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Oz

Makrofitler, besin degerlerinin yiiksek olmasinin yani sira antibakteriyel ve anti-biyofilm ajanlari olarak da dogal bir kaynak olarak
bilinmektedirler. Pistia stratiotes (Su marulu/Su lahanasi), Araceae (Yilanyastigigiller) familyasina ait olan sucul bir bitki tiirii olup,
akarsu, g6l ve batakliklarin si1g olan bolgelerinde yiiksek yayilis gostermekte, Gistii agik akvaryumlarda ve bahge havuzlarinda da
iretimleri miimkiin olmaktadir. Pistia stratiotes’in antioksidan, antimikrobiyal, antialerjik ve antikanserojenik 6zellikte oldugunu
gosteren c¢aligsmalar bulunmaktadir. K6k ve yapraklarinin metanol, etanol, su, eter gibi maddelerle yapilan oziitleri ile yapilan
calismalarda yiiksek oranda fenolik ve flavanoid icerigine sahip oldugu ve serbest radikal siiplirme, metal selatlama gibi antioksidan
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Arastirmamizda, Pistia stratiotes’in kdk ve yapraklarinin etanol 6ziitlerinin, daha dnceki ¢alismalarda
antioksidan ve antimikrobiyal etkili oldugu belirlenen 500 pg/ml konsantrasyonunun, biyofilm iirettigi belirlenmis olan 5
Staphylococcus ve 17 Enterococcus izolati ile pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus 29213 ve Enterococcus faecalis 29212
iizerine anti-biyofilm etkisi ¢alisilmistir. Biyofilm iiretimi ve anti-biyofilm testleri, 96 kuyucuklu mikroplakta, kristal viyole ile
boyanarak yapilmistir. Yapilan test sonuglarina gore, Pistia stratiotes’in yaprak Oziitl, Staphylococcus aureus ATCC 29213
(%inhibisyon£SEM: 9640,06 pg/ml), Enterococcus faecalis 29212 (%inhibisyon +SEM: 88,5£0,01 pg/ml) ile birlikte 4
Staphylococcus ve 5 Enterococcus izolatinda kontrole gore anlamli olarak (p<0,05) anti-biyofilm 6zelligi gostermistir. Kok 6ziitii ise
tek bir Staphylococcus izolatinda kontrole gore anlaml1 (%inhibisyon+SEM: 86,8+0,02 pg/ml) (p<0,05) bir inhibisyon gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Pistia stratiotes, Anti-biyofilm, Enterococcus, Biyofilm, Oziit

Investigation of the anti-biofilm effect of leaf and root extracts of
Pistia stratiotes on the biofilms of Enterococcus and Staphylococcus
isolated from animal foods

Abstract

Macrophytes are known as a natural source of antibacterial and anti-biofilm agents in addition to their high nutritional value. Pistia
stratiotes (Water lettuce/Water cabbage) is an aquatic plant species belonging to the Araceae family, and it is widely distributed in
shallow areas of streams, lakes, and swamps, and it is possible to produce in open aquariums and garden ponds. Studies are showing
that Pistia stratiotes has antioxidant, antimicrobial, antiallergic, and anticarcinogenic properties. In studies conducted with extracts of
its roots and leaves with substances such as methanol, ethanol, water, and ether, it has been shown that it has high phenolic and
flavonoid content and antioxidant activity such as free radical scavenging and metal chelating. In our research, 500 pg/ml
concentration of ethanol extracts of the roots and leaves of Pistia stratiotes, which was determined to have antioxidant and
antimicrobial effects in previous studies, was used. Anti-biofilm effect was studied on 5 Staphylococcus and 17 Enterococcus isolates,
which were determined to produce biofilm, and on Staphylococcus aureus 29213 and Enterococcus faecalis 29212 as positive
controls. Biofilm production and anti-biofilm tests were performed on a 96-well microplate by staining with crystal violet. According
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to the test results, the leaf extract of Pistia stratiotes, Staphylococcus aureus ATCC 29213 (%inhibition=SEM: 96+0.06 pg/ml),
Enterococcus faecalis 29212 (%inhibition =SEM: 88.5+0.01 pg/ ml) and 4 Staphylococcus and 5 Enterococcus isolates showed
significant anti-biofilm properties (p<0.05) compared to the control. The root extract, on the other hand, showed a remarkable
inhibition (%inhibition+SEM: 86.8+0.02 pg/ml) (p<0.05) in a single Staphylococcus isolate compared to the control.

