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oz

Bu ¢alismada ceviz (Juglans regia) yapraklarimin su, etil asetat ve metanol ekstrelerinin antibiyofilm aktivitesi
arastirilmistir. Ekstrelerin antimikrobiyel ve antibiyofilm aktivitesi Psexdomonas aernginosa, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas  hydrophila ~ve Salmonella enterica, Staphylococcus warneri, Staphylococcus capitis, Staphylococcus anreus,
Enterococcus faecinm, E. faecalis, Listeria monocytogenes Sexovar 1, L. monocytogenes 19111, L. monocytogenes 4b 19115,
L. ivanovii 19119, L. innocna 6a 33090, Streptococcns mutans, S. anginosus, Bacillus cereus, Bacillus safensis ve B.
mojavensisa karst arastirilmustir. Buttin ekstrelerinin S. mutans (1a103), S. mutans (2a7) ve S. anrens (GMCT)
tzerinde antimikrobiyel aktivitesinin olmadigr diger bakteriler tizerinde ise farklt oranlarda etki gdsterdikleri
belitlenmistir. Su ekstresinin %99.20 metanol ekstresinin %95.05 ve etil asetat ekstresinin ise %095.22
oranlarina varan antibiyofilm etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin biyofilm olusumunu azaltmada
olusmus biyofilmi gideriminden daha etkili olduklari tespit edilmistir. Ayrica en yiksek antioksidan aktiviteye
etil asetat aktivitesinin sahip oldugu belitlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ceviz, Juglans regia, antibiyofilm, bitki ekstreleri, antibakteriyel etki

ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF LEAF
EXTRACTS OF WALNUT

ABSTRACT

In this study, the antibiofilm activity of water, ethyl acetate and methanol extracts of walnut (/. regia)
leaves were investigated. Antimicrobial and antibiofilm activity of the extracts were investigated
against P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. hydrophila, S. enterica, S. warneri, S. capitis, S. anrens, E. faecium, E.
faecalis, L. monocytogenes Serovar 1, L. monocytogenes 19111, L. monocytogenes 4b 19115, L. ivanovii 19119,
L. innocna 6a 33090, S. mutans, S. anginosus, B. cereuns, B. safensis and B. mojavensis. It was determined that
all extracts did not show antimicrobial activity on S. mautans (1a103), S. mutans (2a7) and S. aureus
(GMC7), but showed different effects on other bacteria. It was determined that water extract had an
antibiofilm effect up to 99.20%, methanol extract 95.05% and ethyl acetate extract 95.22%. It has
been determined that the extracts are more effective in preventing biofilm formation than removing
the formed biofilm. In addition, it was determined that ethyl acetate activity had the highest
antioxidant activity.
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GIRIS

Biyofilmler gida endustrisinde 6nemli sorun tegkil
etmektedirler. Biyofilmler gida isleme ekipmanlart
ve gidalar ile temas eden yiizeylere cok kisa
strelerde tutunup giderimi zor olan olgun
hallerine  doniiserek insan  saghgii  tehdit
etmekteditler  (Bakirdere, 2015). Bakteriyel
biyofilmleri hedef alan etkili tedavi yok denecek
kadar azdir, c¢lnkid biyofilmler dogal olarak
geleneksel antibiyotiklere direng
gostermektedirler (Gilbert ve ark., 2002). Bu
durum, se¢im baskisini ve buna bagli olarak direng
gelisimini azaltmak icin antibiyofilm etkili ancak
bakterisidal aktiviteye sahip olmayan ajanlarin
kestine olan ihtiyact arttirmaktadir (Bakkiyaraj ve
ark., 2013). Gida endustrisinde de kimyasal
koruyucularinin  kullanimlarinin - azaltilmast ve
antibiyotiklere karsi artan direng¢ nedeniyle dogal
antimikrobiyel bilesiklerin kullanimina artan bir
ilgi vardir (Cowan, 1999; Oliveira ve ark., 2007).

Bitkiler yeni antimikrobiyel arayisinda her zaman,

mikrobiyologlar i¢in kaginilmaz alt yapiy1
olusturmaktadir (Cowan, 1999; Erdogan ve
Everest, 2012). Ceviz, iklim kosullarinin
uygunlugu nedeniyle dlkemizin tim tarim

bélgelerinde yetistirilmekte ve Ozellikle kuru
meyve seklinde cok tiketilmektedir (Bayazit ve
ark., 2016). Ayrica ceviz bitkisinin agag, meyve
kabugu ve vyapraklart ila¢ ve kozmetik
endistrisinde  yaygin olarak kullanilmaktadir
(Mehrabian ve ark., 2000; Stampar ve ark., 2000;
Oliveira ve ark., 2008). Ceviz, terapotik olarak
aktif birkag bilesen, 6zellikle polifenolleri iceren,
mikrobiyel enfeksiyonlar, mide agris1, tiroit
bozukluklari, kanser, kalp hastaliklar1 ve siniizit
gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel
tipta eski caglardan beri kullanilan bir bitkidir
(Bhatia ve ark., 2006). Yapian calismalarda
fenollerin ve/veya fenolik Ozitlerin
antimikrobiyel aktivitesi gOsterilmis,
antibiyotiklere ve kimyasal koruyuculara kars1 iyi
bir alternatif olduklart belirtilmistir (Fernandez ve
ark., 1996; Hoult ve Paya, 1996; Rauha ve atk.,
2000; Puupponen-Pimid ve ark., 2001; Zhu ve
ark., 2004; Proestos ve ark., 2005; Sousa ve ark.,
20006; Pereira ve ark., 2006, 2007a,b).

CGalismamizda, . regia yapraklarinin etil asetat,
metanol ve su ekstrelerinin gliniimiziin 6nemli

gida hijyen problemi haline gelmis olan biyofilm
yapisinin olusumunun inhibe edilmesi ve olusmus
biyofilmlerin giderilmesine karst etki kapasitesinin
arastirilmast amaclanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Test mikroorganizmalari

P. aernginosa, K. pnenmoniae, A. hydrophila ve S.
enterica, S. warneri (S22 ve KA 14.1), S. capitis, E.
Jaecinm (1d3 ve MIT 2231), E. faecalis, S. aurens, S.
aurens, GMC7, L. monocytogenes (Serovar I, 19111
ve 4b 19115), L. svanovii 19119, L. innocua Ga
33090, S. mutans (1221, 2a21, 1a103 ve 2a7), S.
anginosus KA1260, B. cereus, B. safensis pca 15.3 ve
B. mojavensis KA159 Eskisehir Teknik Universitesi
Mikrobiyoloji biriminden saglanarak ¢alismalarda
kullandmuigtir. Bakterilerin saflik kontroli kiilttrel
ve mikroskobik olarak kontrol edildikten sontra
teste alinmistir.

