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Patojen mikroorganizmalarin ¢oklu antibiyotik direnci gelistirmesi tedavi sirelerinin
uzamasl, 6lim oranlarinin artmasi ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
calismada, geleneksel antibiyotiklere karsi gelisen direng nedeniyle alternatif
antibakteriyel ajanlar gelistirilmesi ihtiyaci ele alinmistir. Laurus nobilis yapraklarindan
elde edilen ekstraktlarin Escherichia coli ve Proteus mirabilis patojenlerine karsi
antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Arastirmada, L. nobilis yaprak ekstraktlarinin,
ozellikle ylksek dozlarda (50 uL), her iki patojen Uzerinde de inhibisyon sagladig
belirlenmistir. Ayrica, molekiler kenetlenme yontemi ile defne yapraginin ugucu yag
bilesenlerinin bakteri hiicre duvari olusumunu kontrol eden proteinlerle etkilesim
potansiyeli incelenmistir. Sonuglar, L. nobilis ekstraktlarinin, 6zellikle ¢oklu antibiyotik
direnci gelistiren patojenlere karsi, etkili bir alternatif olabilecegini gostermektedir.
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The development of multiple antibiotic resistance by pathogenic microorganisms
causes prolongation of treatment periods, increased mortality rates, and economic
losses. In this study, the need to develop alternative antibacterial agents due to the
development of resistance to conventional antibiotics was addressed. The antibacterial
effects of extracts obtained from Laurus nobilis leaves against Escherichia coli and
Proteus mirabilis pathogens were investigated. In the study, it was determined that L.
nobilis leaf extracts, especially at high doses (50 pL), provided inhibition on both
pathogens. In addition, the interaction potential of the volatile oil components of bay
leaf with proteins that control bacterial cell wall formation was investigated by
molecular docking method. The results show that L. nobilis extracts may be an effective
alternative, especially against pathogens that develop multiple antibiotic resistance.
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1. GIRiS

Son yillarda klinik patojen bakterilerin geleneksel antibiyotiklere karsi gelistirdikleri
direnc, halk sagligi agisindan 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir (Iwu ve ark., 2020; Pal ve
ark., 2020; Sugecti 2021 a,b). Patojen mikroorganizmalarin c¢oklu antibiyotik direnci
gelistirmesi tedavi slrelerinin uzamasi, 6lim oranlarinin artmasi ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Antibiyotik direncinin en 6nemli nedenleri yogun ve bilingsiz kullanimdan
kaynaklanmaktadir. Enfeksiyona neden olan patojenin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
konsantrasyonlari dikkatle belirlenmeli ve tedavi igin etkili minimum dozlar kullaniimalidir. Son
yillarda ¢oklu antibiyotik direncine karsi geleneksel antibiyotikler tedavilerde yetersiz kalmistir
(Sertgelik ve ark., 2018; Church and McKillip 2021). Bu nedenle geleneksel antibiyotiklere
alternatif yeni kimyasallarin ve bitkisel 6zltlerin gelistiriimesi olduk¢a 6nemlidir. Dlsuk
toksisiteye sahip bazi metal bilesiklerin patojen bakteriler lzerinde antibakteriyel etki
yaptiklari belirlenmistir (Sertcelik ve ark., 2018; Hashem ve ark., 2022). Ayrica bazi bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin ve ekstraktlarin insan patojenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Sugecti and Koger 2015; Nabila ve ark., 2022).

Laurus nobilis antibakteriyel (Aumeeruddy-Elalfi ve ark., 2015), antifungal (Houicher ve
ark., 2016), anti-inflamatuar (Mazzio ve ark., 2016) gibi etkilere sahip ekonomik olarak 6nemi
bir bitkidir. Bitkinin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar kozmetik, tip, eczacilhk ve
veterinerlik gibi bircok alanda kullaniimaktadir (Yazici ve ark., 2024). Bitkinin yapragindan elde
edilen ana bilesenler 1,8-sineol, sabinen ve linalooldiir (Ekren ve ark., 2013; Snuossi ve ark.,
2016). Defne vyapraginin bilesenlerinin antibakteriyel 6zelikleri oldugu daha oOnceki

calismalarda bildirilmistir (Goudjil ve ark., 2015; Caputo ve ark., 2017).