Keywords: Pistia stratiotes, Anti-biofilm, Enterococcus, Biofilm, Extract

1. Giris

Sulak alanlarin énemli bilesenlerinden biri olan makrofitler;
gbz tarafindan tiir seviyesine kadar teshis edilebilen suda
yasayan bitkiler olarak ifade edilmektedir [1]. Makrofitler, ¢esitli
yollarla kimyasal elementlerin sedimentten suya aktarilmasini
saglayarak besin dongiisiinii 6nemli derecede etkilemektedir [2].
Makrofitler tarafindan saliman fosfor ve azot gibi sinirlayici
besinler, mikro algler ve bakteriler tarafindan kullaniimaktadir.
Makrofitleri gruplandirmak icin; submergens, yiizen yaprakl
bitkiler, serbest yilizen bitkiler ve emergens kategorileri
kullanilmaktadir. Araceae familyasi serbest yiizer bitkileri i¢inde
bulundurmaktadir. Pistia stratiotes de bu familyada yer almakta,
¢esitli kaynaklarda su marulu veya su lahanasi olarak da
isimledirilmektedir [1]. Bu bitkinin ve oziitlerinin tibbi etkilere
sahip oldugu bilinmektedir. Taze yapraklari sagkiran hastaliginin
tedavisinde, Oziitleri, tiiberkiiloz, sifiliz ve dizanteri tedavisinde
kullanilmaktadir [3]. Cesitli arastirmalarda, bu bitki ve
Oziitlerinin ayn1 zamanda antidiabetik, diiiretik, antioksidan, agir
metal giderici, dekolorize edici, sitotoksik, antikanser,
antimikrobiyal, noérofarmakolojik etkilere oldugu
gosterilmistir [4], [5], [6], [7], [8]-

sahip

Fotograf 1. Akvaryumda ¢ogaltilan Pistia stratiotes 'in
goriintiisii (Fotograf Ars. Gor. Dr. M. Burcu Kiilahct tarafindan
cekilmistir.)

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan hiicre dis1
polimerik malzemelerden olusturulan bir matrikstir. Bu matriks
mikroorganizmalarin  herhangi bir yiizeye, araylize veya
birbirlerine  yapigmalarini  saglamaktadir [9]. Biyofilm
olusturmak i¢in bakterilerin kullandigi mekanizmalar, siklikla
cevresel kosullara ve spesifik sus oOzelliklerine bagli olarak
degismektedir [10]. Biyofilmler, bir¢ok farkli yiizey ve ortamda
kolayca olugabilmeleri sebebiyle, insan sagligi, gida endiistrisi,
¢evre ve tarim alanlarinda farkli etkilerle kendisini
gostermektedir ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir [11].
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Staphylococcus  ve  Enterococcus’lar  6nemli  gida
kontaminantlarindan ~ olmakla  beraber,  g¢esitli  klinik
enfeksiyonlara ve gida zehirlenmesine de neden olmaktadir.
Gida zincirinde yaygin olarak bulunmalariyla ilgili temel endise,
firsatc1 enfeksiyonlar ve antibiyotik direng genleri igin bir
rezervuar olarak rolleridir. Staphylococcus ve Enterococcus
tiirlerinin biofilm olusturma egilimleri oldukca yiiksektir. Bu
sebeple gida enddistrisinde biyofilm, gidalara
mikroorganizmalarin bulasina neden oldugundan ciddi bir 6nem

arz etmektedir [12].

2. Materyal ve Metot

Arastirmamzda materyal olarak, Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji laboratuvarinda hayvansal kaynakli
gidalardan (¢ig sit, peynir, ¢ig tavuk eti ve ¢ig dana eti) izole
edilen ve MALDI-TOF MS cihaz ile tiir tanimlamasi yapilmis
olan 10 Staphylococcus ve 20 adet de Enterococcus izolati
kullanilmistir (Tablo 2). Kontrol susu olarak Staphylococcus
aureus 29213 ve Enterococcus faecalis 29212 kullanilmustir.

2.1. Pistia stratiotes kok ve yaprak oziitlerinin elde
edilmesi

Kurutulup toz haline getirilmis Pistia stratiotes kok ve
yapraklarinin  oziitleri  (1g/20ml) %60 etanol igerisinde,
mikrodalga cihazinda 850 Watt’da 90 saniye bekletilerek, elde
edilmistir. Elde edilen 6ziitler 2500 rpm de 20 dakika santrifiij
edilerek, ist fazlar1 alinarak analizler yapilana kadar -4°C'de
muhafaza edilmistir[13].