Ceviz yaprak ekstrelerinin hazirlanig:

Ceviz  yapraklart  Ankara Bumsuz Koy
(39.169571 32.687328  boylam)
mevkiinden ilkbahar mevsiminde toplanip cesme
suyu ile ytkandiktan sonra gélgede kurutulmustur.
Kuruduktan sonra kii¢iik parcalar halinde ufalanip
1:10 oraninda etil asetat (CHsCOOC:Hs),
metanol (CH3;0H) ve su (H2O) ile ayrt ayn
karistirlmistir,  Calkalamali etlivde (37°C, 110
rpm) 24 saat bekletildikten sonra su ekstresi 0.22
um milipordan direkt olarak gegcirilerek, metanol
ve etil asetat ekstreleri ise evaporasyon ile
¢ozlctleri uzaklastirildiktan sonra uygun ¢oziicii
(DMSO (%25)) ile ¢ozdurtlditkten sonra 0.22 um
milipordan gegirilerek kullamlmustir.  Ekstreler
+40C’de saklanmistir (Cizelge 1) (Umay, 2007).

enlem ve

Cizelge 1. Ceviz yaprag: ekstrelerinde elde edilen
madde miktarlart
Table 1. Amonnt of substance obtained in walnut leaf

exctracts
Madde miktart

Ceviz yaprag ekstreleri (mg/ml)
(Walnut leaf extracts) (Amount of substance)

(mg/ml)
Metanol (Methanol) 32.50
Etil asetat (E#hy/ acetate) 16.00
Su (Water) 11.00




Ceviz yapraklarinin antibiyofilm aktivitesi

Test bakterilerinin  biyofilm
kapasitesinin belirlenmesi

Test bakterilerinin biyofilm olusturma kapasitesi
mikrotitrasyon plaka ve kongo kirmizisi agar
(CRA) olmak tizere iki ydntemle belitlenmistir.

olugturma

Mikrotitrasyon plaka testi ile biyofilm olusum
kapasitesinin belirlemesi

Test bakterilerinin = %2 oraninda 9  farklt
karbonhidrat ilave edilmis besiyerlerinde (glikoz,
fruktoz, maltoz, laktoz, rafinoz, mannoz,
sakkaroz, galaktoz ve nisasta) biyofilm olusturma
durumlart  belirlenmis ve en iyi biyofilm
olusturduklari karbonhidrat antibiyofilm
deneylerinde kullandmistir. Bakteri killtiirleri %02
karbonhidrat iceren 5 ml Triptik Soy Broth
(TSBya  ekilerek 37°C’de  gece  boyunca
gelistirilmis ve deney oncesi 1/40 oraninda
seyreltilmistir.  200’er  pl  bakteri  kiltiirleri
mikrotitrasyon plakastun her bir ¢ukuruna
dagitdmustir.  TSB  negatif  kontrol  olarak
kullanilmistir.  Inkiibasyondan sonra, bakteri
yogunlugunu tespit etmek icin plakalar 490 nm’de
spektrofotometrede okunmustur. Daha sonra
kuyucuklar bosaltilip serum fizyolojik (SF) ile 3’er
kere yikanmugtir. Plakalar kurutulduktan sonra
kuyucuklara 200’er pl metanol ilave edilmistir. 10
dk sonra metanol uzaklastirildiktan sonra
kuyucuklar 100%er ul %0.1 kristal viyole ilave
edilerek boyanmis ve oda sicakliginda 15 dk
bekletilmistir. Daha sonra plakalar, cesme suyu ile
yikanmustir. Plakalar kuruduktan sonra boyanin
¢ozlinmesi icin 200%er %33lik glasiyel asetik asit
cklenmis ve spektrofotometrede 570 nm'de
absorbans beliflenmistir. Elde edilen sonuglar
OD570<0.120 (-); OD570=0.120-0.240 (+);
0OD570=0.240-0.500 (++); OD570=0.500-1.00
(+++); OD570=1.00-2.00 (++++);
OD570>2.00  (+++++4)  skalastna  gore
degerlendirilmistir (Nyenje ve ark., 2012).

Congo red agar (CRA)'da biyofilm iiretiminin
fenotipik karakterizasyonu

Bakteriler %5 (a/h) sakkaroz ile takviye edilmis
%0.08 (a/h) kongo kirmizist iceren BHI (Brain
Heart Infusion) agara ekilmistir.
Mikrootrganizmalar 37°C'de 24-48 saat inkibe
edilmistir. Biyofilm treticisi suslar siyah koloniler
olustururken biyofilm dreticisi olmayan suslar

kirmiz1 koloniler olusturmaktadir (Cotter ve ark.,
2009). Koyu siyah koloniler giicli, siyah-pembe
koloniler orta ve pembe koloniler zayif biyofilm
Ureticisi olarak derecelendirilmistir  (Sekil 1).
Testler cift tekrarlt olarak yapilmustir.

Ceviz yapragi ekstrelerinin toplam fenolik
madde tayini

Ceviz yapragi ekstrelerindeki fenolik miktart Folin
& Ciocalteu (FC) reaktifi ile spektrofotometrik
olarak belitlenmistir (Bray ve Thorpe, 1954).
Toplam fenolik madde tayin edilirken Mavi ve
ark’nin (2004) kullandigr yontem uygulanmustr.
Bu amagla, 96 kuyulu diz tabanli bir
mikroplakada ekstrelerin 10 pl’si ve 10 ul FC fenol
reaktifi ile karstirilip tGzerine 30 ul %2'ik (a/h)
Na;CO3'in sulu ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisima
250 pl dH»O ilave edilip son hacim 300 pl'ye
tamamlanmustir. 30 dk oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildikten sonra mikroplaka
okuyucuda 760 nm’de absorbanslari Sl¢tlmistiir.
Kontrol olarak ekstre yerine dH>O kullanilmustir.
Ayni prosedilr, standart gallik asit ¢bzeltisi icin
tekrarlanmis ve kalibrasyon egrisi cizilmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik derisimi gallik asit
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmustir.
Deneyler her bir ekstre ve gallik asit igin 4 kez
tekrarlanmistir. Sonuclar mg GAE/g kuru ekstre
olarak ifade edilmistir.

