin bilesenleri gibi diger
faktorlerin de etki ettigi anlasilmistir. Yapilan bazi arastirmalarda sicaklik yiikseldikge

antimikrobiyal aktivitenin de yiikseldigi belirlenmistir (Hao ve ark., 1998; Friedman
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ve ark., 2004). Yapilan bir ¢calismada birtakim yag ve bilesenlerin E. coliO157:H7 ve
Salmonella enterica’da inhibitdr etkileri incelenirken elma suyu 4,21,37°C gibi farkli
sicakliklarda inkiibe edilmis ve sicaklik yiikseldik¢e inhibitér etkininde arttigi
belirtilmistir Ayn1 ¢alismada E. Coli 0157:H7 ve Salmonella enterica tizerinde siire
faktorii analiz edilmis 5, 60, 120 dakika gibi farkl: stireler denenmis ve antibakterial
etkinin siire ile birlikte arttig1 anlasilmistir (Friedman ve ark., 2004).

Yapilan arastirmalarin bazilarinda emiilsiyon olusturmak amaciyla ortama Tween 20
ve Tween 80 eklenmektedir (Mau ve ark., 2001; Bagamboula ve ark., 2003). Baz1
calismalarda ise kullanilmamaktadir (Smith ve ark., 2001; Takikawa ve ark., 2002).

Yapilan bir calismada cay agaci yaginin antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve Tween
varliginda antimikrobiyal etkide azalma oldugu belirlenmistir. Bu gibi dezavantajlari
engellemek, en aza indirgemek ve yag-su emiilsiyonlarini stabilize etmek i¢in diisiik
konsantrasyonlarda bakteriyolojik agar kullanimi alternatif olarak onerilmistir (Mann

ve ark., 1998).

Gidalarin protein igerigi de antimikrobiyal etkiyi azaltmaktadir. Gida maddesi
icerisinde  bulunan  proteinler  antimikrobiyal —maddeler ile  kompleks
olusturmaktadirlar. Bu sebeple antimikrobiyal etki azalmaktadir (Smith ve ark., 2001).
Gidalarin diisikk su aktivitesine sahip oldugu zaman antimikrobiyal maddelerin
bakteriyel hiicreye gegisini zorlagtirarak antibakteriyel etkiyi azalttigi bilinmektedir
(Smith ve ark., 2001).

2.3. Fenolik Maddeler ve Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Fenolik maddeler bitkinin normal gelisimi sirasinda salgilanan ikincil metabolitlerdir.
Fenolik maddeler genel olarak bir veya birden fazla hidroksil gurup igeren bir aromatik
halkaya sahip, degisik yap1 ve islevlerdeki metabolitlerdir (Robards ve ark., 1999;
Naczk ve ark., 2004)

Gidalarda bulunan fenolik maddeler kullanildiklar: triinlerde renk, acilik, burukluk,

tat, koku ve tiriniin oksidatif stabilitesi gibi 6zelliklere etki edebilmektedir. Fenolik
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maddelerin besin degeri olmamasina ragmen saglik agisindan olumlu etkilerinin

oldugu tespit edilmistir. (Naczk ve ark., 2004).

Yogunluk miktarina bagli olarak fenolik bilesenlerin antimikrobiyal etki mekanizmasi
da degigmektedir. Fenolik bilesikler diisiik konsantrasyonda enerji iiretmekle gorevli
olan yapilar (enzim) etkileyerek, yiiksek konsantrasyonlarda ise proteinlerin yapisini
bozarak etki etmektedir. Inhibisyon mekanizmasi ile ilgili diger yaklasimda ise toksik
madde olusumu ve mikroorganizma gelisimini 6nleyecek bigcimde hiicre duvarinda
tahribata yol a¢tig1 ve hiicre i¢i maddelerin hiicre disina ¢ikarak hiicre biitiinliigliniin
bozuldugu ileri siirlilmekte.Hiicre i¢inde enerji liretimi ve bazi bielesnlerin sentezinde
enzim sisteminin zarar gormeside hiicresel 6liime sebebiyet vermektedir. (Culter,

2000; Meyer ve ark., 2002; Kim veark., 2004; Tassaou ve ark., 2004).

Fenolik bilesikler antimikrobiyal etkinliklerini bakteri hiicresinde stoplazmik
memranin yapisini bozarak, protonlarin (H+) hiicre disina ¢ikisini baskilayarak, aktif
transport siirecinde iyon hareketlerini engelleyerek ve hiicre igerigini pthtilagtirarak
gerceklestirmektedir (Burt, 2003).

Baz1 fenollerin (gallik asit p-hidroksi benzoik asit gibi) Clostridium botulinum’un A
ve B tiplerinin sporlart iizerind etkili oldugu s6z konusu sporlarin miktari azaldikca

fenolik bilesenlerin etkilerininde de arttig1 bildirilmistir (Ova, 2001).

Antosiyaninler daha c¢ok renklendirici 6zellikleriyle taninmakla birlikte Escherichia
coli, Staphlococcus aureus, Lactobacillus casei gibi bazi bakteriler igin inhibitér olma
ozelligine de sahipler (Ova, 2001).

[zosiyonatlarm antimikrobiyal etki gosterdigi ve proteinlerin —SH gruplar ile
reaksiyona girerek buna neden oldugu diistiniilmektedir. Allil izosiyonat dogal olarak
bulundugu gidalarda koruyucu olarak rol almaktadir. Ezilmis sarimsak, taze sarimsak
ekstrakti, sulu ve alkollii ekstraktlari, liyofilize tozlari, buhar distile yagi gibi sarimsak
triinlerinin Gr(+) ve Gr(-) bakterilere karsi genis antimikrobiyal etki gosterdigi

gorilmiistiir.
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2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir mikroorganizma
tiirti tizerinde in-vitro olarak etkisini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerdir. Bitkilerin
antimikrobiyal etkileri ile ilgili arastirma yapilirken laboratuvar kiiltiir ortamlarindan
faydalanilmakta, tiirbidimetrik yontemler, inhibisyon zonlarmin 6l¢iimii, biyomas
agirhiklarimin - belirlenmesi, mikroorganizma sayimlar1 gibi  farkli  yontemler
kullanilabilmektedir Bununla birlikte, diger antimikrobiyal bilesiklerdeki gibi MIK
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1) belirlenerek antimikrobiyal etkinlik
degerlendirilmektedir (Nychas ve ark., 2003; Tassaou ve ark., 2004).

2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Laboratuvarlarda antimikrobiyal etkinligin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontem
disk difiizyon testleridir. Bu test, kagit disklere emdirilen antimikrobiyal maddenin
duyarlilig1 arastirilan mikroorganizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi
ilkesine dayanmaktadir. Bu sebeple; belli oranlarda antimikrobiyal madde emdirilmis
kagit diskler, test edilecek olan bakterilerin inokiile edildigi kati besiyerlerine
yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢6ziinlip agara dogru difiize olurken, inokiile edilen
bakteri de ¢ogalmaya baslar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra antimikrobiyal
maddenin tamamen diflize oldugu diskin g¢evresinde ireme goriilmez.
Mikroorganizma antimikrobiyal maddeye ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zon cap1 o kadar biiyiik olacaktir. Inhibisyon zonunun gapi mm olarak
Olgiilerek, standart zon tablolarinda bulunan degerler ile karsilastirma yapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara karsi duyarlilik durumu belirlenir
(Bauer ve ark., 1966).

2.4.2. Tirbiidimetrik yontem

Bu yontem zarar verici olmayan, diisiik maliyetli, hizli ve diisiik hassasiyet seviyesine
sahiptir. Mikrobiyal gelisim egrisinin {ist kisimlarini tespit etmede kullanilmaktadir.

Hiicrelerin farkli gelisim evrelerindeki sayisina gore adsorbanstaki farklilik
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ol¢iilmekte ve buna gore mikrobiyal popiilasyon tahmin edilmektedir (Nychas ve ark.,
2003; Tassaou ve ark., 2004). Spektro-fotometrede anlamli okumalar i¢in 10°-10” kob
/ ml seviyelerinde mikrobiyal yiike ihtiya¢ duyulmaktadir. Cogalma asamasinda olan
< 10° kob / ml seviyesindeki mikro-organizmalar bu yontem ile belirlenememekte,
absorbansta herhangi bir artis gézlenememektedir. Bu dezavantaji yok etmek amaciyla
belirli araliklarla 6rnek alinarak bakteriyel gelisimin izlenmesi daha faydali
olmaktadir (Davidson ve Naidu., 1989; Kim ve ark., 2004).

2.4.3. iImpedimetrik yontem

Inhibitor etki gosteren maddenin gercek zaman icindeki hareketlerini impedans dl¢iim
prensibi ile gozlemlemek igin kullanilir. Inhibitér bilesenlerin aktivitelerini izlemek
i¢in kullanilan alternatif hizli bir yontemdir. Bu yontemde, bakteriyel gelisim ile diisiik
iletkenlige sahip besin 6gelerinin yiiksek iletkenlige sahip bilesenlere doniigmesi ile
olusan impedimetrik degisim 6l¢iilmektedir. Tiirbidimetrik yontemde oldugu gibi plak
sayimlar ile kalibrasyon gerektirmektedir (Nychas ve ark., 2003; Tassaou ve ark.,
2004).

2.4.4. Geleneksel mikrobiyolojik yontem

Uzun siirmesi ve el becerisi gerektirmesine ragmen mikroorganizma sayimi ilkesine
dayanan bu yontem giiniimiizde antimikrobiyolojik ¢alismalarda yaygin bir sekilde
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin en biiyiik avantaji diger yontemlerden daha
ucuz olmasidir. Yontemin tekrarlanabilirliginin diisik olmasi, bununla birlikte
kullanilan materyale bagli olarak sonuglarda farklilik olugmasi ve inkiibasyon

stiresinin fazla olmasi ise yontemin en onemli dezavantajlaridir (Tassaou ve ark.,

2004).

2.4.5. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)

Farkli konsantrasyonlarda denenen ve antimikrobiyal bilesenin mikrobiyal gelisimi

tamamen durdurdugu en diisiik konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
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(MIK) olarak tanimlanmaktadir. MIK belirlemek igin kat1 agar ya da sivi besi
ortaminda antimikrobiyal diliisyonlarinin hazirlanmasi ¢ok sik kullanilan yontemler
arasindadir (Kim ve ark.,1995; Lambert ve ark., 2000). Inkiibasyon sicaklig1 ve
inokulum miktar1 bir antimikrobiyalin MIK degerinin belirlenmesinde en &nemli
etkenlerdir. Son yillarda gelistirilen Bioscreen Microbiological Growth Analyzer
cihazi ile ayn1 anda ¢ok sayida mikroorganizma ve antimikrobiyali aragtirma olanagina

erigilmistir (Tassaou ve ark., 2004).

2.5. Mikroorganizmalar

2.5.1. Helicobacter pylori

H. pylori mikroaerofilik, Gr (-), kapsiilsiiz ve hareketli bir bakteri tiirtidiir. H. pylori
goriinim olarak 2,5-5 mikrometre boyunda 0,5-1mm eninde sporsuz ve spiral
sekillidir. Sahip oldugu flajeller sayesinde hareket eder. H. pylori midenin yiiksek asitli
ortaminda canliligini devam ettirebilmek amac ile iireaz enzimi salgilayarak iireyi
pargalar ve amonyaga ¢evirir. Bu sayede midenin zararli ortamindan kendini korur ve
mide mukozasi igine yerleserek koloniler olusturur. Helicobacter genusu igerisinde
sadece H. pylori insan midesinde rahatga cogalabilmektedir. H. pylorinin mide
dokular1 diginda diger oOrneklerden izolasyonu olduk¢a zordur. Izolasyondaki
yetersizlik; ¢cevresel sartlara maruz kaldigi zaman morfolojisi, metabolizmasi ve tireme
ozelliklerinde gozlemlenen farkliliklardan kaynaklanmaktadir. (Tennover ve ark.,
1991).

