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Öz: Sentetik antibiyotiklere karşı artan antimikrobiyal direnç, doğal olarak oluşan bileşiklerin etkili antibakteriyel ajanlar 
olarak kullanılması bilim insanlarının ilgisini çekmiştir. Doğal olarak oluşan bileşiklerden Hesperidin'in farklı patojen 
bakterilere karşı da etkili olabileceği, bakteriyel büyümeyi doğrudan engelleyebileceği belirtilmiştir. Bu çalışmada, Hes-
peridin’in bazı ATCC suşlarına (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli O157;H7 ATCC 43895, Salmonella 
enteriditis NCTC, Klebsiella pneumonie ATCC 1705, Aeromonas hydrophila ATCC 7966) karşı etkinliğinin belirlenmesi 
amaçlanmıştır. Yapılan minimal inhibisyon konstrasyon (MİK) testi sonuçlarına göre Hesperidin için E. coli, E. coli 
O157;H7, S. enteriditis ve K. pneumonie bakterilerine ait MİK değerleri 128 μg/mL iken, A. hydrophila bakterisine ait 
MİK değeri 64 μg/mL olarak belirlenmiştir. Bu sonuçlara ek olarak, pozitif kontrol kolistin için E. coli, K. pneumonie ve 
A. hydrophila bakterilere ait MİK değerleri 0.5 μg/mL olarak belirlenirken, E. coli O157;H7 ve S. enteriditis bakterilerine 
ait MİK değerleri sırasıyla 0.5 ve 1 μg/mL olarak belirlenmiştir. Bu çalışma sonuçları Hesperidin’in özellikle su ürünleri 
yetiştiriciliğinde koruyucu ve alternatif bir antibakteriyel tedavi seçeneği olarak yenilikçi kanıtlar sunabilir. 
Anahtar kelimeler: Gram negatif bakteri, Hesperidin, minimal inhibitör konsantrasyon 

Determination of Antimicrobial Activity of Hesperidin Microemulsion Against Some Standard (ATCC) Gram 
Negative Bacteria 

Abstract: Increasing antimicrobial resistance to synthetic antibiotics has attracted the interest of scientists in using 
naturally occurring compounds as effective antibacterial agents. It has been stated that hesperidin can also be effective 
against different pathogenic bacteria and can directly inhibit bacterial growth. This study aimed to determine the effecti-
veness of Hesperidin against various ATCC strains (E. coli ATCC 25922, E. coli O157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis 
NCTC, K. pneumonie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966). According to the MIC test results, the minimal ınhibitory 
concentration (MIC) values of E. coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis and K. pneumonia bacteria for hesperidin were 
determined as 128 μg/mL, while the MIC value of A. hydrophila bacteria was determined as 64 μg/mL. In addition to 
these results, the MIC values for colistin for E. coli, K. pneumonia and A. hydrophila bacteria were determined as 0.5 
μg/mL, while the MIC values for E. coli O157;H7 and S. enteriditis bacteria were 0.5 and 1 μg/mL, respectively. was 
determined as. These study results provide innovative evidence for hesperidin as a preventive and alternative antibac-
terial treatment, especially in aquaculture. 
Keywords: Gram negative bacteria, Hesperidin, minimal inhibitory concentration 

Giriş 

Hesperidin (C16H14O6) 3',5,7-trihidroksi-4'-metoksi 
flavanon olarak adlandırılmaktadır. Flavonoidler, bitki-
lerin farklı kısımlarında geniş çapta dağılan, düşük 
molekül ağırlıklı polifenolik bitki hücrelerinde bulunan 
ve tat ve renkten sorumlu olan bir grup bileşiklerdir. 
Hesperidin, flavonoidlerin flavanon grubuna ait olup, 
aglikon kısmı ve rutinoz adı verilen bir disakkarit kıs-
mından (glikoz ve ramnoz) oluşmaktadır. Hesperidin, 
portakal, turunç, limon, greyfurt gibi turunçgillerin 
farklı kısımlarından, özellikle beyaz kabuklarından 
önemli miktarlarda doğal olarak elde edilebilmektedir. 