Bakterilerin hayatta kalmasi ve morfogenezi, hiicre duvarinin temel bir bileseni olan
peptidoglikana (PG) 6nemli derecede baghdir. PG, cogu bakteri hiicresini cevreleyen, ozmotik
lizise karsi koruma saglayan temel bir heteropolimerdir. PG biyosentezinde yer alan proteinler,
hicre bolinmesini ve hiicre duvari uzamasini (elongasom veya Rod sistemi) diizenler. Bu
yapilarin inhibisyonu veya dlizensizligi hiicre sekli kusurlarina, bozulmus blylimeye ve en
sonunda bakterinin 6limiine yol acabilir (Typas ve ark., 2012). Elongasom veya Rod sistemi,
cubuk seklindeki bakterilerde hiicre duvari olusumunu kontrol eden bir protein kompleksidir.
MreC, hiicre duvari biyosentez enzimlerinin aktivitesini diizenler (Van Den Ent ve ark., 2006;

Lovering and Strynadka 2007; Contreras-Martel ve ark., 2017).
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Bu c¢alismada, L. nobilis yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin patojen
mikroorganizmalar E. coli ve P. mirabilis Uzerindeki antibakteriyel etkileri arastirildi. Ayrica
defne yapraginin ugucu yag bilesenlerinin hiicre duvar olusumunu kontrol eden proteinler ile

etkilesimleri molekiler kenetlenme yontemi kullanilarak incelendi.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. L. nobilis ekstraktlarinin hazirlanmasi

L. nobilis yapraklar Zonguldak bdlgesinden toplandi ve laboratuvarda kuramaya
birakildi. Kurutulmus ve toz haline getirilmis bitki yapraklar tartildi (10 g) ve tizerine 100 mL
etil alkol eklendi. Erlen 24 saat 50 °C’de bekletildi. Siire sonunda karisim filtre kagidindan
suzllerek stzlintl ayrildi. Fitre kagidi Gzerinde kalan kati partikiller tekrar erlene alinip
Uzerine 100 mL etil alkol eklendi. Bu sekilde bu islem 3 kez tekrar edildi. Elde edilen stzlintiler
birlestirilerek doner buharlastiricida etil alkol uzaklastirildi ve deney icin gerekli ekstraktlar

elde edildi.
2.2. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Mikroorganizma suslari, Mueller Hinton Broth besiyerlerine ekildi. Bakterilerin Gremesi
icin 37 + 2 °C'ye ayarli bir inkiibatorde 24 saat bekletildi. Elde edilen bakteri suslarinin
tanimlanmasinda yari otomatize antibiyogram cihazi kullanildi. Antibiyogram testleri igin
Mueller Hinton Agar kullanildi.  Patojen mikroorganizmalar 0.5 McFarland standart
bulanikhigina es olarak hazirlandi ve ekimi yapildi. Besiyerler 37 £ 2 °C’'ye ayarl bir inkiibatorde
24 saat bekletildi. Defne agacinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlar antibakteriyel
aktivitesi disk diflizyon yontemi ile belirlendi. Defne agacinin yapraklarindan elde edilen
ekstraktlar bos steril antibiyotik disklerine 25 pL ve 50 puL emdirildi. Daha sonra ekstrakt
uygulanmis diskler belirli araliklarla besiyerlerine hafifce lizerine bastirilarak yerlestirildi. Petri
kaplari 24 saat 37 + 2 °C'ye ayarli bir inklibatorde bekletildi ve olusan inhibisyon zonlari

olculda.
2.3. Molekiiler Kenetlenme Analizi

Bu calismada, bitkisel bilesenlerin MreC ile baglanma afinitesini hesaplamak icin

Autodock Vina programi (Trott & Olson, 2009) kullanildi. MreC yapisal proteinin (PDB kodu:
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6ZLV (Martins ve ark., 2021) kimyasal yapisi RCSB Protein Veri Bankasindan alindi (https
://www.rcsb.org). Polar hidrojenler ve Kollman yikleri eklenmeden 6nce protein yapilarindan
su molekdlleri uzaklastirildi. Her ligand molekilinin kokii otomatik olarak algilandi ve
burulmalarin segilip donmesine izin verildi. Gorsellestirme islemleri BIOVA Discovery Studio

Visualizer 2021 (BIOVIA, 2021) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3. SONUCLAR
3.1. L. nobilis ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri

L. nobilis yapraklarindan edilen ekstraktlarin E. coli ve P. mirabilis patojenleri Gzerindeki
antibakteriyel etkileri tablo 1'de gosterilmektedir. Yapilan calismada 25 puL uygulanan ekstrakt
E. coli Gzerindeki antibakteriyel etki gosterirdi. P. mirabilis lizerinde ise antimikrobiyal etki
gostermedigi belirlendi. Yapilan ¢alismada 50 plL uygulanan L. nobilis ekstraktlarinda E. coli ve
P. mirabilis Uzerinde antibakteriyel etkileri oldugu belirlendi. Sirasiyla 11 mm ve 7 mm

inhibisyon zonlari 6l¢lildl (Tablo 1).

