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Abstract: In this study, the antibacterial effects of extracts acquired from the leaves of zahter (Thymbra spicata L.) plant, a
traditional thyme, were investigated on Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, and
Campylobacter jejuni that may cause various damages to human health. For this purpose, diffusion disc assays were performed.
Each of the diffusion discs was impregnated with 10 pL of 3 different (10, 102, and 103) dilutions that were diluted from the T.
spicata extract homogenates. These discs were placed on the media that was previously cultured with E. coli O157:H7, S. enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium, and C. jejuni and growth behaviors of each bacteria were observed. According to the
obtained results, both E. coli O157:H7 and S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium presented large inhibition zones to
101 and 102 dilutions (for E. coli O157:H7 21.3£1.7 and 17.7£1.3, respectively; and for S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium: 26.3+1.7 and 20.7+1.3, respectively) but low inhibition zones to 103 dilution (8.3+2.1 and 10.0£0.8, respectively).
It was observed that the C. jejuni strain formed zones all below 17 mm in all three different dilutions.
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Zahter (Thymbra spicata L.) Bitkisi Ekstraktinin, Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium ve Campylobacter jejuni Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

Ozet: Bu calismada, zahter (Thymbra spicata L.) bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstraklarin insan saghgma ¢ok yonlii
zararlar verebilen Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium ve Campylobacter jejuni
bakterileri tizerindeki antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Bu amag dogrultusunda, disk diftizyon yéntemi kullanilmistir. Steril
disklerinin her birine T. spicata ekstraktinin homojenatlardan yapilan 3 farkli (101, 102 ve 10-3) diliisyondan 10’ar pL emdirilmis
ve bu diskler petri kaplar: igerisinde bulunan besiyerlerine ekimi yapilmis olan E. coli O157:H7, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ve C. jejuni bakterilerinin iireyecegi bolgelere birakilarak tireme davranislart gozlemlenmistir.
Calisma sonuglarma gore, yapilan 6lgtimlerde E. coli O157:H7’'nin 10 ve 10?lik T. spicataekstraktinin bulundugu etrafinda
sirastyla 21,3+1,7 ve 17,7+#1,3 mm’lik zonlar olusturdugu goézlemlenmistir. Benzer sekilde, S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium da 10've 10?1lik T. spicata ekstrakt1 diliisyonlarinin etrafinda sirasiyla 26,3+1,7 ve 20,7+1,3 mm’lik zonlar
olusturmustur. Fakat hem E. coli O157:H7 hem de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 10%'liik diliisyonda
dar inhibisyon zonlar1 olusturmuslardir (sirasiyla 8,3+2,1 ve 10,0+0,8). C. jejuni tiirtintin ise ti¢ farkli diliisyonun tamaminda 17
mm’nin altinda kalan zonlar olusturdugu gozlemlenmistir.
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1. Giris

Bakteriler, giiniimiizde mevcut halde bulunan ve bir¢ok
enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan dogal
antibiyotiklere kars1 yiiksek ¢lctide direng saglamislardir
(Fair & Tor, 2014). Bu nedenle, bilim insanlar: alternatif
tedavi yontemleri {izerine calismaktadirlar. Bunlar
arasinda, yabanil bitki ttirlerinin ya da geleneksel olarak
kullanilan baharatlarin kullanildif1 yontemler de yer
almaktadir (Allen, Trachsel, Looft, & Casey, 2014).