Gram negatif bakteriler arasında 1970'lerde başlayan 
antibiyotik direncindeki artan artış, kritik bir küresel 
kriz haline gelmiştir. Son yıllardaki önemli sorun, spe-
sifik patojenleri, özellikle de hastane kaynaklı enfeksi-
yonlara neden olan, insanlar arasında yayılma potan-
siyeli olan ve farklı antibiyotiklere karşı direnç geliştir-
miş patojenleri tedavi etmek için kullanılabilecek olası 
alternatiflerin tükenmesidir. Söz konusu bu sebebe 
yönelik olarak ilaç endüstrisinde yeni antibiyotiklerin 
keşfinin azalması ile kolistin antibiyotiğine yeniden 
ilginin artmasına yol açmıştır. Bu bağlamda kolistin 
Gram negatif patojenlerin neden olduğu enfeksiyonla-
ra karşı kullanılmak üzere yeniden ortaya çıkmıştır 
(Falagas ve ark., 2005; Bialvaei ve ark., 2015). Son 
yıllarda sentetik antibiyotiklere karşı artan antimikro-
biyal direnç, doğal olarak oluşan bileşiklerin etkili 
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antibakteriyel ajanlar olarak kullanılmasına neden 
olmuştur (Guazelli ve ark., 2021). Birçok rapor, Hes-
peridin'in farklı patojen bakterilere karşı da etkili olabi-
leceğini, bakteriyel büyümeyi doğrudan engelleyebile-
ceğini veya virülens genlerini eksprese ederek dolaylı 
olarak etki ettiğini göstermiştir (Corciova ve ark., 
2015; Farhadi ve ark., 2019; González ve ark., 2021; 
Suriyaprom ve ark., 2022). Truchado ve ark. (2012), 
tarafından yapılan bir çalışmada, glikosile flavanonlar 
(naringin, hesperidin ve neohesperidin) bakımından 
zengin ekstraktın Chromobacterium violaceum ve 
Yersinia enterocolitica üzerindeki inhibitör etkisi test 
edilmiş ve portakal ekstraktının ve ana flavanon bile-
şenlerinin Chromobacterium violaceum bakterisinde 
çekirdek algılamayı engellediği rapor edilmiştir 
(Truchado ve ark., 2012). Ayrıca Hesperidin’in Yersi-
nia enterocolitica bakterisinde çevreye salgıladığı 
laktonların seviyesini azalttığı ve bakteri üremesini 
inhibe etmeden, biyofilm üretimini inhibe ettiği belirtil-
miştir (Bouyahya ve ark., 2022; Chaieb ve ark., 
2022). Hesperidin'in farklı merkezi sinir sistemi (MSS) 
bozukluklarında önemli antioksidan, antiinflamatuar 
ve nöroprotektif etkiler sağladığı belirtilmiştir (Ikram 
ve ark., 2019; Muhammad ve ark., 2019). Ayrıca 
Hesperidin ile yapılan bir çalışmada insanlarda lipo-
polisakkarid kaynaklı hafıza bozukluğunu in vitro ve 
in vivo olarak azalttığı rapor edilmiştir (Muhammad ve 
ark., 2019). Yapılan başka çalışmada streptozotosin 
verilen diyabetik ve Parkinson hastalığı olan farelerde 
Hesperidin’in antidepresif etkiye sahip olduğu da be-
lirtilmiştir (Muhammad ve ark., 2019; Antunes ve ark., 
2020). Hesperidin aynı zamanda yukarıda belirtilenler 
dışında UV koruması, yara iyileşmesi ve kutanöz 
fonksiyonlar ve iyonlaştırıcı radyasyonun neden oldu-
ğu hasara karşı radyokoruyucu koruma gibi diğer 
yararlı sağlık etkileriyle de ilişkilendirilmiştir. Kılcal 
kırılganlığı azalttığı bu sebeple venöz dolaşım bozuk-
luklarının (bacaklarda şişme, ağrı, gece krampları) ve 
akut hemoroidal atağa bağlı semptomların tedavisin-
de bazı araştırmacılar tarafından tavsiye edilmiştir 
(Hu ve ark., 2018; Fraga ve ark., 2019; Man ve ark., 
2019; Musa ve ark., 2019). Bu çalışmada, Hesperi-
din’in çeşitli bakterilere (E. coli ATCC 25922, E. coli 
O157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis NCTC, K. pneu-
monie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966) karşı 
antimikrobiyal etkinliğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Antibakteriyel etkisinin belirlenmesi amacıyla kullanı-
lan Hesperidin (Sigma-Aldrich Katalog no.520-26-3) 
ve kolistin (Sigma-Aldrich, Katalog no: C4461) Sigma
-Alderich firmasından temin edilmiştir. Stok solüsyon-
ları 100mL/mg dimetil sülfat oksit (DMSO) ile hazır-
lanmıştır (Karayıldırım, 2017).  

 

 

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi 

Hesperidin’in antibakteriyel aktivitesi, beş farklı Gram 
negatif bakterisi (E. coli ATCC 25922, E. coli 
O157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis NCTC, K. pneu-
monie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966) kulla-
nılarak test edilmiştir. Söz konusu suşlar Blood 
Agar’a (Merck, Germany Katalog no: 103879) ekile-
rek 37

o
C ‘de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Analize tabi tutulan ATCC suşlar aracı firmadan 
(Elips laboratuvar ürünleri San. Ve Tic. Ltd. Şti) temin 
edilmiştir (Karayıldırım, 2017). 

Minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) testi 

MİK'in belirlenmesi, CLSI (2007) tarafından açıklanan 
mikrodilüsyon yöntemine göre gerçekleştirilmiştir. 
Kanlı Agarda (Merck, Germany Katalog no: 103879) 
37oC’de 18-24 saat boyunca üreyen bakteriler 1:100 
(h/h) oranında ayarlanan Mueller Hinton broth 
(Merck, Germany, Katalog no: 103872) içerisine ino-
kule edilerek McFarland (0.5 CFU/1.5X108) standartı-
na göre ayarlanmıştır. Hazırlanmış Hesperidin stok 
solüsyonları 96 kuyucuklu mikrotitre platelerine 
(ISOLAB) daha önceden eklenmiş broth üzerine ino-
kule edilmiştir. Kuyuculardaki Hesperidin konsantras-
yonları 256 ile 0.5 μg/mL arasında değişmiştir. Son 
kuyucukta ise negatif kontrol olarak 100 μL broth ve 
100μL bakteri süspansiyonu kullanılmıştır. Tüm plate-
lerin üzeri steril bir plate kapağı ile kapatılarak ve 37 °
C'de 24 saat inkübe edilmiştir. Kuyucuklarda mevcut 
süspansiyonlar Mueller Hinton agarda (Merck, Ger-
many, Katalog no:103872) ekilerek inkübasyona bıra-
kılmıştır. Hesperidin mikroemülsiyonun etkinliğinin 
karşılaştırılması amacıyla kolistin antibiyotiği kullanıl-
mıştır. Daha önceden hazırlanan kolistin antibiyotik 
stok solüsyonları kuyucuklarda 4 ile 0.36 μg/mL ara-
sında olacak şekilde ayarlanmıştır. 

İstatistiksel analiz 

Hesperidin’in beş farklı bakteriye karşı MİK değerleri-
nin sonuçları, Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft 
Corporation, Redmond, WA, ABD) kullanılarak ortala-
ma+standart sapma cinsinden ifade edilmiştir. Ortala-
malar arasındaki önemli farklılıklar T-testi (Windows 
11 için SPSS; one way ANOVA) ile belirlenmiştir. 

Bulgular 

Yapılan MİK testi sonuçlarına göre Hesperidin için E. 
coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis ve K. pneumonie 
bakterilerine ait MİK değerleri 128 μg/mL iken, A. 
hydrophila bakterisine ait MİK değeri 64 μg/mL olarak 
belirlenmiştir. Bu sonuçlara ek olarak, kolistin için E. 
coli, K. pneumonie ve A. hydrophila bakterilerine ait 
MİK değerleri 0.5 μg/mL olarak belirlenirken, E. coli 
O157;H7 ve S. enteriditis bakterilerine ait MİK değer-
leri sırasıyla 0.5 ve 1 μg/mL olarak belirlenmiştir 
(Şekil 1). Yapılan tek yönlü varyans analizi (ANOVA) 
sonucunda MİK yöntemi sonuçlarına göre Gr (-) bak-
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teriler arasında MİK değerleri açısından istatistiksel 
farklılık olmadığı görüldü (P>0,05). 

Tartışma ve Sonuç 

Hesperidin antioksidan, antiinflamatuar ve antibakte-
riyel özellikleriyle bilinen bir flavanondur. Ek olarak, 
önemli oranda tıbbi değere sahip olduğu ve antimik-
robiyal, analjezik ve immünomodülatör olduğu farma-
kolojik olarak kanıtlanmıştır (Yamamoto ve ark., 
2000; Gar ve ark.,2001).  

Bu çalışmada Hesperidin’in A. hydrophila için MİK 
değeri 64 μg/mL olarak belirlenmiştir. Bu çalışma 
sonucuna benzer olarak, Abuelsaad ve ark. (2013) 
tarafından Hesperidin’in A. hydrophila bakterisine 
karşı etkisinin araştırıldığı bir çalışmada MİK değerle-
rinin 100-12.5 mg/mL arasında değiştiği belirlenmiştir. 
Mevcut çalışmamızda Hesperidin’in E. coli, E. coli 
O157;H7 ve K. pneumoniae bakterileri için MİK de-
ğerleri 128 μg/mL olarak bulunmuştur. Balakrishnan 
ve ark. (2021) tarafından yapılan başka bir çalışmada 
E. coli, K. pneumoniae ve P aeruginosa bakterilerine 
karşı Hesperidin’in MİK50 değerinin 92.17±3.71μg/mL 
aralığında olduğu bildirilmiştir. Çalışmamızda Hespe-
ridin’in E. coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis bakteri-
leri için MİK değerleri 128μg/mL bulunmuştur. Bu 
çalışma sonucundan farklı olarak, Yi ve ark. (2008) 
Hesperidin ile yapılan bir çalışmada E.coli ve S. typhi 
bakterilerine ait MİK değerlerinin 800μg/mL olarak 
bildirilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada, Abass ve 
ark. (2014) E. coli ve S. typhi bakterilerine ait MİK 
değerlerini 175-450 μg olarak bulmuştur. Bu çalışma-
dan farklı olarak Hesperidin’in antimikrobiyel etkisinin 
araştırıldığı çalışmada Helicobacter pylori bakterisine 
ait MİK değerinin >200 μM olarak bildirilmiştir (Moon 
ve ark., 2013).  