Ceviz yaprag1 ekstrelerinin toplam flavonoit
madde tayini

Toplam flavonoit madde tayin edilirken
aliminyum  klorir  kolorimetrik  y6ntemi
kullanilmustir. Bu yontemde 100 ul test materyali
cozeltisi, 400 pl su ve 30 pl %5’lik NaNO; ile
karistirlmistir. 5 dakika sonra 30 ul %10’ Tuk AICl3
ilave edilmistir. 6. dk’da 200 pul 1N NaOH ilave
edilip distile su ie son hacim 1000 ulye
tamamlamustir. Negatif kontrol icin madde yerine
distile su ve standart olarak da kersetin
kullanilmistir. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra 510 nm’de absorbans Sl¢imi yapilmistir.
Absorbans tayini yapildiktan sonra kersetin
standart egrisi cizilmis ve grafige gbre ekstrelerin
flavonoit maddeleri belitflenmistir (Zhinsen ve
ark., 1999).
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Antioksidan aktivite tayini

Antioksidan aktivitesi DPPH stipiirme aktivitesi
ve ABTS persiilfat yontemleri olmak tizere iki ayr
yontemle belirlenmistir.

DPPH siipiirme aktivitest

Bu yontemde 2,2-difenil-1 pikrilhidrazil (DPPH),
radikal antioksidan kapasite Olcimleri icin
kullantlmaktadir. 0.39 ml metanolik DPPH
cozeltisi (0.1mM), 0.1 ml ckstre ve 0.49 ml
metanol ile karstirilmistir.  Vortekslendikten
sonra 1 saat karanlikta ve oda sicakliginda
bekletilmistir. Absorbans degeri
spektrofotometrede 515 nm dalga boyunda
Olcilmustiur. Kér olarak sadece DPPH c¢ozeltisi
kullandmustir (Singh ve ark., 2002). Absorbans
degetleri belirlendikten sonra asagidaki formiile
gore ekstrelerin % DPPH siipiirme aktiviteleri
belitlenmistir.

0D kor — OD deney

DPPH siipiirme aktivitesi (%) = x100

OD kor
ABTS persiilfat yontemi
ABTS radikalinin okside olarak ABTS+ radikal
katyonuna yukseltgenmesi esasina  dayanan

elektron transfer temelli bir antioksidan kapasite
tayin yontemidir. ABTS+ radikal ¢ozeltisi ile
muhtemel antioksidan iceren bir Ornegin
bitlestirilmesi, yiikseltgenmis mavi/yesil renkli
ABTS+ radikal katyonunun indirgenmesi ve renk
siddetinin azalmasina neden olmaktadir (Prior ve
ark., 2005). 7 mM ABTS amonyum suda
¢6zlilmis ve 1:1 oraninda 2.45 nmol potasyum
persulfat ile karistirthp oda sicakliginda 12-16 saat
stiresince inklbe edilmistir. Daha sonra elde
edilen koyu mavi ¢ozelti pH 7.4’te distile su ile 734
nm dalga boyundaki absorbans degeri 0.7’ye kadar
seyreltilmistir. 150 pl bitki ekstresi 2850 pul
seyreltilmis ¢Ozelti ile karnstrilip 6 ve 10 dakika
sontra 30°C de absorbans okunmustur. Absorbans
degerleri  asagidaki  formile  yerlestirilerek
antioksidan etki tayin edilmistir (Huang ve ark.,
2005; Selguk, 2012).

ABTS (%) = {1 —

Ceviz yaprag: ekstrelerinin antimikrobiyel
aktivitesinin belirlenmesi

Ceviz yapragt ekstrelerinin minimal inhibitér
konsantrasyonlart (MIK) mikro diliisyon yontemi
ile belirlenmistir (CLSI, 2009). MIK analizi, CL.ST
kilavuz prosediitlerine gore sivi mikro-seyreltme
teknikleri ile Muller Hinton Broth (MHB)
kullanilarak yapilmistir. Bakteriler MHB’de bir
gece inkibe edildikten sonra, bakteriler ift
kuvvetli stvi besi yetlerinde 0.5 Mcfatland
standardina  gére  ayarlanmustir.  Steril 96
kuyucuklu mikro plakalarin kuyucuklarina her bir
ekstrenin iki kat seri olarak seyreltilmis farkls
dilisyonlarindan  100’er  pl  ilave edilmistir.
Ardindan 100 pl bakteri stspansiyonu her gbze
astlanmugstir. 200’er ul MHB negatif kontrol olarak
kullantlmigtir.  37°C’de 24 saat inkiibasyonu
takiben, 40 pl 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) her kuyucuga ilave edilmis ve 10-15 dk
daha inkiibe edilmistir. Bakteri biylimesi
kuyularda pembe-kirmiz1 bir renk olusmas: ile
gozlemlenmistir. Uremenin 6nlendigi en diisiik
konsantrasyonda olan kuyucuktaki konsantrasyon
MIK degeri olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol
olarak vankomisin (10 mg/ml) ve kloramfenikol
(10 mg/ml) kullanilmistir.

Bakterisidal etkiden bahsedebilmek icin canli
bakterilerin =~ miktarinin = %99.9  azalmast
gerekmektedir. MIK belirlendikten sonra gézle
gbrilir  gelismenin  olmadigt  kuyucuklardan
Nutrient agara (NA) ekim yapilarak minimal
bakterisidal konsantrasyon belirlenmistir. 37°C’de
inkiibe edildikten sonra Uremenin gérilmedigi,
bakterisidal  etkili ~ ekstre  konsantrasyonu
belirlenmistir (Kaygusuz ve Téreci, 1998).

Antibiyofilm aktivitenin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda ceviz ekstrelerinin
biyofilm azaltma ve olusmus
biyofilmleri giderme kabiliyetleri 96 kuyucuklu
polistiten diz tabanli mikrotitre plakalar ile
belirlenmistir. Bu nedenle 2 farkli deney diizenegi
kurularak MIiK dozlarinin alt, tst ve ara dozlarinin
etkileri arastirlmistir. 11k deney diizeneginde
ekstreler ve bakteriler ayni anda ekilmis ve boylece
ekstrelerin - biyofilm olusumunu  azaltmadaki
kabiliyetleri tayin  edilmistir. Ikinci ~ deney
diizeneginde ise oncelikle bakteriler

olusumunu



Ceviz yapraklarinin antibiyofilm aktivitesi

mikroplakalara ekilerek biyofilm olusturmalart
saglanmis ve sonra Uzerlerine ekstreler ilave
edilerek olusmus biyofilmler tzerindeki etkileti
belitlenmistir. Bakteri kultirleri %2 oraninda
karbonhidrat iceren 5 ml TSB’de 18 saat (37°C’de)
gelistirilmis ve deney oncesi 1/40 oraninda
seyreltilmistir. Ekstrelerin =~ her  bir
konsantrasyonundan  kuyucuklara 100 pul
dagitilarak Gzerine bakteri kiltiirlerinden 100’er ul
aktaridmustir. Sadece TSB (%2 scker iceren) ve
bakteri kulturt kontrol olarak kullanidmistir. 24
saat 37°C'de inkiibasyondan sonra mikrotitrasyon
plaka testi ile biyofilm olusum kapasitesinin
belitlemesi boliimunde verilen yontemle biyofilm
miktart belirlenmistir. Tkinci deney diizeneginde
ise 1/40 oraninda gecelik kiltiirden seyreltilmis
bakteri kiltirinden 200 ul olacak sekilde plaklara
ckilmis ve 24 saat 37°C inkiibe edilerek biyofilm
olusturmalar saglanmis, sonra kuyucuklardan 100
ul pipetle uzaklastirlmustir. Deney gruplarina 100
ul ekstre dilisyonlari, kontrol grubuna ise 100 pl
taze TSB (%2 seker iceren) plakalara aktarilarak
37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra biyofilm mikrotitrasyon plaka testi ile
biyofilm  olusum  kapasitesinin  belitlemesi
bolimiinde verilen yontemle belitlenmistir.
Sonuglar mikroorganizma ve besiyeri igeren
kontrol sonuglart ile kiyaslanarak %obiyofilm
giderimi asagidaki formile gére hesaplanmistir
(Sandasi ve ark., 2010).