Tablo 1. L. nobilis ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri

inhibisyon Zonlari (mm)

Bakteri L. nobilis ekstraktlari
25 uL 50 uL
E. coli 6 mm 11 mm
P. mirabilis - 7 mm

3.2. Molekiiler kenetlenme sonuglari

Bu calismada, L. nobilis yapragindan elde edilen bilesiklerin, patojen bakterilerin hiicre
duvari olusumunu kontrol eden MreC proteini ile olan etkilesimleri molekiiler kenetlenme
yontemi ile incelenmistir. Sabinen ve 1,8-sinanol bilesikleri (izerine yapilan analizler, bu
bilesiklerin MreC proteini ile gesitli etkilesimlere girdigini ortaya koymustur. Sabinen bilesigi, -
7.6 kcal/mol'lik baglanma enerijisi ile MreC proteini Gzerinde gucli bir baglanma gostermistir.
Bu etkilesimler arasinda PHE183 amino asidi ile m-sigma etkilesimi, VAL102, ILE197, PRO193
ve VAL252 amino asitleri ile alkil etkilesimler, ayrica PHE225, PHE226 ve TYR44 amino asitleri

ile mt-alkil etkilesimler yer almistir. Bu etkilesimler, Sabinen'in MreC proteini ile glicli ve kararli

98



Sugecti S. & Sertgelik M. (2024). Caucasian Journal of Science, 11(2), 95-104

bir baglanma gerceklestirdigini gostermektedir (Tablo 2 ve Sekil 1). Diger yandan, 1,8-sineol
bilesigi, -6.0 kcal/mol'lik bir baglanma enerjisi ile Sabinen'e kiyasla daha diistk bir baglanma
affinitesi sergilemistir. Bu bilesik de PHE183 amino asidi ile m-sigma etkilesimi géstermistir.
Ayrica, ILE197, PRO193, VAL252 ve VAL102 amino asitleri ile alkil, TYR44, PHE183, PHE226 ve

TRP43 amino asitleri ile rt-alkil etkilesimler gerceklestirmistir (Tablo 2 ve Sekil 2).

Tablo 2. L. nobilis’in bazi bilegsenlerinin MreC ile etkilesiminin molekiler kenetlenme yontemi

ile incelenmesi

Protein Bilesik Baglanma Etkilesim Turi Amino asit
Enerjisi
(kcal/mol)
Tt- Sigma PHE183
VAL102; ILE197;
Alkil
c -7.6 PRO193; VAL252
g
£
) PHE225; PHE226;
(%] .
O r-Alkil
o TYR44
P
Tt- Sigma PHE183
ILE197; PRO193;
_ Alkil
9 -6.0 VAL252; VAL102
o
:1 TYR44; PHE183;
T-Alkil
PHE226; TRP43
4. TARTISMA

Patojen bakterilerin gelistirdikleri antibiyotik direnci nemli bir insan sagligi sorunudur.
Geleneksel antibiyotiklere direncin artmasi enfeksiyonlarin tedavi sliresinin uzamasina neden
olmaktadir. Bazi direncli patojenlerin tedavileri ise olduk¢a zordur. Bu durum ciddi bulasici
hastaliklarin yayilmasini ve 6lim riskini arttirmaktadir. Bu ¢alismada E. coli ve P. mirabilis

patojen bakterilerinin karsi defne agacinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin
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antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Ayrica molekiler kenetlenme yontemi kullanilarak L.

nobilis yapragindaki bazi bilesiklerin patojen bakteriler lizerindeki etkileri arastiriimistir.

