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AMAC

Diinyanin var olusundan itibaren insanlar, kendi yakin ¢evrelerindeki bitkilerin
yarar ve zararlarim deneme yanilma yontemi ile kesfetmisler ve binlerce yildir bitkisel
tibbin bagarilarini gézlemlemislerdir.

Giiniimiizde bilimin ilerlemesiyle birlikte daha ¢ok kullanilmaya baslanan yan
sentetik antimikrobiyal maddelerin yan etkilerinin de olmas1 ve bazi mikroorganiz-
malarin zamanla bu kullamlan antimikrobiyal maddelere karsi ¢esitli direng
mekanizmalan gelistirmeleri bu ilaglarin kullamlmasim zamanla anlamsiz hale
getirmektedir. Bu nedenle yeni modifiye edilmis antimikrobiyal maddelerin
sentezlenmesi zorunlu olmakta ve bunun da ekonomik bir maliyeti olmaktadir.
Hastaliklarin, bitkilerle tedavi edilebilecegi halk tarafindan bilinmekle beraber, yan
etkilerinin olup, olmadig: bir aragtirma konusudur.

Bu ¢alismada Pistacia lentiscus L. bitki reginesinin kronik mide ve oniki parmak
bagirsag: iilserinin yiizde 90’indan sorumlu Helicobacter pylori ve Pinus brutia Ten.,
bitkisinin dal ve govdelerinden elde edilen ham reginenin ve bunun metanol, hekzan,
kloroform, petrol eteri, etil asetat ve n-biitanol ektraklarinin Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia 'coli, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
K12, Escherichia coli DHI1, Bacillus cereus, Bacillus brevis ATCC bakterileri ve mantar
olarak da Candida albicans tzerindeki antibiyotik etkilerinin belirlenmesi

amaclanmaktadir.



OZET

Bu calsmada iki farkli agagtan elde edilen reginelerin degisik
mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkileri arastirilds.

Birincisi, Chios (Sakiz) Adasinin giineyinde yetisen Scinos (Pistacia lentiscus)
agacimin gdvdesinden salgilanan reginenin asidik fraksiyonunun Helicobacter pylori
lizerindeki antimikrobiyal etkisi broth dilisyon yontemi ile aragtirildu.

H. pylori mikroaerofilik, gram negatif, lireaz pozitif ve spiral bir bakteri olup,
insan midesinde kronik infeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Bu kronik mide
hastaliklari, peptik iilser ve gastrit kanser i¢in potansiyel bir risk olusturmaktadir.

Broth dilisyon yontemi ile H. pylori’nin ¢ogalmasim &nleyen en disiik regine
konsantrasyonu 0.06 mg/mL olarak bulundu.

Ikinci olarak, Giiney Anodolu daglarinda Mersin’in Anamur gevresinde yetisen
Pinus brutia Ten. (Kizal Cam) bitkisinin ¢irali k6k ve gévdesinden elde edilen, yore
halki tarafindan ciltte meydana gelen yaralarin, hayvanlarin (keci, deve gibi)
derilerindeki hastaliklarin tedavisinde geleneksel ilag olarak kullanilan ham reginenin
(halk arasindaki adryla sorkug) ve metanol, hekzan, kloroform, petrol eteri, etil asetat ve
n-biitanol ekstraklarinin antimikrobi&al aktiviteleri disk difflizyon yOntemi ile
aragtirildi. Calismada kullanilan Staphylococcus aureus (15 izolat), Streptococcus
pyogenes (12 izolat), Escherichia coli (17 izolat), Pseudomonas aeruginosa (12 izolat)
ve Candida albicans klinik izolatlart Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Boliimiinden temin edildi. Escherichia coli K12, Escherichia coli DHI, Bacillus cereus,
Bacillus brevis ATCC bakterileri ise TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezinden temin edildi.

Calismada kontrol olarak Imipenem (10pg), Erythromycin (15ug),
Ampicillin/Sulbactam (10pg/10ug) ve Amoxycillin (25ug) antibiyotikleri kullanildi.

Pinus brutia Ten. bitkisinden elde edilen ham reginenin ve organik
ekstraktlarimin denenmesi ile elde edilen zon gaplari, test edilen organizmalarin cinsine
ve kullanilan konsantrasyonla orantili olarak mikroorganizmalarin gelismelerini degisik
oranlarda etkiledigi tespit edildi. Elde edilen sonuglar, geleneksel halk ilaglarinin
potansiyel ilag 6zelligi olan yeni dogal {iriinler i¢in devam eden arastirmalarimizda bir

rehber olabilecegini gostermektedir.
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SUMMARY

In this study, resinous exudate obtained from two different trees were tested in
respect of their antimicrobial and antifungal activities against different microorganisms.

The tree Scinos (Pistacia lentiscus L.) is grown in the south part of Chios Island.
Firstly, the acidic fraction of the resinous exudate obtained from the roots and stems of
Pistacia lentiscus were screened for antimicrobial activity against H. pylori by using
broth dilution method.

H. pylori is a gram negative, microaerophilic, positive urease, curved (2 to 5 um
length, 0.5 to 1 um diameter) bacterium and morpholog includes spiral, rod, gull-
winged, U-shapped and cocoid forms. It is well know that H. pylori causes chronic
bacterial infection in human stomach. This cronic infections are potential risk factor for
peptic ulcer diseases and that is associated with gasrit carcinoma.

The minimal bacterial concentration of the resinous exudate for H. pylori were
found to be 0.060 mg/mL by broth dilution method.

Secondly, the antimicrobial activity of the resinous exudate obtained from the
stems and roots of Pinus brutia Ten. was tested against some microorganisms. Pinus
brutia localised in the inner Taurus mountain of South Anatolia. In this region, resinous
is utilised for infections in the skin of human and animals. The antimocrobial activity of
crude and methanol, hexane, chloform, petroleum ether, ethyl acetate and n-butanol
extracts of resinous obtained from the roots and stems of Pinus brutia (red pine) used in
the folk medicine of Turkey, were screened in vitro for antimicrobial activity against
clinically isolated bacterial strains; Staphylococcus aureus (15 isolates), Streptococcus
pyogenes (12 isolates), Escherichia coli (17 isolates), Pseudomonas aeruginosa (12
isolates) and yeast fungus Candida albicans (1 isolate) by paper disc diffusion method.
All the clinical test organisms were obtained from the Microbiology Department at the
Universty of Dicle. Escherichia coli K12, Escherichia coli DHI, Bacillus cereus and
Bacillus brevis ATCC were obtained from TUBITAK, Marmara Research Center, Gen
Engineering and Biotecnology Research Institute.

The antibiotic dise contained, Imipenem (10pg/disc), Erythromycin (15ug/disc),
Ampicillin/Sulbactam (10pg/10pg/disc) ve Amoxycillin (25ug/disc) were used as a

positive controls.
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This study shows that the crude extracts of resinous of Pinus brutia exhibited

high activity and all organic extracts show similar moderate antimicrobial activity
against tested microorganisms. The result suggest that traditional folk medicine could

be used a guide in our continuing search for a new natural products with potential

medicinal properties.



1. GIRIS

Dogaya doniis akimi, her alanda oldugu gibi ilag ve tedavi alaninda da basta
Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere tiim diinyada hizla yayilmaktadir. Bu akim
Fitoterapi olarak adlandinlmaktadir. Fitoterapi bir bilim dalidir ve hastaliklan
iyilestirmek i¢in bitkilerle tedaviyi 6ngoriir. Fitoterapi terimi ilk kez Fransiz hekim
Henri Leclerc tarafindan 1955 yilinda telaffuz edilmistir. Son yillarda fitoterapinin daha
fazla 6nem kazanmasinda; alisilagelmise karsi olan egilimin yam sira tibbi bitkilerin
yeni formlarda sunulmasinin da rolii vardir. Fitoterapi de diger terapi dallar1 gibi yani
kemoterapi, hidroterapi, elektroterapi gibi tibbin bir alamdir. Ulkemizde yeterince
anlatilmadigy i¢in belki hemen akla “kocakari ilaglar1” ya da “aktarlar” gelebilir. Oysa
Eczacilik Fakiiltelerinin Farmakognozi anabilim dallarinda bu konu ile ilgili dersler yer
almaktadir'.

17. yiizyilda eczaci tamimu sdyle yapilmistir “Ispengiyar diye ditkkanlarinda
otlar, eczalar mevcut olup, tabibin 1smarladif: {izere serbetler macunlar yapan kimseye
denir”. Bu tamima gore ila¢ yapiminda tibbi bitkilerin kullanildig: goriilmekte ve bu
konuda eczacilarin uzman kisiler oldugu belirtilmektedir. Aktarlar ise ilaglarn
yapilmasinda kullanilan bitkisel, hayvansal ve mineral ilkel maddeleri (drog) satanlar
icin kullanilan bir deyimdir. Eczaci ve aktarlar arasindaki en 6nemli fark aktarlarin
sadece bitki satmaya yetkili olmasi, eczacinin bitki ile ilgili tavsiyelerde bulunmas: ve
bu bitkilerden preparat hazirlama bilgi birikimine sahip olmasidir. Ayrica eczacilar
aktarlardan alinan droglarn, standartlara uygun olup olmadigini, baska droglarla
karnistinlip kanstirilmadigini, etken madde miktarinin uygun olup olmadigint ve en
Onemlisi satilan drogun gergekten aranan drog olup olmadiini, mikroskobik ve
kimyasal analizlerle belirleyebilecek niteliklere sahip olarak egitim almig kisilerdir.
Aktarlar isi ilag hazirlamaya vardirinca Tiirk Eczacilar Birligi 1986 yilinda bu ise bir
nokta koymus ve Saglik Bakanligi aracilify ile kendilerine neleri yapamayacaklar
bidirilmistir. Bugiin aktarlar bitki karigimlarim1 satamamakta sadece ayr1 ayr bitki
satabilmektedirler’.

Sadece kazang saglamak icin saglikla ilgili bir konuda dolandiricilik yapmak
elbette ¢ok tehlikelidir. Buna engel olmak, kiiltiir diizeyi yiiksek, bilingli kisilere

diismektedir. Sahtecilige sadece iilkemizde degil, diger iilkelerde de rastlanmaktadir.
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Omepin Alman Ilag Kontrol enstitiisinde gorevli Dr. Manfred Steinigen
“Pharmazeutische Zeitung” adli dergide insan saghgm tehdit eden veya higbir etkiye
sahip olmayan ilag ve kozmetikleri afige etmistir'”.

Kimya endiistrisinin gelismesi ile birlikte bitkilerle tedavi bir kenara itilmis ve
sentetik ilaglar 6nem kazanmaya baglamigtir. Prensip olarak fitoterapdtikler ile
kemoterapétikler birbirinden farkli degildir. Fitoterapdtiklerin iginde de temelde
kimyasal maddeler bulunmaktadir. Sadece doz ayarlamada zorluklar ¢ikabilir. Kimyasal
maddeler saf halde kullamildiklar1 i¢in mg/kg dozaji ayarlamak kolaydir. Bitkilerle
tedavide durum farkhiliklar gosterir'.

Diinyada birgok iilkeye baktigimizda bitkisel ilaglarla tedavi uygulamalarinin
pek de az olmadigim goriiriiz. 1991 yilinda Avrupa Topluluguna iiye iilkelerde yapilan
bir aragtirma 1400 bitkisel drogun kullamildigim géstermistir. Halen Almanya’da tiim
hekimlerin % 80’i bitkisel ilaglart diizenli olarak regetelerine yazmaktadirlar ve 1993°te
Ingiltere’de bitkisel ilag titketiminde % 57’lik bir artiy meydana gelmistir. ABD’de her
yil terkibinde yiiksek bitkilerden en az bir drog bulunan 125 milyon regete yazil-
maktadir. 1996 yilinda ABD’de yapilan bir arasgtirmaya gore bes bitkisel drogun %
33’liikk pazar payma sahip oldugu anlasilmustir. Bunlar; echinaceae % 9.6, sannmsak %
7.2, ginseng % 6.4, ginkgo % 5.1 ve hidrastistis % 4.7°dir. Japonya’da 1974 ile 1989
yillar1 arasimnda tibbi bitkisel iiriin satiginda 15 kat bliylime gézlenmistir. Cin’de niifusun
en az % 85’ini teskil eden 1 milyar kisi bitkisel ilag kullanmaktadir. Giiney-dogu
Asya’da en az 800 milyon kisinin bitkisel ilaglarla tedavi oldugu tahmin edilmektedir.
Hindistan’da 7 bin tibbi bitki geleneksel tip sistemlerinde kullanilmaktadar®.