ODkoér — ODDeney

0 Ricr £ i
% Biyofilm giderim ODKor x100
SONUC ve TARTISMA

Cevizin, yesil kabugu, tohumu, kabuk ve

yapraklari, bilesenleri ila¢ ve kozmetik sanayinde,
geleneksel  tipta  fungal veya  bakteriyel
enfeksiyonlarin  tedavisinde yogun bir sekilde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wichtl ve Anton,
1999; Stampar ve ark., 2006; Chaleshtori ve ark.,
2011). Yapilan calismalarda ceviz drtnlerinin
antimikrobiyel aktivitelerini gOsterilmistir; ancak
ceviz yapraklart ve onlarin antibiyofilm tzerine
etkileri hakkinda sayil c¢alisma bulunmaktadir
(Qadan ve ark., 2005). Arastirmamiz yaprak
ekstrelerinin  antibiyofilm ve antimikrobiyel
etkileri ve bu etkilerin olusma sebepleri Uzerine
yogunlastirilmistir.

Test bakterilerinin
kapasitesi

Farkli karbonhidratlar iceren besi yerlerinde test
bakterileri farklt oranlarda biyofilm
olusturmugtur. 5. wameri (KA 14.1 ve S22), E.
Saecium  (1d3 ve mit 2231), P. aeruginosa, K.
prenmoniae, S. enterica, S. anginosus KA1260, S.
anreus, S. anrens GMCT, L. monocytogenes (Serovar 1,
19111, ve 4b 19115), L. znnocua 6a 33090, S. nutans
2a7, B. mojavensis KA159 ve S. capitis S11 laktozlu,
E. faecalis 29212 ve A. hydrophila ise friktozlu, B.
cerens ve B. safensis pca 15.3 maltozlu, S. mutans
(1a21, 2a21 ve 12103) sakkarozlu, L .zvanovii 19119
ise glikozlu ortamda en yiksek biyofilm
olusturmuglardir  (Cizelge 2). Antibiyofilm
deneylerine bu belirlenen besiyerleri ile devam
edilmistir. Ayt skala araliginda olan sonuglardan
en yiksek absorbansa sahip olan karbonhidrat
secilmistir. Kongo kirmizi agarda S. aurens, S.
anrens GMC7, E. faecium ve S. warneri KA 14.1°in
glicli biyofilm olusturduklari, mikrotitre testi ile
de S. warneri KA 14.1, 8. anrens GMC7’nin yiksek
biyofilm olusturduklar gézlenmistir. Bu degerlere
gore S. aurens GMC7’nin ve S. warneri KA 14.1’in
CRA ve mikrotitre deney sonuglarinin uyumlu
oldugu S. aurens ve E. faecinm MIT’in ise mikrotitre
testine gore orta dereceli olarak
degerlendirilebilinecekken CRA testine gore gliglii
biyofilm olusturduklari tayin edilmistir. Sonuglar
mikrotitre testiyle karsilastirildiginda genel olarak
sonugclarin uyumlu oldugu gérilmistir (Sekil 1).

biyofilm  olusturma

Toplam fenolik ve flavonoit madde igerigi
Ceviz yapraginin bilesiminde fenolik asitler,
tanenler, askorbik asit, kafeik asit, flavonoitler,
klorogenik asit, ferulik asit, katesin, vanilik asit,
parakomarik asit ve cevize Ozgl juglon
bulunmaktadir (Pereira ve ark., 2007b; Pereira ve
ark., 2008; Gupta ve ark., 2019). Cesitli calismalar
fenollerin ~ ve/veya  fenolik  ekstraktlarin
antimikrobiyel aktivitesini géstermistir (Proestos
ve ark., 2005; Sousa ve ark., 20006), bu da onlar
antibiyotiklere ve kimyasal koruyuculara iyi bir
alternatif haline getirmektedir. Ceviz
yapraklarinda bulunan fenoller ve flavonoitler
muhtemelen bu bitkiden elde edilen ekstrelerin
antibakteriyel ~ aktivitelerinden  sorumludur
(Stampar ve ark., 2006). Sahip oldugu bu aktivite
flavonoik bilesenlerin bakterilerin  tutunmastmn
Onlemesi yoluyla olabilir (Gupta vd., 2019).
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Sekil 1. Biyofilm olusumunun CRA besiyerind
zayif biyofilm
Figure 1. Image of biofilm formation in CRA medium A: strong biofilm; B: medinm biofilm; C: weak biofilm

Cizelge 2. Bakterilerin farkli karbon kaynaklarinda biyofilm olusturma oranlart
Table 2. Buofilm formation rates of bacteria in different carbon sounrces

: . Warneri S22
eki gbriintiisit A: gligli biyofilm; B: orta biyo

film; C:

Karbonhidratlar (Carbobydrates) (%02)

Bakteriler (Bacteria) Glikoz Fruktoz Maltoz Laktoz Mannoz  Rafinoz = Sakkaroz  Galaktoz  Nisasta
(Glucose)  (Fructose)  (Maltose)  (Lactose)  (Mannose)  (Raffinose)  (Sucrose)  (Galactose) — (Starch)