Zahter  (Thymbra  spicata L.), ballibabagiller
familyasindandir. Yiiksek ve kuru tepe yamaclarinda
bulunmakta olup Anavatan1 Dogu Akdeniz ve
Karadeniz'dir (Baydar, Sagdig, Ozkan, & Karadogan,
2004). Ulkemizde hemen hemen her yerde yetismekle
birlikte bitkinin yeni yetismis filizleri kullanularak
Antakya (Hatay) ve Gaziantep yorelerinde mezeleri
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yapilir. Bitkinin keskin kokusu ve hafif acims1 bir tad:
vardir. Genellikle Temmuz ve Agustos aylarinda pembe
renkli ¢icekler acan ¢ali goriintimiindeki bir bitkidir
(Harbarth & Samore, 2005; Spellberg, Bartlett, & Gilbert,
2013). Halk arasinda kurutulan yapraklar1 kaynatilarak
icilen zahter caymun, istah agmaya, gaz soktiirmeye,
viicuttan mikroplar: atmaya ve hazimsizliga iyi geldigi
bilinir  (http://www.Dbitkiler.gen.tr/ zahter-bitkisi.html).
Halk arasinda ¢ok eskiden beri kullamilan bu bilgi
birikiminden faydalanilarak Hatay {li sinirlar1 igerisinde
de bulunmakta olan bu bitkinin antibiyotik etkilerinin
arastirilabilecegi diistintilmiistiir.

Son yillarda, mevcut birgok antibiyotige kars: ¢oklu-
direng gosterebilen bakterilerin siirekli olarak artmasi,

enfeksiyonlardan  kaynakli  hastaliklarin tedavi
edilememesi ciddi bir sorundur ve patojenlerin neden
oldugu olim oranlarmin  artmasma  sebebiyet
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vermektedir (Torella, Chait, & Kishony, 2010). Bu
nedenle, diren¢ mekanizmalarimi bloke edebilen ve bu
direngli suslarin yok edilmesine yonelik efektif rol
alabilen yeni antibakteriyel maddelerin veya yeni
bilesiklerin gelistirilmesi gerekmektedir (Coates, & Hu,
2007). Ancak bu dénemde de, direng gelisiminin oniine
gecilmedigi stirece insanligin patojen
mikroorganizmalarla miicadeleyi kaybetmesi olasilig
endise yaratmaya devam etmektedir (Ventola, 2015).
Gectigimiz yillarda yapilan bazi arastirmalar sonucunda
bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri
dogrulanmistir (Al-Mariri & Safi, 2014; Bhalodia &
Shukla, 2011; Haroun & Al-Kayali, 2016). Fakat bu
calismalarin  higbiri T. spicata’'nin Escherichia  coli,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ve Campylobacter jejuni tizerine direkt etkileri ile ilgili
degildir. Bu bakterilerden E. coli daha ¢ok az pismis
kirmizi et tirlerinin tiiketilmesinden ve biiytikbas ile
kiiciikbas hayvanlarin diskilarma temastan dolay1
insanlara bulasarak cgesitli bagirsak hastaliklara neden
olabilirken, Salmonella spp. ve C. jejuni genellikle yetersiz
sekilde pisirilmis kanath etlerinin tiiketilmesinden
insanlara bulasarak kanli ishal gibi hastaliklara yol
acabilmektedirler (Gianella, 1996; Luangtongkum et al,,
2009). Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde, Salmonella
spp- ve C. jejuni’nin sebep oldugu klinik vaka sayist ve
olim sayisi sirastyla yillik toplam 1,88 milyon ve 676’dir
(Scallan et al.,2011).

Son 20 yillik siire¢ igerisinde yeni antibiyotik
kesiflerinin yavaslamasi ve bircok antibiyotige karsi
direng gosteren mikroorganizmalarin artmas: (Wright, &
Poinar, 2012; Wright, 2014) bizi yeni alternatif antibiyotik
arayisi igerisine stiriiklemis ve bu baglamda yoremizde
(Hatay) yaygmn olarak yetisen T. spicata bitkisinin
antimikrobiyal etkisini aragtirmak temel amacimizi
olusturmustur.

2. Materyal ve Metod
2.1. Bitki ve Organizmalar

Bu arastirmada bitki materyali olarak zahter (Thymbra
spicata L.) ve bakteri materyalleri olarak da Escherichia coli
O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Typhimurium ve  Campylobacter  jejuni  kiltiirleri
kullanilmistir.  Bitki  ornekleri, Hatay Ili simirlan
icerisindeki daglik kesimlerden (Amanos Daglari,

Karaali, Giilderen, ve Oglakoren Mevkileri) Temmuz ve
Agustos aylarinda toplanmis olup Mustafa Kemal
Universitesi (MKU), Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Botanik Ana Bilim Dali'na teshis ettirilmistir.
Bakteri kiiltiirleri ise yine ayn1 kurumun Teknoloji ve AR-
GE Uygulama Merkezinden direkt olarak temin
edilmistir.