Giiniimiizde diinya niifusunun % 80’inin bitkisel droglart kullandigi Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmektedir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bitkisel droglarin % 74’i geleneksel tipta kullanilan bitkilerden elde edilmistir. Tibbi
bitkilerle tedavi kiiltiir ve gelenege dayanmaktadir. Anadolu halkinin yabani bitkileri
ilag olarak kullanisi ¢ok eski devirlere kadar uzanmaktadir. Kirsal bolgelerde ilag
hazirlamak i¢in genellikle cevrede yetisen veya yetistirilen bitkiler kullamimaktadir.
Bitkilerin organizmalar1 oldiiriicii ve insan saglif: icin 6nemli olan o6zellikleri 1926

yilindan bu yana aragtirilmaya baslanmstir>>®.
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Diinya Saglik Orgiitii’niin 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkileri iizerine
yapilmig olan bazi yayinlara dayanarak hazirladig: bir arastirmaya gore, tedavi amaciyla
kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20 bin civarmdadir®’.

Aromatik bitkiler, ¢ay, baharat ve gesni ugucu yag ve ekstre kaynagi olarak
kullamlmaktadir. Biyolojik etkileri deneysel olarak ispatlandigindan tibbi olarak tedavi
edici olduklar: kabul edilebilir.

Fitonsidler (bitkilerin sentezledigi ve mikroorganizmalari 6ldiiren veya
gelismelerini engelleyen maddeler) bitki dokularinin zedelenmeleri veya herhangi bir
enfeksiyon halinde, hiicrelerde lokalize olan inaktif haldeki ana bilegenden enzimatik
olarak meydana gelmektedir. Olduk¢a zengin bir floraya sahip tilkemizde 9000’e yakin
bitki tiirti dogal olarak yetismesine ragmen bunlardan yeterince yararlamilmamaktadir.
Kimyasal igerikleri lizerindeki ¢aligmalar ise ¢ok yavag yiiriimektedir’. Bu bilgilerin
15181 altinda Pistacia lentiscus L. ve Pinus brutia Ten. bitkilerinin ¢esitli organizmalar
tizerindeki antimikrobial aktiviteleri in vitro olarak aragtirildi.

Bu c¢alismada kullanilan reginelerden bir tanesi Anacardiaceae ailesine ait
Pistacia lentiscus agaciuin govdesinden salgilanan recinedir. Bu aga¢ 2-3 metre
uzunlugunda olup, bazen yiiksekligi 5 metreye kadar ¢ikabilmektedir. Pistacia lentiscus
bitki reginesi, Diinya Saghik Orgiitii tarafindan 1997 yilinda birinci simf kanserojen
olarak simiflandirilan Helicobacter pylorz”ye7 kars1 antimikrobiyal etkisi broth dilisyon
y6ntemi ile incelendi.

H. pylori gram negatif, 2-5 um uzunlugunda, 0.5-1 um ¢apinda, 3-6 flajele sahip
hareketli bir basil olup, midenin asit sartlarinda yasamimi devam ettirebilen nadir
mikroorganizmalardan biridir®.

H. pylori ilk defa Marshall ve Warren tarafindan 1983 yilinda gastrit biyopsiden
izole edilmistir. Bu bakteri insanoglunun maruz kaldig1 en yaygin enfeksiyonlardan biri
olup, Tip B gastrite, peptik iilser ve mide kanseri gibi Onemli hastaliklara neden
olabilecegi bilinmektedir®.

Tiirkiye’de 25 yagin tizerinde 100 kisiden 84’iinde lilserin faili olan H. pylori
oldugu ve her 100 kisiden 21°i iilser olabilecegi bilinmektedir. Klinik olarak reginenin

0 " tedavisinde etkili oldugu belirlenmistir. Ham

gastrit iilser'® ve duodenal iilser
reginenin in vitro kosullarda H. pylori’ye karsi antibakteriyel etkisinin oldugu

gosterilmistir'?,
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Gaz-Kiitle Spektrofotometresi ile yapilan calismalarda reginenin triterpen-
oidlerce zengin oldugu tespit edilmistir.
Asagida reginenin asidik fraksiyonundan elde edilmis bazi triterpenoidlerin

yapilar1 gosterilmistir'.

I
m&OCHS '\/\‘:<coom-|3
R
' v

Numara Triterpenoidler Yapi Tipi R

1 Metil moronat I 0]

2 Metil oleanonat I 0

3 Metil 18aH-oleanat II 0

4 Metil oleanolat I B-OHH

5 Metil izomastikadienonat III 0

6 Metil 3-epi-izomastikadienolat I a-OH,H
7 Metil mastikadienonat v 0]

8 Metil mastikadienolat v B-OH,H
9 Metil 3-asetoksi-3-epi- I a-CH3COO

izomastikadienolat
10 Metil 3-asetoksi-3- v o-CH3COO

epi-mastikadienolat

Sekil 1.1. Pistacia lentiscus bitki reginesinin asidik fraksiyonundan elde edilen bazi
triterpenoidlerin yapilar.
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Calismamizda Pistacia lentiscus agacindan salgilanan ham recinenin asidik
fraksiyononun H. pylori lizerindeki antimikrobiyal etkisi mikro broth diliisyon
yontemiyle arastirildi.

Calismada kullanilan bir diger regine ise Pinus brutia Ten. bitkisinden elde
edilen ham recinenin ve organik ekstraktlarinin gesitli klinik bakteri izolatlar1 ve
funguslara kars:1 olan antibakteriyal ve antifungal etkileri disk agar diffiizyon yontemi
ile arastirildi. Aym1 zamanda bu bitkinin ¢irali kdk ve gévde pargalarnin yakilmasi ile
katran (halk arasindaki adiyla pese) da elde edilmektedir.

Katran siyah renkli, bal kivaminda, 6zel ve kuvvetli kokulu, kalin bir stvidir',
Ulkemizde Giiney Anadolu daglarinda yetisen baz1 agag tiirlerinden Dioscorides

déneminden beri katran elde edilmektedir'®"

. Uretim bilhassa Toros daglarmin
yaylalarinda yapilmaktadir. Katran elde edilmesine yaylalarda karin erimesiyle baglanir
ve tekrar kar yagincaya kadar devam edilir'®. Katran elde eden sahislara “katranc” ismi
verilir. Katran elde edilmesi ile taminmis bazi daglara da “Katran dag1™ ismi
verilmistir'*. Katran eldesi Osmanli Imparatorlugu déneminde simdikine gére daha
yiiksek idi. 1913 yihinda yalniz Seyhan ve Igel vilayetleri dahilinde elde edilen katran
miktari, yaris1 sar1 katran (Cedrus libani A. Rich. bitkisinden elde edilen katran) olmak
{izere 2830 kentali buluyordu'®.

Bugiin elde edilen miktarin, eski yillara gére ¢ok diisik olmasinin baglica
nedeni, katran elde etmenin ormanlarda yaptig: tahribat ve yanginlara sebep olmasi gibi
nedenlerle katran elde etmenin Orman Idaresince sinirlandiriims olmasidir'”.

6831 sayili orman yasasimin 18. maddesi uyarinca, katran ocag: yakilmasina
ancak, orman sinirinin 4 kilometre uzakliktaki yerlerde izin verilmesidir.

Pinus brutia Ten., bitkisinden elde edilen kara katranin halk tarafindan, ciltte
meydana gelen yaralarin, hayvanlarin (keg¢i, deve gibi) derilerindeki hastaliklarin
tedavisinde ¢ok kullanilmaktadir. Arpa veya leblebi unu ile hap yapilarak dahilen mide
hastaliklarina kars: da kullamlmaktadir'®.

Pinus brutia’dan elde edilen ham katran ve metanol, hekzan, kloroform, petrol
eteri, etil asetat ve n-biitanol ekstraktlarinin in vitro kosullarda S. aureus (15 izolat), S.
pyogenes (12 izolat), E. coli (17 izolat), P. aeruginosa (12 izolat) ve E. coli K12, E. coli
DHI, B. cereus, B. brevis ATCC bakterileri ve C. albicans mayasi’na karsi olan
antimikrobiyal ve antifungal etkisi arastirilda.



1.1. ONCEKI CALISMALAR
Al-Habbal ve ark. (1984), placebo (hastaya ilag diye verilen tesirsiz madde) ve

mastigin (Pistacia lentiscus bitkisinin gévdesinden salgilanan regine) duodenal iilser
tizerine etkilerini, endoskopik olarak duodenal iilserli 38 hastada yaptiklar1 galigmada
hastalarin oral yolla 2 hafta boyunca mastik (glinde 1g, 20 hastada) ve placebo (laktoz,
giinde 1g, 18 hastada) karsi yamtlarimi karsilagtirmiglar. Bu ¢alismalart sonucunda,
endoskopik iyilesme, mastikte 14 (% 70) hastada ve placeboda 4 (% 22) g6rmiislerdir.
Ayrica mastigin hig bir yan etki gostermedigini de belirlemiglerdir"’.

Al-Said ve ark.(1986), Pistacia lentiscus bitkisinin govdesinden salgilanan
reginenin etkisini, gastrit ve duodenal {ilserli fareler {izerinde deneysel olarak
calismuslardir. Regine 500 mg/kg dozda farelere verildiginde, aspirin, fenil biitazon ve
resperin gibi maddelerin meydana getirmis oldugu iilserin iyilestigini belirtmislerdirls.

Schiller ve Grunwald (1987), deneysel amagli, arazilerde yetisen farkli bitki
kaynaklarindan yedi yasindaki Pinus brutia agaglarindan toplanan cortex reginesinin
analizlerini GLC ve GC-MS yardimiyla yapmislardir. Ayn1 agaglardan elde edilen
Pinus brutia subsp. brutia cortex reginesi tekli monoterpen bilesiminin Pinus brutia
subsp. eldarica ve Pinus halepensis' Mill.’den c¢arpic1 bir bigimde farkli oldugunu
belirlemislerdir'®.

Mitrokotsa ve ark. (1993), yeni bir madde olan kaempferol 3-0-o-L-(2°-E-p-
coumaroyl)-rhamnopyranoside, flavonoidler olarak bilinen kaempferol 3-O-3-D-(6"-E-
p-coumaroyl)-glucopyranoside, kaempferol 3-0-a-L-(2", 3’ ’-di-E-p-coumaroyl)-
rhamnopyanoside ve kafeik asit Platanus orientalis L. buds.’un metanol ekstraktindan
elde etmiglerdir. Biitiin bilesimleri kolon kromatografisi ile ayirip, NMR ve Kkiitle
spektroskopisi teknikleri kullanilarak bunlarin yapilarini aydinlatmiglardir. In vitro
kosullarda biitiin ekstraktlarin gram pozitif ve gram negatif organizmalara kars: etkili
oldugunu saptamiglardir®.

Tiirkiye’de, Cedrus libani (sedir agaci), Centaurea solstitialis ssp. solstitialis
(peygamber c¢icegi), Cistus laurifolius (laden), Hypericum scabrum (binbirdelik otu),
Plantago major (sinirli ot), Sambucus ebulus (mirver otu) ve Spartium junceum
(katirtirnagi) Dbitkilerinin ¢esitli kisimlar1 {ilser tedavisinde geleneksel ilag olarak
kullanilmaktadir. Yegilada ve ark. (1993), bu bitkilerin ¢esitli ekstraktlarnim {ilserli

fareler lizerinde denemistirr Bu ¢alismalarinda farmakolojik deneyler agikca



7

gOstermistir ki tiim bitkilerin su ekstraktlar1 farelere oral yoldan verildiginde 6nemli anti
ilserojenik aktivite gsterdigini belirlemiglerdir®'.

Tassou ve Nychas (1995), Pistacia lentiscus bitki reginesinin Staphylococus
aureus, Lactobacillus plantarum, Pseudomonas fragi ve Salmonella enteriditis
mikroorganizmalarimn biiyiimelerini inhibe edici etkilerini incelemislerdir. Gram
pozitif bakterilerin biiylimesine nispeten, gram negatif bakterilerin biiylimelerini inhibe
edici etkisinin daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Salmonella enteridis’e kars
inhibe edici etkinin EDTA’mn varhginda arttigin tespit etmislerdir®.

Bigak¢1 ve ark. (1998), Thecocarpus carvifolius (Boiss.) Hedge & Lamond
(Umbelliferae)’dan etil asetat, aseton, kloroform ve etanol ekstraktlarimi hazirlayarak
disk diffiizyon yontemi ile test mikroorganizmalarina karsit bu ekstraktlarin
antimikrobiyal etkilerini denemiglerdir. Test mikroorganizmalar1 olarak Klebsiella
pneumoniae UC 57, Escherichia coli ATCC 11230, Salmonella thyphimurium CCM
5445, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Listeria monocytogenes ATCC 19117,
Corynobacterium xerocis CCM 2824, Mycobacterium simegmatis CCM 2067, Candida
utilis LA 991, Sacchromyces cerevisiae ATCC 763, Kluyveromyces fragilis NRRL
2415, Rhodotorula rubra, Aspergillu& terreus, Penicillium frequestans, Trichoderma
viridae ve Fusarium oxysporium’u kullanmislardir. Sonug¢ olarak Thecocarpus
carvifolius ekstrelerinin bazi bakteri (6zellikle Staphylococcus aureus), maya kiiltiirleri
(6zellikle Candida utilis) ve filamentéz funguslara (6zellikle Aspergillus terreus ve
Penicillium frequestans) kars: antagonistik etkilerinin bulundugunu rapor etmiglerdir®.