S. warneri Ka 14.1 - ++ ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++
S. warneri S22 + - - +++ - ++ - + -
B. mojavensis Ka 15.9 +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ -
B. safensis Pca 15.3 + + ++++ ++++ +++ +++ ++ ++ ++
B. cerens + - +++ ++ ++ ++ +++ + +
S. capitis S11 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ ++
S. anrens + - - +++ - +++ - ++ +
S. aurens GmcT ++++ +++ ++++ +++++ ++++ +4++++ ++++ +4+++ ++
L. monocytogenes 19111 + - - +++ + ++ ++ + +
L. monocytogenes 4b 19115 +++ + +++ +++ ++ ++ - +++ ++
L. innocua 6a 33090 ++ + + +++ - + + + +
L. monocytogenes Serovar 1 ++ - - +++ ++ + ++ ++ +
L. ivanovii 19119 +++ - - +++ ++ +++ + + ++
S. mutans 1221 ++++ + ++ ++ e+ 4+ Ft++ ++ ++
S. mutans 12103 ++ ++ +++ ++ +++ +++ ++++ ++ ++
S. mutans 2a21 ++++ ++++ ++ ++ +++ +++ ++++ ++ ++
S. mutans 2a7 +++ - +++ +++ ++ + + + 4+
8. anginosus KA 1260 - ++ - +++ ++ +++ - ++ +++
E. faecalis 29212 +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ +++
E. feaecium 1d3 + - + +++ ++ +++ - +4 +4
E. faecium mit 2231 ++ - - +++ + +++ +++ ++ -
K. pnenmoniae +++ - + ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++
P. aernginosa +++ - +++ ++++ ++ +++ ++ + +
A. hydrophila +++ +++ +++ +++ +4++ ++ + +++ ++
S. enterica + - ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++

OD570 <0.120 (-); OD570 = 0.120-0.240 (+); OD570 =

=1.00-2.00 (++++); OD570>2.00 (+++++)

Dogan ve ark’larinin 2014’te ceviz yapraginin
toplam fenolik maddelerine baktiklar1  bir
calismada coktan aza dogru sirastyla metanol
ekstrelerinde 73.16 ve 69.18 mg GAE/g; etanol
ekstrelerinde 67.12 ve 63.81 mg GAE/g ve su
ckstrelerinde  44.34 ve 4891 mg GAE/g
miktarlarinda  toplam  fenolik  bulundugunu
belirtmislerdir. Zoral ve Turgay (2014) yaptiklart
bir calismada ceviz yapraginin etil asetat
ckstresinde 635.8 mg GAE/100g, metanol

0.240-0.500 (++); OD570 = 0.500-1.00 (+++); OD570

ekstresinde 1650 mg GAE/100g, su ekstresinde
1064.3 mg GAE/100g olarak toplam fenolik
maddeleri  belitlenmistir.  Calismamizda  su
ekstresinin toplam fenolik icerigi 75.001£0.089
mg GAE/ g; metanol ekstresinin toplam fenolik
icerigi 50.08510.121 mg GAE/g ve etil asetat
ekstresinin ise 28.632+0.649 mg GAE/g olarak
belirlenmistir (Cizelge 3). Dogan ve ark’larinin
calismasindan farkli olarak calismamizda su
ekstresinde diger ckstrelere oranla daha fazla
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toplam fenolik madde bulundugu belirlenmistir.
Bu durum c¢alismamizda kullandigimiz  su

ekstremizin ¢ok yogun renkli bir ¢6zelti olmasina
baglanmustir.

Cizelge 3. Test materyallerinin toplam fenolik maddeleri
Table 3. Total phenolic contents of test materials

TP (mg GAE/g)*SP

Ceviz Yapragt Su (Walnut leaf water) 75.001%+0.089

Ceviz Yapragi Metanol (Walnut leaf methanol) 50.08510.121

Ceviz Yapragi Etil asetat (Walnut leaf ethyl acetate) 28.632+0.649
alismamizda test ettifimiz ceviz yapragt  elde  edilen  antimikrobiye aktivitenin

Calis 4 gimi v yaprag d dil imikrobiyel Ktiviten;

ekstrelerinde flavonoit miktari yiksekten aza
dogru 54.990 mg QE/g- 11439 mg QE/g
arasinda bulunmustur (Cizelge 4). Calismamizda

ekstrelerdeki flavonoit miktart

gOsterdigi belirlenmistir.

ile paralellik

Cizelge 4. Ceviz yapragt ekstrelerinin toplam flavonoit (TF) maddeleri
Table 4. Total flavonoid (I'F) contents of walnut leaf water extracts

TF mg QE/g
Ceviz Yapragi Su (Walnut leaf water) 54.992
Ceviz Yapragi Etil asetat (Walnut leaf ethy! acetate) 30.324
Ceviz Yaprag Metanol (Walnut leaf methanol) 11.439

Antioksidan aktivite

Oksidasyon  tepkimelerine  neden  olan
molekillerin  etkilerinin = azalulmast  veya
oksidasyonun engellenmesi islemlerine
antioksidan  etki  denmektedir.  Oksidasyon
tepkimeleri ~ sonucunda  serbest  radikaller

tretilmekte ve bunun devaminda zincirleme
tepkimeler meydana gelerek canlt hiicrelere zarar
vermektedir.  Antioksidanlar bu  zincirleme
tepkimede serbest radikali ortadan kaldirarak
durdurmakta ve radikal yerine kendisi okside
olarak oksidasyon tepkimesini
gerceklestirmektedir (Kale ve ark., 2011). Masek
ve ark. (2019) yaptiklari bir calismada cesitli ceviz
yapraklarinin =~ %70’lik  etanol  ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerini arastirmuslardir. Ceviz
yapraklarinin -~ DPPH  indirgeme  aktivitesini

%06.7220.34 ve ABTS+ stplirme aktivitesi ise
6.94%0.35 olarak belirtilmistir. Calismamizda
ceviz yapradt ekstrelerinin DPPH  indirgeme
aktivitesinin coktan aza dogru sirastyla etil asetat
(%91.57), metanol (%39.37) ve su (%8.01)
ekstrelerinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 5).
ABTS+ stupirme aktivitelerine bakildiginda ise
yine en yiiksek oranlt olanin etil asetat (%73.25)
ekstresine ait oldugu bunu su ekstresi (%46.77) ve
metanol  ekstresi  (%37.24)  takip  ettigi
belirlenmistir (Cizelge 6). Arastiricilarin sonuglar
ile karsilastirildiginda ceviz yapraklarimizin yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.
Bu durum bitkilerin toplandigt yerin, laboratuvar
sartlari, ekstraksiyon kosullarina bagl olarak
farklilik gésterdigi dustintlmektedir.