2.2 Thymbra spicata Orneklerinin Ekstraksiyonu ve
Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Toplanan T. spicata bitkisinin sadece yaprak kisimlar
calismaya dahil edilmistir. Bu yapraklardan ekstrakt elde
etme islemi Haroun ve Al-Kayali (2016)'nin belirttigi
sekilde klasik ekstraksiyon yontemi kullanilarak
yapilmistir. Kisaca, toplanan yaprak drnekleri steril su ile
yikanmis ve suyun siiziilmesi saglanmistir. Daha sonra,
aktif bilesen kaybini 6nlemek amaciyla, bu crnekler 25-
30°C 'de giines 1s181na maruz kalmayan bir yerde ve
herhangi bir 1s1l islem uygulanmadan 5 giin boyunca
kurumaya birakilmistir. Bu kurutma islemi asamasi
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Oztekin ve Soysal (1998)'m belirttigi sekilde kuruma
durumuna gore 8 giine kadar wuzatilabilir. Sonra
kurutulmus yapraklar bir havan yardimiyla toz haline
getirilmis ve kullanima kadar buzdolabinda 4°C 'de
tutulmustur. Kurutulup toz haline getirilen yapraklarin 5
grami 25 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtilmiis ve tizerine
75 ml etanol eklenerek 1 saatlik bekleme sonunda
oztitlenmistir (maserasyon islemi: bitki dokusunu
coziiciilerle yumusatma islemi). Elde edilen ekstraktlar
bir huni ve filtre kagidi yardimiyla filtrelenmistir.
Filtreleme islemini miiteakiben, ekstraktlar indirgeme
basinci altinda 45°C 'ye ayarlanmis bir rota-evaporattrde
kuruyana kadar (16-24 saat) buharlasmaya maruz
birakilmistir. Daha sonra, kurutulan ekstraktlar
kullanima kadar buzdolabinda 4°C 'de tutulmustur. Bu
ekstraktlar 10 ml dimetil siilfoksit (%1'lik DMSO)
igerisinde yeniden ¢oziindiiriilmiistiir. Sulandirilan 6ziit
¢ozeltisi, antibiyogram testinde kullanilmadan once 0,45
um zar filtresi iginden siiziilerek sterilize edilmistir.

Bitkinin minimum inhibisyon konsantrasyonunun
(MIC: Minimum inhibitory concentration) belirlenmesi
amaciyla %1'lik DMSO ¢ozeltisi igerisinde bulunan
ekstraktin seri diltisyonlar (10, 102 ve 10-3) yapilmis ve
her bir diliisyondan bos diftizyon disklerine 10 pL
emdirilmistir. Her bir diliisyon igin ticlii denemeler
(tekrar) yapilmustir. Bunun yaninda, bakterilerin direng
seviyelerini test etmek amaciyla farkli antibiyotikler
kullanilmistir. Bunlar ciprofloxacin (CIP), gentamicin
(GEN), aztreonam (AZT), cefazolin (CFZ) ve cefoxitin
(FOX) antibiyotikleridir.