2.2. Bakteri izolatlarimin biyofilm iiretimi

Staphylococcus ve Enterococcus izolatlarinin  biyofilm
iretimi Stepanovi¢ ve ark.’nin belirttigi yontem ile yapilmistir
[14]. Bakteri izolatlart %1 glikoz iceren Triptik Soy Broth
besiyerinde c¢ogaltildiktan sonra, 1,5-3 x 108 hiicre
yogunlugunda ayarlanarak, 96 kuyucuklu mikroplakalara 200 pL
aktarilarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak 200 pL steril distile su ile 3
defa yikanmistir. Olustugu 6ngoriilen biyofilmler, kuyucuklara
%99’luk metanol eklenerek sabitlenmis ve %2’lik kristal viyole

ile  boyanip  mikroplakalar  kurutulmustur. =~ Kuruyan
mikroplakalarin  her kuyucuguna %96’lik etanol eklenip,
boyanin  ¢dzlinmesi saglandiktan ~ sonra  570nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iimleri yapilmistir. Degerlendirmeler
Tablo 1‘e gore yapilmistir. Giicli yapisma gosteren izolatlar
anti-biyofilm c¢alismasi i¢in seg¢ilmistir.

Tablo 1. Biyofilm derecelendirme kriterleri

OD Degeri Adezyon Biyofilm Derecesi
OD<ODc¢ yapisma olmayan 0
ODc<OD<2xODc zayif yapigma 1
2x0Dc<OD <4 x orta derecede

11
ODc yapisma
4 x ODc<OD giiclii yapisma 111
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2.3. Pistia stratiotes kok ve yaprak oziitlerinin anti-
biyofilm o6zelliklerinin belirlenmesi

Pistia stratiotes kok ve yaprak oziitlerinin anti-biyofilm
ozelliklerinin belirlenmesi igin, giiclii yapigma gosterdigi
belirlenen 5 Staphylococcus ve 17 Enterococcus izolati
kullanilarak, biyofilm belirleme igin kullanilan ydntem,
kuyucuklara son konsantrasyon 500 pg/ml olacak sekilde 6ziit
eklenerek tekrar edilmistir [7].

2.4. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz (Tek yonli Anova, non-parametrik
Friedman testi) ve ortalamanin standart hatasi (SEM)
hesaplamalar1 GraphPad Prism 8.4.2. programui ile yapilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan Staphylococcus
ve Enterococcus izolatlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Arastirmamizda materyal olarak kullanilan
Staphylococcus ve Enterococcus tiir adlart ve biyofilm iiretimi

No | izolat kodu Tiir ad1 Biyofilm uretim
derecesi

1 13 S.epidermidis 11l

2 14 S.pasteuri 11

3 29 S.epidermidis 11l

4 34 S.haemolyticus 11l

5 51 S.epidermidis 11l

6 17a S.epidermidis |

7 22¢ S.pumilus 0

8 25a S.epidermidis |

9 27a S.pasteuri 0

10 52b S.epidermidis |

11 5 E. faecium Il
12 15 E. casseliflavus 11
13 16 E. faecium Il
14 17 E. faecium Il
15 19 E. hirae Il
16 23 E. casseliflavus 11
17 48 E. faecium 11
18 3B E. faecalis 1

19 2A E. faecalis Il
20 3D E. faecalis 1l

21 3C E. faecalis 11
22 3E3a E. faecalis 1l
23 S4a E. faecalis ]

24 4TB4a E. faecalis 11
25 S7a E. faecalis 1l

26 1TBla E. faecalis 11
27 S18a E. faecalis 1l
28 5TB2a E. faecalis |

29 S20a E. faecalis |

30 3T2a E. faecalis |

31 S. aureus 29213 11
32 E. faecalis 29212 1
Bakteri izolatlarmin biyofilm {iretimi Tablo 1’e gore

degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglar1  Tablo 2’de
verilmistir.
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Sekil 2. Pistia stratiotes kok ve yaprak oziitlerinin Enterococcus
izolatlarmin biyofilmlerini inhibe etme yiizdeleri

Yapilan test sonuglarina gore, Pistia stratiotes’in yaprak
oziitli, Staphylococcus aureus ATCC 29213 (%inhibisyon+SEM:
96+0,06 pg/ml), Enterococcus faecalis 29212 (%inhibisyon
+SEM: 88,5+0,01 ug/ml)ile birlikte 4 Staphylococcus (Sekil 1)
ve 5 Enterococcus (Sekil 2) izolatinda kontrole gore anlamli
olarak (p<0,05) anti-biyofilm 6zelligi gostermistir. Kok 0ziitii ise
tek bir Staphylococcus izolatinda kontrole gore anlamh
(%inhibisyon+SEM: 86,8+0,02 pg/ml) (p<0,05) bir inhibisyon
gostermistir.