H. pylori yar1 gecirgen dis duvar fosfolipitlerce zengin stoplazmik membran ile Gr(-)
hiicre duvari yapisina sahiptir. Bu bakteri fiziksel ve kimyasal sitrese maruz kaldigi
zaman kokoid forma gecer ve metabolik aktivitesini en aza indirger. Bu durumda
canliligin1 korur ancak kiiltiir ormaninda iireme 6zelligini kaybeder. Mikroskop altinda
goriilebilen fakat kiiltiir ortaminda tireyemedigi bu durum VBNC(Viable But Not
Culturable) olarak tanimlanir. Dolayisiyla 6zellikle gidalarda H. pylori varligini tespit
etmede DNA analizi kiiltirel yontemlerden daha kesin sonug¢ vermektedir (Vale ve
ark., 2010).
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H. pylori kolonize oldugu insanlarda aktif kronik gastrit peptik tlser ve mide
kanserinin yani sira bir¢ok enfeksiyonda varligi ispatlanmis dnemli bir patojendir. H.
pylori’nin uzun yillardan beri insanlarin mide sivilarinin i¢inde var oldugu bilinmesine
karsin H. pylori’nin kronik gastirit ve peptik tlser ile olan bagi 1983 yilinda
anlasilmistir. 1983 yilinda Warren ve Marshal Avustralyada yaptiklar1 bir ¢alismada
insan midesinden alinan sivi Orneklerinde spiral seklinde mikroorganizmalar
kesfetmislerdir. Ancak bu mikroorganizmalarin Camblyobacter tiirii oldugu kanisina
varmiglardir.1989 yilinda ise Goodwin ve ark. bu bakteriyi Camblyobacter tiiriinden
tamamen ayirmis ve helikal yapis1 ve midenin siklikla pilor bolgesinden izole edildigi
icin H. pylori adin1 vermislerdir. H. pylori karbonhidratlar1 fermente edemez dolayisi
ile gerekli olan enerjiyi solunum ve amino asitlerin metabolize edilmesi ile saglar
(Tenover ve ark., 1991).

H. pylori’nin tiremesi i¢in ¢ikolata agar, triptic soy broth, brain harth infizyon agar,
wilkins chojgren agar kullanilmaktadir. Ureme pH’lar1 4,9-8 araligindadir. Optimal

ureme 1s1lar1 37 °C derecedir.

H. pylori enfeksiyonlar1 diinyada olduk¢a yaygin olmakla birlikte enfeksiyon ile ilgili
belirlenmis birgok risk faktorii bulunmaktadir. Bunlar; diisik sosyoekonomik
gelismiglik  seviyesi, egitim seviyesindeki yetersizlikler, 6zellikle ¢ocukluk
donemindeki kotii hijyen sartlari, kalabalik aile yasami, Kirli igme sularidir. H.
pyloriye bazi evcil hayvanlarda rastlanmasi farkli bir bulasi yoluna daha isaret
etmektedir. Ayrica ¢ocukluk déoneminde hastaligin ilerlemesinde genetik faktorlerinde

etkili oldugu anlasgilmistir (Altindis ve Ozdemir, 2003).

Yapilan arastirmalarda kontamine olmus sularla yikanan sebzelerde, hayvansal

kokenli gidalarda o6zellikle siit ve siit tiriinlerinde H. pylori varligina rastlanmistir

(YYula, 2009).

Gidalarin islenmesi sirasinda 1s1l islem gérmesi, igme sularinda dezenfeksiyon amacgh
klor kullanimi bu bakterinin bulagma riskini oldukca diisiirmektedir. Ancak sebze ve

meyveler gibi baz1 gidalarin ¢ig olarak tiiketilmesi ya da 1s1l islem sonrasinda, ¢apraz
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kontaminasyon ve sularin dezenfeksiyonunun tam olarak saglanamamasi gibi sebepler
enfeksiyon riskini artirmaktadir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda H. pylori inokule
edilen et ve siitlerde bu bakterinin birkag giin yasamini siirdiirdiigii tespit edilmistir
(Poms ve ark., 2001; Quaglia ve ark., 2007).

2.5.2. Staphylococcus aureus

Ik kez Iskog cerrah Sir Alexander Ogston tarafindan 1882 yilinda tanimlanmis ve
mikroskobik goriintiisiinden dolayr Staphylococcus aureus (iiziim salkimi) olarak
adlandirilmistir (Erkmen, 2010). S. aureus hareketsiz, katalaz pozitif, Gr(+), oksidaz
negatif, fakiiltatif anaerob, yuvarlak ya da ovale yakin sekilli mezofil bir bakteri
tirtidiir. Optimum gelisme sicakligi 37 °C ve 6-7 pH degerinde olmakla beraber ortam
kosullar1 uygun oldugunda 7-48 °C arasinda da gelisebilmektedir. Gelisebilmesi i¢in
optimum pH degeri ise 6-7 olup pH 4-10 arasinda da gelisebilmektedir. Gidalarda
toksin olusturabilmek i¢in minimum pH istekleri vejetatif gelisme isteklerinin biraz
iistiindedir. Benzer durum su aktivitesinde de goriiliir. Minimum su aktivitesi degeri;
aerob gelisme i¢in Aw:0,83-0.86 anaerob gelisme i¢in Aw: 0,90 olarak belirlenmistir.
Toksin olusturabilmek igin ise daha yiiksek su aktivitesine ihtiya¢ duyarlar. S.
aureus ’un bir diger 6nemli 6zellgi ise %5-7 NaCl derisimine kars1 direngli olmasidir.
Bazi suglar ise %20 oranindaki NaCl derisimine bile dayanabilmektedirler. Tuzdan
bagka tellurit, sodyum azid civa kloriir gibi kimyasal maddelere ve neomisin

polimiksin gibi bazi antibiyotiklere direnglidirler (Erkmen, 2010).

S. aureus’un enteretoksin olusturabilmesi i¢in patojen sayisi ve g¢ogalma hizi
onemlidir. Uretilen bu enteretoksinin gidalarla viicuda en az 1 mikrogram alinmasi

sonucu intoksikasyon olusur.

S. aureus tarafindan olusturulan hastalik, gida maddesinin tiiketiminden 1-7 saat
ortalama olarak 2-4 saat sonra oldukg¢a kisa bir siirede ortaya cikar. Hastaligin
belirtileri bulanti, kusma mide kramplar1 ve ishal seklinde olup 1-2 giinde iyilesme
olmaktadir (Erkmen, 2010).
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Biitiin sicakkanli canlilar patojenin birinci derece kaynagi olabilmektedir. S. aureus en
fazla burun ve bogaz boslugunu 6rten mukoz dokularda bulunmaktadir. Deride en
fazla da ellerde kollarda ve yiizde bulunur. S. aureus hava, toz ve kanalizasyon
sularinda bulunabildigi gibi bu patojene gida ekipmanlarinda da rastlanilmaktadir.
S.aureus kaynakli hastaliklar islenmis gidalarda daha ¢ok personelden ya da gida
isleme sirasinda kullanilan alet ekipmandan patojen bulasmasi ile meydana
gelmektedir. Bu patojen birgok gida maddesinde gelisebildigi gibi 6zellikle kirmizi et
ve et iriinleri, tavuk eti, siit tirtinleri en riskli gida maddeleri arasindadir (Erkmen,
2010).

S. aureus kaynakli enfeksiyonunun onlenmesinde en 6nemli noktalardan birisi 1sil
islem gormiis gida maddelerini bu islemin ardindan hizli bir sekilde sogutulmasi ve +4
derecede muhafaza edilmesidir. Ayrica bu patojen insan kaynakli olabilecegi i¢in gida
tiretim igletmelerindeki personel hijyeni patojenitenin 6nlenmesinde oldukca
onemlidir (Erkmen, 2010).

2.5.3. Bacillus cereus

Ik kez 1987 yilinda izole edilerek tanimlanmustir. 1949 yilinda ise vanilya soslarmin
tilketilmesi sonucunda gida kaynakli bir hastalik etmeni oldugu ortaya konmustur.
Baciilus cereus fakiiltatif anaerob, Gr(+), ¢ubuklu bir bakteri tiiriidiir. Bu bakterinin
optimum gelisme sicakligi 28-35 °C olup, 8-55 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
gelisebilmektedir. pH 5-6 araliginin altindaki degerlerde gelisme imkant1 ¢ok kisithdir
(Erkmen 2010).

B. cereus intoksikasyon ve enfeksiyon etkeni olan bir bakteri tiiriidiir. Bu patojen
diyarel (ishal) sendrom ve emetik (kusma) olmak tizere iki farkli zehirlenme
olusturmaktadir. Emetik tip gida zehirlenmesine sebep olan enterotoksin 121 °C 90
dakikalik 1s1l igleme ve 2-11 arasinda degisen pH degerlerine canliligini devam
ettirebilmektedir. Diayretik tip gida zehirlenmesinde ise kusma genellikle gozlenmez

ve gidanin alinmasindan 6-15 saat sonra karin agrist ya da ishal gibi semptomlar
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meydana gelir. Diyaretik tiir intoksikasyon etkeni olan toksin isiya karsi direng

gosterememektedir. Emetik sendrom tipik intoksikasyon olarak tanimlanmaktadir.

Bakteri toprak kokenli olmakla beraber siit iiriinleri, sebzeler, et ve et tiriinleri,

tahillarda ve gesitli ¢ig ve islenmis gidalarda bulunabilmektedir (Erkmen, 2010).

2.5.4. Salmonella Typhimurium

Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Gr(-), ¢ubuk formunda,
mezofilik, spor olusturmayan, ¢ogu sahip olduklari peritrik flagellalar1 ile hareketli
fakiiltatif anaerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif 6zelliktedirler (Erkmen 2011).
Optimal ireme sicakligi 35-37°C olan Salmonellalar genellikle 5.8-47°C arasinda
tireyebilmekte ise de; 2-54°C’de iireyebilen generasyon siireleri daha uzun olan bazi
suslar1 da vardir. Bakteri 1s1 islemlerine duyarlidir. Optimum gelisim pH’s1 6.5-7.5
arasinda olmakla birlikte, 4.0-9.5 arasindaki genis bir pH spektrumunda da
tireyebilmektedirler. Salmonellalar 0.94-0.99 aw (su aktivitesi) degerlerindeki
gidalarda gelisebilmektedir. Gida endiistrisinde kullanilan inhibitor, koruyucu madde
ve dezenfektanlara kars1 duyarlidir. %5 tuz konsantrasyonunda ¢ogalabilirken; %8 tuz

konsantrasyonunda canliligin1 koruyabilmektedir (Tonbak ve ark., 2017).

Hem insanlarda hem hayvanlarda neden olan tiirlerin baginda S. Typhimurium ve S.
Enteriditis gelir. Salmonella enfeksiyonlarimin 3 klinik formundan biri olan
gastroenterite neden olan salmonella tiirlerinin basinda S. Typhimurium ve S.
Enteriditis gelir. Gastroenteritte inkiibasyon siiresi 6 saat- 10 giin hastalik belirtileri ise
2-7 giin siirer. Hastalik olusturma dozu 10°-10° kob/gr’dir ve salmonella ile bulagmus
gida ve suyun tiiketilmesiyle olusur (Erkmen, 2010). Genel olarak salmonella
enfeksiyonlarinda 10°kob/g iizerinde bakteri iceren gidalarin hastaliga neden oldugu
bildirilmektedir (Erkmen, 2010).

Salmonella enfeksiyonunun yayilmasinda gidalar, insanlar ve ¢evre arasinda 6nemli
bir etkilesim bulunmaktadir. Salmonella etkenleri ¢evresel kosullara oldukga direngli

bakteriler olup gidalarda uzun siire canliligin1 koruyabilmektedir. Gidaya Salmonella
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bulagmasinin {i¢ ana yolu vardir. Birincisi Salmonella enfeksiyonuna maruz kalmis
hayvanlarin et ve siitlerinin tiiketilmesi. Ozellikle kanatl etleri ve yumurtalari, siit ve
kirmiz1 et nemli kaynaklardir. ikinci yol ¢evreye ve sularmma diski ya da mezbaha
atiklar1 gibi atiklarin bulasmasidir. Ugiincii yol ise gidalarin tiiketime sunulmasi

asamasinda ¢apraz kontaminasyona maruz kalmasidir (Erkmen, 2010).

