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OZET

MUGLA YORESINE AiT PROPOLIS ORNEKLERININ
ANTIMIKROBIYAL, ANTIBIYOFiLM, ANTIOKSIDAN VE QUORUM
QUENCHING AKTIiVITELERININ ARASTIRILMASI

Halime ALIC

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozgiir CEYLAN
Agustos 2015, 107 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, Mugla ili ilgelerinden toplanan propolis drneklerinin etanol
ekstraklariin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve antiquorum quenching
aktiviteleri arastirilmigtir. Antimikrobiyal aktiviteleri kuyu diflizyon ve broth tiip
diliisyon yontemleri kullanilarak; antibiyofilm aktiviteleri mikroplaka yontemi
kullanilarak; antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal giderim, B- karoten
linoleik asit ve ferrik tiyosiyanat yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Mugla Sitki Ko¢gman
Universitesi Kiiltiir Koleksiyonuna (MUKK) ait Listeria monocytogenes ATCC
7944, Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028 ve
Candida albicans ATCC 10239 suslart  kullanilmistir. Mikroorganizmalarin
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) 1- >100 mg/mL arasinda
belirlenmistir. En diisiik MIK degeri 1 mg/mL ile AP6 kodlu propolis ekstraktinda
Salmonella typhimurium’ a kars1 tespit edilmistir.

Antibiyofilm aktivite sonuglarina gére en yiiksek biyofilm inhibisyonu MiK’ da AP1
ekstraktinda % 82.60 ile S. mutans’a karsi; AP2 ekstraktinda % 67.45 oraninda L.
monocytogenes’e karsi; AP3 ekstraktinda % 73.02 ile S. mutans’a karsi; AP4
ekstraktinda % 64.05 ile L. monocytogenes’e karsi; AP5 ekstraktinda % 70.58 ile S.
typhimurium’a karsi; AP6 ekstraktinda % 93.43 ile S. typhimurium’a kars1 ve AP7
ekstraktinda % 72.43 oraninda S. mutans’a karsi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan propolis ekstraktlari icerisinde en yiiksek antioksidan aktivite
DPPH serbest radikal giderim yontemine gore 3.94 mg/mL ICso degeri ile AP7
ekstraktinda; B-karoten linoleik asit yontemine gore % 91.10 indirgeme orani ile AP7
ekstraktinda belirlenmistir. Ferrik Tiyosiyat yonteminde (FTC) ise en yiiksek giderim
% 51.77 indirgeme orani ile AP1 ekstraktinda goriilmiistiir.



En yiiksek antiquorum sensing aktivite AP7 ekstraktinda tespit edilmistir. Yine en
yiiksek violacein iiretimi inhibisyonu MIK,MIK/2,MiK/4 degerlerinde % 100 ve
MIK/8 degerinde % 51.0 ile AP7 ekstraktinda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Antimikrobiyal, Antibiyofilm, Antioksidan,
Antiquorum Sensing



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL, ANTIBIOFILM, ANTIOXIDANT
AND QUORUM QUENCHING ACTIVITIES OF PROPOLIS SAMPLES
FROM THE MUGLA REGION

Halime ALIC

Master of Science (M. Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Ozgiir CEYLAN
August 2015, 107 pages

In this thesis study, antimicrobial, antibiofilm, antioxidant and quorum quenching
activities of the ethanol extracts of propolis samples collected from Mugla district
were investigated. Antimicrobial activity was determined using the well diffusion
and broth tube dilution methods, antibiofilm activity with microplate biofilm method,
and antioxidant activity with DPPH radical scavenging, -carotene linoleic acid and
ferric thiocyanate methods.

To determine the antimicrobial activity of the extracts, Listeria monocytogenes
ATCC 7944, Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028 and
Candida albicans ATCC 10239 strains from the Mugla Sitki Kogman University
Culture Collection (MUKK) were employed. Minimum inhibitory concentrations
(MIC) against microorganisms were determined from 1 to >100 mg/ml. The lowest
MIC value was found as 1 mg/ml for AP6 propolis extract against Salmonella
typhimurium.

According to the antibiofilm activity results, highest biofilm removals were detected
at concentrations of MIC as 82.60% for AP1 against S. mutans, 67.45% for AP2
against L. monocytogenes, 73.02% for AP3 against S. mutans, 64.05% for AP4
against L. monocytogenes, 70.58% for AP5 against S. typhimurium; 93.43% for AP6
against S. typhimurium and 72.43% for AP7 against S. mutans.

The highest antioxidant activities were found at AP7 extract with an ICsq value of
3.94 mg/ml for DPPH radical scavenging method and with 91.10% reduction rate for
[-carotene linoleic acid method. The highest reduction at ferric thiocyanate method
was shown at AP1 extract with a rate of 51.77%.

Vi



The maximum antiquorum quenching activity was determined at AP7 extract. In
addition, the highest inhibition of violacein production was detected at AP7 extract
as 100% at concentrations of MIC, MIC/2 and MIC/4, and 51.0% at a concentration
of MIC/8.

Keywords: Propolis, Antimicrobial, Antibiofilm, Antioxidant, Antiqguorum Sensing
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1.GIRIS

Gliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin olmast ve hastalik
etkenlerinin bu ilaglara karsi direng kazanmasi, insanlari dogal iiriinlerin tiiketimine
yonlendirmistir. Bu dogal iiriinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlarin bir kismi

arilardan elde edilen iiriinlerdir (Hamdy vd., 1989).

Zengin bitki cesitliligine sahip olan iilkemizin tim boélgeleri aricilik yapmak igin
uygun bir ekolojik yapiya sahiptir. Ar1 gen merkezlerinden biri olan tilkemiz 4.2
milyon koloni varligi, 67 bin ton bal ve 3500 ton bal mumu iiretimi ile 11 milyon
dolar degerinde aricilik {iriinii ihraciyla sayili lilkeler arasinda bulunmaktadir (Firath
vd., 2000). Ar iriinleri arasinda bilinirligi en yiiksek olan iiriin % 99.4 ile baldir.
Bunu sirastyla polen (% 61.6), arisiitii (% 52.8) ve balmumu (% 46.4) izlemektedir.
Buna karsin ar1 zehiri (% 16.3) ve propolis (% 8.9) daha az taninmaktadir (Boliiktepe
ve Yilmaz, 2008).

Tarihten giiniimiize kadar bal arisi, gerek yasami ve gerekse olusturdugu degerli
triinler ile insanlarin ilgisini ¢ekmistir (Garadew vd., 2004). Halk arasinda
hastaliklarin tedavisinde ar1 iirlinlerinin kullanilmasi ile ilgili agiklamalara 2000 yil
oncesindeki Misir medeniyeti metinlerinde bile rastlanilmaktadir (Zumla ve Lulat,

1989).

Bal arilarinin 6nemi; bal, balmumu, ar1 zehiri, propolis, polen ve ar1 siitii gibi spesifik
tirtinleri iiretmesindendir. Bu iiriinler kimyasal yapisi, faydali biyolojik 6zellikleri, bu
triinlerin pek ¢ok alanda uygulanabilirligi ve giiniimiizde de hala tip alaninda

alternatif tiriin olarak kullanilmasindan dolay: 6nemlidirler. (Popova vd., 2005).

Insanlarin dengeli ve saglikli beslenmesinde énemli bir yeri olan balin yaninda;
polen, ar1 siitii, propolis ve ar1 zehiri glinlimiizde tip alaninda alternatif iiriin olarak,

birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.

Son donemlerde bilimsel aragtirmalarin sonuglarina dayanarak, ari {riinleri ile
yapilan tedavi amach uygulamalar “Apiterapi” olarak kabul gérmeye baslamis ve

giderek onem kazanmistir (Gradew vd., 2004). Apiterapi; bal aris1 (Apis mellifera L.)
1



tirlinlerinden bal, polen, arisiitii, ar1 zehiri ve propolis kullanilarak hastaliklarin
Onlenmesi veya iyilestirilmesi i¢in uygulanan tedavi yontemlerine verilen isimdir
(Lusby vd., 2002). Apiterapi son yillarda 6zellikle Cin basta olmak iizere biitlin
diinyada gelisme gostermektedir. Ari triinleri ile uygulanan tedavi yontemleri
oncelikle Uzakdogu tilkelerinde baslamis ve diinya genelinde hizla yayginlagsmistir
(Albayrak ve Albayrak, 2008).

Propolis insanlarin dikkatini tibb1 agidan binlerce yil 6nce ¢ekmis ve bu dogal iiriin
eski ¢aglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’ da, Misir, Yunan ve Romalilarca ya cesitli
hastaliklarin tedavisinde ya da hastalik etkilerinin azaltilmasinda yaygin olarak
kullanilmistir (Castolda ve Capasso, 2002). Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan
kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir (Burdock, 1998). Eski Misir
Uygarligit doneminde propolisin mumyalama igin kullanildigi belirtilmektedir
(Castolda ve Capasso, 2002). Giiniimiize kadar gelen eski Yunan yazitlar1 propolisin
iltihaplanan yaralar ve dis ciiriiklerinin tedavisinde kullanildigin1 gostermektedir.
Ayrica Romalilar doneminde yara {izerine konulan lapa benzeri karisimin igerisine
propolis eklendigi aktarilmaktadir. Ibranice eski vasiyetnamelerde propolis “Tzori”
olarak gegmektedir ve bu propolislerin tedavi edici 6zelliklerinden bahsedilmektedir.
Avrupa’da 12. yiizyila ait kayitlarda propolisin agiz, bogaz ve yara
enfeksiyonlarinda, cilt rahatsizliklarinin tedavisinde ve dis sagligi i¢in kullanimindan
bahsedilmektedir (Ghisalberti, 1979; Krell, 1996; Stangaciu, 1999). Propolis
patojenik mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesinden dolay1 giiniimiizde

giderek artan bir onem kazanmaktadir (Castolda ve Capasso, 2002).