Gizelge 5. Ceviz yapragi ekstrelerinin DPPH giderme ytizdeleri (%)
Table 5. DPPH scavenging activity (%) of walnut leaf water extracts

DPPH giderme ytizdeleri (%o)
DPPH scavenging activity (%)

Ceviz yapragy etil asetat (Walnut leaf ethyl acetate)
Ceviz yapragt metanol (Walnut leaf methanol)
Ceviz yapragt su (Walnut leaf water)

91.57
39.37
8.01
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Gizelge 6. Ceviz yapragi ekstrelerinin ABTS+ serbest radikal yakalama aktivitesi (%)
Table 6. ABTS+ free radical scavenging activity (o) of walnut leaf water extracts

ABTS+ serbest radikal yakalama aktivitesi (%o)
ABTSH free radical scavenging activity (%)

6.dk (6th min) 10.dk (10th min)
Ceviz Yaprag: Etil asetat (Walnut leaf ethyl acetate) 73.25 75.72
Ceviz Yapragi Su (Walnut leaf water) 46.77 46.29
Ceviz Yapragt Metanol (Walnut leaf methanol) 37.24 36.67

Antimikrobiyel aktivite

Ceviz yapragi ekstreleri test mikroorganizmalarina
karsi farklt oranlarda antimikrobiyel aktivite
gostermistir.  Etil asetat, metanol ve
ekstrelerinin degisen miktarlar1 test bakterilerini
inhibe etmistir. Su ve metanol ekstrelerinin test

su

edilen bakteriler tUzerinde bakterisidal etkilerinin
olmadigt belitlenmistir. Tum sonuclar
incelendiginde tiim ekstrelerin ortak olarak S.
mutans 12103 ve S. mutans 2a7 bakterileri uzerinde
antimikrobiyel etkilerinin bulunmadig
belirlenmistir (Cizelge 7).

Cizelge 7. Ceviz yaprag: ekstrelerinin bakteriler tizerindeki antimikrobiyel aktivite sonuglart
Table 7. Antimicrobial activity results of walnut leaf extracts on bacteria

Ceviz Yapragi Ekstreleti (mg/ml) Antibiyotik (mg/ml)
(Walnut Extracts) (Antibiotic)
Metanol* Etil asetat Su* Kloramfenikol Vankomisin

Test Bakterileri (Methanol) (Ethyl acetat) (Water)  (Chloramphenicol) (Vancomycin)
(Test bacteria) MIK MIK MBK MIK MIK ~ MBK MIK  MBK

MIC MIC MBC MIC MIC MBC MIC MBC
S. capitis S11 0.51 2.00 4.00 1.38 0.02 10.00 10.00 10.00
8. anrens GMC7 -- - - -- 0.26 0.51 0.13 --
S. aurens - 1.00 - - 0.26 10.00 0.26 10.00
8. warneri KA14.1 2.03 4.00 - - 0.02 0.51 - -
S. warneri S22 4.06 4.00 2.00 5.50 0.02 0.51 0.03 0.26
E. faecalis 29212 8.13 8.00 - 2.75 0.13 0.51 0.03 -
E. faecium 1d3 - 2.00 - 5.50 - - 10.00 10.00
E. faecium MIT 2231 2.03 4.00 - 1.38 0.51 0.51 0.51 0.51
L. ivanovii 19119 - 4.00 - - 10.00 10.00 0.13 0.13
L. innocua 6a 33090 - 4.00 - - 10.00 10.00 - -
L. monocytogenes 4b 19115 -- 4.00 -- 5.50 0.26 0.26 0.02 0.51
L. monocytogenes 19111 -- -- -- 2.75 0.01 -- 0.26 --
L. monocytogenes Serovarl -- -- -- 0.34 K K K K
B. cererus -- 4.00 -- -- 0.26 10.00 0.02 --
B. safensis PCA 15.3 16.25 4.00 - - 0.03 0.51 0.01 -
B. mojavensis KA15.9 4.06 4.00 - - 0.13 0.51 0.03 -
8. mutans 12103 -- -- -- -- 0.26 0.26 -- --
8. mutans 1A21 - - - 2.75 0.51 0.51 0.51 0.51
S. mutans 2A21 - - - 1.38 0.51 0.51 10.00 10.00
8. mutans 2A7 - - - - 0.01 0.51 0.03 10.00
8. anginosus KA1260 2.03 0.50 - 2.75 10.00 10.00 10.00 10.00
P. aernginosa 2.03 4.00 -- -- 0.51 0.51 10.00 --
K. pneumoniae 16.25 - - - 0.26 10.00 10.00 10.00
S. enterica 16.25 - - - 0.13 10.00 10.00 -
A. bydrophila 16.25 - - 1.38 K K K K

*Bakterisidal etkisi bulunmamaktadir (*No bactericidal effect).
K: Caligmalar devam ederken pandemi kisitlamalar: sirasinda 2 bakterimiz kontaminasyon nedeniyle deney calssmalarindan
ctkarimstir (K: While the studies continue, 2 of our bacteria were excluded from the experimental studies due to contamination during

the pandemic restrictions).
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E. coli, B. subtilis, K. pneumoniae ve S. anreus Gizerine
ceviz yesil gévdesinin etanol, su ve etil asetat
ekstrelerinin inhibitér etkili oldugu ve etanolik
ozut,  etil ozutleriyle
karsilastirildiginda cok iyi aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmistir (Sharma ve ark., 2013). Bu
farklilik ekstraksiyon yontemlerinin farkliligindan
olabilecegi gibi bakterilerin sus farklilig1 nedeniyle
de olabilmektedir. Calismamizda ayni tirin

asetat ve su

bakterilerinin ~ duyarlibiginin  farkli  oldugunu
gbzlenmistir.
Darmani ve ark. (2006) ceviz yapragt su

ekstresinin . wutans, S. salivarius, Lactobacillus casei
ve Actinomyces viscosus’un gelismesini inhibe ettigini
bildirmistir. Calismamizda bazi S. mutans (1221 ve
2a21) ve L. monocytogenes (Serovar 1 ve 19111)
tirlerine karsi sadece su ekstresi etki gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 7).

J. regidnun petrol eter, kloroform, etil asetat ve
metanol 6zutlerinin 15 mg/ml'sinin Staphylococcus
saprophyticus, Proteus vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus,
Serratia marcescens, Streptococcus salivarins ve S. mutans
tzerinde o6nemli bir etkinlige sahip oldugu
bildirilmistir ~ (Asma ve Yasmine, 2021).
Calismamizda etil asetat ekstresinin 5. capitis, S.
warneri S22 Uzerinde daha dusik oranlarda
antimikrobiyel etkisinin iyi oldugu belirlenmistir.
Metanol ekstresinin S. capitis tizerindeki MIK
degerinin diger ekstrelere oranla daha dustk
oldugu belitlenmistir. Yine Asma ve Yasmine
tarafindan yapilan calismada elde edilen degerden
daha dusik oranlarda metanol ekstresinin P.
aeruginosa Uzerinde etil asetat ekstresine oranla
daha iyl antimikrobiyel etkisinin = oldugu
belitlenmistir (Cizelge 7). Sonuglar arasinda,
cevizin toplandigi bélge, toplanma zamani, deney
kogullar1 gibi bircok etkenden dolayr farkldik
goriilebilmesi mimkiin olabilmektedir.