2.5.5. Cronobacter sakazakii

Cronobacter sakazakiii, Enterobacteriaceae familyasina ait Gr(-), fakiiltatif anaerob,
cubuk seklinde, sporsuz, flagellalar1 ile hareketli bir mikroorganizmadir (Chenu ve
ark. 2009). C. sakazakii, Enterobacter cloacae’nin sar1 pigment veren bir tipi olarak
belirtilirken, 1980 yilinda DNA-DNA hibridizasyonu, biyokimyasal reaksiyonlart,
pigment iretimi ve antibiyotik duyarliliklarindaki farkliliklardan dolayr yeni bir tiir
olarak isimlendirilmistir. Japon bakteriyolog Riichi sakazakiii“den adini1 almistir
(Nazarowec-White ve ark 1997).

2007 yilinda Iversen ve ark., E. sakazakii olarak tanimlanan 210 susun DNA profilleri
ve fenotipik 6zellikleri incelemis ve ¢alisma sonunda Cranobacter adinda yeni bir
cinsin oldugu kanisina vararak taksonomik siiflandirmada degisiklik yapmig yeni bir
cins ve 6 tiir tammmlamiglardir. Bakterinin adi; bilimsel literatiirlerde hem Cronobacter
sakazakii. hem de E. sakazakiii olarak kulanilmaktadir (Iversen ve ark., 2008; Chenu
ve ark., 2009; Zhou ve ark., 2011). E. sakazakiii, TSA’da (Triptic Soy Agarda) 24-48
saat igerisinde sar1 pigmentli koloniler olusturur. Bakterinin 25°C’de 24 ve 48 saatteki
inkiibasyon sonrasi1 olusturdugu koloni ¢aplari sirasiyla 1-1,5 ve 2-3 mm; 36°C” de 24
saatlik inkiibasyon sonrasi olusan koloni ¢aplari 2-3 mm oldugu belirlenmistir. Ayrica

susa bagli olarak pigment tiretimi degismektedir (Nazarowec ve ark., 1997).

E. sakazakiii“nin gelisim sicakligi 5,5-45 °C. Optimum sicaklik aralig1 ise; 37-43
°C’dir. Uremesi i¢in en diisiik sicaklik 5,5 °C oldugundan dolay1, organizma buzdolab:
sicakliginda tireyebilmektedir (Nazarowec ve ark., 1997; lversen ve ark., 2004).

E. sakazakiii“nin diisiik su aktivitesine kars1 direng gosterdigi saptanmistir (Beuchat

ve ark., 2009). Lin ve ark. (2007), yaptiklari bir arastirmada, su aktivitesi arttik¢a 6liim
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oraninin hizlandigin1 tespit etmislerdir. Ozmotik strese ve kurutmaya, lag fazindaki E.
sakazakiii hiicrelerinin, Entereobacteriaceae familyasindaki diger bakterilere gore

daha dayanikli oldugu bildirilmistir (Breeuwer ve ark., 2003).

E. sakazakiii’nin dogal yasam alani tam olarak bilinmemekle beraber bu bakteri
gidalarda ve c¢evrede bulunabilmektedir. Yenidogan bebeklerde goriilen enfeksiyon
nedeniyle s6z konusu bakterinin bebek mamasi ve siit tozu kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Fakat bu bakterinin izolasyonu dogadan ve ¢evreden yapilmistir. Bu
bakteri insan ya da hayvan bagirsak florasinin bir iiyesi degildir. E. sakazakiii’nin
gidalar ve gevrede Klinik ortamlara gore daha yaygin oldugu bildirilmistir. Bu bakteri
peynir, siit tozu, bebek mamalari, fermente edilmis ekmek, kiirlenmis et, dana kiyma,
sosis ve sebzeler gibi ¢ok farkli gida maddesinden izole edilmistir (lversen ve
Forsythe., 2003; Skladal ve ark., 1993).

2.6. Calismada Kullamlan Standart Antibiyotik Diskler

2.6.1. Tetracycline (Te30)

Tetracycline (Te30), mikroorganizmalar {izerinde etkili olan genis spekturumlu
antibiyotiklerdir. Tetrasiklinler Streptomyces aureofaciens olarak isimlendirilen bir
bakterinin fermantasyonu sonucu kesfedilmistir. Genis spekturumlu olmasi bazi
bireylerde daha az toksik olmasi ve daha tolere edilebilir olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Bakteri ribozomlarinin 30s alt iinitesine baglanarak t- RNA’y1 bloke

ederek protein sentezini inhibe ederler (Baltacioglu ve Akalin, 2006).

2.6.2. Cephalexin (CI 30)

Cephalexin (CI 30), bircok Gr(+) ve enterik organizma iizerinde etkilidir. Sindirim
sistemindeki yararh floraya zarar vermemesi ya da ¢ok az zarar vermesi sebebiyle

kullanimt tercih edilmekte olan bir antibiyotik tiiriidiir (Christine ve ark., 1978).
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2.7. Biberiye ve Sarimsak ile Tlgili Onceki Calismalar

Yapilan bir c¢alismada strilize edilmis siite H. pylori inokule edilmistir. Oda
sicakliginda ve 4°C’de gelisimi takip edilmis ve her iki sicaklikta bulunan stitlerde H.
pylori gelisimi gozlenmemis olup 4 giin sonunda siitteki H. pylori sayis1 1 log
azalmistir (Karim ve Maxwell, 1989).

Quaglia ve ark (2007) yaptiklar1 calismada italyanin giineyinden toplanan 400 adet ¢ig
koyun, kegi ve inek siitlerinde H. pylori aranmis ve toplamda 139 6rnekte H. pylori
varligina rastlanilmis olup 160 adet ¢ig kegi siitii 6rneginin 41 tanesinde H. pylori

varhigi tespit edilmistir.

Bazi bitki ve baharatlarin antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi bir caligmada biberiye
ve temel bilesenlerinin inhibitor etkilerinin, Gr(-) bakteriler tizerine Gr(+) bakterilere

oranla daha etkili oldugunu tespit edilmistir (Zaika, 1988).

Pintore ve ark (2002) biberiyeden ekstre ettikleri eterik yaglarin Gr(+) bakteriler
tizerine Gr(-) bakterilere kiyasla daha kuvvetli antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Baska bir ¢alisma da biberiyenin ugucu yaginin L. monocytogenes ve diger patojenlere

kars1 bakterisidal aktivite gosterdigi bulunmustur (O’Gara ve ark., 2000).

Biberiye yaginin antimikrobiyal etkinliginin arastirildig1 bir ¢alismada bakterilere (E.
coli ve S. epidermidis) karsi zayif bir etki gosterirken bazi mantar suslarina (S.
cerevisiae 0425 52C ve 0425 delta/1) daha fazla etkili oldugu bildirilmistir (Schelz ve
ark., 2006).

Valero ve ark (2003), havug suyundaki B. cereus’a karsi 11 ugucu yagin antibakteriyel
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda biberiye yaginin lag fazi uzattigini belirtmislerdir.
Cesitli bitkilerin kullanildig1 baska bir ¢alismada; biberiyenin S. aureus iizerinde etkili
oldugu belirtilmistir (Duman ve ark., 2008).
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Taurin, biberiye, a-tokoferol ve C vitamininden meydana getirilen karigimlarin
modifiye atmosferde paketlenmis bifteklerde oksidatif stabiliteye etkilerini
arastirmiglar, biberiye ve C vitamini karisiminin biftek rengi ve mikrobiyal yogunlugu

tizerindeki etkisinin ¢ok yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Djenanane ve ark., 2002).

Biberiye ekstraktinin kullaniminin et ve et iiriinlerindeki antioksidan etkisi ile birlikte
antimikrobiyal etkisi de dikkat ¢gekmektedir. Kullanilan dogal bitki ve ugucu yaglarin
inhibitor 6zellikleri ¢alismalarla belirlenmistir (Elgayyar ve ark., 2001; Santoyo ve
ark., 2005).

Biberiye ucucu yaglarmin birtakim Gr(+) ve Gr(-) bakteriler ile kiifler {izerinde
antimikrobiyal etkisinin oldugu, biberiyede bulunan karnosol, ursolik asit ile

rasmonoliin animikrobiyal o6zellik gosterdigi farkli aragtirmalarda belirtilmistir

(Collins ve Charles., 1987).

Biberiye ekstraktinin antimikrobiyal 6zellige sahip olup olmadig1 S.aureus, E.coli,
Salmonella enriditis, Lactobacillus plantarum, Streptococcus mutans, Ervinia
carotovora, Bacillus cereus, Leuconostoc mesentoroides, L.monocytogenes
bakterilerinde ve Penicillum roquefortii, Botrytis cinerea kiiflerinde arastirmistir.
Sonugta 30 °C’de 24 saat sonunda biberiye ekstraktinin L. monocytogenes, B. cereus,
L. mesenteroides, S. mutans’t tamamen inhibe ettigi belirlenmistir. Biberiye
ekstraktinin Gr(+) B. cereus 'a kars1 en etkili antimikrobiyal oldugu ve %0,06 biberiye
ekstrakti ile Gr(+) B. Cereus tamamen inhibe oldugu belirtilmistir.
Mikroorganizmalarin inhibisyonu ig¢in minimum konsantrasyonun S. mutans igin
%0,5, S. aureus, L. monocytogenes, L. mesenteroides i¢in ise %1 olarak belirtilmistir
(Campo ve ark., 2000).

Fernandez-Lopez ve ark (2005) biberiye ekstraktinin, sigir etinden elde edilen
koftelerde mikrobiyal yiike etkisini bir calismada incelemisler, koftelere 4 adet Gr (+)
(Brochotrix thermosphacta, Cornobacterium pissicola, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sake) ve 2 adet Gr (-) bakteri (Pseudomonas fluorescens ve Serretia

liquefaciens) bakteri bulastirmiglardir. 4°C’de 12 giinliik inkiibasyon sonunda biberiye
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ekstraktinin  Brochothrix spp. disinda tim bakterilerin gelisimini tamamen

engelledgini belirlemislerdir.

Biberiye, sarimsak ve kekik ugucu yag1 eklenmis peynir altt suyu proteininden elde
edilen yenilebilir filmlerin E. coli O157:H7, S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes
ve L. plantarum {izerindeki inhibitor etkisi aragtirilmistir. Calismada kullanilan
mikroorganizmalara karsi, kekik yagi ve biberiye yag: katkili yenilebilir filmlerin

inhibitor etkilerinin ¢ok yiiksek oldugu tespit edilmistir (Seydim ve Sarikus., 2006).

Ahn ve ark. (2007), biberiye ekstrakti ve BHA/BHT ilavesinin pismis bifteklerde
mikrobiyal flora ve yiike etkisini incelemislerdir. Bifteklerin bir kismina % 0,02
oraninda BHA/BHT (1:1) karisimi, diger kismina ise % 1 oraninda biberiye ekstrakti
eklenmis ve 1s1l isleme tabi tutularak 4°C’de 9 giin inkiibe edilerek L. monocytogenes,
S. Typhimurium, E. coli O157:H7, Aeromonas hydrophila iizerine antimikrobiyal
etkileri incelenmistir. Biberiye ekstrakti A. hydrophila haricinde tiim patojen

bakterilere kars1 antibakteriyal etki gostermistir.

Biberiye, kekik, nane ve cay ucucu yaglarinin patojen bakteriler iizerine inhibitor
etkilerinin arastirildigi  bir ¢alismada ise bu antimikrobiyallere ek olarak
cipraflaxocin/amphotericin -~ B karistmi da  eklenmistir.  Biberiye  +
cipraflaxocin/amphotericin B kombinasyonu S. aureus, Klebsiella peumaniae ve
Candida albicans tizerindeki inhibitor etkisi diger ugucu yag ve antimikrobiyal madde
kombinasyonlarindan daha etkili oldugu belirtilmistir (Vuuren ve ark., 2008).