Propolisin {iretildigi iilkelerin basinda Cin, Rusya, Brezilya, ABD, Avustralya ve
Uruguay gelirken; en ¢ok Japonya’da tiiketilmektedir. Son yillarda iilkemizde de
propolis {iretimi ve tiikketimi artmistir. Ayrica saglik, ziraat ve kimya gibi alanlarda
propolisi  kullanabilmek ic¢in yapilan arastirmalarin sayisinda biiyiik artis

gorilmektedir (Kartal vd., 2003; Silici ve Kaftanoglu, 2003).



1.1. Amac ve Kapsam

Calismanin amaci, Mugla yoresinin farkli bitki Ortiisiine sahip bolgelerinden
toplanan propolis Orneklerinin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve

antiqguorum sensing aktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismada kullanilan propolis ekstraktlarinin kuyu diflizyon ve broth tiip diliisyon
yontemleri kullanilarak Listeria monocytogenes ATCC 7944, Streptococcus mutans
CNCTC 8/77, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 ve Candida albicans ATCC 10239 suslarina
kars1 antimikrobiyal aktivitesi tespit edilmistir. Propolis mikroplaka biyofilm metodu
kullanilarak MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) ve MIK alt1

konsantrasyonlarda antibiyofilm aktivitesi belirlenmistir.

Calisilan propolis orneklerinin DPPH, B-karoten linoleik asit ve Ferrik tiyosiyanat
(FTC) metotlar1 kullanilarak  antioksidan aktiviteleri ortaya c¢ikarilmistir.
Antioksidan aktivite tayini ile serbest radikallerin giderimini saglayan propolis

ekstraktlarinin tespiti 6nemli yer tutmaktadir.

Quorum Sensing (QS) mekanizmas1 bakteriyel patojenitede 6nemli yer tutmaktadir.
Birgok gram negatif bakteride virlilans faktorlerin {iretimi ya da konak hiicreleri
parcalayan enzimlerin sentezi Quorum Sensing’e baglidir. Mikroorganizmalar
biyofilm olusturma ve hiicre dig1 enzim salgilama gibi patojenik fonksiyonlarini
Quorum Sensing’e bagli olarak gerceklestirmektedir. Bu ¢alismada propolis
orneklerinin Chromobacterium violaceum CV026 ve Chromobacterium violaceum
CV12472 suslarina karst minimum inhibisyon konsantrasyonlari tespit edilmistir.
Buna baglh olarak MIK ve MIK alti konsantrasyonlarda propolis &rneklerinin

antiqguorum sensing ve violacein inhibisyonu aktiviteleri tespit edilmistir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar ile, Mugla bdlgesinde iiretilen propolisin
kalitesinin bilimsel yonden degerlendirilmesine katki saglamasi ve bolge ariciliginin

dolayistyla iilke ekonomisinin kalkinmasina da katki saglanmasi amag¢lanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Ar1 Uriinleri

2.1.1. Bal

Bal, bitkilerin ¢igeklerinde bulunan baloziiniin (nektar) veya bitkiler tizerinde
yasayan bazi boceklerin salgiladigi tatlh maddelerin, bal arisi tarafindan toplanip,
viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek goézlerine depo edilmesi ve buralarda

olgunlagmasi sonucu meydana gelen koyu kivamda tatl bir tiriindiir (Crane, 1979).
Ballar kaynagina gore 2’ye ayrilmaktadir:

Cicek bali; cigeklerin nektar bezlerinden salgiladiklar1 nektarin, arilar tarafindan

toplanmasi ile olusturulan baldir (Anonim, 2002).

Salgi bali; ¢cam, mese, kaymn ve ladin gibi agaclarin {izerinde yasayan boceklerin
(Marchalina hellenica) salgiladigi tathh salgilarin (disariya attiklari  sindirim
artiklarinin) arilar tarafindan toplanmasi ile olusturulan baldir (Anonim, 2002;
Anonim, 2005; Turhan vd., 2008).

Genel olarak, balin yaklasik % 80" degisik sekerlerden (% 35 glukoz, % 40 fruktoz,
% 5 siikroz) ve % 17'si sudan meydana gelmektedir. Geri kalan % 3'liik kisim basta
enzimler olmak {izere, amino asitler, glukonik asit, fenol bilesikleri, lakton,
mineraller ve ¢esitli vitaminler gibi 180 kadar farkli maddeden olusmaktadir. Balda
ayrica, demir, bakir, potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, silisyum, aliminyum,
krom, nikel ve kobalt gibi degerli mineraller vardir. (Gheldof vd., 2002; Giileg, 2007;
Tosi vd., 2008; Kahraman vd., 2010; Khalil vd., 2010). Balin temel enzimleri
sakkaraz, amilaz ve glukoz oksidaz’dir. Balda vitamin olarak C-vitamini ve B-
vitaminlerinden B1(tiamin), B2 (riboflavin), B3 (nikotinik asit), B6 (pridoksin) ve
pantotenik asit bulunmaktadir (Nowack, 2000).

Bal, antik c¢aglardan bu yana bircok kiiltiir tarafindan medikal amaclarla
kullanilmaktadir. Bal, diinyanin hemen hemen her iilkesinde, yirmi milyon yildir

arilar tarafindan iretilen, insanoglunun en eski ve en degerli gida maddelerinden
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biridir. (Crane, 1979; Crane, 1990). M.O. 5000 yillarinda Siimerlerin yazili
belgelerinde bal ile ilgili bilgiler mevcuttur. Benzeri bilgiler Hititlerin yazitlarinda da
bulunmustur. M.O. 3200°de Misir Krali 1. Dynasty krallik sembolii olarak ariyi
secmis ve kralliginda bununla ilgili figiirlere yer vermistir. Roma Imparatorlugu’na
ait baz1 yazitlarda da bal ve aricilik iizerine gesitli bilgiler bulunmaktadir (Otles,
1995). Balin enfekte yaralarin tedavisinde en az 2000 yildir kullanildigi Dioscorides’
in kayitlarindan anlasilmaktadir (Weston, 2000). Anadolu’da bal ile ilgili ilk resmi
dokiimanlar Catalhdyiik’te bulunmustur. Ulkemizde beslenme amagli kullanimi
yaninda, tedavi amagli kullanimimin ¢ok az olmasina karsilik, yurtdisinda apiterapi

alaninda kullanilan iirlinler igerisinde bal 6nemini korumaktadir (Korkmaz, 2001).

Balin igerdigi ¢esitli flavonoidlerden apigenin, pinosembrin, kaempferol, kuersetin,
galangin, krisin, hesperitin ve fenolik asitlerden ellagik, kafeik, p-kumarik ve ferulik

asitin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Tiirkmen vd., 2006).

Balin antimikrobiyal aktivitesi balin dogasinda bulunan glukoz oksidaz tarafindan
iretilen hidrojen peroksit ve ayrica icerdigi fenolik bilesiklerle iligkilidir (Kiiciik vd.,
2007; Alvarez-Suarez vd., 2010; Silici vd., 2010).

Balin antibakteriyel ve prebiyotik etki gosterdigi (Al-Waili vd., 2011a; Al-Waili vd.,
2011Db), antienflamatuvar ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu (Kolankaya, 2001;
Weng vd., 2005) ayrica bir¢ok arastirmaci tarafindan balin antifungal 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir (Ijaz vd., 2008; Ahmed vd., 2011; Feas ve Estevinho, 2011).

Bal binlerce yillardan beri o6zellikle yara ve yaniklarin tedavisinde, cilt
rahatsizliklarinda ve mide rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. Yapilan birgok ¢alisma
balin mide ve bagirsak rahatsizliklarinda (Haffejeei ve Moosa, 1985; Ali, 1991;
Ladas vd., 1995; Schmidt, 1997; Biglari vd., 2012), yara ve yaniklarin iyilegsmesinde
(Efem, 1988; Subrahmanyam, 1991; Syazana vd., 2011) kullanildigim
bildirmektedir. Ayrica klinik arastirmalarda ise gozde, katarakt hastaligina,
konjiktivit ve ¢esitli kornea rahatsizliklarina karsi, direkt goziin i¢ine uygulanarak
kullanildig1 bildirilmektedir (Shimizu vd., 1984; Vit, 1994; Krell, 1996; Uwaydat
vd., 2011).



Ozellikle son yillarda Avrupa ve Amerika'da yanik merkezlerinde tedavi amaciyla
bal kullanilmaktadir. Klinik gozlemler balin kronik yaralarda iyilesmeyi baslattigini
veya hizlandirdigini bildirmektedir (Tonks vd., 2003).

108 hasta iizerinde yapilan bir incelemede balin yanik tedavisinde kullanilan glimiis
stilfadiazen’e gore Ustlinliik sagladigi ve ortalama iyilestirme siirelerinin bal ve
giimiis siilfadiezen i¢in sirastyla 16-18 ve 32-68 giin oldugu bildirilmistir (Gupta vd.,
2011).

Bal ayrica enfeksiyonlarin ¢abuk temizlenmesini, yaralardan O6lii dokularin ve
yabanci maddelerin ¢abuk uzaklastirilmasini, inflamasyonun hizli baskilanmasini,

yaranin ve yara izinin hizli azalmasin saglamaktadir (Molan ve Betts, 2004).

Yurtdisindaki apiterapi merkezlerinde bal cilt giizelligi igin hazirlanan kremlerin
yapiminda kullanilmaktadir. Bu kremler cildi besleyici ve nemlendirici krem olarak
kullanilmaktadir (Korkmaz, 2001). Yapilan bir c¢alisma balin karaciger
rahatsizliklarinda da tedavi edici olabilecegini ortaya koymustur (El Denshary vd.,
2012). Balin dis hekimliginde kullanimina dair arastirmalarda yayginlagmaktadir.
Balin oral patojenleri azaltarak dis plagi olusumunu azalttigi ve disteki biyofilm

birikmelerini kontrol altina alabilecegi bildirilmistir (Badet ve Quero, 2011).