P. aeruginosa’nin metanol ve etil asetat ekstrelerine
karst duyarli iken su ekstresine direncli oldugu
gbzlemlenmistir (Cizelge 7). Bulgularimiza benzer
veriler Dolatabadi ve ark., (2018) ve Asma ve
Yasmine (2021) tarafindan da rapor edilmistir.

Yigit ve ark. (2009) ceviz yapraginin metanol
(0.625 mg/ml) ve su (1.25 mg/ml) ekstresinin S.
anreus ve P. aeruginosa Uzerine antimikrobiyel etki

gosterdigini  belirlemislerdir. Pereira ve ark.,
tarafindan yapilan bir calismada ceviz yapragi su
ekstresinin P. aeruginosa ve K. pneumoniae titlerine
karst etkili oldugu belitlenmistir (Pereira ve ark.,
2007). Ancak calismamizda su ekstrelerinin sz
konusu bakterilere karst etkisiz kaldigi, metanol
ekstresinin P. aernginosa (2.03 mg/ml) tuzerinde
etkili oldugu tespit edilmistir.

Mehrabian ve ark. (2000) ceviz yapragi metanol
ekstresinin daha etkili antimikrobiyel 6zellige
sahip oldugunu, bunun aktif maddelerin alkolde
farklt maddelerin ¢6ztiinmesinden kaynaklandigini
belirtmislerdir. Bu sonu¢ bizim calismamizla da
ortismektedir.

Kocacaliskan ve ark. (2018) Pseudomonas gingers, P.
syringae, S. anreus, B. cerens ve Y. enterocolitica’ nin
ceviz yapraginin alkol ve su ekstrelerine duyatlt
olugunu  bildirmislerdir.  Arastiricilar  alkol
ekstrelerinin - su  ekstrelerinden daha  etkili
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da genel
olarak etil asetat ve metanol ekstrelerinin su
ekstresine oranla daha iyi antimikrobiyel aktivite
gosterdikleri belirlenmekle birlikte tirlere gére
bazi farkhiliklarin  olabildigi tayin edilmistir.
Ornegin B. cereus Gizerinde metanol ekstresi daha
etkili iken I. mwonocytogenes tirleri tzerinde su
ekstresinin daha etkili oldugu belirlenmistir.

Ceviz  yapragi ekstrelerinin  antimikrobiyel
etkilerinin karsilastirilabilmesi adina
kloramfenikol ve vankomisin antibiyotiklerinin
aktiviteleri de aragtirilmistir. Antibiyotiklerin bazt
bakteriler tizerinde farkli etkiler gésterebildikleri,
her t¢ yaprak ekstresinin de etkisiz kaldig1 S. aureus
GMC7’¢ karsi etkili olduklart ancak vankomisinin
L. innocna ~ve S. mutans 12103  Uzerinde
antimikrobiyel — aktivitesinin ~ olmadifi  tespit
edilmistir (Cizelge 7).

Antibiyofilm aktivite

Gida kaynakli patojenler biyofilm olusturmakta
ve gida endistrisi icin 6nemli bir gida glivenligi
sorunu olmaya devam etmekteditler (Gurlik ve
ark., 2022). Arastrmamizda dinya ¢apinda hala
bir halk saglig1 sorunu olan biyofilm olusumunun
inhibe edilmesi ve giderilmesi Uzerine ceviz
yapragl ekstrelerinin - etkileri arastirilmis  ve
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ekstrelerinin -~ olusmus  biyofilm  gideriminde
biyofilm olusumunun inhibe edilmesine oranla
daha az etki gosterdikleri belitlenmistir. Ekstreler
biyofilm olusumundan 6nce ilave edildiginde
Staphylococens tirlerine karst konsantrasyona baglt
olarak  farkli oranlarda inhibisyon etkisi
gbstermistir.

CYS (ceviz yapragi su) ekstresinin ayni tirtn farkls
suslar1 tzerinde farkli oranlarda etkili oldugu

mi11

cys once

%% giderim

mo,2

gOrilmistir. S. aurens'un biyofilminin olusumunu
azaltmazken olusmus biyofilmi tzerinde %094.33
oraninda inhibisyon sagladigi belirflenmistir. S.
anrens GMC7 i¢in en yiksek inhibisyon %87.84
oraninda yine CYS ekstresi ile elde edilmistir. S.
warneri kal4.1l uzerinde %80.69 oraninda, S.
warneri S22 izerinde ise %099.20 oraninda biyofilm
olusumunu inhibe etmistir (Sekil 2).

m6,5 3,25 1,63 =081 m041

mo,1 ml1 m0,11 m0,011 m0,0011

Sekil 2. Ceviz yapragi su ekstresinin biyofilm olusmadan 6nce ortama ilave edilmesi durumunda yiizde
biyofilm giderimi
Figure 2. Percent biofilm removal if walnut leaf water extract is added to the medinm before biofilm formation

CYS ekstresinin B. cerens ve S. enterica’nin biyofilm
olusumunu azalttugt ancak olusmus
biyofilmlerinin  gideriminde  etkili olmadigt
belitlenmistir (Sekil 3). Bitkilerde bulunan fenolik
maddeler arasinda en fazla oranda bulunan
kersetin ve bazi diger bilesiklerin bakterilerin
DNA replikasyonu icin gerekli enzim DNA girazi
inhibe ederek etki g6sterdigi rapor edilmigtir
(Cushnie ve Lamb, 2005). Ekstrelerin biyofilm
olusmadan o6nce ilave edildiginde olusmus
biyofilme karst daha fazla etkili olmalarinin
sebeplerinden biri oldugu distintlmektedir.

CYE (ceviz yapragi etil asetat) ekstresinin aynt tir
tzerinde farklt oranlarda etkili ya da etkisiz oldugu
belirlenmistir. .  mutans 1a1034n  biyofilm
olusumunu engellerken (% 89.34), S. mutans 2a7
tzerinde etkisiz oldugu belirlenmistir. E. faecium
1d3  tzerinde (%73.91) etkili oldugu tespit
edilitken E. faecinm mit 2231 ve E. faecalis
29212’nin  olusan biyofilmleri tizerine etkisi
olmadig tespit edilmistir (Sekil 4-5).
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Cys sonra
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Sekil 3. Ceviz yapragi su ekstresinin biyofilm olustuktan sonra ortama ilave edilmesi durumunda yiizde
biyofilm giderimi
Figure 3. Percent biofilm removal when walnut leaf water extract is added to the medium after biofilm formation
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Sekil 4. Ceviz yapragt etil asetat ekstresinin biyofilm olusmadan 6nce ortama ilave edilmesi durumunda
ylizde biyofilm giderimi
Figure 4. Percent biofilm removal if walnut leaf ethyl acetate extract is added to the medium before biofilm formation
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Sekil 5. Ceviz yapragi etil asetat ekstresinin biyofilm olustuktan sonra ortama ilave edilmesi durumunda
ylzde biyofilm giderimi
Figure 5. Percent biofilm removal if walnut leaf ethyl acetate extract is added to the medinm after biofilm formation

CYM (ceviz yapragt metanol) ekstresi biyofilm
olusmadan o6nce ilave edildiginde B. cereus
tzerinde etkisiz bulunurken, CYM en yiiksek
etkiyi %89.04 oraninda B. safensis Uzerinde
gostermistir (Sekil 6). Direnglerdeki bu farklilik
kazanilmis diren¢ sebebiyle veya cevresel
kosullara baglt olarak gelismis olabilir.