Azzous ve Bullerman (1982), Aspergillus ve Penicillium tiirlerine karsi % 2
konsantrasyonundaki sarimsagin etkisini incelemisler ve sarimsak varliginda P.
patulum’ un 5 giin, A. Flavus, A. ochraceus, P. citrinum, P. roqueforti’ nin 6 giin, A.
parasiticus’ un 7 giin ve Penicillium sp. M 46’ nin da 10 giin gecikerek iiremeye

basladiklarini bildirmislerdir.

Kumar ve Gupta (1984), yaptiklar1 ¢alismada sarimsak ekstrakti enterotoksijenik

Staphylococcus aureus’un 7 susuna karsi inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir.
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Biitlin kiiltiirler icin minimum letal konsantrasyon (MLC) ve minimum inhibitor
konsantasyon (MiK) degerleri saptanmustir. Sarimsagi enterotoksijenik S.aureus
izolatlarinin bazilarma bakteriyostatik bazilarina da bakterisidal etki gosterdigini

bildirmislerdir.

Bir baska arastirmada ise sarimsak (Allium sativum L.) ve sogan (Allium cepa L.)
ekstraktlarini; Gr (+) organizmalar, Gr (-) organizmalar ile mantarlara kars: test
edilmistir Test edilen organizmalarin ¢ogunda, belirgin bir inhibisyon gorilmustiir.
Ekstraktlarin Gr (+) ve Gr (-) organizmalara kars1 aktivitesi, minimum bakteriyostatik
ve bakterisidal konsantrasyonlar ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda sarimsak
ekstrakti, sogan ekstraktindan daha yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (EInima ve
ark., 1983),

Hughes ve ark (1991) sarimsak (Allium sativum L.), fil sarimsagi (Allium
ampeloprasum L.), farkli sogan (Allium cepa L.) tiirleri, sogan ve sarimsak tozlari,
sarimsak jelatin kapsiilleri, sarimsak tabletleri ve sarimsak drajelerini kullanarak
mantar ve bakterilerden olusan gesitli test mikroorganizmalar1 ile c¢aligmalar
yapmislardir. Aragtirma sonucunda sarimsagin, farkli sogan tiirlerinden daha yiiksek
antibakteriyal ve antifungal aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada ezilmis taze sarimsak homojenatinin aktif bileseni olan allisinin
cesitli antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugunu; allisinin saf halde G (-) ve Gr (+)
bakterilerin genis bir grubuna kars1 antibakteriyal aktivite, Candida albicans’a karsi
antifungal aktivite, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia gibi baz1 baslica insan
bagirsak parazitlerine kargi antiparazitik aktivite ve antiviral aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir. Ayrica allisinin baglica antimikrobiyal etkisinin, gesitli enzimlerin
thiol gruplari ile kimyasal reaksiyonu nedeniyle oldugunu ifade etmislerdir (Ankri ve
Mirelman, 1999).

Anesini ve Perez (1993), Arjantin halk tibbinda kullanilan 132 bitkiden elde ettikleri
ekstraktlar1 Penisilin G direngli S. aureus, E. coli ile Aspergillus niger’e karsi agar

difiizyon metodunu kullanarak bu organizmalara karsi1 antimikrobiyal aktivitelerini
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incelemisler ve inhibisyon zonlarini 6l¢miislerdir. Sarimsagin S. aureus ve A. niger’e

kars1 inhibisyon etkisinin oldugunu tespit etmislerdir.

Hazir (2004), sarimsak ekstrktinin gesitli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
etkisini agar difiizyon ve tiip diliisyon metotlarin1 kullanarak test etmistir. Yapilan
caligmada Pseudomonas aeruginosa i¢in higbir inhibisyon zonunun gézlenmedigi, E.
coli, Bacillus anthracis ve C. albicans i¢in ise sarimsak ekstraktinin giiglii inhibisyon

etki gosterdigini bildirmistir.

Bagka bir calismada ise sarimsagin kalp damar hastaliklarinda, kan basincini
diizenleyici, kan sekeri ve kolestrolii diistiriicii bakteriyel, viral, mantar ve paraziter
enfeksiyonlara karsi etkisi, bagisiklik sistemini gii¢lendirici, antitiimér ve antioksidan
Ozelligini vurgulamiglardir. Sarimsagin antibakteriyel ajan olarak H. pylori iizerine
etkili oldugu ve bu etkininde sarimsagin igerisindeki allicinden ileri geldigi
bildirilmistir (Ayaz ve ark., 2007).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Baharat érnekleri

Calismada kullanilacak biberiye ve sarimsak, 6n denemeler yapilarak birgok bitki ve
baharat arasindan secilmistir. On denemelerde 16 farkl bitki drneginin (defne yapragi,
cam yaprag1, ardi¢ yapragi, ardigc meyvesi, laden ekstresi, zeytin embriyosu ekstresi,
biberiye, kudret nar1, defne tohumu yagi, ¢cérek otu yagi, Antep fistig1 yagi, brokoli,
karnabahar, sogan ve sarimsagin) antimikrobiyal etkisi aragtirillmistir. Bu ¢alismada
kullanilan sarimsak ve biberiye baharatlari, Sakarya’da bulunan yerel bir marketten

temin edilmistir.

3.1.2. Ekstraksiyon materyal ve solusyonlari

Calismada biberiyenin ekstraksiyon hazirhigi asamasinda 50ml-250ml’lik beherler
AND GR-200 hassas terazi, parafilm ve kaba filitre kagidi kullanilmistir. Coziicii
olarak metanol (MeOH), MeOH’1n ugurulmasi islemi igin R-215 rotary evaporator
kullanilmigtir. Sarimsak ekstraktinin eldesi asamasinda ise; sarimsak ezecegi,
sarimsak piiresinde bulunan biiyiik yapili partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in kaba filitre
kagidi, Hettich Universal 320R sogutmali santriflij ve soguk sterilizosyon i¢in 0,22

um’lik filitrelerden yararlanilmistir.

3.1.3. Bakteri kiiltiirleri ve kiiltiir ortamlari

Bu ¢alismada kullanilan; H. pylori, B. cereus, S. Typhimurium, E. sakazakiii, S. aureus
olmak iizere bes adet gida kaynakli patojen bakteri kiiltiirii, Sakarya Universitesi
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Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendsiligi Boliimii Kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Bakterilerin stok kultiirleri; %15 gliserol igeren besiyerinde, -80 °C’de
muhafaza edilmis ve kullanim asamasinda Tyriptic Soy Agarda (TSA)’ya ¢izilip 37
°C inkube edilerek canlandirilmistir. Laboratuvar c¢alismalari siiresince besiyeri
Tryptic Soy Broth (TSB) ve (TSA) (Merck KgaA, Darmstadt, Almanya) besi yerleri
kullanilmistir. Bakteri yogunlugunun ayarlanmasinda ise Mc Farland (Biosan-1B)
cihazindan yararlanilmistir. Antibiyotik olarak Cephalexin 30 (Bioanalyse Ce30) ve
Tetracycline 30 (Bioanalyse CI30) ve nisin (Sigma N5764, from Lc. lactis)
bakteriyosini kullanilmstir.

3.2. Yontem

3.2.1. Biberiye ekstraktinin elde edilmesi

Calismada kullanilan biberiye bitkisi 6giitiiciide ogiitiilerek toz haline getirilmistir.
Toz haline getirilen biberiye, daras1 alinmis 100 mI’lik beher igerisinde hassas terazide
tartilmigtir ve {izerine 70 ml MeOH ilave edilmistir. Beherin tizeri kapatilarak, 24 saat
oda sicakliginda birakilmigtir. Daha sonra siizdiirme islemi i¢in uygun bir erlen
lizerine, igerisine kaba filtre kagidi konan huni yerlestirilmistir. Hazirlanan ekstrakt

stiziildiikten sonra evaporatorde MeOH ugurulmustur (Radin, 1966).

Erlen igerinde kalan ekstrakt spatul ile alinip, tizerine %10 Dimetilsiilfoksit (DMSO)
eklenerek 1000 ppm’e ayarlanmustir. Ekstrenin tamamen karigsmasi saglanincaya kadar
calkalanmis ve seyreltileri hazirlanmistir. Elde edilen ekstrakt soguk sterilizasyon igin
siringa yardimui ile alinarak 0,22 um’lik filitreden gecirilmis ve steril bir tiip igerisine

konulmustur. Daha sonra kullanilmak {izere -80 derecede saklanmustir.

3.2.2. Sarimsak ekstraktimin elde edilmesi

50 gram sarimsak soyularak dislerine ayrilmis ve sarimsak ezeceginde ezilmistir. Elde
edilen sarimsak piiresine 100 ml steril distile su ilave edilmis, manyetik karistiricida

60 dak. karigtirllmistir. Karigim buzdolabinda iki saat bekletilmistir. Daha sonra biiyiik
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partikiilleri uzaklagtirmak igin karigim kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziilen
kisim 4500 rpm de 15 dak. santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki sivi kisim pipet yardimiyla
alinmus, dipteki tortu ise ortamdan uzaklastirilmistir. Biriktirilen ekstrakt 0,22 um’lik
enjektor ucu filtrelerden gegirilerek steril hale getirilmis ve steril tiip igerisinde -80
°C’de kulanilincaya kadar muhafaza edilmistir (Rode ve ark.,1989).

3.2.3. Bakteriyal yogunlugun ayarlanmasi

Yapilan calismada ml’sinde yaklasik 10° diizeyinde bakteri igeren bakteriyal
siispansiyon kullamlmistir (Ozcan ve erkmen 2001, Hazir 2004). Vidali tiiplerde
bulunan calisma kiiltiiriiniin bakteriyal yogunlugu 0,5 Mac Farland (1.5x108) olacak
sekilde Mac Farland cihaziyla (Biosan 1B) ayarlanmistir. Daha sonra seyreltme
yontemi ile tiiplerdeki mikroorganizma sayist 10° kob/ml olacak sekilde

seyreltilmistir.

3.2.4. Nisin ¢ozeltisinin hazirlanisi

Nisin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin ¢alismada %2,5 saflikta ve yaklagik 1000
IU/mg aktivitesinde toz nisin kullanilmistir. Toz nisinden 1 g tartilarak 50 ml 0,02N
HCI igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir (20mg/ml). Elde edilen ¢ozelti 0,22 pm’lik filitreden

gecirilerek sterilize edilmis ve seyreltilerek kullanilmistir (Goniil, 2017).

3.2.5. Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesinde kullamlan metotlar

Sarimsak ve biberiyenin antibakteriyal etkisinin belirlenmesinde disk difiizyon

yontemi ve 96 kuyucuklu mikrodiliisyon metodu kullanilmstir.
3.2.5.1. Disk difiizyon yontemi
-80 °C’de bulunan stok bakterilerden 6ze ile alinip, 6rnekler TSA besiyerine ekilerek

37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmstir. iki kez aktiflestirilen bakterilerin peptonlu

su ¢ozeltisinde siispansiyonu hazirlanmistir. Bakteriyel siispansiyonun tiirbiditesi
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pepton ¢ozeltisinde McFarland cihazi ile 0.5’¢ ayarlandiktan sonra 106 kob/ml
seviyesine seyreltilmistir. Bakteriyal slispansiyonlardan otomatik pipet yardimi ile 100
ul aliarak, TSA besiyeri iizerine dokiilmiis ve steril 6ze yardimi ile besiyerine
yayilmasi saglanmistir. Bakteri siispansiyonun kati besiyerine yayilmasindan sonra 6
mm c¢apinda steril diskler besiyerine yerlestirilmistir. Daha oncesinde hazir hale
getirilen ekstraktlardan sarimsak igin 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 oranlari, biberiye
icin ise; 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm,125 ppm, 62,5 ppm ve 31.25 ppm
konsantrasyonlari hazirlanmis ve 10 ul’'lik otomatik pipet araciligi ile disklerin {izerine
eklenmistir. Hazirlanan petriler 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmis, ardindan
disk etrafinda olusan zonlar 6l¢iilmiistiir. Yapilan bu islem iki paralel, 3 tekeriirlii
olarak tekrarlanmis ve sonuclarin aritmetik ortalamalari alimmustir (Sagdig ve Ozcan,
2003).