Topikal bal uygulamasinin halk arasinda akne tedavisini destekledigi bildirilmistir
(Reyna, 2010). Yeni Zelanda’da yapilan bir aragtirmada gogiis kanseri hastalarinin
radyasyona maruz kalmalar1 sebebiyle olusan dermatitisin tedavisinde balin etkili

oldugu tespit edilmistir (Naidoo vd., 2011).

Yine balin topikal kullanimina dair bir aragtirmada dudak ve genital herpesler (uguk)
izerine yapilmistir (Al-Waili, 2004). Arastirma 8’1 dudak bolgesinde ve 8’1 genital
bolgede olmak iizere tekrarlayan herpes lezyonlarina sahip toplam 16 yetiskin birey
ile gergeklestirilmistir. Dudakla ilgili herpesler i¢in ortalama uguga yakalanma siiresi
ve aci, kabuk olusumu ve ortalama 1yilesme siiresi acisindan topikal olarak kullanilan
balin Acyclovir’ e gore, sirastyla % 35, % 39, % 28 ve % 43 daha 1yi sonug verdigi
bildirilmistir. Genital herpesler icin ise; ortalama uguga yakalanma siiresi ve aci,
kabuk olusumu ve ortalama iyilesme siiresi agisindan topikal bal tedavisinin

acyclovire oranla, sirastyla % 53, % 50, % 49 ve % 59 daha 1y1 etki gosterdigi
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bulunmustur. Ayrica iki dudak ucugu vakasi ile bir genital uguk vakasinin bal

kullanimiyla tamamen gectigi goriilmiistiir.

Son yillarda balin veterinerlikte de apiterapik {irtin olarak kullanimi ile ilgili
arastirmalar hiz kazanmistir. Balin sigirlarda ayak ve agiz yaralarinin tedavisinde
(Gakuya vd., 2011), tavsanlarda gbézde olusturulan kimyasal hasarlarin tedavisinde
(Bashkaran vd., 2011) ve atlarda yaralarin tedavisinde (Bischofberger vd., 2011)

etkili oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur.

Yapilan g¢alismalar sican ve fare tliimdrlerinde balin antitimér etkinligi oldugunu
gostermektedir (Swellam vd., 2003). Balin kanser de dahil olmak fiizere bir¢ok
hastalikta enerji ve sifa kaynagi olarak kullanildig: bildirilmistir (Dustmann, 1993;
Mundo vd., 2004). Balin prostat kanser hiicreleri tizerinde ¢ogalmay: onleyici etki
gosterdigini, (Samarghandian vd., 2011a; Samarghandian vd., 2011b; Fauzi vd.,
2011) meme kanseri ve servikal kanser hiicrelerinin balla 6ldiiriilebildigini ortaya
¢ikarmiglardir (Jaganathan ve Mandal, 2010; Jaganathan vd., 2011). Balin sifa ve
gida kaynagi olusunun yani sira gida katki maddesi olarak, hayvan gidalarinda ve

cesitli ilag ve kozmetik sanayisinde kullanilmaktadir (Snowdon ve Cliver, 1996).

2.1.2. Polen

Polen; bitkilerin ¢i¢eklerinden arilarin arka bacaklariyla kovana tasidiklari, bitkilerin
dollenmesini saglayan erkek gametofitlerdir. Arilarin yavrularini beslemek amaciyla
tasidiklart polen, arilar vasitasiyla insanlara sunulan degerli bir besin kaynagidir
(Bell vd., 1983).

Kovana polen tagimakla gorevli isci arilar, c¢igeklerin iizerinde serbest haldeki polen
taneciklerini yine ¢igeklerden topladiklari nektar ya da on midelerindeki balla
nemlendirerek birbirine yapistirmakta ve arka bacak ¢ifti {izerindeki polen
sepetciklerinde sikigtirarak topguklar olusturmaktadirlar. Bu isi yaparken de agiz
parcalarini ve orta bacak c¢iftlerini kullanmaktadirlar. Bu topguklar genellikle bir tek,
kimi zaman da birden ¢ok bitki ¢esidinin polenlerini igermektedir (Oztiirk, 2005).
Isci arilar tarafindan polen sepetcigi ad1 verilen kisimda kovana getirilen polen, larva

gozlerinin ¢evresindeki petek gozlerine depolanmakta ve gerektikce kullanilmaktadir
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(Sengonca ve Tort, 1995; Sorkun vd., 2001). Bitkiden bitkiye degisiklik gostermekle
birlikte, rengi saridan yesile, siyahtan mora, beyazdan pembeye degisen renklerde
olabilmektedir (Liebelt vd., 1994; Oztiirk, 2005).

Polenin bilesiminde yaklasik olarak % 28-35 karbonhidrat, % 20 protein, % 10 su, %
5 lipit, % 3'liik kisimda ise amilaz, invertaz, fosfataz ve glikoz oksidaz gibi enzimler
basta olmak {izere 100’den fazla enzim, aminoasitler, demir, bakir, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, fosfor, silisyum, aliiminyum, krom, nikel, kobalt gibi
mineraller, flavonoidler, karotenoidler vitaminler (C,E,B kompleksi) bulunmaktadir
(Broadhurts, 1999; Oztiirk, 2005).

% 5’lik nem igerigine sahip polenler oda sicakliginda, dogrudan giines 15181 almayan
yerlerde, koyu renkli cam siselerde birka¢ ay siireyle muhafaza edilebilmektedir.
Ayrica kurutulan polenler 5-(-15)°C'de uzun siire muhafaza edilebilmektedir (Sorkun
vd., 2001).

Polen ¢ok biiyiik besin degerine sahip bir maddedir (Oztiirk, 2005). Polen besin
degeri bakimindan diger tarimsal {iriinlerle karsilastirilmis, domates, kabak, fasiilye,
elma, ekmek ve ete gore daha fazla oranda protein, demir, tiamin, riboflavin ve

niasin i¢erdigi bildirilmistir (Schmidt, 1997).

Polen insan beslenmesi i¢in ¢ok biiylik bir 6neme sahiptir. Bliylimeyi hizlandirdigi,
yorgunlugu giderdigi, kansizligr onledigi ve metabolizmay1 diizenleyici etkileri

oldugu bildirilmistir. (Geng, 1993; Schmidt, 1997).

Polen alerjisi; istahsizlik, bas agrisi, bulanti, kusma, karin agrisi, ishal, kasint1 gibi
reaksiyonlarla kendini gostermekte ve bazen anafilaktik sok da goriilebilmektedir.
Polen, polen alerjisi olan kisilerin tedavisinde biiylikk bir kaynak olarak
kullanilmaktadir (Campos vd., 1997; Mizrahi ve Lensky, 1997; Schmidt, 1997).
Fareler iizerinde yapilan bir c¢alismada polenin, karaciger hastaliklarina karsi

tyilestirici bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Habib vd., 1995).

Polenin bir diger yararli etkisi de X isinlarina karst koruyucu olmasidir (Wang
vd.,1984). Bu konuda yapilan ¢alismalar polenin radyasyonun olumsuz etkilerini

azalttigin1 gostermektedir (Schmidt ve Buchmann, 1992).



Fareler iizerinde yapilan ¢aligmada polenle beslenmenin gebelik doneminde viicut
agirliginda artis sagladigi, toplam protein ve albiiminde yiikselmenin oldugu ayrica
polenle beslenmeyenlere gore fetiiste 6liim oraninin daha diisiik oldugu belirlenmistir

(Xie ve Li, 1994).

2.1.3. Arn siitii

Ilk defa Huber tarafindan 1972 yilinda “gelee royale” olarak tanimlanmistir (Crane,
1990; Kubo vd., 1996). Arn siitii ilk salgilandiginda siit kivaminda, yapiskan ve hafif
eksi bir tada sahiptir. Ancak petek gozlerine konduktan sonra koyulasarak krema
seklini ve rengini kazanir (Thien vd., 1999).

Ar siitii 5 - 15 gilinliik is¢i arilarin alt ¢gene (mandibular) ve bogaz (hypopharyngeal)
bezlerinin salgilarindan birisi olup, ana ar1 gézlerine asilanan larvalarin beslenmesine
yarayan pelte kivaminda, kemik renginde, kendine has bir kokuya ve yakici bir tada

sahip gidadir” seklinde tanimlanmistir (Anonim, 1989b).

Arilar an siitliinli larvalarin ilk 3 giinliik besinini saglamak icin kullanilmaktadir.
Larvalarin beslenmesine bagli olarak bunlar ya is¢i ar1 ya da ana ar1 olmaktadirlar.
Tiim larvalar ilk 3 giin ar1 siitii ile beslenmektedirler. Ugiincii giinden sonra larvalar
bal ve polen ile beslenirse isci ar1, art siitli ile beslenirse ana ar1 olmaktadirlar.
Kovanda sadece kralige arilar, tiim hayat doneminde ar1 siitii ile beslenmektedirler
(Chen ve Chen, 1995). Bu farkli beslenme sayesinde ana ar1, hastaliklara ¢ok yiiksek
diizeyde diren¢ kazanmakta, bir giinde kendi agirlig1 kadar yumurta iiretebilmekte ve
yillarca yasayabilmektedir. Buna karsilik is¢i arilar kolayca hastalanabilmekte, disi
olduklart halde dol verememekte ve {retim sezonunda yalmizca 4-5 hafta

yasamaktadirlar (Dogaroglu, 2009).