CYM  ckstresinin = K. prewmoniae  iizerinde
antibakteriyel aktivitesi gozlenirken biyofilm
olusumunu engelleyemedigi tespit edilmistir.

Sonuglara genel olarak bakildiginda ise cogunlukla
MIK alti dozlarda antibiyofilm etki gosterdikleri
gorilmiustir. Bu ve benzeri elde edilen sonuglar
antibakteriyel aktivite ile antibiyofilm aktivite
arasinda  birebir  korelasyon  bulunmadigin
gbstermistir.

CYS ekstresi enterokoklarda biyofilm olusumunu
tirlere gére degisen oranlarda inhibe etmistir.
Enterokoklarda CYM ve CYE ckstrelerinin
antibiyofilm aktivitesi daha distk olmustur.
Olusan biyofilm {izerine ise her i¢ Oziitinde
etkisinin yitksek olmadigi belitlenmistir (Sekil 2-
3).

CYS ve CYM ckstrelerinin P. aeruginosa biyofilm
olusumunu azaltmast ¢ok duisitk oldugu olusmus
biyofilmi olusumunu daha yitksek oranlarda
inhibe ettikleti belitlenmistir (Sekil 2- Sekil 7).
Dolatabadi ve ark. (2018) Iran ceviz yapragi su ve
metanolik ekstrelerinin  P.  aeruginosa biyofilm
olusumunu engelledigi  bildirilmistir  (%0060).
Metanol ekstresinin su ekstresinden daha etkili
oldugu belirtilmistir. Calismamizda su ve metanol
ekstrelerinden hangisinin daha etkili oldugu
bakterilere gbre farkliik gésterdigi belirlenmistir.
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Sekil 6. Ceviz yapragi metanol ekstresinin biyofilm olusmadan 6nce ortama ilave edilmesi durumunda
yuzde biyofilm giderimi
Figure 6. Percent biofilm removal if walnut leaf methanol extract is added to the medinm before biofilm formation
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Sekil 7. Ceviz yapragt metanol ekstresinin biyofilm olustuktan sonra ortama ilave edilmesi durumunda
yizde biyofilm giderimi
Figure 7. Percent biofilm removal if walnut leaf methanol extract is added to the medinm after biofilm formation
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Kocagaligkan ve ark. (2018) alkol ekstrelerinin su
ekstrelerine  oranla daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda biyofilm olusmadan
Once ekstrelerin ilave edildigi deney diizenekleri
sonuglarina gore sirastyla etil asetat, su ve metanol
ckstrelerinin etkili olduklari, olusmus biyofilm
tzerinde ise sirastyla etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin etkinlik gosterdikleri belirlenmistir.

Ekstrelerimizin  genel olarak antimikrobiyel
aktivitesinin oldugu tespit edilmistir. Istisnalar
bulunmakla birlikte Gram (-) bakterilerine oranla
Gram (+) bakteriler {zerinde daha iyl
antimikrobiyel aktivite gésterdikleri belirlenmistir.
Metanol ve su ekstresinin bakterisidal aktivitesinin
bulunmadigr farkli bakteri gruplart {izerine
etkilerinin farkli oldugu belirlenmistir. Ornegin S.
mutans tirlerine karst su ekstresinin antibakteriyel
aktivitesi daha etkiliyken K. pmewmoniae, P.
aeruginosa ve A. hydrophila bakterilerine karst
metanol  ckstresinin  daha  etkili  oldugu
belirlenmistir. Antibiyofilm sonuglari genel olarak
karsilastirildiginda test maddelerimizin biyofilm
gideriminden  ziyade  biyofilm
azaltmada daha etkili oldugu g6rilmistir.
Ekstrelerin biyofilm tUzerindeki etki dereceleri
kiyaslandiginda etki sirasinin biyofilm
olusumundan 6nce ilave edildiklerinde etil asetat,
su ve metanol ekstreleri seklinde iken biyofilm
olusumundan sonta ilave edildiklerinde ise etil
asetat, metanol ve su ekstreleri seklinde olduklart
gorulmistir. Ceviz yapraklarinda bulunan ve
antimikrobiyel etkiden sorumlu oldugu distntlen
flavonoitlerden, B-halkasinda hidroksil grubu
olmayan flavonoitlerin, hidroksil grubuna sahip
olanlara gére mikroorganizmalara karst daha aktif
olduklart belirtilmistir (Chabot vd., 1992). Bu
bulgu, mikrobiyal hedeflerinin zar oldugu fikrini
desteklemektedir. Bu  dutumun ekstrelerin
biyofilm olusumunu inhibe etmede olusmus
biyofilmlerin gideriminden daha etkili olmasina
neden olabilecegini dustindirmektedir.

olusumunu

Bitki sekonder metabolitlerinin umut verici
Ozellikleri, mikrobiyal dirence karst miicadelede
alternatif kaynaklar olabilme potansiyellerini
arttrmaktadir (Hussain ve ark., 2012). Alkoloitler,
flavonoitler, polifenoller, tanenler gibi fito-
bilesenlerin ~ antimikrobiyel ~ ajan  olarak

kullanilabilmeleri onlarin 6nemini artirmaktadir
(Gupta ve Birdi, 2017). Arastirmamiz sonucu
toplanan deney sonuglarinin ileriki calismalarla
desteklenmesi ile yeni antimikrobiyel maddelerin
elde edilmesi  icin  kullanilabileceklerini
gostermektedir. Ancak ceviz yapragi ekstrelerinin
hangi oranlarda hangi bilesigi icerdigi tam olarak
bilinmediginden  6ncelikle iceriklerin  tayin
edilmesi ve sonrasinda tek tek ve sinerjestik
etkileri tayin edilmesi de tavsiye edilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu arastirma makalesiyle ilgili olarak
baska kisiler ve/veya kurumlar arasinda c¢tkar
catismasi olmadigint beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Bu calismanin hazirlanmast ve yayimlanmasinda
ismi gecen yazarlar disinda hi¢ kimsenin ya da
hi¢bir kurulusun herhangi bir katkis: olmamistir.
Her iki yazar da makalenin yazilmasinda ve
diizenlenmesinde esit katk: saglamistir.
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