3.2.5.2. Mikrodiliisyon yontemi

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasinda
mikrodiliisyon metodu kullanilmistir. Antimikrobiyal testler i¢in, 96 adet U tabanli

kuyucuklari olan, steril mikrodiliisyon plaklar1 (Brand) kullanilmistir.

-80°C’de bulunan stok bakteri ¢ozeltileri, oda sicakligina getirilerek ¢oziilmeleri
saglanmistir. Oze ile alnan ornekler TSA besiyerine ekilerek 37°C’de 24 saat
inkubasyona birakilmistir. Cogalan bakterilerin %0,1 peptonlu su c¢ozeltisinde

stispansiyonu hazirlanmistir. Bakteriyel siispansiyonun tiirbiditesi McFarland1 cihazi

6
(Den 1B) ile 0.5’¢ ayarlanmig ve daha sonra seyreltilmis 10 kob/ml seviyelerine
getirilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi arastirilan sarimsak ekstraktinin 1/1, 1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32 oraninda biberiye ekstraktinin 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125ppm,

62,5 ppm oraninda konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

Besiyeri yeri olarak kullanilan olan TSB hazirlanarak, 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. 96 kuyucuklu mikroplaklarin A1, B1, C1, D1, E1, F1,G1,H1 kuyucuklardan
F1 ve G1 negatif ve pozitif kontroller olarak belirlenmistir. Daha sonra otamatik
pipetle 95 uL TSB, 5 pL bakteri, 100 pL antibakteriyal ekstrakt ilave edilmistir. 96
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kuyucuklu plaklarin tizeri steril etiket ile kapatilarak 37 °C’de titresimli inkubatorde
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon sonucunda her bir kuyucuktan 100
mikrolitre 6rnek alinarak TSA iizerine ekim yapilmistir. EKim yapilan petriler 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonucunda bakteri iiremesinin oldugu
konsantirasyonlara gére minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir
(Sahin ve ark., 2003).

3.2.5.3. Tween 20 varhginda ortamin yag iceriginin antimikrobiyal aktivite
iizerine etkisinin belirlenmesi

Yagmn antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisini belirlemek tizere %0, 10 ve 20
aycicek yagi iceren TSB hazirlanmistir. Hazirlanan TSB igerisine emilsiyon
olusturmasi i¢in %1,5 oraninda tween 20 katilmistir. Hazirlanan TSB 121°C’de 15
dakika bekletilerek steril hale getirilmistir. -80 derecede bulunan stok bakteri
c¢ozeltileri oda sicakligina getirilerek ¢oziilmeleri saglanmistir. Oze ile alinan drnekler
TSA besiyerinde ekilerek 37°C’de 24 saat inkubasyonda kalmustir. Inkubasyon
sonunda g¢ogalan bakterilerin peptonlu su ¢ozeltisinde siispansiyonu hazirlanmistir.

Bakteri siispansiyonun tiirbiditesi pepton ¢ozeltisinde McFarland1 cihazi ile

3
ayarlandiktan sonra, karsilastirilarak 10 kob/ml seviyesine getirilmistir (Sahin, 2006).

96 kuyucuklu mikroplaklarin Al, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1 kuyucuklari bitki
ekstraktlart i¢in ve F1, G1 kuyucuklar1 ise negatif ve pozitif kontroller olarak
belirlenmistir.F1 kuyucuguna sadece TSB besiyeri inokiile edilmis ve inkiibasyon
sonunda burdan alinan ornek besi yerine gecilerek sterilizasyon kontrolii G1
kuyucuguna ise TSB besiyeri ve bakteri 6rnegi inokiile edilerek bakterilerin saglikli
bir sekilde tireyip tireyemedikleri kontrol edilmistir. Daha sonra otamatik pipetle 95
uL TSB, 5 uL bakteri siispansiyonu, her bir kuyucuga siras1 ile 100 uL 250ppm,
125ppm, 62,5ppm, 31,25ppm, 15,625ppm oranlarindaki biberiye ekstrakti eklenmistir.
Ayni sekilde sarimsak ekstrakti 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64’e kadar seyreltimis
ve kuyucuklara ilave edilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakanin iizeri steril etiket ile
kapatilarak 37 °C de titresimli inkubatérde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkubasyon sonucunda herbir kuyucuktan otamatik pipet yardimi ile 10 mikrolitre

ornek alinarak bolmelere ayrilan TSA {izerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
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petrilerdeki bakteri gelisimi gozlenerek sonuglar yorumlanmistir (Sahin ve ark., 2003;
ISO 7218).

3.2.5.4. Tween 20’nin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisinin belirlenmesi

Emiilsiyon olusturmak i¢in yag iceren sivi kiiltiir ortamlarna Tween 20
(polyoxiethylene (2) sorbitan monolaurate)’nin eklendigi sartlarda Tween 20’nin

antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisi arastirilmistir (Sahin, 2006).

Tween 20’nin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisinin olup olmadigini belirlemek
icin sarimsak ve biberiye bitkisine en direngli olan S. aureus ve S. Typhimurium igin
% 0 ve % 1,5 Tween 20 varliginda %0 ve % 20 yag igeren TSB ile 125 ppm biberiye
ekstrakti ve 1/8 oraninda seyreltilen sarimsak ekstrakti hazirlanmis ve madde 3.2.5.3’

deki yontemin aynisi uygulanmaistir.

3.2.5.5. Cahismada kullanilan mikroorganizmalara baz antibiyotiklerin etkisi
ile biberiye ve sarimsak ekstraktlarinin aktivitesinin karsilastirmasi

-80 °C’de bulunan bakteri stoklar1 oda sicakligina getirilerek ¢oziilmeleri saglanmistir.
Bakteri ornekleri TSA besiyerine ekilip, 37°C’de 24 saat inkubasyona birakilarak iki
kez aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen bakteriler, %0,1 lik peptonlu su ¢ozeltisinde

McFarland cihaziyla 106 kob/ml seviyelerine ayarlanmis, hazirlanan bu bakteriyal
stispansiyonlardan otomatik pipet ile 100 pL alinarak, TSA besiyeri {izerine dokiilmiis
ve steril 6ze yardimi ile besiyerine yayilmistir. Daha sonra 6mm ¢apindaki Cephalexin
(CI 30) ve Tetracycline (Te30) antibiyotik steril diskleri besiyerine yerlestirilmistir.
Hazirlanan petriler 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonda tutulmus, ardindan disk etrafinda

olusan zon caplar ol¢iilmiistiir.
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3.2.5.6. Cahsmada kullanilan mikroorganizmalara nisin’in antimikrobiyal etkisi

-80 °C’de ki bakteri stoklar1 oda sicakligina getirildikten sonra 6ze ile alinan 6rnekler
TSA besiyerinde ekilerek 37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmis ve inkubasyon
sonucunda ¢ogalan bakterilerin peptonlu su ¢6zeltisinde siispansiyonu hazirlanmistir.

Bakteriyel siispansiyonun tiirbiditesi McFarland cihazi 0.5’¢ ayarlanmis sonra

seyreltilerek ile 106 kob/ml seviyelerine getirilmis, bu bakteriyal siispansiyonlardan
otomatik pipetle 100 puL alinarak TSA besiyeri {izerine dokiilmis ve steril 6zeyle
besiyerine yayilmasi saglanmistir. Daha sonra 6 mm ¢apinda steril diskler besiyerine
yerlestirilmistir. Madde 3.2.4’de anlatildig1 gibi hazirlanan nisin ¢ozeltisinden 15 pL
otomatik pipet ile besiyerlerinde bulunan diskler tizerine ilave edilmistir (Sahin, 2006).

3.2.5.7. Istatistiksel deneme modeli
Analiz sonuglarina iligkin verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Minitab

18 paket programi kullanilarak, Anova-General Linear Modelden Tukey c¢oklu

karsilastirma testi kullanilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Elde Edilen Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Disk Difiizyon yontemi ile sarimsak ve biberiye ekstraktlarinin gida kaynakli
patojenler olan H. pylori, B. cereus, S. Typhimurium, C. sakazakiii ve S. aureus
bakterilerinin ekilmis oldugu petrilerde olusturdugu zonlar oSlgiilerek ortalamalar

alinmistir.

4.1.1. Sarimsak ekstraktinin inhibisyon zonlari

Aragtirmada kullanilan bakteriler iizerine sarimsak ekstraktinin etkisi Disk diflizyon
yontemi kullanilarak, petrilerdeki kagit diskin ¢evresinde olusan zonlar odlgiilerek,

ortalamalar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Sarimsak Ekstraktinin Olusturdugu Ortalama Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Sarimsak H. pylori  S. aureus B. cereus S. Typhimurium  C. sakazakii
ekstrakti

171 12.10 30.13 24.53 23.86 24.36

1/2 20.07 24.83 21.46 16.83 21.83

1/4 17.73 16.65 - 13.76 16.36

1/8 - - - - 11.20

1/16 - - - - -

Tablo 4.1.’den de gorildigi tizere, 1/1 ve 1/2 seyreltilerinde sarimsak ekstrakti tim
bakteri suslarinda zon olusturmustur. Sarimsak ekstraktinin 1/1 konsatrasyonda en
yiiksek zon degeri, 30,13mm ile S. aureus lizerinde goriilmiis; bunu sirasiyla B. cerus,
C. sakazakii ve S. Typhimurium izlemistir. 1/8 konsantrasyonda ise sadece C. Sakazakii
tizerinde 11.2 mm zon ortalamasi elde edilmistir. Sarimsak ekstraktinin B. cereus

tizerindeki etkisi Sekil 4.1.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Sarimsak ekstraktimin B. cereus tizerindeki etkisi

Seyreltilmemis sarimsak ekstrakti i¢in en yiiksek zon; 30.13 mm ile S. aureus iizerine
olmus; bunu sirasiyla 24.53 mm ile B. cereus, 24,36 mm zon cap1 ile C. Sakazakii,
23,86 mm ile S. Typhimurium, 12,10 mm ile H. pylori takip etmistir. Sarimsak
ekstraktinin patojenler iizerindeki etkileri Grafik 4.1.’de goriilmektedir.

—&—H. pylori —M=—S. qureus =—#=—B. cereus =>=S. Typhimurium ==¥=C. Sakazaki
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Grafik 4.1. Sarimsak ekstraktinin patojenler iizerindeki etkileri

Yapilan bir calismada da Dogu¢ (2007), sarimsak ekstraktinin E. coli L.
monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium iizerinde inhibitér etki gosterdigini
bildirmistir; S. aureus i¢in 34 mm inhibisyon zonu S. Typhimurium iginse 23 mm
inhibisyon zonu olusturarak c¢alismamiza paralel sonuglar vermistir. Ayrica bu
calismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da S. aureus disk difiizyon yonteminde en

yiiksek zonu vermistir.
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Bu sonuca benzer sekilde Ayaz ve Alpsoy( 2007), sarimsagin antibakteriyel ajan
olarak H. pylori tizerine etkili oldugunu ve bu etkinin de sarimsagin icerisindeki

allicinden ileri geldigini bildirmistir.

Anesini ve Perez (1993) de, 132 bitki ekstrakti ile yaptiklari arastirmada benzer

sekilde; sarimsagin, S. aureusa karsi inhibisyon etki gosterdigini ifade etmislerdir.

4.1.2. Biberiye ekstraktinin inhibisyon zonlari

Tablo 4.2.’den de goriildigi gibi; 1000 ppm biberiye ekstrakti tiim bakteri suslarinda
zon olusturmus olup, en yiiksek zon degeri 21.00 mm ile B. cereus iizerinde tespit
edilmistir. En diisiik zon ortalamasi ise 8.06 mm ile S. Typhimurium tizerinde

gorilmiustir.