Ar siitli; % 60-70 nem, % 12-15 ham protein, % 10-16 seker formlari, % 3-6 yag,
bircok serbest yag asiti (Crane, 1990; Chen ve Chen, 1995), iz mineraller, serbest
amino asitler, kollajen, lesitin, A, B5, B6, C, D ve E vitaminleri (Jia vd., 1995;
Kamakura vd., 2001) icermektedir. Ar siitiinde ortalama olarak 7,3 mg/g serbest
amino asit bulunmaktadir. En fazla bulunan serbest aminoasitler ise prolin, lisin,

glutamat, B-alanin, fenilalanin, aspartat ve serindir (Boselli vd., 2003).
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Guo vd. (2005; 2009) yaptiklari ¢aligmalarda ari siitiinde 29 antioksidatif peptit
bulmuslar ve 2-4 amino aside sahip kisa peptitlerin daha etken antioksidan oldugunu
belirtmislerdir. Ari siitiiniin lipit kisminda gaz-sivi kromatografisi ile yapilan
incelemelerde 26’dan fazla yag asidi gézlenmistir. Bunlardan 12'si nonanoik, kaprik,
undekanoik, tridekanoik, launk, miristoleik, palmitik, palmitoleik, stearik, linoleik ve
arakidik asit olarak tespit edilmistir (Garcia-amoedo vd., 2003). Ayrica ¢ok diisiik
miktarlarda neopterin, biopterin, ksantopterin gibi biyolojik aktif maddeler ile

hormonlar igerdigi bildirilmistir (Rembold ve Dietz, 1965).

Ozellikle B grubu vitaminler ve basta potasyum olmak {izere mineraller bakimindan
da oldukg¢a zengindir. Art siitiindeki yag asidi olan 10-hidroksi -2- dekonoik asit de

antibakteriyel etkisi nedeniyle 6nem arz etmektedir (Sorkun ve Tutkun, 1994).

Toplanan taze ar siitii koyu renkli ambalaj malzemesi iginde, (-18) - 4 °C’de ve 1/4
oraninda bala katilarak bal iginde muhafaza edilebilmektedir (Leung vd., 1997,
Bogdanov vd., 2000). pH degeri 3.5 civarindadir (Blum vd., 1959)

Arn siitiiniin kalitesi arinin 1rkina, flora ve iklime goére degismekle birlikte petek
gbzilinde ve ticari olarak depolandigi yerde yapisinda meydana gelen degisikliklere

de baglidir (Howe vd., 1985; Kamakura vd., 2001).

Cesitli diinya {ilkelerinde insanlar tarafindan diyet ve kozmetik alanlarinda yaygin
olarak kullanilan ar1 siitii son yillarda yurdumuzda da kullanilmaktadir (Sorkun ve

Tutkun, 1994).

Arn siitiiniin  hafizay1r giiclendirdigi, fiziksel performanst arttirdigi ve deri
yenilenmesine yardimci oldugu, kan damarlarmi genisletici ve kan basincini
diistiriicti, yorgunluk giderici (Matsui vd., 2002), yangi giderici (Fujii vd., 1990),
timor oOnleyici (Tamura vd., 1987), antialerjik (Kataoka vd., 2001), antioksidatif
(Jamnik vd., 2007; Silici vd., 2010), gelisme ve biiyiimeyi hizlandirici, hormonal
diizenleyici, cinsel giicli arttirict (Nagai vd., 2001), antibakteriyel (Yasunami ve
Echigo, 1985), bagisiklik sistemini uyaric1 (Heidrick vd., 1984) ve antiviral etkisinin
oldugu bildirilmistir (Krell, 1996).
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Yapilan in vitro ¢aligmalar art siitiiniin yapisinda bulunan Hidroksi Desenoik Asit’ten
(HDA) dolay: antibakteriyel 6zelliginin bulundugunu goéstermistir. (Yatsunami ve

Echigo, 1985).

Yapisinda bol miktarda bulunan asetilkolin sayesinde ar1 siitli karaciger yaglanmasini
onlemekte, tansiyonu diigiirmekte ve kalp atislarinin diizene girmesini saglamaktadir.

(Dagaroglu, 2009).

Farkli dozlarda zararli 1s1n verilen fareler {izerinde yapilan deneyler bal, propolis ve
ar1 st karisimlarmin  kullanilmasi  durumunda bu hayvanlarin  1sinlardan
korunabildiklerini géstermistir (Krylov vd., 2002). Propolis ve ar1 siitii karigtirilarak
hazirlanan "Apinhalin" in akcigerlerdeki koruyucu ozelliklerinin  hayvanlar
tizerindeki etkisi deneylerle incelenmistir. Akciger ddeminin 6nlendigi ve farelerin

yasam siirelerinin uzadig1 gortilmiistiir (Krylov vd., 2004).

Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada ar siitiiniin spermatozoa yogunlugu artirarak
sperm kalitesini olumlu olarak etkiledigi (Karagal vd., 2006) ve farelerde olusturulan
karaciger hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu rapor edilmistir (Kanbur vd.,

2009).

An siitiiniin kandaki kolesterol, toplam lipit, fosfolipit, trigliserit, B- lipoprotein
seviyelerini diistirdiigii, tansiyon distiriicii etkiye sahip oldugu, hipoglisemik,
immiinolojik etkisi ile cilt ve sa¢ hastaliklarinda tedavi edici, hiicre onarici ve

genglestirici etkisi bildirilmistir (Meydanoglu, 1985).

Son yillarda yapilan klinik ¢alismalarda ise kemoterapi ve radyoterapi uygulanan
l6semili ¢ocuklarda ari siitiiniin canli agirlik artisiyla birlikte kandaki nétrofil ve
lenfositlerin artmasina neden oldugu saptanmistir (Kaftanoglu ve Tanyeli, 1997).
Kralige ar1 larvalarmin ilk dort ya da besinci giiniinde petek goziindeki siitler
toplanarak ticareti yapilmaktadir (Piana, 1996). Ar siitii kapsiiller, tabletler, yumusak
pelteler halinde ya da bal ile beraber tiiketilmektedir (Yatsunami ve Echigo, 1985).

11



2.1.4. Ar1 zehiri

Ar1 zehiri; arilarin zehir torbasinda olusan, keskin kokulu, ac1 tatta, sarimtirak renkte,
s1vi, hava ile temasinda ¢abuk kuruyup kristalize olan bir maddedir (Anonim 1989c).
Ar1 zehiri Apidiae familyasina ait bal arilarmin (Apis mellifera veya diger bal aris1
tirleri ve varyeteleri) abdomeninde bulunan bezlerden salgilanmaktadir (Atayoglu,

2012).

Arilar, ar1 zehirlerini igne diizenegindeki zehir bezlerinde liretmektedir. 3 giinliik
arilarin zehir bezleri ar1 zehiri iiretmeye baslamakta, 2-3 haftalik arilarda en yiiksek
tiretim diizeyi olugmaktadir. Daha yash arilarda ar1 zehiri tiretimi azalmaktadir. Bir
ar1 ortalama olarak 0.15 mg ar1 zehiri (kuru maddeye bagh olarak) iiretir ve bunu
kullanim i¢in hazirda bulundurmaktadir (Bogdanov, 2000). Bir aridaki zehir miktari
mevsime ve arinin yapisina gore 0.05-0.3 pl/art olacak sekilde degisiklik

gostermektedir (Habermann, 1972).

Arn zehiri, arilarda zehir torbasina bir kanal ile baglanan asit ve alkali salgi
bezlerinde iiretilerek zehir torbasinda depolanir. Bu salgi ar1 soktugunda igne
icerisindeki zehir, kanalindan sokulan kimseye enjekte edilir. Yeni ergin hale gelmis
1 giinliik arilarda bir miktar ar1 zehiri mevcut olmasina ragmen bu donemde ignenin
heniiz sert olmamas1 nedeniyle sokamazlar. Ikinci giinden itibaren asit salg1 bezinin
aktivitesi artar ve 16-19 giinliik arilarda ar1 zehiri Gretimi en yiiksek seviyeye ulasir.
Art zehiri —20°C’de birkag yi1l boyunca herhangi bir etkinlik kaybi olmadan
saklanabilmektedir (Bogdanov, 2000).

Alerjik reaksiyon riski agisindan en dikkatli olunmasi gereken madde ar1 zehiridir.
Art zehiri igeriginde baglica mellitin, apamin, histamin, fosfolipaz A2 ve MCD

(Mastcell Degranula-ting) peptit 401 bulunur (Atayoglu, 2012).

Ari zehrinin en aktif komponenti melittin’dir. Melittin, 26 amino asitten olusan bir
peptittir ve bu peptit ar1 zehirinin kuru agirhiginin % 50’sini olusturmaktadir (Gabrys
vd., 1986).

Zehir bilesenleri sergiledikleri antibakteriyel 06zellikler ve interlokin benzeri

hemopoetik sistemi uyarict yondeki etkileri ile radyasyon enteriti gibi iyonizan
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radyasyona bagli komplikasyonlarin gelisimini de Onleyebilirler. Siganlarda gama
1sinlamasindan 24 saat 6nce intraperitonel yolla verilen tiim ar1 zehirinin, kemik iligi
hiicrelerinde kromozomal anomali sikligin1 belirgin sekilde diistirdiigii goriilmiistiir.
Sadece radyasyon alan grupta kromozomal anomali sayis1 234 iken, tiim ar1 zehiri ile
birlikte radyasyon alan grupta bu rakam 68 olarak belirlenmistir. Arastirmacilar, tim
ar1 zehirinin radyasyon hasarina karst % 70 oranindaki koruyucu etkinliginin melittin

ve fosfolipaz A2’ye bagli oldugunu ifade etmektedir (VVaranda ve Tavares, 1998).