Klinik açıdan önemli Gram-negatif bakteriler arasında 
çoklu ilaç direncinin ortaya çıkması, kolistin gibi eski 
antibiyotiklerin yeniden klinik kullanımını artırmıştır. 
Söz konusu bu artış, P. aeruginosa, E. coli ve Klebsi-
ella spp. gibi Gram-negatif patojen bakterilerde kolis-
tine direncin oraya çıkmasına neden olmuştur. Gram 

negatif bakterilerde kolistin antibiyotiğe direnç mobil 
elementlerde bulunmasının mutasyonların yanı sıra 
kromozomal mutasyonların aracılık ettiği belirtilmiştir 
(Liu ve ark., 2016; Xavier ve ark., 2016). Bu durum 
hem hasta bakımı hem de epidemiyolojik sürveyans 
için klinik mikrobiyoloji laboratuvarları tarafından stan-
dartlaştırılmış in vitro duyarlılık testlerine olan acil 
ihtiyacın önemini artırmıştır. Bununla birlikte, kolisti-
nin katyonik yapısı, plastiğe afinitesi ve agarda zayıf 
yayılabilirliği gibi doğal özellikleri nedeniyle standart-
laştırılmış in vitro duyarlılık testlerini zorlaştırmıştır 
(Sader ve ark., 2012; Hindler ve Humphries, 2013). 

Bu çalışmada kolistin için E. coli, K. pneumonie ve A. 
hydrophila bakterilere ait MİK değerleri 0.5 μg/mL 
olarak belirlenirken, E. coli O157;H7 ve S. enteriditis 
bakterilerine ait MİK değerleri sırasıyla 0.5 ve 1 μg/
mL olarak belirlenmiştir. Bu çalışma sonucuna benzer 
olarak, yapılan bir çalışmada E. coli ve P. aeruginosa 
için MİK değerlerini 0.5–4 μg/ml ve 1–2 μg/ml olarak 
bildirilmiştir. Başka bir çalışmada E. coli ve K. pneu-
monie için MİK değerleri sırasıyla 8-0.25 μg/ml ve 32-
0.5 μg/ml aralığında değiştiği rapor edilmiştir 
(Matuschek ve ark., 2018). Ancak, bu çalışma sonu-
cundan yüksek olarak, Tan ve Ng, (2006) tarafından 
yapılan çalışmada ise E. coli ve K. pneumonie için 
MİK değerleri sırasıyla MIC90 ≤2 mg/L ve MIC90 ≤1 
mg/L olarak rapor edilmiştir. Buna ek olarak Esposito 
ve ark. (2018) tarafından yapılan bir çalışmada K. 
pneumoniae suşları için MİK değerlerinin 4-256 mg/L 
aralığında değiştiği belirtilmiştir. Bir başka çalışmada 
ise E. coli ve S. enterica bakterilerine ait MİK değerle-
ri 0.5 μg/mL ve 8 μg/mL olarak bildirilmiştir (Morales 
ve ark., 2012). Mevcut çalışmamız Hesperidin mikro-
emülsiyonunun nispeten yüksek bir antibakteriyel 
tepkiye sahip olduğunu göstermiştir. Buna karşın 
daha önce yapılan çalışmada Hesperidin'in Gram 
negatif bakterilere karşı nispeten daha yüksek anti-
bakteriyel etkinliğe sahip olduğu rapor edilmiştir 
(Basile ve ark., 2000). Ayrıca Hesperidin ile ön teda-
vinin farelerde enfeksiyonun neden olduğu endotok-
sik şoku baskılayabildiği ve enfeksiyon sırasında bak-
teri kolonilerini azaltabildiği gösterilmiştir (Kawaguchi 
ve ark., 2004). 

Sonuç olarak, bu çalışma Hesperidin’in A. hydrophila 
üremesini önemli oranda azalttığını göstermiştir. Bu-
na ilaveten, Hesperidin’in özellikle su ürünleri yetiştiri-
ciliğinde koruyucu ve alternatif bir antibakteriyel teda-
vi seçeneği olabileceğine ilişkin yenilikçi kanıtlar su-
nabilir. 
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