Tablo 4.2. Biberiye Ektraktinin Olusturdugu Ortalama inhibisyon Zonlar1 (mm)
Biberiye

ekstrakti (ppm) H. pylori S.aureus  B. cereus T.yphimurium C. sakazakii
1000 20.56 20.00 21.00 8.06 9.83

500 14.80 17.77 18.06 -

250 12.13 13.46 15.00

125 - - -

250 ppm diizeyindeki biberiye ekstrakti H. pylori, S. aureus ve B. cereus 'da sirasiyla
12.13 mm, 13.46 mm, 15.00 mm capinda zonlar olusturmustur. S. Typhimurium ve C.
sakazakiii tlizerinde ise 500-125 ppm biberiye konsantrasyonlarinda zon
goriilmemistir. Inhibisyon zonlar1 kiyaslandiginda biberiye ekstraktina en direncli
bakteriler C. sakazakii ile S. Typhimurium olmustur. Biberiye ekstraktinin patojenler

tizerindeki etkileri Grafik 4.2.”de verilmistir.
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Grafik 4.2. Biberiye ekstraktinin patojenler tizerindeki etkileri

Campo ve ark. (2000), yaptiklari arastirmada; 30°C’de 24 saat sonunda bibriye
ekstrakti B. cereus tizerinde inhibitor etki gostermis, B. Cereus un biberiye ekstraktina
kars1 en hassas patojen oldugu ve %0,06 biberiye ekstrakti varliginda tamamen inhibe
oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde yapilan bu ¢alismada da B. cereus en yiiksek

zonu vererek biberiye ekstraktina karsi en hassas bakteri olmustur.

Yapilan bir bagka arastirma sonucunda S. aureus dahil test edilen mikroorganizmalara
kars1, kekik yagi ve biberiye yagi katkili yenilebilir filmlerin yiiksek inhibitor etki
gosterdikleri saptanmistir (Seydim ve Sarikus, 2006). Yapilan bu caligmada da

biberiye ekstrakti S. aureus iizerinde inhibe edici etki gostermistir.

Pintore ve ark. (2002), biberiyeden ekstre ettikleri eterik yaglarin Gr (+) bakteriler
tizerine Gr (-)’lere kiyasla daha kuvvetli antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da benzer sekilde Gr (+)’ler iizerinde daha ¢ok etki elde

edilmistir.

Bagka bir arastirmada, biberiye ekstrakti ve BHA/BHT ilavesinin pismis bifteklerde,
1s1l islem uygulandiktan sonra 4°C’de 9 giin depolama siiresince antimikrobiyal

etkileri arastinlmigtir. Biberiye ekstraktt ilavesi A. hydrophila disindaki S.
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Typhimurium dahil diger mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkisi
saptanmustir (Ahn ve ark., 2007). Gergeklestirilen bu ¢calismada da 1000 ppm Biberiye
ekstraktinin S. Typhimurium dahil ¢alisilan tiim bakteriler tizerinde antimikrobiyal

etki gosterdigi tespit edilmistir.

4.1.3. Bazi standart antibiyotiklerin calisma bakterilerine antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesi

Calismadaki bakterilere kars1 2 farkli antibiyotik disk (Cephalexin 30 ve Tetracyline
30) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar kiyaslandiginda; bu galismada
kullanilan sarimsak ekstrakti, H. pylori, tizerinde cephalexin (CI30) kadar zon
olusturamamustir. S. aureus, S. Typhimurium, C. sakazakii ve B. cereus iizerinde ise
sarimsak ekstrakti CI30 antibiyotiginden daha etkili olmustur. Te30 antibiyotigine
kars1 ise H. pylori’de daha kiigiik zon olusurken, ¢calismada kullanilan diger patojenler
tizerinde sarimsak ekstrakti daha biiyiik zonlar olusturarak daha fazla antimikrobiyal
etki gostermistir (1000 ppm biberiye ekstraktinin patojenler {izerindeki zonlari; H.
pylori 20.56 mm, S. aureus 20 mm S. Typhimurium 8.06 mm, C. sakazakii 9.83 mm,

ve B. cereus 21 mm’dir).

Tablo 4.3. Standart Antibiyotik Disklerin Olusturduklar: Ortalama Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Standart H. pylori S. aureus B. cereus S. Typhimurium C. sakazakii
Antibiyotik disk

Cephalexin(CI30) 22.70 19.40 17.00 19.70 21.00
Tetracycline(Te30) 31.50 25.00 19.70 26.60 24.50

Biberiye ekstrakti ise; H. pylori, C. sakazakii ve S. Typhimurium iizerinde C130’dan
daha kii¢iik zon olustururken, S. aureus ve B. cereus iizerinde ise sirasiyla 20 mm-21
mm ile s6z konusu antibiyotikden daha etkili olmustur. Te30 antibiyotigi ile
karsilagtirma yapildiginda ise calismada kullanilan tiim potojenler igin, biberiye
ekstraktinin daha az etkili oldugu goriilmistiir. C130 ve Te30’nin H. pylori iizerindeki

etkisi Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Cephalexin30 (CI30) ve Tetracyline30 (Te30) nin H. pylori tizerindeki etkisi

4.2. Mikrodiliisyon Yéntemi ile Belirlenen Minimum inhibisyon
Konsantrasyonlari

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde
mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Antimikrobiyal testler i¢in, 96 adet U tabanli
kuyucuklara sahip, steril mikrodiliisyon plaklar1 (Brand) kullanilmistir. 5 farkli
patojenin, sarimsak ve biberiye ekstraktinda tiremelerinin gozlemlenmedigi sidal
konsantrasyonlar belirlenmistir. Bu konsantrasyonlardan bir 6nceki konsantrasyon ise

MIK degeri olarak degerlendirilmistir.

4.2.1. Biberiye ekstraktinin MiK degerleri

Biberiye ekstraktinin 96 kuyucuklu mikrodiliisyon metodu kullanilarak antibakteriyal

etkisine ait sonuglar Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. Biberiye Ekstraktinin 96 kuyucuklu Mikrodiliisyon Yénteminde Minimum inhibisyon

Konsantrasyonlari
Biberiye H. pylori S. aureus B. cereus S. Typhimurium C.
Ekstrakti(ppm) sakazakii
1000 + + + + +
500 + + + + +
250 + + + _ +
125 + _ + _ _
62.5

_:Ureme var +: Ureme yok

Biberiye 1000 ppm ve 500 ppm konsantrasyonlarinda, kullanilan bes patojen (H.
pylori, B. cereus, S. Typhimurium, C. sakazakii ve S. aureus) iizerinde de inhibitor
etki gostermistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda MiK degeri S. Typhimurium igin
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250 ppm, S. aureus ve C. sakazakii i¢in 125 ppm, H. pylori ve B. cereus iginde 125ppm
olarak tespit edilmistir. Yani mikrodiliisyon yonteminde biberiye ekstrakti i¢in en
yiiksek inhibitor etki, 62.5 ppm ile H. pylori ve B. cereus iizerinde dl¢iilmiistiir. En
diisiik inhibe edici etki ise 250 ppm’de iiremenin gorildigi S. Typhimurium da

olmustur.

4.2.2. Sarimsak ekstraktinin MiK degerleri

Tablo 4.5.°de goriilgi lizere; seyreltilmemis ve 1/2 oranindaki sarimsak ekstrakti,
calisilan bes patojen (H. pylori, B. cereus, S. Typhimurium, C. sakazakii ve S. aureus)
tizerinde de inhibitor etki gostermistir. En yiiksek inhibitor etki 1/8 seyretide de
tiremenin goriilmedigi H. pylori tzerinde olmustur. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda MIK degerleri; S. aureus ve C. sakazakii icin 1/4, B. cereus ve S.

Typhimurium igin 1/8, H. pylori i¢inse 1/16 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.5. Sarimsak ekstraktimin 96 kuyucuklu Mikrodiliisyon Yonteminde Minimum inhibisyon

Konsantrasyonlari
Oran H. pylori S. aureus B. cereus S. Typhimurium C. sakazakii
1 + + + + +
1/2 + + + + +
1/4 + _ + + -
1/8 + B 3 _ _
1/16 _

_:Ureme var + : Ureme yok

Kim ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada birtakim esansiyel yaglardan elde edilen
bilesenlerden citral’in  disk difiizyon metodunda kiigiik inhibisyon zonu
olusturdugunu, sivi kiiltir ortaminda ise E. coli O157:H7 iizerinde yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigini, terpineol’tin ise disk difiizyon metodunda biiyiik
inhibisyon zonu olusturdugunu ancak sivi kiiltlir ortaminda S. Typhimurium’u inhibe
edebilmesi i¢in yiiksek konsantrasyonlara gereksinim duyuldugunu belirtmislerdir. Bu
sebepten dolayr kagit disk yontemi ile sivi kiltiir metotlarinda elde edilen
antibakteriyal etkilerin farklilik gosterebildigi bildirilmistir. Ayni sekilde yaptigimiz
bu ¢alismada da da disk difiizyon metodu ile mikrodiliisyon yontemindeki sonuglar

arasinda bazi farkliliklar olusmustur.
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Lee ve ark. (2003), biber, brokoli, kirmiz1 sogan, lahana, yesil ¢ay, sarimsak, havug,
salatalik gibi degisik sebze sularinin bakteriler {izerine engelleyici etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada; Salmonella Epidermidis, S. marcescens S. aureus,
Enterococcus faecalis, E. coli 0157:H7, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae’e karst sarimsak ve sulu ekstraktlarinin degisik dozlarda en yiiksek
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada da 6n
deneme asamasinda denenen bir¢ok bitkisel iiriin igerisinde en yiiksek zonlari

sarimsak Ve biberiye vererek yapilan bu ¢alisma ile benzerlik gostermistir.

4.2.3. Cahismada kullamilan mikroorganizmalara nisin’in antimikrobiyal etkisi

Nisinin, H. pylori, S. aureus, B. cereus, S. Typhimurium, C. sakazakii’den olusan bes
farkli patojen tizerine etkisi degerlendirilmistir. Nisin, H. pylori, S. aureus, B. cereus,
tizerinde sarimsak ekstraktina gore daha diisiik konsantrasyonlarda etkili olurken S.
Typhimurium ve C. sakazakii’ye etki gostermemistir. Biberiye ekstraktiyla
kiyaslandiginda ise nisin, tiim patojenler tizerinde biberiyeden daha etkili olmustur.
Genel olarak Gr (+) bakterilere etkili olmakla birlikte, nisinin Gr (-) bakteriler iizerine
de aktivite gosterdiginin tespit edildigi sinirli sayida ¢alisma mevcuttur (Noonpakdee
ve ark., 2003).

Tablo 4.6. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalara Karsi Nisin’in Antimikrobiyal Etkisi
Nisin(ppm) H. pylori S. aureus B. cereus S. Typhimurium C. sakazakii
200 + + +
100
50
25
12.5
6.25

+
+
+

+ + + +
+ + + +

_:Ureme var + : Ureme yok
4.2.4. Minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK)
MIK; antibakteriyel maddenin patojenin gelismesine engel olan en diisiik

yogunlugudur. MiK degeri, antimikrobiyel maddenin statik etkisini gosterir. Sarimsak

ekstrakti ve biberiye ekstraktinin H. pylori S. aureus B. cereus S. Typhimurium E.



43

sakazakii i¢in 96 kuyucuklu mikrodilisyon yéntemi ile belirlenen MiK degerleri Tablo
4.7.°de verilmistir. Calisilan bakteriler igerisinde sarimsak ekstraktina en hassas
bakteri MIK degeri 1/16 olan H. pylori olurken, biberiye ekstraktna en hassas
bakteriler 62.5 MIK degeriyle H. pylori ve B. cereus olmustur.

Tablo 4.7. Mikrodiliisyon Yénteminde Belirlenen Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

Patojenler Sarimsak Biberiye(ppm)
H. pylori 1/16 62.5
S. aureus 1/4 125
B. cereus 1/8 62.5
S. Typhimurium 1/8 250
C. sakazakii 1/4 125

Kumar ve Gupta (1984) tiip diliisyon metodunu kullanarak yaptiklari ¢alismada
sarimsak ekstraktinin enterotoksin tireten S.aureus’un 7 susuna kars1 bakterisidal ve
bakteriyostatik oldugunu bildirmislerdir. Minimum bakterisidal (letal) konsantrasyon
(MBK) 1/8; minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) 1/16 olarak belirlenmistir.
Sarimsak ekstraktinin ayn1 zamanda enterotoksin retimini 1/32 konsantrasyonda
inhibe ettigini bildirmislerdir. Tip diliisyon metodu kullanarak yapilan baska bir
calismada ise sarimsak ekstraktinin S. aureus ATCC 25923’e karst MIK degerinin
1/32, MBK degerinin 1/16 oldugu bulunmustur. Sonuglardaki farkliligin s6z konusu
caligmada S. aureus’un 7 susunun Klinik izolat olmasi, diger ¢alismada kullanilan S.

aureus’un ise standart bir sus olmasindan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir.