Avrupa'da uzun yillardir ar1 zehiri eklem rahatsizliklarinda, 6zellikle romatizmal
hastaliklarda kullanilmaktadir (Geng, 1993). Amerikan Apiterapi Birligi, giiniimiizde
mafsal iltihabi, doku sertlesmesi, deri veremi, yaslilarda goriilen deri sertlesmesi,
kronik yorgunluk sendromu, yara izi, deri kanseri, egzama gibi hastaliklarin

tedavisinin ar1 zehiri ile yapildigini bildirmistir (Cherbuliez, 1997).

2.1.5. Propolis

Giinlimiizde giderek artan bir sekilde dnem kazanan dogal ar1 iriinii ise propolistir

(Garadew vd., 2004).

Propolis Yunanca pro- o6n ve polis- sehir anlamima gelen kelimelerinin
birlesmesinden meydana gelmistir ve eski zamanlardaki aricilar arilarin kovanin
girisini bu madde ile kapladiklarin1 g6z Oniine alarak sehirden 6nce anlamina gelen

propolis adin1 vermislerdir (Ghisalberti, 1979).

Propolis; bal arilart (Apis mellifera L.)  tarafindan agaglarin kozalak ve
kabuklarindan, bitki tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli yaglar, polenler, 6zel
recine ve mumsu maddelerin karistmindan olusan yapiskan, kendine 6zgii kokusu
olan rengi acik kahverengiden koyu kirmiziya kadar degisebilen bir ari iiriiniidiir
(Sekil 2.1.) (Crane, 1990, Tosi vd., 1996; Burdock, 1998; Ozkok ve Sorkun, 2001;
Castaldo ve Capasso, 2002; Ozcan vd., 2003).

Arilar propolisi kovan igerisinde delik ve catlaklar1 kapatmak, petekleri tamir etmek,
kovan i¢inde 6len ancak kovan disina tasinamayan ar1 ve diger canlilarin viicutlarinin
mumyalamasini  saglamak, bunlarin ¢iiriiylip mikroorganizma iiretmelerini

engellemek, yavru yetistirme donemlerinde yarik ve gatlaklardan suyun buharlagarak
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cikmasini engelleyerek kovan i¢i olmasi gereken nem oranini koruyabilmek, kovan
giris deligini kiicliltmek, kovanin dezenfekte edilmesini saglamak amaglariyla

kullanmaktadirlar (Burdock, 1998; Marcucci vd., 1998; Kumova vd., 2002).

© propolis.fr

y

@ | (b)

Sekil 2. 1. (a) Kovanda goriilen propolis, (b) Kovandan toplanmis propolis

2.1.5.1. Propolisin toplanmasi

Propolis kovandan ¢esitli yontemlerle toplanabilmektedir. Metalden, ahsaptan veya
ketenden {iretilmis toplama diizeneklerine karsin plastikten {iretilmis 1zgaralar ¢ok
basit ve kolayca temizlenebilmektedir. Kovan igerisinde ugus deligi arkasinda veya
dip tahtasi arkasinda olusan propolisler kovandan toplanabilmektedir (Geng, 2006).
Ancak bu alanlardan toplanan propolisler balmumu ile karisik olabilmektedir. En saf
propolis kovanda petek iizerinde kapatma tahtalar1 altina arilarin gecemeyecegi
araliklardaki plastik 1zgaralarin yerlestirilmesiyle {iretilebilmektedir (Sekil 2.2.).
Araliklar arilar tarafindan propolisle doldurulan plastik 1zgaralar kovandan alinir ve

dondurulmaktadir.
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Sekil 2. 2. Kovana yerlestirilen 1zgara ve deliklerindeki propolisler

delikleri kapatilmis hali

Donan propolis daha sonra burkma veya vurma islemiyle parcalar halinde diisiirtiliir.
Propolisi iyi kapatilabilen cam haznelerde ve karanlik yerlerde depolamak en iyi

yontemdir (Bogdanov vd., 2000).

En iyi kalitede propolis igin baz1 bilim adamlari, propolisin nektar akimindan sonra
toplanmasini belirtmektedir. Tropikal iklimlerde, yagisli mevsimin baglamasiyla

propolis liretiminin daha aktif olabilecegi bildirilmektedir (Donadieu, 1979).

2.1.5.2. Propolisin bitkisel kaynaklart

Propolisin kaynagini kavak (Populus spp.), kayin (Fagus sylvatica) hus agaci (Betula
alba), kestane (Castanea sativa), at kestanesi (Aesculus hippocastanum), akcaagag
(Alnus glutinosa) (Bonvehi ve Coll, 2000; Silici ve Kutluca, 2005), disbudak
(Fraxinus spp.), karaagag (Ulmus spp.), ¢am (Pinus spp.), mese (Quercus spp.),
okaliptus ( Eucalyptus spp.) gibi bitkiler olusturmaktadir (Markham vd., 1996; Kartal
vd., 2002).

2.1.5.3. Propolisin kimyasal icerigi

Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Asya ve Afrika’dan toplanan propolis drnekleri
kimyasal igerikleri bakimindan incelendiginde aralarinda farkliliklar oldugu rapor

edilmistir (Campos vd., 1997; Banskota vd., 2000).
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Propolisin bilesimi iklim, mevsim, cografik bdlge, toplanma zamani ve kaynak

bitkiye gore oldukga farklilik gostermektedir (Hegazi vd., 2000; Sforcin vd., 2000).

Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismekle birlikte, genellikle % 45-50
recine, % 30 balmumu, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 diger

organik maddelerden olusmaktadir (Burdock, 1998; Kumova vd., 2002).

Propolis kimyasal igeriginde polifenoller, fenolik asit ve esterleri, fenolikaldehitler,
ketonlar ve flavonoidler olmak iizere 180’ den fazla bilesen oldugu belirlenmistir.
Ayrica propolisin igeriginde kafeik asit, sinnamik asit, pinosembrin, pinobanksin,
akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin,
mirisetin, kuarsetin (Walker ve Crane 1987; Scheller, 1990; Schmidt ve Schmidt,
1996; Starzyk vd., 1997; Castaldo ve Capasso, 2002), miristik asit, benzoik asit,
benzil alkol, vanilin, sinamik asit, acacetin, kamferide ve izovanilin varlig1 ortaya
cikarilmistir (Helbing vd., 1992).

Son yillarda yapilan arastirma sonuglarina gore propoliste bazi mineral maddelerin
(Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg), Potasyum (K), Sodyum (Na), Demir (Fe), Bakir
(Cu), Cinko (Zn) ve Mangan (Mn) (Kumova vd., 2002) ve vitaminlerin varlhig (B1,
B2, B6, C ve E) saptanmistir (Bankova vd., 1982; Speciale vd., 2006). Propoliste
bunlara ilaveten dehidrojenaz, glukoz-6-fosfotaz, adenozin trifosfotaz ve asit fosfotaz

gibi enzimler tespit edilmistir (Tikhonov ve Mamontova, 1987; Kumova vd., 2002).

2.1.5.4. Propolisin fiziksel ozellikleri

Propolis, 15 °C’nin altindaki sicakliklarda kismen donmus veya donmaya yakin
halde olup, sert ve kirilgan bir haldedir. 25-45 °C arasinda yumusak, esnek ve ¢ok
yapiskandir. 45 °C’nin lizerinde yapigkanligi artmakta, 60-70 °C’de sivi hale
gecmektedir. Fakat bazi Orneklerde erime noktast 100 °C’yi bulabilmektedir.
Propolis ve ekstraktlar1 hafif koyu kapta, karanlikta, 1°C— 12°C sicaklik araliginda
depolanmalidir ve etanol ekstraktlarinin daha wuzun siire depolanabilecegi

bildirilmistir (Krell, 1996).
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2.1.5.5. Propolisin biyolojik aktiviteleri

Yillar boyunca propolis degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Propolisin
antikarsinojenik, antioksidan, antienflamatuar, anestezik, antibakteriyel, antifungal,
antitilser, sitotoksik, kardiyoprotektif, antihepatotoksik, karaciger koruyucu, dental
clirik engelleyici, antiproliferatif, antiviral, yara iyilestirici ve antimutajenik
ozellikleri gesitli calismalarla ortaya ¢ikarilmistir (Buscigho, 1988; Mitamura vd.,
1996; Banskota vd., 1998; Burdock, 1998; Kujumgiev vd., 1999; Hayashi vd., 1999;
Bankova vd., 2000; Sforcin vd., 2000; Velikova vd., 2000; Ota vd., 2001; Gregory
vd., 2002; Barlak, 2003; Fuliang vd., 2005; Trusehva vd., 2006; Benguedouar vd.,
2008; Benkovic vd., 2008; Pereira vd., 2008; Barlak, 2009). Propolis bu biyolojik
aktiviteleri nedeniyle popiiler bir ila¢ olarak halk tibbinda, apiterapide, kozmetikte ve

ilag sanayisinde gesitli amaglarla kullanilmaktadir (Silici ve Kaftanoglu, 2003).

Derideki yaralarin iyilesmesi, yaniklar, iltihapli yaralar ve diger deri hastaliklarinda
propolisin tedavi edici etkisinin bulundugu ve etkin bilesenlerin arginin, sinnamik

asit ve tiirevleri, flavonoidler ve fenolik asit oldugu belirlenmistir (Krell, 1996).

Propolisin insan tiiberkiiloz basilini de kapsayan Gram pozitif bakterilere kars
antibakteriyel etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Sentetik antibiyotiklerin aksine,
uzun siire propolis kullanimi zararli bakterilerde diren¢ olusturmamaktadir. Bu
nedenle propolis genis spektrumlu antibiyotik olarak kabul edilmektedir (Sahinler,
2000).