Huwez ve ark. (1998), Mastigin (Pisticia lentiscus’un dal ve gévdesinden
salgilanan regine) gastrit ve duodenal iilsere neden olan H. pylori’ye karsi etkili
oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada, ham mastigin H. pylori NCTC 11637 susu (bir
standart referans sus) ve 6 tane klinik izolat ( metronizadola kars: tigli duyarli diger ii¢t
ise direngli) tizerine denemigstir. Biitin suslar i¢in minimum bakterisidal
konsantrasyonun 0.06 mg/mL oldugunu bulmuglardir'?,

Stir-Altiner ve ark. (1998), Yaptiklar: ¢alismada Ferulago thirkeanea (Boiss.)
Boiss. (Apiaceae) bitkisinin toprak iisti kisimlarindan hazirlanan; kloroform-etanol
(1:1) ekstresi, Heracleum sphondylium L.’nin petrol eteri ve etanol ekstraktlarin
antibakteriyal ve antifungal etkilerini disk diffiizyon yontemi ile incelemislerdir.

Ferulago thirkeanea bitkisinin kloroform-etanol (1:1) ekstresinin inceledikleri 8
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bakteriye ve 5 mayaya etkisinin olmadigini belirlemislerdir. Heracleum sphondylium
bitkisinin ise etanol ekstresinin inceledikleri 8 bakteriden C. diphteriae’ye ve E.
Sfeacalis’e kars1 etkili oldugu, inceledikleri 5 mayadan ise C. guillermondii’ye etkili
oldugunu saptamislardir. Aym bitkinin petrol eteri ekstresinin 8 bakteri ve 5 maya
{izerinde etkisinin olmadigini rapor etmislerdir®®.

Digrak ve ark. (1999), Tiirkiye Kahramanmarag’da yetisen bazi agaglarin gesitli
boliimlerinden elde edilen maddelerin antimikrobiyal aktivitelerini disk diffiizyon
yontemi ile arastirmislardir. Calismalarinda Pinus brutia Ten., Juniperus oxycedrus L.,
Abies cilicia Ant. Cedrus libani A. Rich. ve Pinus nigra Arn. Bitkilerinin cesitli
kisimlarinin kloroform, aseton metanol ekstraktlarimi Bacillus megaterium DSM 32,
Bacillus subtilis IMG 22, Bacillus cereus FMC 19, Escherichia coli DM, Klebsiella
pneumoniae FMC 3, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Staphylococus aureus Cowan
1, Mycobacterium smegmatis RUT, Proteus vulgaris FMC 1, Listeria monocytogenes
Scoot A, Pseudomonas aeruginosa DSM 5007, Candida albicans CCM 314, Candida
tropicalis MDC 86 ve Penicillium italicum K. mikroorganizmalarina Kkarsi
denemislerdir. Sonug olarak hi¢ bir ekstraktin antifungal etki géstermedigi ve E. coli’ye
karst A. calicia bitkisinin kloroform ve aseton ekstraktlarni hari¢ diger bitki
ekstraktlarinin etkili olmadigin rapor etmislerdir®.

Larhsini ve ark. (1999), Fas’ta geleneksel ila¢ olarak kullanilan Calotropis
procera, Piper album, Piper nigrum, Chenopodium ambrosioides ve Lupinus albus
bitkilerinin ¢esitli kisimlarinin ekstraktlarinin antibakteriyal etkisini disk diffiizyon
yontemi ile incelemislerdir. Ayrica Sium nodiflorum bitki ekstraktinin ise antiparasidal
etkisini incelemislerdir. Sonu¢ olarak; test edilen tim bakterilere karsi Calotropis
procera bitki;inin n-biitanol ekstraktinin en yiiksek aktiviteyi gOsterdigini
belirlemislerdir. Sium nodiflorum bitkisinin dietil eter ekstraktinin 7richomonas
intestinalis ve vaginalis parazitlerine kars: aktivitesini belirlemislerdir®.

Mansouri (1999), Menta viridis L., Myrtus communis L., Glycyrrhiza glabra L.,
Eucalyptus globolus Labill., Satureia hortensis L., Teucrium polium L., Achillea
santolina L., Trigonella foenum gracecum L., Echium amoenum Fisch & Mey., ve
Juglans regia L. bitkilerinin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini 489 klinik
izolat Staphylococcus aureus’a karsi test etmistir. Bu izolatlarin % 98.6’s1 trimet-

hoprim-sulfamethoxazole antibiyotiklerine karg: duyarlidirlar. Myrtus communis L. nin
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izolatlarin % 99’unun biiyiimesini inhibe eden antibakteriyal aktivitesini belirlemistir.
Glycyrrhiza glabra L., Eucalyptus globolus Labill. ve Menta viridis L. bitki
ekstraktlarinin ise sirasiyla % 90.0, % 59.5 ve % 48.7 oramunda bakterilerin biiylime-
lerini inhibe ettigini tespit etmistir*’.

Tiirkiye florasinda bulunan 35 bitkiden elde edilen 76 ekstrakt Sokmen ve ark.
(1999), tarafindan 5 patojenik bakteri ve bir mayaya karsi olan antibakteriyal etkileri in
vitro olarak incelenmistir. Rhus coriaria, Pimpinella anisum, Hypericum capitatum,
Hypericum scabrum, Thymus fallax, Allium scorodoprasum, Nigella sativa ve
Perganum harmala bitki tiirlerinden elde edilen 16 ham ekstrakttan en az bir ya da daha
fazla mikroorganizmaya karg: aktivite gosterdigini tespit etmislerdir®®.

Yesilada ve ark. (1999), geleneksel ilag olarak gastrit ve peptik iilserin
tedavisinde kullamilan 7 Tiirk bitkisi ve ekstraktlarinin anti-H. pylori etkilerini agar
dilisyon metodunu kullanarak bir standart sus ve 8 klinik izolat {izerinde ¢alismislardur.
Cistus laurifolius, Spartium junceum, Cedrus libani, Centaurea solstitialis ssp.
solstitialis, Momordica charantia, Sambucus ebulus ve Hypericum perforatum ¢esitli
kisimlarinin ekstraktlan kulamilmustir. Sonug olarak Spartium junceum bitki ekstraktt
hari¢ diger bitki ekstraktlarimin MICs 1.95 ve 250 pug/mL arasinda aktivite gosterdigini
tespit etmislerdir®.

Kelmanson ve ark. (2000), Giiney Afrika Zulu’da geleneksel ilag olarak
kullanilan 14 bitkinin su, metanol ve etil asetat ekstraktlarimin antimikrobiyal
aktivitelerini incelemislerdir. Dioscorea sylvatica bitki ekstraktimn gram negatif E.
coli’ye ve Dioscorea dregeana, Cheilanthes viridis ve Vernonia colorate bitki
ekstraktlarinin ise P. aeruginosa bakterisine karsi aktivitesini belirlemislerdir.
Ekstraktlarin ¢ogunun gram pozitif bakterilere karst aktif olduklarim belirlemislerdir.
Genelde metanol ekstraktlarinin, su ve etil asetat ekstraktlarina nazaran daha yliksek

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir®.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullamilan Bitki Recineleri

Mastic, Chios Gum mastic, The Chios Gum mastic Growers Association P.O.
Box 110, Chios 82100-Yunanistan’dan temin edildi. Kizil ¢am reginesi Mersin Anamur

cevresinden temin edildi.

2.1.2. Kullanilan Reg¢inelerin Elde Edildigi Bitkilerin Morfolojik Ozellikleri

Calismanin materyalini olusturan reginelerin elde edildigi bitki 6mekleri Dr. A.
Selguk ERTEKIN tarafindan teshis edildi. Teghis edilen bitki 6rnekleri Dicle
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumunda (DUF) saklanmaktadir.

2.1.2.1. Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L. (Sakiz Agaci) 3-5 m’ye kadar boylanabilen, sik dall,
herdem yesil ¢alimsi bitkiler veya kiiciik agagciklardir. Govde kabugu koyu renkli ve
pulludur. Ik yillarda siirgiinler kahverengi-kirmiz1 ve tiiysiizdiir. Yapraklar paripinnat
(ift tiiysii), derimsidir. Yaprakciklar 2-4, nadiren 5-7 ¢ift, tiiysiiz, mizraks: sekilli, 1.5-
3.5 cm boyunda, 0.6-1.5 cm eninde ve uglan kiittiir. Yaprak ekseni belirgince kanatlidir.

Cigekleri kiigiik, koyu kirmuzi renkli olup kisa siirgiinler lizerinde salkimlar
halinde bulunur. Meyve yuvarlak¢a olup sivri ugludur. Onceleri kirmiz1 sonra siyah bir
renk alir. Salkim halinde gogu bir arada bulunur.

Genel cografi yayiisi: Kanarya Adalari’ndan baglayarak biitiin Akdeniz

kiyilarinda yayilmstir. Tiirkiye’nin Batt ve Giliney Anadolu kiyilarinda yayg1nd1r31’32.
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Resim 2.1.1. Pistacia lentiscus L. agaci.

2.1.2.2. Pinus brutia Ten.

Pinus brutia Ten. (Kizil Cam) bitkisi 15-20 m, bazen 25 m’ye kadar
boylanabilen kalin dalli bir agactir. Govde ylizeyi genellikle diizgiin degildir. Bazen
diizgiin gévdeli agaglara da rastlanir. Siirgtinleri tiiystiz ve ilk yil genellikle kirmizimsi
renktedir. Sonradan gri-kahverengi bir renge doniisiir veya nadiren grimsi olur.

Tomurcuklar reginesiz, tomurcuk pargalari geriye kivrik ve sagakhidir. Yapraklar 120-
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180 mm uzunlugunda, 0.5-1.5 mm eninde, yumusak, biikiilebilir ve agik yesil renktedir.
Kozalaklar 60-110 mm uzunlugunda parlak, kahverengi ve topag seklindedir. Genellikle
iki veya daha fazla kozalak bir arada bulunur. Kozalak saplan ¢ok kisa ve bazen yoktur,
stirgtinler de dikine veya yan durur. Kozalak gobegi biiylik ve Halep ¢caminin aksine
basiktir. Genellikle baskin bir orman agacidir,

Genel cografi yayihsi: Akdeniz ve Karadeniz kiyilanidir. Asil genis yayilisim
Dogu Akdeniz’de gosterir. Filistin, Urdiin, Suriye, Irak, Liibnan, Kibrs, Tiirkiye,
Yunanistan ve Italya’da yayilir’>=4,

: ‘mz

Resim 2.1.2 Pinus brutia Ten. agacimn dal.
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2.1.3. Kullanilan Mikroorganizmalar

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Gastroenteroloji
Bilim Dalindan, peptik iilseri olan hastalardan endoskopi ile alinan biyopsi
orneklerinden H. pylori izole edildi. Bir hastadan izole edilen bakteri gram boyama,
{ireaz ve katalaz testleri yapilarak karekterize edildi.

Calismada kullamlan S. aureus (15 izolat), S. pyogenes (12 izolat), E. coli (17
izolat), P. aeruginosa (12 izolat) ve C. albicans klinik izolatlar1 Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Boliimiinden temin edildi. E. coli K12, E. coli DHI, B. cereus,
B. brevis ATCC bakterileri ise TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezindenden temin edildi.

2.1.3.1. Helicobacter pylori
Kaynaklara bakildiginda; yaklasik 100 yil Once kopeklerin ve kedilerin

midelerinde spiral bir organizmamn tesadiifen bulundugu anlagilmaktadir. 1906 yilinda
da insanda mide kanserinde benzer organizmalarin varligi gosterilmistir. 1938 yilinda
yapilan otopsi g¢aligmalarinda insanlarin % 43’{inlin midesinde spiral bakterilerin
bulundugu gériilmiis, ancak bu bakterilerin yutulan materyal ile afizdan geldigi
diisiiniilmiistiir”.