A197 TYR
PRO A:4d
A:193
THR
A151
1
TRP 1
A43 !
i/ G VAL
L A:102
.
14
VAl . PHE
A:252 PHE
A:183 A:225 PHE
A226
D van der Waaks |: ol
W s ] Pt
(a) (b)

Sekil 1. Sabinen bilesiginin MreC proteini ile molekiiler kenetlenme modeli (a: Ug

boyutlu yapisi, b: iki boyutlu yapisi)

Yapilan calismada, defne agacinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin klinik
patojen bakteriler E. coli ve P. mirabilis suslari Gzerinde antibakteriyel etkilere sahip oldugu
belirlenmistir. Okmen ve ark. (2014) yaptigi calismada Cyclamen mirabile kok 6zitlerinin gida
patojeni bakteriler lizerinde antibakteriyel etkiler oldugu goriulmdistir. Rezene ve ada cayinin
antibakteriyel etkisinin arastirildigi bir calismada, klinik patojen bakteri Staphylococcus aureus
Uzerinde bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel etkileri oldugu bildirilmistir
(Hasimi ve ark., 2015). Yapilan baska bir calismada, Psidium guajava, Salvia officinalis,
Ziziphusspina christi, Morusalba L., Oleaeuropaea L. bitkilerinin antibakteriyel etkileri
arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda bitki ekstralarinin E. coli ve S. aureus Uzerinde ekili
oldugu fakat Psidium guajava disinda hicbir ekstraktin Mycoplasma galliceptum Uizerinde
antibakteriyel etkisinin olmadig bildirilmistir (Hemeq ve ark., 2020). Baska bir calismada,
biyolojik olarak sentezlenen glimis nanopartikillerinin yiksek antibakteriyel etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Said ve ark., 2024). Yapilan baska bir calismada Cezayir defne esansiyel
yaginin E. coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi dnemli antibakteriyel etki gosterdigi

bildirilmistir (Goudjil ve ark., 2015).
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Sekil 2. 1,8-cineole bilesiginin MreC proteini ile molekiiler kenetlenme modeli (a: Ug

boyutlu yapisi, b: iki boyutlu yapisi)

Bu c¢alismada, L. nobilis yapragindan elde edilen sabinen ve 1,8-sineol bilesiklerinin,
patojen bakterilerin hiicre duvari biyosentezini diizenleyen MreC proteini ile olan etkilesimleri
molekiler kenetlenme yontemi ile incelenmistir. Molekiler kenetlenme sonuclari, her iki
bilesigin de MreC proteini ile belirgin etkilesimler gosterdigini, ancak baglanma enerjileri ve
etkilesim tiirleri acisindan farklihklar sergiledigini ortaya koymustur. Sabinen bilesigi, -7.6
kcal/mol gibi duslik bir baglanma enerjisi ile MreC proteini lzerinde glgli bir baglanma
affinitesi gostermistir. Bu dusiik baglanma enerijisi, sabinenin proteine siki bir sekilde
baglandigini ve bu baglanmanin kararl oldugunu isaret etmektedir. Sabinen'in PHE183 amino
asidi ile m-sigma etkilesimi ve bir dizi alkil ve m-alkil etkilesimler gerceklestirdigi gdzlenmistir.
Bu etkilesimler, sabinenin MreC proteinine baglanma mekanizmasini desteklemekte ve bu
bilesigin hicre duvar biyosentezini etkileyebilecegini dislindirmektedir. Hicre duvari
sentezinin bozulmasi, bakteriyel hicrelerin morfolojisini, bolinmesini ve hayatta kalmasini
olumsuz etkileyebilir, bu da sabinenin antibakteriyel etkisini aciklayabilir. Yapilan baska bir
calismada, patojen bakteri Salmonella typhimurium Gzerinde okaliptol, sabinen ve
sinamaldehit bilesiklerinin in silico etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglarda, en disik

yerlestirme puani sabinen icin elde edilmistir (Vimal ve ark., 2017).
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Bu calismada, L. nobilis yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel etkileri,
klinik patojen bakteriler E. coli ve P. mirabilis Gizerinde degerlendirilmistir. Yapilan deneyler,
yuksek konsantrasyonlardaki L. nobilis ekstraktlarinin, her iki bakteriyel patojen Uzerinde
belirgin inhibisyon zonlari olusturdugunu gostermistir. Molekiler kenetlenme analizleri ise,
defne yapragindaki bilesenlerin bakterilerin hiicre duvari olusumunu kontrol eden proteinlerle
potansiyel olarak etkilesimde bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢calismadan elde edilen
sonuglar, L. nobilis yaprak ekstraktlarinin, antibiyotik direncine sahip bakterilere karsi
alternatif bir tedavi secenegi olabilecegini distindirmektedir. Ancak, bu bulgularin klinik
uygulamalarda dogrulanabilmesiicin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Sonug olarak, defne
yapragi ve bilesenlerinin antibakteriyel potansiyeli, antibiyotik direncinin neden oldugu ciddi

halk sagligi sorunlarina karsi umut verici bir ¢6ziim sunmaktadir.

Cikar Catismasi

Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢gatismasi olmadigini beyan ederler.
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