Genel olarak tipta kardiyovaskiiler ve dolagim sistemi hastaliklarinda, dermatolojide,
doku yenilenmesi, iilser, ekzema, yara ve yaniklara karsi (lwasaki, 1990) kanser
tedavisinde, immun sistem ve sindirim sistemi hastaliklarinda tedavi edici olarak,

karaciger rahatsizliklarina karsi ise koruyucu olarak kullanilmaktadir ( Krell, 1996).

Ayrica propolisin antienflamatuvar 6zelliginin  oldugu, dermatitlere karsi
antibakteriyel olarak kremin igeriginde kullanildigi bildirilmektedir. Propolis
spreylerinin solunum yoluyla alindiginda romatizmaya ve astima iyi geldigi, gut
hastaliginin tedavisinde ve sinirleri yatistirmada kullanildigi, kemik olusumunu
hizlandirdig, farkli dokularin, kemik, kikirdak ve dis etlerinin rejenerasyonuna

neden oldugu tespit edilmistir (Di1grak vd., 1995; Sahinler, 2000).
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Propolis Tayvan, Japonya, Brezilya, ABD ve Avrupa iilkeleri gibi diinyanin pek ¢ok
yerinde, saglikli yasam igin ve hastaliklarin 6nlenmesinde bir gida tirtinii ve alternatif

ilag olarak oldukga ilgi gérmektedir (Pereira vd., 2008).

Kronik vajinitis, serviks uterinin lezyonlar1 gibi genital sistemin onemli
patojenlerinin  tedavisinde propolis sprey veya merhemleri lokal olarak
kullanilmaktadir (Roman vd., 1989).

Brezilya propolisinden izole edilen aktif bilesiklerin karaciger tiimori hiicrelerinin
bliylimesini inhibe ettigi ve timdr hiicrelerini S fazinda durdurdugu goriilmiistiir
(Huleihel ve Isanu, 2002). Propolisin sulu ¢ozeltilerinden elde edilen bir bilesigin
(PRF- 1), antioksidan aktivite gosterdigi, insan karaciger kanser hiicreleri ve insan
akciger kanser hiicreleri HLC-2 tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Matsuno, 1995). Propolis igeren lokal terapinin alt1 hafta i¢inde kadinlarda en sik
goriilen kanser tlirli olan rahim kanserine neden olabilen insan papilloma viriis

(HPV) enfeksiyonunu yok ettigi goriilmistiir (Bogdanov, 2012).

2.1.5.6. Propolisin kullanim alanlar

Dermatolojik ve kozmetik uygulamalar muhtemelen propolisin en genis kullanim
alanlarindan olup, hiicre yenileme ve onarma 6zelligi lizerine ¢alismalar yapilmstir.
Kozmetikte, bakterisit ve mantar oldiriicii 6zellikleri bircok uygulamada yarar

saglamistir (Lejeune vd., 1988).

Cildi nemlendirme, yenileme, kirisikliklar: giderme ve antibakteriyel 6zelliklerinden
dolay1 giizellik kremlerinde, gesitli losyonlarda kullanilarak kozmetik endiistrisinde
yer almaktadir (lwasaki 1990; Park ve Woo 1997; Dubaj, 1988). Ayrica propolis;
diseti, dudak ve agiz iltihaplarini iyilestirebilmek icin dig macunlar ile agiz yikama

soliisyonlarinda da kullanilmaktadir (Burdock, 1998).

Yiyecek teknolojisinde de o6nemli bir yere sahip olan propolis, konservecilikte
kimyasal koruyucu olarak kullanilmakta (Burdock, 1998) ve insan viicuduna yararli
bilesenler igermesi nedeniyle de mineral destekli diyetetik iiriinlerde yer almaktadir
(Rodriguez vd., 1999). Propolis igeren mesrubat ve yiyeceklere kanserden,

diyabetten, inflamasyondan ve c¢esitli kalp hastaliklarindan korunmak isteyen
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tiiketiciler ragbet etmektedirler (Banskota vd., 2000; Banskota vd., 2002). Ozellikle
son yillarda propolis iceren tablet, toz ve sakiz iriinleri marketlerde tiiketicinin

hizmetine sunulmustur (Burdock, 1998).

Propolis gida iiriinleri paketleme materyallerinde kullanimi konusunda patent
almigtir (Mizuno, 1989). Gilinlimiizde artik propolis diinya ticaretinde ve marketlerde
diizenli olarak alinip satilan bir iiriin haline gelmistir (Karacaoglu, 1997; Woisky ve
Salatino, 1998; Wongsiri vd., 2000).

Propolisin tibb1 amagli kullanim1 sirasinda alerjik iceriginden dolay1 bazi
reaksiyonlarin olabilecegi ve bu reaksiyonlarin gercekte kafeik asidin pentetil ve
feniletil esterlerinin varligindan kaynaklandig ifade edilmektedir. Bu nedenle ham

propolis islendikten sonra kullanilmali, kontrol altinda iiretilmeli ve pazarlanmalidir

(Banskota vd., 2001).

2.3. Antioksidan Aktivite

Oksijen, insan yasami ic¢in olmazsa olmaz bir Oneme sahiptir fakat normal
metabolizma sirasinda {iretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicutta ciddi bir zarar
olusturma potansiyeline sahiptir (Diplock, 1998). Cevre kirliligi, radyasyon,
kontamine sular, pestisitler ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi bir¢cok
etmen serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar (Kaur ve Kapoor, 2001).
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,
kararsiz, molekiil agirligi disiik molekiiller olarak tanimlanir (Mercan, 2004).
Serbest radikaller viicut hiicrelerinin membranina, hiicre yapisindaki lipidlere,
proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya zarar vermekte ve bunun sonucunda koroner
hastaliklar, diyabet, kanser, karaciger tahribati, katarakt, yaslanma, damar sertligi,
astim, alerji ve inflamatuar hastaliklar gibi cok cesitli hastaliklara yol agmaktadir

(Sekil 2.3.) (Velioglu, 2000; Bourgou vd., 2012).
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Eklemler Beyin

Romatoid artrit, Alzheimer, Parkinson, Migren,
Kemik Hastalig inme, Otizm

Goz Kalp

Makller dejenerasyon, Kalp - damar hastalig,
Retina dejenerasyonu, Hipertansiyon, iskemi
Katarakt
Akcigerler
Asum, Alerjiler,
= Kanser, ARDS
Bobrek

iskemi-reperfiizyon,
Akut bobrek hastahg:,

Nefrit
Kan
Diger Ateroskleroz, Kan akimi,
Yasglanma, P\»htxlasm\? bozukluklari,
Obesite, Hipertansiyon

Seker Hastalig

Deri Bagisiklik Sistemi
Cilt yaglanmasi, Ganes yaniklar, Inflamasyon, Otoimmin Sorunlar,
Dermatit, Melanom, Sedef Hastalig: Lupus. Multipl Skleroz, Kanser

Sekil 2. 3. Oksidatif stresin etkileri

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu yok eden ya da azaltan ve zararh
etkilerini yok etmeye c¢alisarak olusabilecek biyolojik hasarlar1 6nlemeye ¢alisan
bilesiklerdir. Bu bilesikler, oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini,
radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarini ya da oksijenin oldukg¢a reaktif iiriinlere
doniismesini onleyerek serbest radikallerin verecegi hasar1 en aza indirmeye ¢aligirlar

(Bagchi ve Puri, 1998; Azzi vd., 2004).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Gokalp vd., 2002).
Dogal antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen
bilesenlerdir. Giinlimiizde en sik kullanilan sentetik antioksidanlar BHT (biitillenmis
hidroksi toluen), BHA (biitillenmis hidroksi anisol), TBHQ (tert- biitil hidroksi
kinon), PG (propil gallat)’ tir (Wichi, 1988).

Besin  endiistrisinde de paketleme, depolama ve iiretim asamalarinda
mikroorganizmalarin  aktivitesinin ya da oksidasyon sonucunda besinlerin
bozulmasiin engellenmesi en énemli konularindan biridir. Antioksidan grubu katki
maddeleri bu islemler sirasinda meydana gelebilecek otooksidasyondan kaynaklanan

zararlar1 Onleyici 6nemli katki maddeleridir.
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Viicudun antioksidan dengesi besinlerimizden biiyilk Olgiide etkilenmektedir.
Yetersiz beslenme nedeniyle viicudun savunma sistemleri tahrip oldugu zaman
patolojik sorunlar olusabilmektedir. Reaktif oksijen cesitlerindeki artis ve savunma
sistemlerindeki yetersizlik “oksidatif stres” olusmasina ve viicuttaki antioksidan
dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin
etkinligi; iz minerallerini iceren gidalarin yeterince alinmasma ve C vitamini, E
vitamini, flavonoidler ve karotenoidler gibi antioksidan bilesenlerin alinimina bagl

olmaktadir (Duthie vd., 1989).

Yasam standartlarinin yiikselmesi, tliketicilerin satin aldiklar1 gidalarin niteliklerini
ve saglik lizerindeki etkilerini sorgulamaya baslamalari, kronik kalp rahatsizliklart ve
kanser gibi hastaliklardan dolay1 6liim oranlarinin artmasi, aragtirmacilari sigara,
alkol, stres gibi risk faktorlerinin yani sira tiiketilen gidalart mercek altina almaya
zorunlu kilmistir (Etherton vd., 2002). Yapay antioksidanlarin insan saglhigi igin
toksik etki olusturdugunun bilinmesi ile tiiketici tercihini degistirip dogal iirlinlere
yoneltmistir. Son yillarda insan saghg ile ilgili kuruluslarin tercihi, dogal
kaynaklarin antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasindan yanadir
(Gourine vd., 2010; Ksouri vd., 2012). Bunun sonucunda da gidalarda Kkalite,
giivenlik ve saglik arayisini on plana c¢ikarmistir. Bu nedenle yeryiiziinde genis
alanlara dagilis gosteren bitkisel kaynaklara yonelip bu kaynaklardan elde edilen
dogal antioksidanlarin gidalarin islenmesinde yapay antioksidanlarin yerine gidalara
eklenmesi amaglanmaktadir (Kelen ve Tepe, 2008; Oliveira vd., 2008). Fenolik
bilesikler, fitik asit, askorbik asit, tokoferol; meyve ve sebzelerde, ¢ayda, tiim tahil
tanelerinde dogal olarak bulunan ve saglik iizerinde olumlu etkiye sahip olan
antioksidan bilesiklerdir (Meral ve Dogan, 2006).