1983 yilinda Marshall ve Warren®® tarafindan, kronik gastritli hastalarin mide
biyopsi 6rneklerinde H. pylori’nin gosterilmesinden sonra bu bakteri ile ilgili olarak
yapilan klinik ve laboratuar aragtirmalarinda ¢1§ gibi artis olmustur. Giinlimiizde H.
pylori’nin kronik nonspesifik gastrit, duodenum tiilseri, mide kanseri ve mide MALT
(Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) lenfomas: gibi énemli klinik durumlara neden
oldugu bilinmektedir’ %,

Tim diinyada yaklasik 2 milyar insamn H. pylori ile enfekte oldugu
hesaplanmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde H. pylori enfeksiyonu gocukluk
caginda baslamakta ve uzun siirmektedir. Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada ilkokul
cagindaki saglikli ¢ocuklarda H. pylori sikhgi % 74.4, saglikh eriskinlerde ise % 81
olarak bulunmugtur®”,

H. pylori bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Duodenum iilserli

olgularnin % 90’mda H. pylori kaynakli oldugundan soz edilmektedir. H. pylori kronik
nonspesifik gastrite de neden olmaktadir. Mide kanserli ve MALT lenfomal1 hastalarin
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% 90’indan fazlasinda H. pylori enfeksiyonunun daha o6nceden mevcut oldugu
ispatlanmigtir. Prospektif serolojik ¢alismalar sonucunda mide kanserinin % 70
oraninda H. pylori’ye bagl oldugu kabul edilmistir37’4°’4l.

H. pylori, gram negatif, 2-5 um uzunlugunda, 0.5-1 pm ¢apinda, 3-6 flajele
sahip hareketli bir basil olup midenin asit sartlarinda yasamunin siirdiirebilen nadir
mikroorganizmalardandir®. Oral kavite, feges, kan, su ve yiyecekler baslica dogal
ortamini olusturur. Flajeli, hareketlilifi, immun cevaba ve aside gosterdigi defans,
salgiladig: ¢esitli enzimler ve toksinler vasitasiyla hem konak i¢in patojen olmakta, hem
de midenin olumsuz sartlarina direnmektedir. Bulagma yolu kesin olarak bilinmemekle
beraber, fekal-oral, oral-oral gegis oldugu yoniinde kamtlar bulunmaktadir®?,

H. pylori tedavisinde genelikle bir proton pompasi inhibitdrii (omeprezol veya
lansoprazol) ile birlikte ikili antibiyotik (klaritromisin ile birlikte amoksisilin ya da
metronidazol) uygulamalari tercih edilmekte olup, bu tedavi ile bakterinin eradikasyonu

% 90’lar1 gegmektedir. Ikili antibiyotik uygulamasi eradikasyon oramim arttirmakta,

antibiyotige direnci azaltmaktadir®.

2.1.3.2. Staphylococcus aureus

Genel ozellikleri: Bu bakteriler olduk¢a eski zamanlarda bazi bakteriyologlar
tarafindan cerahatta goriilmiis ve kiiltiirleri yapilabilmistir. Ilk defa Rosenbach (1884)
tarafindan izole edilmistir.

Kolonileri pigmente gore aureus, albus, citreus diye adlandirilan stafilokok
varyeteleri bugiin aym tiirden sayilmakta, tiimii i¢in S. aureus adi kullanilmaktadir.

Teker teker incelendikleri zaman stafilokok hiicreleri diger koklara gore daha
¢ok olmak lizere yuvarlaga yakin sekildedir. Yaklasik olarak 1 mikrometre ¢apindadir.
Uziim salkimina benzer kiimeler yaparlar.

Cesitli bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram pozitiftirler. Eski
kiiltiirlerinde bazi koklar gabuk renksizleserek gram negatifmis gibi goriinebilirler.
Sporsuz, hareketsiz ve kapstilsiizdiirler.

Aerob, belli miktarda oksijenli (mikro aerofil) ve hatta tamamen oksijensiz
ortamda bile Ureyebilirler. Optimal olarak 37 °C’de ve pH 7.4’de iirerler. Jeloz
besiyerinde bolca {irer ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli S tipinde 1-2
mm ¢apinda koloniler yaparlar. Stafilokoklar olduk¢a dayanikli bakterilerdir. Diger
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bakterilerin gogu 60 °C’de 30 dakika bekletilmekle oldiikleri halde stafilokoklar 1 saat
bile canliliklarimi koruyabilirler.

Bulundugu yerler: Dogada olduk¢a yaygin olmakla beraber, tozda, toprakta,
egya lizerinde, insan ve hayvanlarda deri, agiz, nazofarinks floralarinda bulunan bu
bakterilerin, giinimiiz i¢in en 6nemli 6zellikleri kullanilmakta olan kemoterapétik
maddelerin bir ¢oguna hzla dayaniklilik kazanmalar1 ve bu nedenle infeksiyonlarina
daha sik rastlamlmaktadir.

S. aureus’un yaptigr hastahklar: Deri ve mukoza enfeksiyonlari, stafilokok

pndmonisi, besin zehirlenmeleri**.

2.1.3.3. Streptococcus pyogenes
Genel ozellikleri: Genel olarak yuvarlak ve yaklasik 0.6-10 mikrometre ¢apinda

koklardir. Streptokoklar =zincir yapma aligkanlifindadir. Yaptiklart zincirlerin
uzunluklar1 bulundugu kosullara ve bazi tiplerine goére farklilik gosterebilir.
Besiyerlerinde uzun zincir yapan streptokoklarin hastalik materyalinde 5-8 koktan ibaret
kisa zincirler yaptiklar bilinir.

Sporsuz ve hareketsizdirler. Cogu streptokoklada hiyaluronik asit ihtiva eden bir
kapsiil bulunmaktadir. Ozellikle patojen (A Grubu) streptokoklarda bulunan bu kapsiil
organizmadan yeni ayrildiklarinda ve zengin besiyerlerinde agiktir. Besiyerlerinde
tiretilmeye devam edildigi takdirde kapsiil goériinmez olur ve besiyeri igerisinde
hiyaliironik asit maddesi daginik halde saptanabilir.

Genel olarak bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar. Gram pozitif olup eski
kiiltirlerinde arada gram negatif olanlar tespit edildigi gibi, aym zincir {izerinde gram
pozitif ve gram negatif bireylere rastlanabilir.

S. pyogenes, genel olarak degisebilen anaerobtur. Adi besiyerlerinde lireseler de
besiyerine kan, serum, haben ve glikoz gibi maddeler eklenmesiyle zenginlestirilecek
olursa tireme daha kolay ve bol olur.

Ortalama pH 7’de iiremeyi severler. Optimal iireme 1s1s1 37 °C’dir. Kuruluga
oldukc¢a dayaniksizdirlar. Antibiyotiklere karsi giic direng kazanirlar.

Patojen streptokoklar insan ve hayvanlarda meydana gelen birgok hastaliklardan

sorumludurlar. Bu streptokoklar organizma tizerinde etkili olabilecek 20°den ¢ok ¢esitli
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madde salgilarlar. Bu maddelerin bir kismi hiicre digina salgilamir ve diger kismu ise
hiicre iginde olusup, bakteri eridikten sonra (spheroblast) bulundugu ortama salinir.

Bu maddelerin en 6nemlileri sunlardir: Streptolysinler, streptokinaz, strepto-
dornaz, hyallironidaz, eritrojinik toksin.

Bulundugu yerler: Streptokoklar dogada olduk¢a yaygin olup, insan viicudu
normal florasinda bulunduklar1 gibi, saprofit olarak siit ve siit {irlinleri gibi besin
maddelerinde rastlamr. Ayrica patojen olanlari insan ve hayvanlarda gesitli
enfeksiyonlarin etkinidirler.

S. pyogenes’in yaptig1 hastahklar: Yilancik, sepsis, logusa hummasi, deri alti
lokalizasyonlari, streptokok anjini, akut bakteriyal endokarditler, akut eklem
romatizmasi, akut glomerulonefrit, genital organ enfeksiyonlar, iiriner enfeksiyonlara

neden olmaktadir*,

2.1.3.4. Escherichia coli

Genel ozellikleri: Kismen hareketli, sekerleri asit ve gaz yaparak pargalayan,
laktozu ve manitolu ayristiran bakteriler olup indol olustururlar.

Yaklagik 2-4 mikrometre boyunda. 0.4-0.7 mikrometre eninde, diiz, uglan
yuvarlak ¢omakgik seklinde bakterilerdir. Genellikle etraflarinda bulunan kirpikleri
aracihifiyla hareket ederler ama hareketleri yavastir. Fimbrialar vardir ve sporsizdurlar.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram negatiftirler.

E. coli buyyon ve jeloz gibi besiyeinde kolayca iirer. Degisebilen anaerob olup
optimum {ireme 1sis1 37 °C’dir. 15-45 °C’lerde iireyebilirler. Ortalama pH 7.2°de iyi
tirerler.

E. coli oldukga diren¢li bir bakteridir. 60 °C 1sida 30 dakika, oda 1s1sinda uygun
ortamda olmak kosulu ile uzun siire canl kalabilirler. Soguga direnglidir.
Dezenfektanlara karsi direngsizdir. E. coli benzyl penicillin disinda birgok kemo-
terapétige duyarli olmakla beraber koli kdkenlerinin ¢ogu bakteriden bakteriye kolayca
gecebilen bulasic1 direng determinanlan tagidiklarindan bugiin hastane ortamindan
ayrilan suslarin 6nemli bir kismi ampicillin, streptomycin, tetracyclin’ler, sulfonamid,
bir kismida chloramphenicol, kanamycin ve trimetoprim’e direng kazanmiglardir.

Bulundugu yerler: Memeli ve kuslarin barsaklarinda yasarlar. Aslinda normal

barsak florasinda bulunup ve burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir denge
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altinda kaldig1 stirece hastalik yapmaz. Normal kosullarda kokusma-mayalagma
dengesinin diizenlenmesinde ve beslenme ile ilgili bazi hususlara yardimci olur.

E. coli’nin yaptig1 hastabiklar: Uygun olmayan kosullarda E. coli insan ve
hayvanlar i¢in patojen olup gerek yangi, gerekse siirglin seklinde ortaya ¢ikan barsak
hastaliklarina etken olur. Barsak kanali disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri
patojenlik kazanmalar i¢in en énemli etkendir. Ozellikle idrar yollar, safra kesesi ve
safra yollari, akciger, periton ve manejlere ulagan E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara

yol agarlar®,

2.1.3.5. Pseudomonas aeruginosa

Genel ozellikleri: Uzunluklari ¢ok degisik olmakla beraber pseudomonas
basilleri genellikle 1.5-3 mikrometre uzunlugunda ve 0.5 mikrometre kadar genisliginde
bazen ¢ift ve bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz gomakeiklardir.
Cogu kez bir ucunda 1-3 adet flajeli vardir ve ¢ok hareketlidirler. Kolay boyanir ve
gram negatiftirler.

Adi besiyerinde kolaylikla 30-37 °C’lerde hafif alkali ortamda bol olarak lirerler.
41 °C’de iireme yetenegi vardir. Aerob olmakla beraber anaerob iireyebilen tiirlerine
rastlanir. Buyyonda yiizeyde zar yapmak {izere bol ve homojen bir tireme gdsterirler ve
zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirdedilir. Pseudomonas’larin kiiltiirlerinde
tatlimsi aromatik bir koku vardir.

Istya direngsizdirler. 55 °C’de 1 saat ve 60 °C’de 15 dakikada oliirler. Oda
kosullarinda sularda aylarca canli kalabilirler. Steril saf su i¢inde bile oda sicaklifinda
tireyebildikleri bildirilmektedir. Diger bakterilere etkili olan antibiyotikler arasinda
Polymxin B ve E ile Gentamycin diginda kalanlara degisik oranlarda direnglilik
gosterirler. Ozellikle penicillin ve -cephalosporinlerin goguna salgiladiklar1 Beta-
laktamaz enzimlerinin aktivitesine bagl olarak yiiksek derecede direnclilik gosterirler.
Methicillin’in az dozlar1 bu enzimi inhibe ettifinden bu antibiyotik benzylpenicillin ve
cephalosporinlerin etkisinde sinerjik etki gosterirler.

Bulundugu yerler: Dogada ¢ok yaygin olup sularda, toprakta, insan ve memeli

hayvanlarin barsaginda bulunur.
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P. aeruginosa’larin yaptigy hastahiklar: Yanik ve yara enfeksiyonlari, idrar
yollari enfeksiyonlari, menenjitler, gz enfeksiyonlari, bronsit ve brokopndmoni, sepsis,

dis kulak yolu iltihaplari, orta kulak iltihabi™.

2.1.3.6. Bacillus cereus

Genel ozellikleri: Bacillus subtilis gibi yaygin bulunan bir bakteridir. 3-5 pm
boy ve 1-1.2 um eninde olduk¢a biiyiik diiz veya hafif kivrik, uglan kesilmis gibi
diizglin kisa ve bazen uzun zincirler yapabilen bir gomaktir. Bakteri, kapsiilsiiz olup
sporlar santral veya sub terminal ve ovaldir. Gram pozitiftirler.

Ortalama tireme sicakligi 28-35 °C ise de 10-48 °C arasinda da {ireyebilirler.

Bulundugu yerler: Toprak, su, siit tozunda aerop sporlu bakteriler olarak
bulunurlar.

B. cereus’un yaptign hastahiklar: Besin zehirlenmesine yol acarlar. Insanlarda
olusturdugu enfeksiyonlar nadirdir. Daha ¢ok direnci kirilmis kimselerde firsatgi
patojen olarak abseler, selliilit, g6z enfeksiyonlari, osteomiyelit, idrar yollan

enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol agtig1 bildirilmistir*.