Lee ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada, tiip diliisyon metodunu kullanarak; MiK ve
MBK degerlerini belirlemek igin, i¢lerinde sarimsagin da oldugu birgok bitki 6zitiini
cesitli bakterilere kars1 denemislerdir. Bu bitkilerden sarimsak ve yesil Japon ¢ay1
(Camellia sinensis)’nin en yiiksek antibakteriyal etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
Arastirma sonuglarinda S. aureus ATCC 29213 i¢in minimum inhibitér diliisyon
(MID) degerini 1/256, minimum bakterisidal diliisyon (MBD) degerini ise 1/64 olarak
bildirmislerdir. Yine E. coli 0 157 H7 i¢in MID degerini 1/128, MBD degerini ise 1/64
olarak bildirmislerdir.

Calismamizdaki sonuglardaki farkliligin nedeninin; bakteri suslarinin farkh
olusundan, ekstraksiyon metodunun farkliligindan, kullanilan sarimsagin sahip oldugu

lokal 6zelliklerinden kaynaklandigi diisiiniilebilir.
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4.3. Tween 20 Varhginda Ortamin Yag Iceriginin Sarimsak Ekstraktinin
Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Yapilan ¢alismada sarmisak ekstraktinin disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal
etkisi belirlenmis ve mikrodiliisyon yontemi ile MiK degerleri saptanmistir. Daha
sonra ortamin yag igeriginin ve sarimsak ekstraktinin gida kaynakli patojenlere (H.
pylori, S. aureus, B. cereus, S. Typhimurium, C. sakazakii) karsi antimikrobiyal
etkisinde herhangi bir degisime neden olup olmadigi arastirilmistir. Gerekli

emilsuyonu olusturmasi i¢in Tween 20 kullanilmustir.

4.3.1. Helicobacter pylori

H. pylori sayim sonuglari istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo
4.8.”de verilmistir. Tween 20 varliginda ortama eklenen %10 yag diizeyinde, sarimsak
ekstraktlar1 bakteri gelisiminde 6nemli bir farklilik géstermezken %20 yag diizeyinde

%095 giiven araliginda fark 6nemli bulunmustur.

Tablo 4.8. Tween 20 Varhiginda Sarimsak ve Farkli Yag Oranlarinda H. pylori Sayilari (logio kob/ml)

Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 12 7,434 0,046
10 12 7,424 0,022
20 12 7,298 0,043

A, B ayni siitunda farkl: iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak 6énemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x sarimsak konsantrasyonlari

%20 yag diizeyinde elde edilen H. pylori sayisinin %10 yag diizeyine gore daha az
oldugu belirlenmistir. %20 yag i¢eren ortamin %10 yag iceren ortama gore inhibitor

etkisinin daha belirgin oldugu goriilmektedir (p<0.05).

4.3.2. Staphylococus aureus

S. aureus sayilari istatistiksel deneme metodu kullanilarak degerlendirilmis, Tween 20
ve sarimsak ekstraktr varliginda yag konsantrasyonlarinin bakteri gelisimi iizerinde
etkisinin 6nemli diizeyde (p<0,05) olmadigi goriilmiis ve sonuglar Tablo 4.9’da

verilmistir.
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Tablo 4.9. Tween 20 Varliginda Sarimsak ve Farkli Yag Oranlarinda S. aureus Sayilart (logio kob/ml)

Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 12 7,817 0,002
10 12 7,797 0,041
20 12 7,734 0,030

A, B ayni siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak dnemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x sarimsak konsantrasyonlari

S. aureus, Tween 20 varliginda calisilan sarimsak ve yag oranlarinda (%0, %10, %20)
inaktive edilememistir. Tablo 4.9°da da goriildiigii gibi %95 giiven araliginda bakteri
gelisimi  sarimsak ekstraktindan ve yag oranlarindan istatistiksel olarak
etkilenmemistir (p>0.05). Benzer bir sonug Elvan (2003)’lin ¢alismasinda Bacillus
cereus ve E. coli O157:H7 bakterileri igin elde edilmistir. Greyfurt ¢ekirdeginin ¢esitli
konsantrasyonlarinda yag igeriginin bekteriyel gelisim {izerinde etkili olmadigi

bildirilmistir.

4.3.3. Bacillus cereus

Tablo 4.10.’da verilen sonuglardan da goriildiigii tizere, kontrol ortamina eklenen yag
diizeyinin mikrobiyal gelisimi tegvik ettigi ancak %10 ve %20 yag diizeyinde istatiksel

olarak dnemli bir farkin olmadig tespit edilmistir (p<<0.05).

Tablo 4.10. Tween 20 Varliginda Sarimsak ve Farkli Yag Oranlarinda B. cereus Sayilart (logio kob/ml)

Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 15 7,888 0,043
10 15 7,904 0,055
20 15 7,914 0,065

A, B ayni siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x sarimsak konsantrasyonlari

Elde edilen veriler istatiksel olarak degerlendirildiginde, farkli yag oranlarmnin B.

cereus gelisimini kontrol drnegine gore arttirdigr goriilmiistiir (p<0.05).
4.3.4. Salmonella Typhimurium
S. Typhimurium sayimlarina ait istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.11°de

gorilmektedir. Tween 20 ve sarimsak varliginda kontrol ortamina eklenen %10 yag

oraninda S. Typhimurium bakterisi gelisiminde istatiksel olarak onemli bir farklilik
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bulunmazken, %20 yag oraninda onemli derecede bir farklilik tespit edilmistir
(p<0.05). %20 yag oraninda S. Typhimurium sayisinda azalma goézlenmis ve bu
azalmanin 6nemli oldugu gorilmiistiir.

Tablo 4.11. Tween 20 Varliginda Sarimsak ve Farkli Yag Oranlarinda S. Typhimurium Sayilari

(logio kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 15 8,144 0,054
10 15 8,094 0,070
20 15 7,958 0,087

A, B ayni siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x sarimsak konsantrasyonlari

4.3.5. Cronobacter sakazakii

Tween 20 varliginda kontrol ortamina eklenen %10 ve %20 yag diizeyinde bakteri
gelisimi %10 yag oraninda 6nemli bir farklilik gostermezken %20 yag diizeyinde %95
giiven araliginda énemli farklilik géstermistir. %20 yag oraninda C. sakazakii sayim
songlarinda azalma gozlenmistir. Tween 20 ve sarimsak varliginda gelisme gosteren
C. sakazakii sayim sonuglari istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo
4.12’de verilmistir.

Tablo 4.12. Tween 20 Varliginda Sarimsak ve Farkli Yag Oranlarinda C. sakazakii Sayilari

(logzo kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 15 7,817 0,149
10 15 7,85 0,154
20 15 7,678 0,157

A, B ayni siitunda farkl: iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x sarimsak konsantrasyonlari

4.4. Tween 20 Varhginda Ortamin Yag Iceriginin Biberiye Ekstraktinin
Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

96 kuyucuklu mikrodiliisyon yontemi ile ortamin yag igeriginin ve biberiye
ekstraktinin ¢aligilan test mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal etkisinde
herhangi bir degisime neden olup olmadigi arastirilmistir. Gerekli emilsuyonu

olusturmasi i¢in Tween 20 kullanilmistir.
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4.4.1. Helicobacter pylori

Tween 20 ve sarimsak varhiginda H. pylori sayim sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve Tablo 4.13’de goriildiigii tizere yag konsantrasyonlarinin bakteri
gelisimi tizerinde etkisinin 6nemli diizeyde (p<0,05) oldugu belirlenmistir. %0, %10
ve %20 yag konsantrasyonlart arasinda %95 giiven araliginda bakteri gelisimi

diizeyindeki diistisiin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.13. Tween 20 Varliginda Biberiye ve Farkli Yag Oranlarinda H. pylori Sayilari (logio kob/ml)

Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 12 7,86% 0,147
10 12 7,768 0,113
20 12 7,67¢ 0,109

A, B ayni siitunda farkl: iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar x biberiye konsantrasyonlar1

%10 ve %20 yag oraninda elde edilen H. pylori bakteri sayilar1 incelendiginde yag
orani arttikca bakteri gelisimindeki azalisin istatistiki olarak onemli diizeyde oldugu
goriilmistiir (p<0.05). Yapilan bir calismada da farkli yag diizeylerine sahip
olusturulan model sistemde diisiik Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti konsantrasyonlarinda

yag iceriginin antimikrobiyalin etkinligini azalttig1 belirlenmistir (Sahin, 2006).
4.4.2. Staphylococcus aureus

Tablo 4.14’de Tween 20 ve biberiye varhiginda gelisme gdsteren S. aureus sayim
sonuglar1 verilmektedir. Veriler istatistiksel olarak incelendiginde %95 giiven
araliginda mikrobiyal gelisimin biberiye ve yag oranlarindan (%0, %10 ve %?20)

etkilendigi gozlenmistir.

Tablo 4.14. Tween 20 Varliginda Biberiye ve Farkli Yag Oranlarinda S. aureus Sayilari

(logio kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 12 8,368 0,103
10 12 8,444 0,086
20 12 8,24°¢ 0,092

A, B, C ayni siitunda farkli issel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x biberiye konsantrasyonlari
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Tween 20 ve biberiye varliginda kontrol ortamina goére %10 yag ortami S. aureus
gelisimini artirirken, %20 yag ortami azaltict yonde etki etmistir ve bu degisimin

istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

4.4 3. Bacillus cereus

B. cereus sayimlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tablo 4.15.’de goriildigi
lizere yag konsantrasyonlarinin bakteri gelisimi {izerinde etkisinin sadece %20
konsantrasyonda 6nemli diizeyde (p<0,05) oldugu belirlenmistir. Kontrol ortamina
eklenen %10 ve %20 yag diizeyindeki besi ortaminda bakteri gelisimi tizerinde sadece

%20 yag diizeyi, %95 giliven aralifinda dnemli farklilik géstermistir.

Tablo 4.15. Tween 20 Varliginda Biberiye ve Farkli Yag Oranlarinda B. cereus Sayilari

(log1o kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 12 7,538 0,075
10 12 7,558 0,071
20 12 7,607 0,082

A, B ayni siitunda farkl lissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak dnemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlar1 x biberiye konsantrasyonlari

4.4.4. Salmonella Typhimurium

Tablo 4.16.’da biberiye ve Tween 20 varliginda gelisme gosteren S. Typhimurium
sayim sonuglari verilmektedir. Kontrol ortamina eklenen %10 yag diizeyinde ki besi
ortaminda bakteri gelisimi tizerinde 6nemli bir farklilik gostermis olup %95 giiven

araliginda fark 6nemli ¢ikmugtir.