Propolisin farkli botanik orjine bagl olarak fenolik icerikleri sayesinde antioksidan
etkisi rapor edilmistir. Farkli cografik ve botanik orjine sahip propolisler iizerinde
yapilan bir ¢alismada antioksidan aktivitenin toplam polifenol konsantrasyonu ile
dogru orantili oldugu bulunmustur. Daha yiiksek polifenol igerigine sahip olan kavak
propolisinin daha az polifenol icerige sahip Brezilya propolisinden daha yiiksek
antioksidan aktivitesinin oldugu saptanmistir (Bogdanov, 2012).
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Sili’den elde edilen propolis Orneklerinde yapilan calismada kimyasal igerigi ile
serbest radikalleri siiplirme kapasitesi arasindaki iligski saptanmistir (Kovalik, 1979).
Arjantin’den elde edilen propolis ekstraktlarinda yiiksek flavonoid igerigi ile serbest
radikal siipiiriici aktivite arasinda onemli bir baglanti bulunmustur (Russo vd.,
2004). Propolisin hastalik Onleyici aktivitesinin  antioksidan &zelliginden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Nieva Moreno vd., 2000). Polen ve ar siitii ile
karsilastirildiginda propolisin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
saptanmustir (Bogdanov, 2012).

2.4. Biyofilm

Glinlimiize kadar biyofilm birgok bilim adami tarafindan farkli sekillerde
tammlanmustir. Tlk olarak 17. yiizyilda Leewenhoek'in disinden almis oldugu drnekte
plaklar iginde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden sonra, 1976 yilina

kadar biyofilmin varligindan bahsedilmemistir (Costerton, 1978).

IIk olarak 1976 yilinda Marshall, (1976), biyofilmin ¢ok ince bir ekstraseliiler
polimer fibril oldugunu ve bakterinin yilizeye tutunmasinda O6nemli oldugunu
bildirmistir. Costerton vd., (1999), bakteri tarafindan {iretilen ve bakterinin cansiz
veya canli ylizeylere yapismasini saglayan polisakkarit tabiatinda “glikokaliks”
olarak da adlandirilan polimerik matriks olarak tanimlarken; Elder vd., (1995),
mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks araciligi ile olusturduklart yapisal birlik
olarak, Carpentier ve Cerf, (1993) ise ¢ok basitge, bakterilerin goémiilii olarak
bulundugu ve yiizeye yapismis olan organik polimer matriks olarak tanimlamistir.
Biyofilmin en yeni tanimi ise mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir
yiizeye, ara yiizeye veya birbirlerine yapigmalarini saglayan ve mikroorganizmanin
icinde gomiilii olarak bulundugu ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks

seklindedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar, besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen
radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere karsi serbest yasayan
hiicrelerden daha direnglidirler. Biyofilmin biiylik bir bolimiinii olusturan

ekzopolisakkaridler (EPS), savunmada onemli rol oynayan molekiillerdir. EPS,
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bulundugu bakteriyi fagositozdan, antibiyotik etkisinden korur. Cevreden almis
oldugu sinyaller sonucu tehlikede oldugunu algilayan bakteri, yapisal olarak bulunan
veya transfer ettigi genler ile biyofilm olusturarak kendini koruma altina almaktadir

(Wong, 2011, Tammakritsada ve Todhanakasem, 2012).

2.4.1. Biyofilmin yapisi

Biyofilm, bakterinin yiizeyinde diizensiz bir sekilde dagilmis polisakkarid bir
matrikstir. Mikroskobik olarak incelendiginde biyofilm; arasindan kanallarin gectigi,
ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin ekstraseliiler yapida toplanmasiyla bir

olusum goriiniimiindedir (Carpentier ve Cerf, 1993; Allison vd., 1998).

Biyofilmlerin biiyiik bolimiinii (% 73-98) su olusturur. Matriks i¢indeki diger
bilesenler ise; % 1-2 EPS, % 1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, % 1-2
niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut organizmalarin ¢esidine,
fizyolojik ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akigkanin tipine, genel fiziksel

ozelliklere gore degisebilmektedir (Allison, 2003).

2.4.2. Biyofilm olusum basamaklar:
2.4.2.1. Doniisiimlii tutunma

Bakteri hiicresinin yiizeye ilk tutunmasinda bakteri hiicresi yiizey ile tam olarak
temas etmemekte; ancak bakteri hiicresi ile yiizey arasinda uzun mesafeli
etkilesimler meydana gelmektedir. Bu asamada bakterinin yiizeye tutunmasi
bakteriyel hiicre yiizeyinin (Ferreira vd., 2010), yapt (Donlan, 2002), yiizey yiikii
(Abdallah vd., 2009), hidrofobiklik (Donlan, 2002) pH, sicaklik (Nilsson vd., 2011)
ve besin maddelerinin varligi (Donlan, 2002; Gerstel ve Romling, 2001) gibi

fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir.

Yiizeye tutunan hiicreler ¢ok az miktarda EPS’ye sahiptirler ve bagimsiz hareket
etme yetenegindedirler (O’Toole ve Kolter, 1998). Yiizey ozellikleri bakteriyel
tutunmada onemli rol oynar. Bakteriler tiriine gore farkli ylizeylere farkli

miktarlarda baglanabilirler. Hiicreler bu asamada durulama gibi basit yikama
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islemleri ile kolayca yiizeyden uzaklastirilabilirler (Sinde ve Carballo 2000).

2.4.2.2. Doniisiimstiz tutunma

Dontisimlic tutunmadan doniisiimsiiz tutunmaya ge¢is EPS varliginda bakterinin
yapmig oldugu zayif baglarin kaliciya doniismesidir (Stoodley vd., 2002).
Doniistimsiiz tutunmay1 yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler (dipol-dipol etkilesimi,
hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen
etkilesimleri) saglamaktadir. Bakteri hiicreleri flagella(kam¢i1) ve pili (ince kil) gibi
organelleri ile ayrica EPS olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak baglanirlar

(Poulsen, 1999).

2.4.2.3. Koloni geligimi

Mikrokoloni gelisimi bakteri hiicrelerinin yiizeyde birikmesi, mikroorganizmalarin
gelismesi ve EPS iiretimi sonucunda gergeklesir (Chmielewski ve Frank, 2003). EPS
bakteri ve alt katmani arasinda bag olusumuna katkida bulunur. Koloniyi her tiirlii
cevresel strese karsi stabil hale getirir (Donlan, 2002). Bu sistemde bakterilerin
yiizeyde toplanma islemi planktonik hiicrelerin sinyal molekiilleriyle etkilesip bir
araya gelmesiyle gerceklesir. Bu asamada bir bakteri hiicresi yilizeyde koloni
olusturduktan sonra (ilk koloni), ayni yiizeyde diger bakteriler de koloni olusturur
(ikincil koloni). Biyofilm biiyiidiikce polimer matriksinde kapsiil olusturmus

mikroorganizmalarda da artis goriiliir (Poulsen, 1999).

2.4.2.4. Olgun biyofilm olusumu

Bu agamada biyofilm hiicreleri besin maddelerinin etkisiyle apartman ya da mantar
seklinde yapilara doniisiirler (Chmielewski ve Frank., 2003; Klausen vd., 2003).
Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda besinlerin
ulastirilmasi ve metabolik atik iirlinlerin uzaklastirilmasi igin dolasim sistemi olarak
gorev yapan su kanallart bulunmaktadir (Kumar ve Anand, 1998; Poulsen, 1999).
Hiicrelerin bu yapiya ulasilabilmesi i¢in yaklasik 10 giin ya da daha uzun bir siire

gerekmektedir (Stoodley vd., 2002).
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2.4.2.5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Biyofilm olusumunda son asama biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasidir.
Hiicreler bu asamada planktonik fazlarina geri donerler (Sauer vd., 2002) . Artan akis
kuvveti (Stoodley vd., 2002), i¢ enzimatik bozulma, EPS yada yiizey baglayan
proteinlerin agiga ¢ikmasi gibi hiicre iginde goriilen islemler biyofilm hiicrelerinin
ayrilmasinda onemli rol dstlenir (Kaplan vd., 2004). Ayrica ortamda besin
maddelerinin tiikkenmesi de hiicresel ayrilmalarin 6nemli bir nedeni olabilmektedir
(O’Toole ve Kaplan, 2000). Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi
gibi, biyofilm olusum basamaginin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya c¢oklu

hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da olabilir (Poulsen, 1999) (Sekil 2.4.).

Bir Biyofilmin Gelisim Evreleri

[ Sivi Kutlesi >

A
Elstrassiltler Matriksn\,\‘

Film Tabakasinin Olusumu

Sekil 2. 4. Biyofilm gelisim evreleri

1930’lu yillardan bugiline kadar yogun bir sekilde arastirilan biyofilm tabakasi,
endiistriyel/evsel su sistemlerinde, 1s1 degistiricilerde, su ileten borularda, gemi
karinalarinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde “biyofouling”
olarak da adlandirilan istenmeyen tortu ve tabakalagmalara yol agarak Onemli

derecede ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Hallam vd., 2001).
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Siit ve diger gida sanayilerinde biofouling; 1sinin yiizeyden akisini geciktirmesi,
yiizeydeki sivinin ve kimyasal siirtinme oranmin artmasi gibi ciddi sorunlar

yaratmaktadir.