2.1.3.7. Candida albicans

Tomurcuklanma ile ¢ogalan mayamsi mantardir. Uygun sartlarda psddohifa,
psodomiselyum ve hakiki miselyumlar meydana getirir. Insan viicudunda hastaliga
sebep olmadan bulunabilir veya deri mukoza ve i¢ organlar: candidiasisini yapar.

Meydana getirdigi enfeksiyonlar pirimer ve sekonder olarak ikiye ayrilir

Primer candidiasis, deri ve tirnaklarda, mukozalarda ve i¢ organlarda tesekkiil
ederek, ¢esitli arizalar gosterir. Deri, tirnak ve mukoza enfeksiyonlarina insanlar
arasinda sik rastlanir ve kolay teshis edilir. I¢ organlarn candidiasisi ise oldukga nadir

goriiliir ve sekonder enfeksiyondan ayirt edilmesi giictiir®.

2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Imipenem (IPM, 10ug), Erythromycin (E, 15pg), Ampicillin/Sulbactam (SAM,
10pg/10ug) ve Amoxycillin (AML, 25ug) iceren antibiyotik diskleri ve bos kagit

diskler Oxoid’den, etanol, metanol, hekzan, kloroform, petrol eteri, etil asetat, n-biitanol
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ve MgS0O4 Merk Dermstad’dan, agar Bacto’dan ve gliserol Fisher Scientific’ten ticari

olarak temin edilmigtir,

2.1.5. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (UV/Visible Recording spektrofotometre), etiiv (nitve EN
400), vorteks (FISONS, Whirli Mixer), vakumlu evaporatér (RE 100 B, Bibby Strilin
Ltd.), mikroskop (Olmypus), terazi (Sauter), membran filtresi (Gelman Sicience, Ann
Arbor, Mich.), otoklav ve defreeze (Harris).

2.1.6. Kullanilan Besiyerleri

H. pylori igin Chocolate Horse Blood Agar ve Brain Heart Infusion Broth
(Oxoid, Ltd, Basingstoke, UK) kullanuldi. S. aureus, S. pyogenes, E. coli, P. aeruginosa,
E. coli K12, E. coli DHI, B. cereus, B. brevis ATCC bakterileri icin ise Muller Hinton
Broth ve Muller Hinton Agar (Difco laboratories, Detroid, Mich.) besiyerleri kullaruldi.

C. albicans mayasi igin ise Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid, Ltd, Basingstoke,
UK) kullamld:

Besiyerlerinin hazirlanmas Ilaveler I’de verilmistir.
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2.2. METOD

2.2.1. Biyopsi Orneginden H. pylori Izolasyonu ve Karekterizasyonu

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Gastroenteroloji
Bilim Dali hastalarindan endoskopi ile biyopsi 6rnekleri alindi. Biyopsi &rnekleri iki
lam ile parcalandi. Pargalanan 6rneklerden steril bir 6ze ile bir miktar % 7 Chocolate
Horse Blood Agar besiyerine ekim yapildi. 37 °C'de mikro aerofilik atmosferde (~ % 10
C0,) 3 giin inkiibasyona birakilda.

Izole edilen H. pylori gram reaksiyonu, iireaz, katalaz ve hareket testleri

yapilarak karekterize edildi.

2.2.1.1. Gram Reaksiyon

Steril 6ze ile alinan bakteri 6rnegi bir damla steril fizyolojik serum ile lamin
tizerinde iyice yayilir. Havada kurutulup, alev ile tespit edilir. Daha sonra jansiyen moru
(2 dk stire ile) brakilir. Cesme suyu ile yikanir, 1 dk siire lugol birakilir. Cesme suyu ile
yikanir. Etil alkol (1/2 dk siire ile) vblraklhr. Saf su ile yikanir ve havada kurumaya
birakilir. Kuruduktan sonra mikroskopta preparat incelenir. Gram pozitif bakteriler mor,

gram negatif bakteriler ise pembe boyanir*.

2.2.1.2. Ureaz Testi

1. 1ki damla {ireaz reaktifi mikrotiter pleytin igine konur.

2. Bakteri Ornegi bir mikrotiter pleytin igine konur, diger bir pleyt ise kontrol
olarak kullanilir.

3. Mikrotiter pleytlerin lizeri plastik ile kapatilir.

4. Pleytler belirli zaman araliklar ile kontrol edilir. Eger renk saridan morumsu

kirmiziya doniisiir ise {ireaz pozitiftir denir.

2.2.1.3. Katalaz Testi
% 3'lik HyO; katkili Nutrient agara ekim yapilip, 37 °C'de 3 giinliik inktibasyon

sonunda eger mikroorganizma H,O,'yi su ve oksijene pargalayan katalaz enzimini
salgilryor ise besiyerinde hava kabarciklarnin olusmasina neden olacaktir. Bu durumda
uygulanan test {izerinde ¢aligilan mikroorganizma i¢in katalaz pozitif seklinde

degerlendirilir*’.
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2.2.1.4. Hareket Testi

Belli bir diizeye kadar hareket besiyeri ile doldurulmus bir tiip icerisinde daha
kigiik capli bir cam boru yerlestirilir. Bir igne 6ze ile dikkatli bir sekilde cam borunun
icindeki besiyerine ekim yapilarak 37 °C'de 18 saatlik inkiibasyona birakilir. Cam
borunun digindaki besiyerinde iiremenin olmasi lizerinde ¢alisilan mikroorganizmanin
hareketli oldugunu gosterir ve test pozitiftir denir®.

Teshis i¢in hazirlanan boyalar ve reaktiflerin bilesimi flaveler II'de verilmistir.

2.2.2. H. pylori'nin Biiyiime Kosullar:

Bakteri 37 °C'de % 7 at kanli kati besiyerinde {iretildi. Antibiyotik olarak
besiyerine vancomycin (10 mg/mL), trimethoprim lactate (5.0 mg/mL) ve amphotericin
B (5.0 mg/mL) ilave edildi.

S1v1 besiyeri olarak % 5 calf serum ve yukarida bahsedilen antibiyotikler ilave
edilmis Brain Heart Infusion kullanildi.

Mikroorganizma 37 °C'de mikroaerofilik sartlarda (~ % 10 CO,) ve nemli

ortamda liretildi.

2.2.3. Pistacia lentiscus Bitki Recinesinin Asidik Fraksiyonunun KElde
Edilmesi

35 g toz haline getirilmis re¢ine 50 mL dietil eterde ¢oziildli ve olusan ¢dzelti
250 mL metanol ile seyreltildi. Coziinmeyen kisimlar filtre edilerek atilip, vakum
altinda ¢oziicii uguruldu. Elde edilen siv1 yine 50 mL dietil eterde ¢oziildli ve ¢ozelti
250 mL metanol ile seyreltilip, siiziildii. Daha sonra elde edilen {iriin 250 mL dietil
eterde ¢oziiliip, % 5°lik 100 mL sodyum karbonat (Na,COj3) ¢ozeltisi ile ekstrakte
edildi. Eter faz1 0.5 M 66 mL sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisi ile ekstrakte edildi.
Sulu fazlar birlestirildi ve hidroklorik asit (HCI) ile asitlendirilerek dietil eter ile
ekstrakte edildi. Triterpenoidlerce zengin olan eter fazlari kuruluga kadar evapore

edilip, recinenin asidik fraksiyonu (25 g) elde edildi.

2.2.4. Asidik Fraksiyonunun Antibakteriyal Etkisinin Micro Broth Diliisyon
Yintemi ile Incelenmesi

Bakteri 3 giin % 7 at kanli kat1 besiyerinde iiretildi. Bu kat1 besiyerinden birer

koloni alinarak Brain Heart Infusion siv1 besiyerine aktarildi. 48 saat sonra 560 nm’de
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absorbans 1 olarak &l¢iildii (1x10® koloni/mL). Bu kiiltiirlerden 20 pL alinarak iginde
180 uL taze sivi besiyeri bulunan mikrotiter pleytlere aktarildi. Besiyerine son
konsantrasyonlart 0.015 mg/mL, 0.060 mg/mL ve 0.480 mg/mL olacak sekilde regine
ilave edildi. Hi¢ regine igermeyen (kontrol) ve yukaridaki konsantrasyonlarda regine
iceren kiiltiirler 37 °C'de mikro aerofilik atmosferde inkiibasyona birakildi. Degisik
zaman araliklarinda (0, 6, 24 ve 48 saatte) bu kiiltiirlerden 20 pL’lik numuneler alinarak
% 7 at kanli kat1 besiyerine ekim yapildi. Kiiltiirler 37 °C mikroaerofilik kosullarda
inkiibasyona birakild: ve {i¢ giin sonra koloni sayimi yapildi.

2.2.5. Pinus brutia'dan Elde Edilen Reginenin Test Edildigi

Mikroorganizmalar ve Funguslar

Iyi bir bi¢imde karekterize edilmis ¢ok sayida yeni klinik izolatlar ¢alisildi. S.
aureus (15 izolat), S. pyogenes (12 izolat), E. coli (17 izolat), P. aeruginosa (12 izolat)
bakterileri ve C. albicans mayasi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Boliimiinden temin edildi. Standart suslar olarak ise E. coli K12, E. coli DHI, B. cereus,
B. brevis ATCC bakterileri ise TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezinden temin edildi. Bakterilerin hepsi
Muller Hinton Broth ve Muller Hinton Agar besiyerlerinde iiretildi. Biitiin izolatlar -70
°C'de Muller Hinton Broth + % 17'ik gliserol karigiminda saklandr.

2.2.6. Mikroorganizmalarin Biiyiime Kosullan

Pinus brutia'dan elde edilen reginenin etkisinin denendigi tiim bakteriler 15
mL'lik Muller Hinton Broth besiyerinde 37 °C'de 3-6 saat arasinda absorbans 0.5 olacak
sekilde iiretildi. Daha sonra mikro pipet ile 100 pL alimip steril pamuklu ¢ubuklarla
Muller Hinton Agar besiyerine yayilip 37 °C'de etiivde 24 saat siireyle iiremeye
birakildi.

C. albicans mayasi ise Sabouroud Dextrose agar besiyerinde 37 °C'de 3 giin

boyunca inkiibasyona birakilarak iiretildi.

2.2.7. Pinus brutia Bitki Ekstraktlarmin Hazirlanmasi

3 g toz haline getirilmis ham regine oda sicakliginda 75 mL metanolde iyice
¢oziiliinceye kadar karigtirildi. 30 dk. bekletildikten sonra ¢dziinmeyen kisimlar filtre

edilip atldi. Vakum altinda ¢6ziicii uguruldu. 2.78 g sar1 renkli kati metanol
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ekstraktindan 0.4 g alinarak 30 mL destile suda ¢oziilmeye galisildi ve sonra 15'er
ml 'lik etil asetat ile 2 kez (2x15 mL) ekstrakte edildi. Etil asetat ekstrakti MgSO; ile
kurutuldu ve filtre edildi. Filtre isleminden sonra geri kalan ¢ozeltinin kuruluga kadar
rotary evaporatér ile ¢oziiciisii uguruldu. 37 mg kahve renkli etil asetat ekstrakt: elde
edildi. Metanol ekstraktindan 0.4 g alinip daha once etil asetat ekstrakti i¢in yapilan
islemler; petrol eteri, hekzan, n-biitanol ve kloroform ekstraktlarimi hazirlamak icin de
yapildi. Elde edilen organik ekstraktlar; 6.7 mg kahverenkli yagimsi petrol eteri
ekstrakti, 8.7 mg kahverenkli yagimsi hekzan ekstrakti, 19.2 mg sar1 renkli yagimsi n-
biitanol ekstrakt1 ve 33.8 mg sar1 renkli kat1 kloroform ekstrakt: elde edildi.

2.2.8. Stok Recine Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Stok regine ¢dzeltisi ham reginenin % 95'lik etanol iginde 4 mg/mlL olacak
sekilde ¢6ziilmesiyle elde edildi. Diger organik ekstraktlarin stok ¢ozeltileride 4 mg/mL
olacak sekilde etanol i¢inde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler steril 0.22 um-por
¢apina sahip polisulfon membran filtresinde steril edildi. Stok ¢6zeltiler hazirlandiktan

sonra 10 giin i¢inde antimikrobiyal etkileri test edildi.

2.2.9. Disklerin Mikroorganizinalara Uygulanmasi

6 mm capindaki steril bos kagit diskler 40, 60 ve 80 pg madde icerecek sekilde
hazirlandi. Kagit disklerin 40 pg madde igermesi i¢in ham regine ve organik
ekstraktlarin oldugu stok ¢oézeltilerden (4 mg/mL) 10 pL emdirildi. 60 ve 80 pglik
disklerin hazirlanmas: igin ise sirasiyla 15 ve 20 pl. stok ham regine ve organik
ekstraktlarin emdirilmesiyle hazirlandi. Hazirlanan kagit diskler 4 °C'de 5-10 dk.
bekletildikten sonra mikroorganizmalar {izerinde test edildi. Negatif kontrol olarak ise

etanol emdirilmis kagit disk kullanildi.