2.3. Antibakteriyel Etkilerinin
Yontemiyle Arastirilmasi

Disk Difiizyon

Bakteri kiiltiirlerinin, daha ¢nceden hazirlanmis olan ve
plastik petri kaplarinda bulunan Mueller-Hinton Agar
besiyerlerine (150 mm petri) bir pamuklu swab
yardimiyla ekimleri yapilmistir (Reller, Weinstein,
Jorgensen, & Ferraro, 2009). Daha sonra her bir petriye,
onceden T. spicata ekstrakti diltisyonlarindan emdirilmis
diskler ve hazir antibiyotik diskleri konulmus (toplam 8
disk) ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
miiteakiben, besiyerleri inkiibatérden ¢ikarilmis ve
disklerin etrafinda olusan {ireme olmamis bolgelerin
(inhibisyon zonu) caplar1 cetvel kullanilarak olctilmiis
olup olctimler mm cinsinden kaydedilmistir. Bakteri
tiremesi mevcut olmayan ya da az olanlar daha uzun
stireli (37°C’de 40-48 saat) inkiibasyona birakildiktan
sonra Olctimler yapilmistir. Daha sonra {ticlii denemeler
seklinde yapilan biitiin testlerden elde edilen sonuglarin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Microsoft Excel
(Office, 2013) programi kullanilarak hesaplanmustir.

3. Sonuglar ve Tartisma

Denenen T. spicata ekstrakti diliisyonlarinin etkisi ile
giinimiizde mevcut halde bir¢ok hekimin siklikla
onerdigi bazi antibiyotiklere karst E. coli O157:H7, S.
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ve C. jejuni
bakterilerinin gostermis oldugu direnclere ait MIC
sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1'de gortuldugii gibi E. coli O157:H7'nin
kullanildig1 petride yapilan olctimlerde 101 ve 1021ik T.
spicata  ekstrakti diltisyonlarmin  etrafinda sirasiyla
21,3+1,7 ve 17,7#1,3 mm’lik zonlar gozlemlenmistir.
Benzer sekilde, S. entferica subsp. enterica serovar
Typhimurium mikroorganizmasimin bulundugu petride
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de 10! ve 10?lik T. spicata ekstrakt1 diltisyonlarinin
etrafinda swrasiyla 26,3+1,7 ve 20,7+1,3 mm’lik zonlar
gozlemlenmistir. Hem E. coli O157:H7 hem de S. enterica
subsp.  enterica  serovar  Typhimurium, 10¥liik
dilisyondaki diren¢ zonu o6l¢timlerinin 17 mm’nin
altinda kaldig1 (sirasiyla 8,3+2,1 ve 10,0+0,8) tespit
edilmistir. C. jejuni tiirtintin ise ti¢ farkli diltisyonun (107,
10-2 ve 10-3) tamaminda 17 mm'nin altinda kalan (sirastyla
14,709, 11,7¢0,5 ve 8,0+0,8) zon  olctimleri

gozlemlenmistir. Ayrica, 3 bakteri tiirti de 5 farkh
antibiyotige karsi test edilmis ve bunlardan E. coli
0157:H7'nin CIP antibiyotigine orta direncli ve AZT
antibiyotigine kars1 direncli oldugu tespit edilmistir. S.
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium’un ise
sadece CIP’e direng gosterirken diger antibiyotiklere kars:
hassas oldugu gozlemlenmistir. Bunlara ilaveten, C.
jejuni’nin ise yalmzca CFZ varhiginda 17 mm altinda
kalan zonlar olusturdugu saptanmuistir.

Tablo 1. Tymbra spicata ekstraktlarinin ve antibiyotiklerin ve E. coli O157:H7, S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ve C. jejuni

mikroorganizmalarina kars: gésterdikleri MIC degerleri

T. spicata Ekstrakti Diltisyonlarina Karg1 Olusan
Inhibisyon Zonu mm (Ortalama+SS)

Kullanilan Antibiyotiklere Kars1 Olusan 1nhibisyon
Zonlar1 mm (Ortalama+SS)

Diliisyon
Bakteri Tiirii 101 102
E. coli 21,3+1,7 17,7+1,3
S. enterica subsP. en%‘enca 23+17 207+13
serovar Typhimurium
C. jejuni 14,7+0,9 11,7+0,5

Antibiyotik
10° cIp GEN AZT CFZ FOX
83121 1%,/(; + 3(;,,39 + 161,,7; + 25;,’7; + 21273 +
10,0£0,8 13(’)'/3; 322/,75i 231,3; + 3%,,?; + 27173 +
50408 32133 + 361,,33 + 3%,’75 + 1%,’% + 2%),% +