Tablo 4.16. Tween 20 Varliginda Biberiye ve Farkli Yag Oranilarinda S. Typhimurium Sayilari

(logio kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 15 7,108 0,053
10 15 7,147 0,013
20 15 7,07¢ 0,040

A,B, C aynu siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlari x biberiye konsantrasyonlar1
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Tablo 4.16.’da gorildigi tizere Kontrol ortamina gore %10 yag ortami S.
Typhimurium gelisimini artirirken, %20 yag ortami azaltic1 yonde etki etmistir ve bu

degisimin istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

4.4.5. Cronobacter sakazakii

C. sakazakii sayimlar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.17
verilmistir. Tablo 4.17.’de goriildiigii lizere yag konsantrasyonlarinin (%0, %10 ve
%20) bakteri gelisimindeki etkisinin énemli diizeyde (p<0,05) oldugu goriilmiistiir.
Tween 20 ve biberiye varliginda kontrol ortamina gore %10 ve %20 yag ortami C.
sakazaki gelisimine azaltic1 yonde etki etmis ve bu degisimin istatistiki olarak 6nemli

oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.17. Tween 20 Varliginda Biberiye ve Farkli Yag Oranlarinda C. sakazaki Sayilari

(logio kob/ml)
Yag oram N Bakteri Sayisi Standart Hata
(%) Ortalamasi
0 15 8,824 0,039
10 15 7,918 0,062
20 15 7,70¢ 0,041

A, B, C aynu siitunda farkl1 tissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (P<0,05)
N: Yag oranlari x biberiye konsantrasyonlari

4.5. Tween 20°nin Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

Yag igeren sivi Kkiiltir ortamlarma emiilsifiyer madde olarak Tween 20
(polyoxiethylene (2) sorbitan monolaurate)’nin eklendigi durumlarda Tween 20’nin
antimikrobiyal aktivite iizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismada antibakteriyal etkisi
arastirtlan biberiye ekstraktina karsi en direngli olan S. Typhimurium ve sarimsak
ekstraktina karsi en edirengli olan S. aureus bakterileri secilerek Tween 20 ilave
edilmeden ve %1,5 Tween 20 varliginda ektraktlarin etkisi arastirilmigtir. Elde edilen

sonuclar Tablo 4.18. ve 4.19.’da verilmektedir.
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Tablo 4.18. Emiilgatér Olarak Tween 20’nin Kullamldigi ve Kullanilmadigi Sarimsak Ekstraktli
Besiyerinde S. aureus Gelisimi (kob/ml)

Tween 20 (%) Yag(%o) S. aureus (kob/ml)
0 0 8.414
0 20 8.798
15 0 6.53¢
15 20 7.19°

A, B, C; Ayni siitunda farkl tissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Tween 20 varliginda, yag icermeyen besiyerinde; 1/8 sarimsak ekstrakti, mikrobiyal
populasyon iizerinde 6nemli derecede azalma gostermistir. Emiilgator olarak Tween
20 kullanilmadiginda ise sarimsak ekstrakt1 daha az antimikrobiyal etki gostermistir.

Her iki azalma da istatistiksel olarak énemli ¢ikmustir (P<0.05).

Tablo 4.19. Emiilgator Olarak Tween 20’nin Kullamildigi ve Kullanilmadigi Biberiye Ekstrakth
Besiyerinde S. Typhimurium Gelisimi (kob/ml)

Tween 20 (%) Yag (%) S. Typhimurium
(kob/ml)
0 0 7.35%
0 20 7.408
15 0 7.29¢
15 20 7.46°

A, B, C; Ayni siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Emiilgator olarak Tween 20°nin yag icermeyen besiyerine eklendigi durumda 125 ppm
biberiye ekstrakti, mikrobiyal populasyonu azaltici etki gostermistir ve bu etki
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0.05). Tween 20, %20 yag i¢eren ortamda
kullanildiginda ise mikroorganizma popiilasyonunda artis tespit edilmistir. Bu artigin
yagin koruyucu etkisinden kaynaklandig diistiniilebilir. Tween 20 kullanilmadiginda

ise; % 20 yag iceren ortamda biberiye ekstrakti daha az etki gostermistir.

Emiilsifiyer olarak en ¢ok kullanilan maddeler; Tween 20, Tween 80 (polysorbate 80),
DMSO (dimethylsulfoxide) ve etanol ve metanoldur. Fakat bu maddeler test
sisteminin fizikokimyasal 6zelliklerinde farkliliga sebep oldugundan dolay1 inhibitor
etkide artma ya da azalmaya sebep olabilmektedir. Tween 20, Tween 80 gibi iyonik

ozellik gostermeyen sorfektanlarin olusturdugu misellerin iginde lipofilik molekiiller
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tutulmakta, siispansiyon igerisinde kismi bir sekilde dagilmaktadir. Miseller iginde
tutulan inhibitér madde mikroorganizmalar iizerinde etki gostermemekte ve
inhibisyonu gergeklestirememektedir. Emiilsifiye edici maddenin yogunlugu arttik¢a
daha fazla etki gosterebilmektedir (Mann ve ark., 1998).

Yapilan bir ¢aligsmada kagit disk yontemi ile E. coli, E. coli 0157:H7, S. Typhimurium,
L. monocytogenes ve V. vwvulnificus tiizerinde 11 esansiyel yag bileseninin
antimikrobiyal etkisini arastirmak i¢in kontrole % 2 Tween 20 ¢ozeltisi eklenmistir.
Tween 20, suyu sevmeyen (hidrofobik) bilesenlerin ¢oziiniirligiinii arttirmak ve
bakteriyel hiicre zarina gegisine yardimci olmak igin kullanilmistir. Sonugta L.
monocytgenes i¢in 0.7-0.8 cm zon olusumu belirlenmis, diger suslar igin ise zon

olusumu belirlenememistir (Kim ve ark., 2004).

Konu ile lgili yaplan bir ¢alismada Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti ve Tween 20 igin
antagonistik etki belirlenmis, emiilgator olarak Tween 20 kullanilmadiginda 600 ppm
Greyfurt ¢ekirdegi ekstraktinda mikrobiyal poiilasyonun tamamen yok edildigi
belirtilmistir (Sahin, 2006).

Juven ve ark. (1994), bu c¢alismalardan farkli olarak ortamda Tween 80
konsantrasyonu azaldikga timol ve kekik yaginin, S. Typhimurium sayisinda azalmaya

neden oldugunu belirlemislerdir.

Jong ve ark. (1999), yapmis oldugu bir calismada ise, kullanilan Tween 20
yogunluguna bagli olarak Lactobacillus amylovorus IMC-1’in iretmis oldugu
antimikrobiyal maddenin aktivitesinin yiikseldigi anlagilmigtir. Tween 80 ve nisinin
birlikte kullanildig1 sartlarda ise siitte L. monocytogenes iizerindeki antimikrobiyal

etkinin arttig1 belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da; genel olarak %20 yag ve %1.5 Tween 20
kullanildiginda, bakteri sayilarinda artig, dolayisiyla sarimsak ve biberiyenin etkisinde

azalma gostererek Jong ve ark. (1999) ve Elvan (2006) ile benzer sonug vermistir.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan ¢alismada kagit disk difiizyon ve 96 kuyucuklu mikrodiliisyon metodlari
kullanilarak biberiye ekstrakti ve sarimsak ekstraktinin H. pylori, S. aureus, B. cereus,
S.  Typhimurium, C. sakazakii tizerindeki inhibitor etkileri aragtirilmistir.
Antimikrobiyal etkinligin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan yontemlerden biri
olan minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Ortamin yag ve
Tween 20 igeriginin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
da, kiiltiir ortamina yag ve Tween 20 ilave edilmis ve mikrobiyal gelisim izlenmistir.
Ayrica nisin bakteriyosini ile Cephalexin 30 (Cl 30) ve Tetracycline 30 (Te 30)
antibiyotiklerinin de c¢alisilan bakteriler tizerine antimikrobiyal etkileri tespit

edilmistir.

Kagit disk difiizyon metodu ile biberiye ve sarimsak ekstraktinin olusturduklar
inhibisyon zonlar1 degerlendirildiginde; s6z konusu ekstrakti tiim bakteri suslarinda
zon olusturmus olup; en yiiksek zon degerini 30,13 mm ile sarimsak ekstrakti S. aureus
tizerinde olusturmustur. Bu deger Cl 30 ve Te 30 antibiyotiklerinde sirasiyla 19.40mm
ve 25 mm olarak 6l¢iilmistiir. Sarimsagin 24.50 mm ile en etkili oldugu ikinci bakteri
olan B. cereus, bu antibiyotiklere sirasiyla 17.00 mm ve 19.70 mm ile daha ¢ok direng

gostermistir.

1/1 ve 1/8 oranindaki sarimsak ekstrakti ise en biiyiik etkiyi sirasiyla 30.1-11.2 mm
zonile S. aureus’a ve C. sakazakii'ye gostermistir. 1/1 oraninda Sarimsak ekstraktinin
bakterilerde etki siralamasi; S. aureus > B. cereus > C. sakazakii >S. Typhimurium>
H. pylori seklinde olurken, Biberiye ekstraktinda ise bu siralama B. cereus > S. aureus
> H. pylori >C. sakazakii > S. Typhimurium seklinde olmustur. 1000 ppm biberiye
ekstraktina en duyarli bakteri 21 mm zon ¢apiyla B. cereus olurken, Cl 30 ve Te 30

antibiyotiklerinin bu bakteriye etkisi daha az olmustur.
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Calismada mikrodiliisyon yontemiyle yapilan analizlerde; 1000 ppm-500 ppm
konsantrasyonda biberiye ekstrakti tiim patojenler iizerinde inhibe edici etki
gosterirken, en yiiksek inhibitdr etki 62.5 ppm MIK degeri ile H. pylori ve B. cereus
tizerinde olmustur. En diisiik inhibitor etki ise 1000 ppm ve 500 ppm de tiremenin
goriilmedigi Salmonella Typhimurium’da olmustur. Antimikrobiyal etkisi arastirilan
sarimsak ekstraktinda ise 1/1 ve 1/2 oranlarinda tiim patojenler tizerinde inhibe edici
etki goruliirken, en yiiksek inhibitor etki 1/8 oranina kadar tiremenin goriilmedigi H.
pylori iizerinde olmustur. 1/8 oranindaki sarimsak ekstraktinda en diisiik MIK degeri
ise; H. pylori ‘de saptanmistir. Biberiye ekstraktinda ise en diisiik MIK degeri 62.5 ppm
ile H. pylori ve B. cereus da belirlenmistir. Nisin’in bu bakteriler i¢in MIK degeri 6.25

ppm ile s6z konusu ekstraktlardan daha diisiik olmustur.

Tween 20 varhiginda yag diizeylerinin antimikrobiyal etkileri de incelenmistir.
Sarimsak ekstrakti; %20 yag diizeyinde, H. pylori, S. Typhimirium, C. sakazakii ve B.
cereus tizerindeki etki gostermis olup; S. aureus {izerinde farkli yag oranlarinin etkisi
tespit edilmemistir (P<0.05). Biberiye ekstraktinda ise; %0, %10 ve %20 yag
diizeylerinin tigiinde de S. Typhimurium hari¢ diger bakteriler i¢in 6nemli diizeyde

etki gorilmistiir (P<0.05).

Calismada antibakteriyal etkisi arastirilan biberiye ekstraktina kars1 en direngli olan S.
Typhimurium ve sarimsak ekstraktina karsit en direngli olan S. aureus bakterileri
secilerek; Tween 20 kullanilmadan ve %1,5 Tween 20 varliginda ekstraktlarin etkisi
incelenmistir. Tween 20, biberiye ekstrakti ve sarimsak ekstraktinin inhibitor etkisini
azaltmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tween 20’nin inhibitdr etKisi

o6nemli bulunmustur (P<0.05).

Dogal antimikrobiyaller son yilllarda hem bilim diinyas1 hem de gida teknolojisinin
odag1 durumundadir. Yapilan ¢alismalarda 6nemli sonuglar elde edilmekle birlikte, bu
calismalarin uygulanabilirlik kazanmasi onemlidir. Tiiketici agisindan kabul edilebilir,
ekonomik agidan siirdiiriilebilir ve gidanin duyusal profiline uygun etkili dogal
antimikrobiyallerin kullaniminin artmasi, Kimyasal koruyucu ve antibiyotiklerin gida

maddelerinden kullaniminin azaltilmasinda 6nemli rol oynayacaktir.
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Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; kullanilan biberiye ve sarimsak
baharatlarinin gida kaynakli patojenlere karsi inhibitér etkiye sahip olduklari
anlasilmistir. Ancak ¢alismada kullanilan baharatlarin yiiksek konsantrasyonda daha
fazla etki gostermesi sebebiyle, laboratuvar sartlarinin  yani sira yiiksek
konsantrasyonlarin gidalarda tat ve koku iizerinde olumsuz etki gosterme ihtimalinden
dolay1 bu sonuglara gore arastirmada kullanilan baharatlarin ¢esitli gidalar lizerinde

calisilmasi gerekli ve faydali olacaktir.
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