2.2.10. Disk Diffiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin

Arastirilmas:

Antimikrobiyal aktivite N.C.C.L.S. (National Committee for Clinical Laboratory
Standarts) kurallarina gore disk diffiizyon deneyi ile belirlendi®®. Disk diffiizyon testi
Muller Hinton Agar besiyerinde yapildi. Mikroorganizmalarin asilanmas: islemi
yapilmadan 6nce kat1 besiyerleri 35-36 °C'de 30 dak. inkiibasyona birakildi. Kullanilan
bakteri suslar1 25 mL Muller Hinton Broth besiyerinde 4-6 saat tiretildi. 625 nm’de 0.08
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ile 0.1 arasinda absorbans ayar1 yapildi. Béylece absorbans 0.5 Mc Farland (1x10®
cfu/mL) standardina esitlendi. C. albicans ise 25 mlL Sabouraud Dextrose Broth
besiyerinde 8-10 saat arasinda absorbans 0.5 Mc Farland standardina esitlendi. Bu
besiyerinden mikropipet yardimiyla 100 pL alimip kati besiyerine birakildi. Steril
pamuklu cubuklar yardimiyla kati1 besiyerinin ylizeyine homojen bir bi¢imde
yaylmalar1 saglandi. Agsilama yapilmig Muller Hinton Agar ve C. albicans igin
kullanilan Sabouraud Dextrose Agar besiyerleri +4 °C'de 10 dk bekletildikten sonra 6
mm ¢apinda 40, 60 ve 80 pg ham katran ve organik ekstraktlar emdirilmis kagit diskler
besiyerlerine yerlestirildi. Besiyerleri 37 °C'de inkiibasyona birakildi. S. aureus (15
izolat), S. pyogenes (12 izolat), E. coli (17 izolat), P. aeruginosa (12 izolat) E. coli K12,
E. coli DHI, B. cereus ve B. brevis ATCC bakterileri 24, C. albicans ise 48 saat sonra
olusan inhibisyon zonlan &lgiildii. Pozitif kontrol olarak Imipenem (10ug),
Erythromycin (15pg), Ampicillin/Sulbactam (10pg/10pg) ve Amoxycillin (25ug)
antibiyotikleri kullamildi. Negatif kontrol olarak ise etanol emdirilmis kagit diskler
kullanildi.

2.2.11. Disk Diffiizyon Yontemi

Bu yontem klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin gogunda tercih edilen kalitatif
bir yontemdir. Belirli yogunlukta bakteri besiyerine ya}ylllr ve antibiyotik emdirilmis
diskler bunun tizerine yerlestirilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra diskin g¢evresindeki
inhibisyon zon ¢ap1 Slglilerek (DAD) bakterinin o antibiyotige duyarli olup olmadig:
saptamir. Bu testte sonuglar “duyarli”, “direngli” ve “orta direngli” seklinde

verilmektedir®.

2.2.12. Diliisyon Ydntemi

Bu testlerde antimikrobiyal ilacin farkli konsantrasyonlar1 buyyon veya agara
eklenir, test edilecek mikroorganizma ile birlikte bir gece inkiibe edilir ve minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIiK) belirlenir. Diliisyon yontemlerinin uygulamalan daha
giic ve pahali olmakla birlikte bu testler MIK degerini verdiginden tercih edilmektedir.
Genellikle MIK degerinin diisiik olmasi, tedavide olumlu sonug¢ alinacagim

gdstermektedir.*,
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3. BULGULAR

3.1. Pistacia lentiscus Agacmdan Elde Edilen Reginenin H. pylori Uremesi

Uzerindeki Engelleyici Etkisi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dalindan, peptik iilserli
olan hastalardan endoskopi ile alinan biyopsi érneginden izole edilen H. pylori, regine
icermeyen ve 0.015, 0.060, 0.480 mg/mL konsantrasyonlarda reginenin asidik
fraksiyonunu iceren Brain Heart Infusion sivi besiyerinde {iretildi. Reginenin H.
pylori'ye karst olan antibakteriyal etkisini incelemek tizere farkli zaman araliklarinda 0,
6, 24 ve 48. saatlerde bu Kkiiltiirlerden kati besiyerine ekim yapilarak 3 giin sonra
bulunan koloni sayilar1 Tablo 3.1.'de gdsterilmisgtir.

Tablo 3.1.'de goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda regine igeren kiiltiir
O6rnekleri 6 saat iginde diisiis gostererek 8.00 logjo'dan 6.00 logje'a, yaklasik 2.00
logio'luk diisiis gOstermigtir. 48 saat sonunda 0.015 mg/mL regine igeren kiiltlir
Orneginde hiicre sayis1 yaklasik yari yariya azalma gostermistir. Buna karsin 0.480
mg/mL konsantrasyonda regine i¢eren kiiltiir 6rnegi 48 saat i¢inde 8.00 logjo'dan 3.69
logo'a diisils gostermistir. 0.060 mg/mL regine igeren kiiltiir 6rnegi ise en fazla dusiisit
gostererek, hiicre ¢ogalmasini kesin olarak durdurmamakla beraber 8.00 logjo'dan 2.60
logjo'a kadar siirekli bir diigiis gosterip, hiicre ¢ogalmasin biiyiik bir dl¢tide olumsuz
etkilemistir. Bu sonuglara gére, broth diliisyon yontemi ile H. pylorinin ¢ogalmasini

Onleyen en diisiik regine konsantrasyonu 0.060 mg/mL olarak bulundu.

3.2. Pinus brutia Agacindan Elde Edilen Ham Reginenin Klinik Izolatlarm

Uremesi Uzerindeki Engelleyici Etkisi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan ¢esitli klinik
ommeklerden izole edilen S. aureus (15 izolat), S. pyogenes (12 izolat), E. coli (17 izolat),
P. aeruginosa (12 izolat) bakterileri ve C. albicans mayast ile TUBITAK Marmara
Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezinden temin
edilen E. coli K12, E. coli DHI, B. cereus, B. brevis ATCC bakterileri lizerine Pinus
brutia agacinin dal ve govdesinden elde edilen ham regine ve organik ekstraktlarin

antimikrobiyal etkisi disk diffiizyon yontemi ile incelendi.
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Pinus brutia'dan elde edilen ham re¢inenin ve Imipenem (10ug), Erythromycin
(15pg), Ampicillin/Sulbactam (10pg/10pg) ve Amoxycillin (25ug) antibiyotiklerinin 17
farklt E. coli klinik izolatlan tizerindeki antimikrobiyal etkileri Tablo 3.2.'de verilmistir.
Tabloda goriildiigii gibi ham reginenin 40 pg'lik denemesinde bakteriler iizerinde
olusturdugu zon g¢aplar1 12-14 mm arasinda degismektedir. 60 pg'lik denemelerde ise
zon ¢aplar ortalama olarak 14 mm olarak bulunmugtur. 80 pg'lik denemelerde, zon
caplarinin 16-20 mm arasinda degistigi goriilmektedir. Bu test edilen E. coli klinik
izolatlarimin Erythromycin, Ampicillin/Sulbactam ve Amoxycillin antibiyotiklerine
kars1 genelde direncgli oldukari, Imipenem'in ise daha ziyade 30 mm zon g¢ap:
olusturdugu ve bu antibiyotige karsi duyarl1 olduklar: gériilmektedir.

Ham reginenin ve standart antibiyotiklerin 15 farkli S. aureus klinik izolatlari
tizerindeki antimikrobiyal etkileri Tablo 3.3.'de verilmistir. Tabloda gériildiigii gibi ham
reginenin 40 pg'lik denemelerinde bakteriler {izerinde olusturdugu zon ¢aplar1 genelde
10-12 mm arasinda degismektedir. 60 pg'lik denemelerde olusan zon ¢aplar1 genelde 14
mm oldugu goriilmektedir. 80 pg'lik denemelerde ise zon g¢aplarinin 18-20 mm arasi
oldugu goriilmektedir. Klinik izolatlar lizerinde denenen standart antibiyotiklerden,
Erythromycin'e kars1 bir kag¢ izolat disinda digerlerinin direngli oldugu, Amoxycillin'e
kars1 az duyarlt ve Imipenem ve Ampicillin/Sulbactam'a karst ise duyarli olduklari
goriilmektedir.

12 farkli S. pyogenes klinik izolatlart {izerine ham reginenin ve standart
antibiyotiklerin antimikrobiyal etkisi Tablo 3.4.'de verilmistir. Tabloda goriildiigii lizere
40 pg'lik denemelerde elde edilen zon ¢aplarn 10-24 mm arasinda degismektedir. 60
ug'lik denemelerde olusan zon g¢aplari 14-28 mm arasinda oldugu gériilmekte ve 80
pg'lik denemelerde ise zon ¢aplari 18-30 mm oldugu goriilmektedir. Denenen tim
standart antibiyotiklere kars1 biitlin klinik izolatlarin duyarli olduklar gériilmektedir.

P. aeruginosamin 12 farkhi klinik izolati lizerine ham regine ve standart
antibiyotiklerin antimikrobiyal etkileri Tablo 3.5.'de verilmektedir. Tabloda 40 pglik
denemelerin hi¢ zon olusturmadig: goriilmektedir. 60 pg'lik denemelerin 10-12 mm, 80
pg'lik denemelerin ise 12-14 mm arasi zon olusturduklar1 gériilmektedir. Biitiin 2.
aeruginosa izolatlarmin Erythromycin'e karsi direngli olduklan gériilmektedir.

Ampicillin/Sulbactam ve Amoxycillin'e karst bir ka¢ izolat hari¢ digerlerinin direngli
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olduklari, Imipenem ise 30 mm'lik zonlar olsturarak biitiin izolatlarinin bu antibiyotige

kars1 duyarli olduklar gériilmektedir.

3.3. Pinus brutia Agacindan Elde Edilen Ham Re¢inenin Organik
Ekstraktlarinm Klinik izolatlarm Uremesi Uzerindeki Engelleyici Etkileri

Pinus brutia reginesinden elde edilen organik ekstraktlar, ham reginenin
denenmesi sonucu en biiyiik zon ¢aplarimin olustugu klinik izolatlar (4 nolu E. coli, 2
nolu S. aureus, 8 nolu S. pyogenes ve 6 nolu P. aeruginosa) ile ayrica standart suslar (Z.
coli K12, E. coli DHI, B. brevis ATCC ve B. cereus) ve C. albicas lizerinde
antimikrobiyal etkileri denendi. Denemeler sonucu elde edilen zon ¢aplar1 Tablo 3.6.'da
verilmistir.

Tablo 3.6.'da goriildiigii gibi, denenen hi¢ bir organik ekstrakt, ham reginenin
gostermis oldugu antimikrobiyal aktiviteyi gostermedigi goriilmektedir. Bu da biyolojik
aktif maddenin birden fazla olabilecegini ve her bir maddenin farkli ¢6zici
sistemlerinde oldugunu diisiindiirmektedir.

Biitiin organik ekstraktlardan sonra elde edilen su fazlarinin mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal etkileri disk diffiizyon yontemi ile test edildi. Hi¢ bir su
ekstraktinin antimikrobiyal aktivite géstermedigi tespit edildi. (Resim 3.10.)

Segilmis klinik izolatlar ve standart suslara karsi ham regine ve organik
ekstraktlarin etkisini gosteren resimler B6lim 5 Tablolar ve Resimler kisminda

verilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Peptik iilserli hastalardan endoskopi ile alinan biyopsi 6rneginden izole edilen
bakterinin H. pylori oldugu katalaz, iireaz, hareket testi ve gram boyama yapilarak
karekterize edildi®.

Bulgular baghig: altinda, H. pylori'ye kars: reginenin asidik fraksiyonunun kesin
olarak antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gosterilmektedir. Sekil 4.1°den de
goruldiigii gibi, broth diliisyon yontemi ile H. pylori ¢ogalmasim Onleyen en diisiik
regine konsantrasyonu (MIK) 0.060 mg/mL olarak belirlendi. Daha yiiksek
konsantrasyonda regine (0.480 mg/mL) igeren kiiltiir Grneginin antagonistik etkiden
dolay1 bakterinin ¢ogalmasini daha biiyiik oranda engelleyemedigi gbzlemlenmistir.

H. pylori tedavisinde genellikle omeprazol ile birlikte ikili antibiyotik
(klaritromisin ile birlikte amoksisilin ya da metronidazol) uygulamalari tercih edilmekte
olup, bu tedavi ile bakterinin eradikasyonu % 90'lar1 gegmektedir®”.