Bu calismada Hatay yoresinde siklikla tiiketilmekte
olan zahter bitkisinin E. coli O157:H7, S. enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ve C. jejuni bakteri
turlerine  karst  olan  antimikrobiyal etkilerinin
arastirillmasi amaglanmigtir. Bu ¢alismaya benzer olarak
farkl bitki ekstraktlarmin bir¢ok patojenik
mikroorganizma lizerine etkileri arasgtirilmustir.
Bunlardan, Haroun ve Al-Kayali (2016) T. spicata L.
ekstraktlarinin antibiyotiklerle beraber olusturabilecegi
sinerjik etkiyi, ¢ok ilaca karsi direngli olan (multidrug-
resistant) Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae
suglar1  iizerinde arastirmis ve bu arastirmanin
sonuglarna benzer sonuglar bulmuslardir. Ancak, bu
calismada farkli patojenik bakteriler kullamilmis olup T.
spicata ekstraktlarinin bakteriler tizerindeki inhibe edici
etkisi direkt olarak arastirilmis ve T. spicata’nin 10-1 ve 10-
?]ik diltsyonlarinin E. coli O157:H7, S. enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ve daha az olsa da C. jejuni
bakterilerine karsi inhibe edici etki gosterdigi tespit
edilmistir. Al-Mariri ve Safi (2014), 28 farkli bitki turt
ekstraktlarim1 ve bu bitki tiirlerinden izole edilen
esansiyel yaglarin Gram negatif bakteriler tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Ancak, bunlardan yalmz bir
bitkinin ekstrakti ile 7 bitkiden elde edilen esansiyel
yaglarin antibakteriyel etki gosterdigini saptamislardir.
Calismis olduklar: bitki tiirleri arasinda Thymbra cinsine
ait hicbir tiir bulunmamaktadir. Diger bir ¢alismada
Bhalodia ve Shukla (2011) Cassia fistula yapraklarindan
elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal
etkilerini iki Gram pozitif, iki Gram negatif ve {i¢ mantar
turt lizerinde arastirmiglardir. Calisilan
mikroorganizmalardan, bir Gram pozitif, bir Gram
negatif ve 1 mantar tiirti tizerine C. fistula ekstraktinin
etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Bu arastirma ile daha once yapilan arastirmalar
1s18inda yabani bitki tiirlerinin bulundurduklar: aktif
bilesenlerin bircok patojen mikroorganizma {izerinde
antimikrobik etki gosterdikleri sonucuna varilmistir.
Ayrica, yapilan bu ¢alismada inhibisyon zonu ¢aplarmin
2 farkli bakteri tiirii igin 17 mm iizerinde olmasi zahter
bitkisinin antimikrobiyal etkisinin varligini dnermektedir.
Yapilan bu calismada elde edilen, antibiyogram testi
sonuglarma gore Hatay Ili sinirlart icerisinden toplanmis
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olan T. spicata’min bazi bakterilere karsi alternatif bir
antibakteriyel ve/veya antimikrobiyal potansiyeli oldugu
sonucuna varilmustir. leride yapilabilecek T. spicata’nin
antibakteriyel ve antimikrobiyal etkilerini hedef alan
farmasotik ¢alismalarin kimyasal ve molekiiler teknikler

yardimiyla uygulanmasi ile bu bitkiden yeni
antibakteriyel tiirevlerinin tiretilmesi kuvvetle
muhtemeldir.

Tesekkiir: Bu calisma, 2017 yili TUBITAK ortadgretim (lise)
projeleri yarismasi kapsaminda Adana Bolgesi'nde yapilan proje
elemelerinde Biyoloji Alaninda 3.litkle 6diillendirilmistir.
Ayrica, bitki teshisi ve bakteri tiirlerinin temininde yardimini
esirgemeyen Mustafa Kemal Universitesi'ne tesekkiir ederiz.
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