Staphylococcus ve Enterococcus basta olmak iizere birgok
gida kontaminanti mikroorganizmanin biyofilm olusturmalari
sebebiyle saglik sektdriinde kullanilan ¢esitli aletlere, gida
isletmelerindeki ekipmanlara, gida hazirlama ve paketleme
yilizeylerine tutunabildikleri, c¢apraz kontaminasyon yoluyla
gidalara ve ¢esitli ortamlara bulagabildikleri bilinmektedir [15],
[16]. Biyofilm; mikroorganizmalar1 dis etkilerden koruyarak
onlarin hayatta kalmasina izin veren korumali bir ortam
olusturur; ayn1 zamanda dezenfektan, antibiyotik gibi kimyasal
maddelere karsi da direngli olmalarimi saglar. Biyofilmlerin
standart antimikrobiyal maddelerle yok edilmesi olduk¢a zordur.
Gida giivenligi ve insan sagligi i¢in biyofilm olusumunun
onlenmesi ve biyofilm giderimini saglayacak yeni maddeler
gelistirilmesi ile ilgili aragtirmalar yapilmasi oldukca 6nem arz
etmekle beraber, bu konuda dogada bulunan bitkilerden, sentetik
malzemelere kadar bir¢cok farkli materyal ile yapilan anti-
biyofilm arastirmalar1 bulunmaktadir [17], [18], [19].

Tavaf ve ark., 2015 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada
giimils nanopartikiillerin antibakteriyel, anti-biyofilm ve
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antioksidan aktivitelerini, benzer bir ¢alismada ise Jafri ve ark.,
(2014) ugucu yaglarin anti-biyofilm 6zelligini arastirmislardir.
Bu ¢alismalarin, denenen maddelerin anti-biyofilm etkilerinin
doza bagli olarak arttigin1 gézlemlemislerdir [20], [21].

Potamogeton nodosus makrofitinin metanol, kloroform ve
petrol eteri ¢oziiciileri kullanilarak mikroplaka yontemiyle
antimikrobiyal ve anti-biyofilm aktiviteleri c¢aligtlmistir.
Caligmada metanol oOziitiiniin en yiiksek anti-biyofilm etki
gosterdigi belirlenmistir [7]. Arastirmamizda test ettigimiz
makrofit olan Pistia stratiotes’in biyolojik 6zelliklerine yonelik
calismalar bulunmaktadir; Moruff ve ark. 2021 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada Pistia stratiotes'in fitokimyasallarinin
taranmasi ve bu bitkinin Oziitiiniin balik patojenlerine kars1
antibakteriyel — aktivitelerini  arastirmiglardir.  Fitokimyasal
inceleme sonuglari; bitkide saponinler, alkaloidler, tanenler,
antrakinonlarin flavonoidler ve katesinlerin bulundugunu ve
Oziitliniin duyarlt bakterilere karsi genis spektrumlu inhibitor
aktivite gosterdigi belirlenmigtir [22].

Pistia  stratiotes’in  sitotoksisitesine, antioksidant ve
antimikrobiyal etkisine yonelik olarak yapilan bir ¢aligmada; bu
bitkinin antioksidan o6zelliginin buludugu, antimikrobiyal ve
antikanser aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir [3].
Yapilan iki farkli ¢aligmada ise, yine Pistia stratoides’in etanol
ve metanol Oziitiinlin sitotoksik, antiinflamatuar, analjezik,
antimikrobiyal  etkisi ve  norofarmokolojik  6zellikleri
arastirilmistir. Calismalarin sonucunda bu bitkinin sitotoksik,
antimikrobiyal, santral sinir sistemi depresani ve antinosiseptif
etkiye sahip oldugu belirtilmistir [23], [24].

Yapilan literatiir taramalarinda, Pistia stratiotes’in anti-
biyofilm o&zelliginin ¢alisildigi arastirmalarin  kisitli  oldugu
belirlenmistir. Pistia stratiotes’in de i¢inde bulundugu 5 farkli
makrofitin  fitokimyasal ve anti-biyofilm  &zelliklerinin
arastirlldigt  bir calismada; makrofitlerin  hidroetonolik
oOziitlerinin, biyofilm olusumunu engelledigi fakat hali hazirda
olusmus olan biyofilm iizerinde giderici etkisi bulunmadig:
bildirilmistir [25]. Gergeklestirmis oldugumuz calismada ise,
Pistia stratiotes yapraklarinin mikrodalga yontemi ile elde edilen
etanol oziitlerinin anti-biyofilm etki gdsterdigi belirlenmistir.

4. Sonug¢

Arastirmamizin  sonucunda, Onemli biyolojik 6zellikleri
bulunan Pistia stratiotes’in yaprak etanol Oziitiiniin, biyofilm
olugturdugu Dbelirlenen  Staphylococcus ve Enterococcus
izolatlarinda, biyofilm olusumunun engellenmesinde (anti-
biyofilm) etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonug, umut verici
olup, aragtirmamiz, ileride yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar
i¢in bir 6n ¢aligma niteligi tasimaktadir.

5. Tesekkiir

Arastirmamizda kullanilan Pistia Strationtes bitkisinin,
ozitini ¢ikarma konusunda bize yardimer olan Ogr. Gor. Sema
YIYIT DOGAN’a sonsuz tesekkiirlerimizi sunuyoruz.
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