H. pylori tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin hi¢ biri bu bakteriye kars1 yeterli
eradikasyon etkisi gdsterememektedir. Bu antibiyotiklerin kismen etkili olmasi ve
bunun yaninda pahali ve bazi yan etkilerinin bulunmasi, bu reginenin tedavi amagla
kullanilmasinin 6nemini artirmaktadr.

Recinenin ucuz olmasi ve lglincii diinya iilkelerinde rahatlikla temin edilebilir
olmasindan dolayr bulgularimiz gelismekte olan lilkelerde peptik ilser tedavisinde
6nemli bir kullanim alanm1 bulacagini umut etmekteyiz.

Caligmada kullanilan bir diger recine ise Akdeniz bdlgemizde yaygin olarak
kullanilan ve Mersin'in Anamur ilgesinden getirdigimiz Pinus brutia bitkisinin g¢irali
kok ve gévdesinden elde edilen, yore halk: tarafindan geleneksel ilag olarak kullanildig:
bilinen'* ham regine ve organik ekstraktlarimin (metanol, n-biitanol, petrol eteri, etil
asetat, kloroform ve hekzan) gesitli kilinik bakteri izolatlar1 ve funguslara karg1 olan
antimikrobiyal ve antifungal etkileri disk agar difflizyon yontemi ile aragtirildi.
Calismalar sonucunda gorillmiistiir ki Pinus brutia'dan elde edilen ham regine test
edilen mikroorganizmalar tizerinde oldukg¢a yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Denenen biitiin organik ekstraktlarda yaklasik olarak ham reginenin géstermis oldugu
kadar antimikrobiyal aktiviteyi gostermislerdir. Bu da aktif bilesenin (maddenin) birden

fazla olabilecegini ve farkli ¢Oziiciillere gegtiginin bir gostergesidir. Bitkilerde
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antimikrobiyal aktivite gosteren bilesenlerin flavonoidler, terpenoidler ve alkoloidler
oldugu bilinmektedir*®. Klinik izolatlar olan E. coli (17 izolat), S. aureus (15 izolat), S.
pyogenes (12 izolat) ve P. aeruginosa (12 izolat) bakterilerinin ¢ogunun, standart
antibiyotikler olarak kullamlan Erythromycin, Ampicillin/Sulbactam ve Amoxycillin’e
kars1 direnglidirler. Bu bakterilere karsi ham regine dikkate deger bir antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu bakteriler klinik olarak patojen
mikroorganizmalardir. Ozellikle S. aureus genel olarak antibiyotiklere kars1 her on yilda
bir diren¢ kazanmaktadir?’.

Cesitli bitkilerin antimikrobiyal aktivite gosterdikleri rapor edilmektedir. Pinus
brutia, Juniperus oxycedrus, Abies cilicia, Cedrus libani ve Pinus nigra’nmn gesitli
kisimlarinin®, Alpinia zerumbet bitkisinin su ekstraktlarinin biyolojik aktivite gdsteren

5! antimikrobiyal

flavonoidler icerdigi®’, Bridilia ferruginea bitkisinin meyvelerinin
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Test edilen klinikk mikroorganizmalara karsi standart antibiyotiklerin
antimikrobiyal etkileri Tablo 4.2.’de verilmistir. Negatif kontrol olarak 15 pL’lik etanol
kullanildi ve hi¢ bir inhibisyon zonu olusturmadigi gozlemlendi. Ayrica organik
ekstraktlar sonucu olusan su fazlar denendi ve kullanilan bakteri ve funguslara kars1 hig
bir antibakteriyal ve antifungal etkileri goriilmedi. Biitin klinik izolatlarin, E. coli, S.
aureus, S pyogenes ve P. aeruginosa bakterileri Imipemen’e karsi duyarli olduklan
bulunmustur. Caligmada kullanilan, 15 S. aureus klinik izolatin Erythromycin’e karsi
direngli (% 100) olduklar1 bulunmustur. Amoxycillin’e karst ise % 26,6’s1 (4 izolat)
direncgli olduklari bulunmustur. S. aureus klinik izolatlannin % 73.3’iine karsi ise
Amoxycillin > 18 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. Ampicillin/Sulbactam ise S.
aureus klinik izolatlarimin % 80’ine > 15 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. 12 S.
pyogenes klinik izolatlarimin S tanesi (% 41.6) Erythromicin’e direncli, 2 tanesi (%
16.6) Ampicillin/Sulbactam’a direngli ve 6 tanesi (% 50) Amoxycillin’e direnglidirler.

Tablo 4.1.’de gorildiigii gibi ham re¢inenin ve biitlin organik ekstraktlarinin
cogunun test edilen klinik bakteri izolatlar ve funguslara karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip olduklari goriilmektedir. Ozellikle 80 pg’lik denemelerde ham reginenin S.
pyogenes, S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli klinik izolatlarina karsi olusturdugu
inhibisyon zonlarinin ¢ap1 (mm olarak) sirasi ile > 30 (% 33.3), > 24 (% 16.6), 12-14 (%
100) ve 18-20 (% 100) olarak bulunmustur. C. albicans’a kars1 80 pg’lik denemesinde
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ise 18 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. Ham reginenin S. aureus ve S. pyogenes
iizerindeki 80 pg’lik denemelerinde elde edilen sonuglar Imipenem’le benzer fakat
Erythromicin’den daha etkili oldugu bulunmustur. P. aeruginosa klinik izolatlarinin %
100’li Erythromicin’e direnglidir, 8 tanesi (% 66.6) Ampicillin/Sulbactam’a direngli ve
8 tanesi (% 66.6) Amoxycillin’e direnglidirler. Ham reginenin P. aeruginosa’ya karsi
12-14 mm zon ¢ap1 olusturarak biiyiimesini inhibe etmigtir. Ham reginenin 40 pg’lik
denemelerinde S. pyogenes, S. aureus, E. coli ve C. albicans’a kars1 12-14 mm’lik
inhibisyon zonlan1 olusturmustur. P. aeruginosa klinik izolatlarina kars1 ise 40 pg’lik
denemeler inhibisyon zonu olugturmamiglardir.

Hemen hemen denenen biitiin organik ekstraktlarin birbirine benzer
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu da biyolojik aktif maddenin
tek bir organik faza gegmediginin bir géstergesidir. Yani biyolojik aktif madde birden
fazla olabilecegi ve bu maddelerin farkli organik c¢oziiciilere gegmis olabilecegini
diistindlirmektedir.

Organik ekstraktlar arasinda en biiyiik antimikrobiyal aktivite C. albicans ve S.
aureus’a karsi hekzan ekstrakti gostermistir. Bu mikroorganizmalara hekzan
ekstraktinin olusturmus oldugu zon 'c;aplan sirasi ile 22 mm ve 24 mm olarak
bulunmustur. Hekzan ekstraktmin C. albicans ve S. aureus izerinde gostermis oldugu
bu etki, standart antibiyotikler olarak kullanilan Imipenem ve Amoxycillin ile aym
etkileri gosterdikleri goriilmektedir. Metanol, etil asetat, petrol eteri, kloroform ve n-
biitanol ekstraktlarinin klinik izolatlar tizerinde 80 pg’lik denemeleri sonucu elde edilen
zon gaplari 10-16 mm arasinda bulunmustur. 40 pg ve 60 pg’lik denemelerde diisiik
antimikrobiyal etki oldugu goriilmektedir (inhibisyon zonu 10-14 mm).

E. coli klinik izolatlar1 (17 izolat) standart olarak kullanilan antibiyotiklerden
Imipenem hari¢ diger biitiin antibiyotiklere karsi direncli olmalarina ragmen P.
brutia’dan elde edilen ham reginenin 40 pg’lik uygulamalan bile etkili oldugu Tablo
3.2.’de goriilmektedir.

Pinus brutia’dan elde edilen ham reg¢inenin S. aureus klinik izolatlar1 {izerinde
80 pg’lik denemelerinde kontrol olarak kullanilan, antibiyotiklerden daha biiyiik zon
caplar olusturdugu Tablo 3.3.’de goriilmektedir.

S. pyogenes bilinen en patojen mikroorganizmalardan biri olup, streptokok

anjini, bakteriyal endokarditler, akut eklem romatizmasi ve tiriner enfeksiyonlara neden
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oldugu bilinmektedir. Kullamilan ham reginenin 40 ug’lik denemeleri bile bu
mikroorganizma tizerinde ciddi bir antimikrobiyal aktivite gdsterdigi Tablo 3.4.’de
belirgin bir bigimde goriilmektedir.

P. aeruginosa’nin 12 farkli klinik izolatlar1 {izerine ham reginenin 40 pg’lik
uygulamalar1 her hangi bir antimikrobiyal aktivite géstermemis ise de 60 ve 80 ug’lik
uygulamalarla elde edilen sonuglar, standart antibiyotikler olarak kullanilan
Erythromycin, Ampicillin/Sulbactam ve Amoxycillin ile kiyaslandiginda P. brutia
reginesinin antibiyotik giiciiniin daha fazla oldugu Tablo 3.5.’de goriilmektedir.

Elde edilen bulgulara gore, her derisimde ham regine ve organik ekstraktlar ile
bir zon ¢api1 olusurken Imipenem hari¢ standart olarak kullanilan Erythromycin,
Ampicillin/Sulbactam ve Amoxycillin antibiyotikleri igin ise ¢ogu kez negatif sonug
elde edilmistir. Standart antibiyotik olarak kullanilan Imipenem’in uygulanmas: ile elde
edilen zon ¢aplari, ham katran ve organik ekstraktlarin uygulanmas ile elde edilen zon
caplariyla kiyaslandiginda daha biiyiik degerler elde edilmesi ham reginenin ve organik
ekstraktlarimin kullamilan antibiyotiklerden daha az etkili oldugu sonucunu dogurmaz.
Eger denemelerde kullamilan ana etken madde veya maddeler saf olarak
kullanilan antibiyotiklerle ayni miktarlarda kullanilabilmis olsaydi ¢ok daha
carpicl sonuglarin elde edilecegi kamisindayiz. Bu sonugta P. brutia’dan elde dilen
ham reginenin daha gii¢lii antimikrobiyal degere sahip oldugunu gostermektedir. Bu
saptama denenen biitlin mikroorganizmalar igin gegerlidir.

Kullanilan biitiin mikroorganizmalara karsi en etkili olan antibiyotik
Imipenem’dir. P. brutia’dan elde edilen ham regine ve organik ekstraktlarda benzer
inhibisyon zonlan olusturmuslardir. Karbepenem sinifindan olan Imipenem’in yapisi
diger beta-laktam antibiyotiklerine benzemekle birlikte, bir ¢ok mikroorganizma
tarafindan salgilanan beta-laktamazlara karsi son derece kararlidir. Fakat canli
viicudunda siiratle metabolize olarak inaktif hale gelmektedir. Bunun sebebi bobreklerin
proksimal tiibiillerinde bulunan ve Dehidropeptidaz-I ismi verilen enzimin etkisinden
kaynaklanmaktadir. Imipenem’in aktive gdsterebilmesi i¢in Cilastatin ismi verilen ve
spesifik olarak Dehidropeptidaz-I’i inhibe eden madde ile birlikte verilmektedir.
Imipenem mikroorganizmalarda hiicre duvari olusumundaki peptidoglikan sentezini
inhibe etmektedir. Bunu yaparken Once sfer olusumuna ve sonra lizize neden

olmaktadir. Denemeler sonucunda P. brutia’dan elde edilen ham regine ve organik
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ekstraktlar ile Imipenem’in mikroorganizmalar fizerinde olusturduklan zon caplari
benzer oldugundan etki mekanizmalanmin da benzer bir metabolik yoldan oldugunu
diistindiirmektedir.

Pinus brutia’dan elde edilen ham regine ve organik ekstraktlarimin géstermis
oldugu bu etki onemlidir. Ciinkii ¢aligmalarda kullanilan mikroorganizmalar bir ¢ok
enfeksiyon hastaliklarinda birinci dereceden sorumlu olan mikroorganizmalardir.
(Calismalarimiz sonucu elde edilen bu bulgular, bitki kimyasinin ileride 6nemli bir
kullanim alam bulacagini géstermektedir.

Daha sonraki ¢aligmalarimiz bu bitki ekstraktlarindan biyolojik aktif maddelerin
saflastinlmasina yonelik olacaktir. Saflagtirilan bu maddelerin ayr1 ayr1 ve kombinasyon

olarak mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal etkileri aragtirilacaktir.



5. TABLOLAR VE RESIMLER
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Tablo 4.1. Pinus brutia'dan elde edilen recinenin, metanol, n-biitanol, petrol eteri, etil
asetat, kloroform ve hegzan ekstrelerinin klinik izolatlara karsi olusturdugu inhibisyon

zonlarinin ¢ap1 (mm).

Test edilen pg/kagit disk Inhibisyon Zonlar1 (mm)*
mikroorganizmalar CR E™ E° EP E" E° E°
12-14 (50.0)
40 18-20 (33.3) - - - - - -
224 (16.6)
Streptococcus 14-16 (50.0)
pyogenes 60 22-24 (41.6) 10 10 10 10 10 -
28 (8.3)
24-26 (66.6)
80 >30 (33.3) 14 16 16 14 15 10
40 12-14 (100.0) 10 - 12 - - -
Stephylococeus 60 14-16 (100.0) 15 14 12 14 12 10
aureus 16-20 (93.0)
80 224 (6.6) 16 16 16 26 16 14
Pseudomonas 40 - (100.0) 12 10 - - 10 -
aeruginosa 60 | 10-12(100.0) 14 10 10 14 14 14
80 12-14 (100.0) 14 16 15 15 14 14
40 12-14 (100.0) - - 10 - - -
Escherichia coli 12-14 (88.2)
60 14-18 (11.7) - - 12 - 10 10
80 18-20 (100.0) 12 12 14 12 12 14
40 14 (100.0) - - - 14 - -
Candida albicans 60 16 (100.0) 10 - 14 16 10 20
80 18 (100.0) 12 12 18 22 10 20

CR: ham regine; ™metanol ekstrakti; °etil asetat ekstrakti; Ppetrol eteri ekstrakti; "hekzan ekstrakts;
*kloroform ekstrakt1; °n- biitanol ekstrakti; -: zon olugturmad, (%) : yiizde aktivite.
*Organik ekstraktlar ham reginenin en bilyitk zon olusturdugu her mikroorganizma tiiriinden birer tanesi

lizerinde test edildi.

Tablo 4.2. Standart antibiyotiklerin mikroorganizmalar {izerinde olusturdugu zon

¢aplar1 (mm)®.

Test edilen Inhibisyon Zonlari (mm)
mikroorganizmalar é}il% (10pg/kagit (l;:i S( kl )Opg/kaglt S;S\lg/l (10/10pg/kagit 23/(1)1, (2Sug/kagit
Staphhylococcus aureus | 30 (100.0) R (100.0) :I 5(2((;'32)) 21(822? 5
Streptococcus pyogenes 30 (100.0) };2(34 2466) 6) 11{6( (1 86 363? ) 5 8(?.;) 003)
Pseudomonas aeruginosa | 30 (100.0) R (100.0) 2{0(?36 36:2 ) 52(?36 36; )
Escherichia coli 28 (100.0) 11{8(?18 12,;) 11{8(?12 736)) 2RO(?12 736))
Candida albicans NT NT NT NT

* IPM: imipenem; E: erythromycin; SAM: ampicillin/sulbactam;

(%): yiizde aktivite; R: direngli.

AML: amoxycillin; NT: test edilmedi;
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Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.1. Kontrol (0.000 mg/mL) ve degisik konsantrasyonlarda (0.015 mg/mL, 0.060
mg/mL, 0480 mg/mlL) Pistacia lentiscus’dan elde edilen reginenin asidik
fraksiyonunun H. pylori tizerindeki antibakteriyal etkisi.



Resim 3.1.a. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.1.b. Baz: antibiyotiklerin
reginenin E. coli iiremesi iizerine E. coli liremesi iizerine
engelleyici etkisi. engelleyici etkileri.

Resim 3.1.c. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.1.d. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin n-biitanol ekstraktinin E. coli recinenin metanol ekstraktinin E. coli iiremesi
iiremesi tizerine engelleyici etkisi. tizerine engelleyici etkisi.






Resim 3.2.a. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.2.b. Baz antibiyotiklerin
reginenin S. qureus liremesi ilizerine S. aureus iiremesi {izerine
engelleyici etkisi. engelleyici etkileri.

Resim 3.2.c. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.2.d. Pinus bruria’dan elde edilen
reginenin n-biitanol ekstraktinin S. aqureus reginenin metanol ekstraktinin S. aureus
liremesi {izerine engelleyici etkisi. iiremesi tizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.2.e. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.2.f. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin etil asetat ekstraktinin S. aureus recinenin petrol eteri ekstraktinin S. aureus
liremesi iizerine engelleyici etkisi. tiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.2.g. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.2.h. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin hekzan ekstraktinin S. aureus reginenin kloroform ekstraktinin S. qureus
{iremesi {izerine engelleyici etkisi. liremesi iizerine engelleyici etkisi.



G o

recinenin S. pyogenes iiremesi iizerine
engelleyici etkisi.

Resim 3.3.c. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin n-biitanol ekstraktinin S. pyogenes
iiremesi lizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.3.a. Pinus brutia’dan elde edilen

Resim 3.3.b. Bazi antibiyotiklerin
S. pyogenes iiremesi lizerine
engelleyici etkileri.

Resim 3.3.d. Pinus brutia’dan elde edilen
re¢inenin metanol ekstraktinin S. pyogenes
tiremesi {izerine engelleyici etkisi.

R
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Resim 3.3.e. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.3.f. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin petrol eteri ekstraktinin S. pyogenes  reginenin etil asetat ekstraktinin S. pyogenes
tiremesi iizerine engelleyici etkisi. tiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.3.g. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.3.h. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin hekzan ekstraktinin S. pyogenes reginenin kloroform ekstraktinin S. pyogenes
iiremesi tizerine engelleyici etkisi. iremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.4.a. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.4.b. Bazi antibiyotiklerin
recinenin P. aeruginosa iiremesi tizerine P. aeruginosa iiremesi lizerine
engelleyici etkisi. engelleyici etkileri.

Resim 3.4.c. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.4.d. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin metanol ekstraktinin P. aeruginosa  reginenin n-biitanol ekstraktinin P. aeruginosa
iremesi {izerine engelleyici etkisi. iiremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.4.e. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.4.f. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin etil asetat ekstraktinin P. aeruginosa reginenin  petrol  eteri  ekstraktinin  P.
tiremesi lizerine engelleyici etkisi. aeruginosa liremesi lizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.4.g. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.4.h. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin kloroform ekstraktinin P. reginenin hekzan ekstraktinin P. aeruginosa
aeruginosa liremesi iizerine engelleyici etkisi.  iiremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.5.a. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.5.b. Bazi antibiyotiklerin
reginenin E. coli K12 iiremesi {izerine E. coli K12 iremesi iizerine
engelleyici etkisi. engelleyici etkileri.

Resim 3.5.c. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.5.d. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin metanol ekstraktinin E. coli K12 reginenin n-biitanol ekstraktinin E. coli K12
tiremesi iizerine engelleyici etkisi. iremesi {izerine engelleyici etkisi.



Resim 3.5.e. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.5.f. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin etil asetat ekstraktinin E. coli K12 recinenin petrol eteri ekstraktinin E. coli K12
iremesi iizerine engelleyici etkisi. iremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.5.g. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.5.h. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin kloroform ekstraktinin E. coli K12 reginenin hekzan ekstraktinin E. coli K12
iiremesi tizerine engelleyici etkisi. iremesi {izerine engelleyici etkisi.



Resim 3.6.a. Pinus brutia’dan elde edilen reginenin
E. coli DHI iiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.6.b. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.6.c. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin n-biitanol ekstraktinin £. coli DHI reginenin metanol ekstraktinin £. coli DHI
iiremesi tizerine engelleyici etkisi. liremesi iizerine engelleyici etkisi.
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Resim 3.6.d. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.6.e. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin petrol eteri ekstraktinin E. coli DHI  reginenin etil asetat ekstraktinin £. coli DHI
liremesi lizerine engelleyici etkisi. liremesi {izerine engelleyici etkisi.

Resim 3.6.f. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.6.g. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin hekzan ekstraktinin E. coli DHI reginenin kloroform ekstraktinin E. coli DH1
tiremesi lizerine engelleyici etkisi. iiremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.7.a. Pinus brutia’dan elde edilen reginenin
B. brevis ATCC iremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.7.b. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.7.c. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin metanol ekstraktinin B. brevis ATCC  reginenin n-biitanol ekstraktinin B. brevis
iiremesi {izerine engelleyici etkisi. ATCC iiremesi tizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.7.d. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.7.e. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin etil asetat ekstraktinin B. brevis reginenin petrol eteri ekstraktinin B. brevis
ATCC iiremesi lizerine engelleyici etkisi. ATCC iremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.7.f. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.7.g. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin kloroform ekstraktinin B. brevis recinenin hekzan ekstraktimin B. brevis ATCC
ATCC iremesi lizerine engelleyici etkisi. iiremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.8.a. Pinus brutia’dan elde edilen reginenin
B. cereus iiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.8.b. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.8.c. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin n-biitanol ekstraktinin B. cereus recinenin metanol ekstraktinin B. cereus
liremesi iizerine engelleyici etkisi. tiremesi {izerine engelleyici etkisi.



Resim 3.8.d. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.8.e. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin petrol eteri ekstraktinin B. cereus reginenin etil asetat ekstraktinin B. cereus
tiremesi iizerine engelleyici etkisi. tiremesi lizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.8.f. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.8.g. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin hekzan ekstraktinin B. cereus reginenin kloroform ekstraktinin B. cereus
iremesi iizerine engelleyici etkisi. tiremesi iizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.9.a. Pinus brutia’dan elde edilen reginenin
C. albicans iiremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.9.b. Pinus brutia’dan elde edilen Resim 3.9.c. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin metanol ekstraktinin C. albicans recinenin n-biitanol ekstraktinin C. albicans
liremesi iizerine engelleyici etkisi. liremesi lizerine engelleyici etkisi.



Resim 3.9.d. Pinus brutia’dan elde edilen
recinenin etil asetat ekstraktinin C. albicans
iremesi iizerine engelleyici etkisi.

Resim 3.9.f. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin kloroform ekstraktimin C. albicans
iiremesi {izerine engelleyici etkisi.

Resim 3.9.e. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin petrol eteri ekstraktinin C. albicans
iremesi itizerine engelleyici etkisi.

5

Resim 3.9.g. Pinus brutia’dan elde edilen
reginenin hekzan ekstraktinin C. albicans
iiremesi iizerine engelleyici etkisi.
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Resim 3.10.b. E. coli DHI'e karsi su fazlarinin antimikrobiyal etkileri.

Resim 3.10. Pinus brutia'dan elde edilen reginenin bazi organik ekstraksiyonlar sonucunda
elde edilen su fazlarinin E. coli ve E. coli DHI bakterilerine kars: antimikrobiyal etkileri.



6. ILAVELER

Ilaveler I. Bakteri Teshisleri i¢in Hazirlanan Besiyerlerinin Bilesimi.

I.1. Chocolate Horse Blood Agar Besiyeri

Bacto Agar = ... 17g

Pepton @ .. 10g

NaCl e 5g

EtSziith  seeeeeens 5g

Atkamm e 100 mL

Safsu e 1000 mL
1.2. Hareket Besiyeri

Pepton ... 5g

EtSziith ~ eeeeeeens 15g

NaCl e 25g

Agar e 08¢g

Safsu e 500 mL
I.3. Brain Heart Infusion Broth Besiyeri

Brain Heart Infusion ......... 37g

Safsu ... 1000 mL
I.4. Muller Hinton Agar Besiyeri

Muller Hinton — ......... 25¢g

Agar ... 175¢g

Safsu ... 1000 mL
1.5. Muller Hinton Broth Besiyeri

Muller Hinton — ......... 25¢g

Safsu e 1000 mL
L.6. Nutrient Broth Agar Besiyeri

Pepton @ ... 5g

Et 8zt eeeeeeens 3g

Agar e 15g

Safsu 1000 mL
I.7. Sabouraud Dextrose Agar Besiyeri

Sabouraud Dextrose  ......... 65¢g

Agar e 175¢g

Safsu e 1000 mL

1.8. Sabouraud Dextrose Broth Besiyeri
Sabouraud Dextrose ......... 65¢g
Safsu e 1000 mL
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Ilaveler I1. Bakteri Teshisleri i¢in Hazirlanan Boyalar ve Reaktiflerin Bilesimi.

I1.1. Metilen Mavisi Boyasi

Metilen mavisi  ...... 15¢g

Alkol (% 95) ...... 100 mL
IL.2. Jansiyen Moru Boyasi

Jansiyen moru  ...... 5g

Alkol (% 95) ... 100 mL
IL.3. Fuksin Boyasi

Bazik fuksin ~  ...... 3g

Alkol (% 95) ...... 100 mL
I1.4. Iyodiir (Lugol) Reaktifi

Iyoto ... lg

Kk L. 2g

Safsu ... 300 mL
I1.5. Ureaz Reaktifi

Ure ... 2g

Phenol red (% 0.5) ...... 10 mL

NaH,PO, H,0O  ...... -0.0436 g

NazHPO4 ...... 0.102 g

NaN; ... 0.020 g

(NaN3, iire ve diger tuzlar 90 mL'lik suda ¢oziildii. Bu ¢6zeltinin tizerine 10
mL phenol red (% 0.5) ileve edilerek hazirlandi.)
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