Boru hatlarinda olusan biyofilm, boru hatt1 boyunca akisin azalmasina, 1s1 tasimimi
azalmasina, tirlinlin kontamine olmasina neden olmaktadir (Kumar va Anand, 1998)
ve biyofilm i¢indeki asit olusumu nedeniyle borular korozyona ugrayabilmektedir

(Chechowski, 1990; Jayaraman vd., 1997; Poulsen, 1999).

Patojen veya bozulma etmeni birgok mikroorganizmanin paslanmaz ¢elik,
aliminyum, cam, ahsap, teflon ve plastik materyaller {izerinde biyofilm
olusturduklart belirlenmistir (Barnes vd., 1999; Kim vd., 2006; Lindsay ve Von
Holy, 2006; Padera, 2006; Planchon vd., 2006). Biyofilm yillardir endiistriyel bir
sorun olarak bilinirken, artik tiptaki dnemi sadece disteki plaklardan ibaret olmayip
ozellikle yabanci cisim enfeksiyonlar1 basta olmak iizere birgok kronik infeksiyonda

rol oynadig1 gosterilmistir (Costerton vd., 1999).

Enfeksiyon hastaliklari ile biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda kuvvetli
bir iligki vardir. Bu mikroorganizmalar 6zellikle kalp i¢ zari iltihabi, periodontit,
Kistik fibrozis gibi hastaliklara neden olur (Donlan ve Costerton, 2002). Ozellikle
immiin sistemi baskilanmis ve kalici tibbi kateteri olan hastalarda ciddi
infeksiyonlara yol acabilmektedir. Biyofilmler insan viicudunda kateterler, kontakt
lens, protez kalp kapakgiklar1 ve kalp pilleri, rahim i¢i arag, bobrek tasi, akciger
dokusu gibi canli ve cansiz bir¢ok yilizeyde bulunabilir (Lindsay ve Von Holy, 2006).

Yabanci cisim ve diger kronik infeksiyonlarla, antibiyotiklere ve konak savunmasina
karsi kazanilmis direng ile ilgili ¢alismalara dayanarak Amerika Birlesik
Devletleri'nin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), tiim diinyada biyofilme
bagli infeksiyonlarin oranini % 65 olarak aciklamistir (Costerton, 1999).

Klinik ekipman ve implantlarda olusan ozellikle Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus aureus gibi organizmalarin olusturdugu biyofilmler, infeksiyonlarin

ana nedenlerinden biridir (Huebner ve Goldmann, 1999).

Gida endiistrisinde en yaygin olarak Pseudomonas sp. ve Staphylococcus sp.

biyofilm olusturmaktadir. Et ylizeylerine baglanabilen bakteriler arasinda ise Listeria
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monocytogenes, Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Clostridium spp., Bacillus
spp., Lactobacillus spp., Brochothrix thermosphacta, Salmonella spp., Escherichia
coli, Serratia spp., Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. sayilabilir (Poulsen,
1999). Dondurma iireten bir isletmede yapilan g¢alismada, iiretimden 8 saat sonra
dondurma makinesinin tasiyici kayisi iizerinde olusan biyofilm tabakasinda Proteus,
Enterobacter, Citrobacter, Shigella, Escherichia ve Edwardsiella, Aeromonas,
Plesiomonas, Moraxella, Pseudomonas ve Alcaligenes spp. belirlemislerdir (Giindiiz
ve Tuncel, 2006).

Ayrica biyofilm yapisindaki patojenler, antibiyotiklere ve viicudun dogal savunma
mekanizmalarina karsi daha direnglidirler ve bu nedenle biyofilm iliskili
hastaliklarda tedavi daha zor ve uzun siirmektedir. Bir yogun bakim {initesindeki
cihazlardan izole edilmis bakteriyel patojen suslarin % 88’inin biyofilm
olusturabildigini ve % 85’inin ¢oklu ilag direncine sahip oldugunu bildirmislerdir
(Olson vd., 2002; Hall-Stoodley vd., 2004).

Biyofilm olusumunun &nlenmesi veya olusmus biyofilmlerin giderimi son yillarda
Oonem kazanan bir konudur. Antimikrobiyal ajanlar, bitkisel yaglar, biyofilm yapisini
bozan enzimler, selatlayici ajanlar, biyosiirfaktanlar, tuzlar ve laktik asit, asetil
sistein, ibuprofen gibi farkli amagli kimyasallar antibiyofilm etkileri bakimindan

denenmis maddelerdir (Ceyhan, 2008; Taraszkiewicz vd., 2013).

Mekanik temizleme ve antimikrobiyal ajanlar en ¢ok kullanilan yontemlerdir.
Mekanik temizleme pahali olabilir, ¢linkii genelde alet kullanim1 ve ciddi miktarda is
giicii gerektirir. Kirlenmis bolgeye ulasilamamasi gibi bazi durumlarda da
kullanilamaz. Biyosit  ve dezenfektanlarmm  kullanimi biyofilmdeki
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ olusturmasi durumunda

etkisiz kalabilir (Stewart vd., 2000; Thormann vd., 2005).

Duarte vd., (2006) propolis etil etanol ekstraktinin S. mutans’ i biyofilm olusumu ve
farelerde ciiriikk iizerine etkisini arastirdiklart g¢aligmalarinda, propolis o6ziitiiniin
biyofilm tizerine herhangi bir etkisinin olmadigini, ancak biyofilm tabakasinin asit

olusumunu belirgin miktarda azalttigini rapor etmistir.

Koo vd., (2002) propolis icerikli agiz gargarasinin dental plak olusumu {izerine
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etkisini inceledikleri galismalarinda propolisin ¢oziilmeyen polisakkarit olusumunu
belirgin miktarda azalttigim1 bulmuslardir. Muray vd., (1997) ise % 10 propolis

iceren gargaranin dental plak olusumunu belirgin olarak azalttigini tespit etmislerdir.

2.5. Quorum Sensing

Bir¢ok organizma tiir i¢i ve tiirler arasinda farkli sinyal molekiillerini kullanarak
birbirleriyle iletisim kurmaktadir. Bakteriler sinyal molekiillerini salgilayabildikleri
gibi bu molekiillerin ortamdaki yogunlugunu 6l¢ebilmekte, ¢evrelerindeki diger mik-
roorganizmalarin miktarin1 hissedebilmekte ve bu verileri digerlerine iletmesine
imkan saglamaktadir. Bu olaya “quorum sensing” (yeterli cogunlugu algilama) denir

(Lazdunski vd.,2004; Saragli, 2006).

Bakterilerin birbirleri ile iletisime girdikleri ilk olarak Fuqua ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. Vibrio harveyi ve Vibrio fischeri
normalde az sayida olduklarinda 1s1ma yapmayan iki deniz bakterisidir. Ancak
bakteriler yiiksek yogunluga ulastiklarinda ¢evreye 151k sagabilmektedirler (Fuqua
vd., 1994).

Vibrio fischeri tarafindan iretilen quorum sensing (QS) molekiilii ilk kez 1981
yilinda saflastirilmis ve N-3-0x0-C6 (3-oxohexanoyl)-homoserin lakton (agilHSL)
yapisinda oldugu gosterilmistir (Eberhard vd., 1981). S-adenosyl methionine tiirevi
olan bu a¢il-HSL molekiiliiniin sentezinden sorumlu olan genler tanimlanmis ve QS
arastirmalari i¢in 6rnek sistem olarak kabul edilmistir (Engebrech vd., 1983). Esasen
her iki Vibrio’nun tretmis olduklari QS molekiilii de N-acil Homoserin Lakton
(AHL) yapisinda olmakla birlikte aralarinda yan zincir yapilarinda farkliliklar
gozlenmistir. QS molekiillerinin "auto-inducer (Al)" olarak da ifade edilmelerinin
nedeni iiretildikleri hiicrenin metabolizmasi ilizerinde diizenleyici etki gostermeleridir

(Lazazzera ve Grossman, 1998; Novick ve Muir, 1999; Donabedian, 2003).

Yillar boyunca AHL temeline dayanan QS ¢aligmalarinin V. fischeri ve V. harveyi
gibi deniz bakterileri ile smurli oldugu disiiniilmiis, ancak antibiyotik sentezine

yonelik c¢aligmalar bunun bdyle olmadigimi gostermistir. 1990’larin  basinda,
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karbapenem antibiyotik iiretemeyen Erwinia carotovora bakterisinin farkli bir
mutant bakteri grubu ile birlikte oldugunda diger bakteri tarafindan saglanan sinyal
molekiilii sayesinde antibiyotik sentezine yeniden basladigi gosterilmis, bu
molekiiliin V. fisheri’de 1simay1 tetikleyen molekiil ile ayn1 yapida oldugunun

goriilmesi yeni ¢aligsma alanlar1 dogurmustur (Bainton vd., 1992).

Beslenme, iireme, spor olusumu, antibiyotiklere direng, biyofilm olusumu gibi
onemli viriilans faktorlerinin tiretimi gibi davranislarin ¢ogu QS sinyal mollekiilleri

araciligiyla gergeklesmektedir (Sekil 2.5.) (Fuqua vd.,1994; A¢ikgoz, 2012).

Bakteri miktari/yogunlugu Antibiyotik lireten sistemlere Ab. sentezletme

Bakteri biiyiimesi Antibiyotik direnci

Duraklama fazina gegis k\ //: Viriilans ekspresyonu

Toplanma ve haraket e ____—> Pigment iiretimi
Quorum

. e —
Metabolizma e Sensi ng Sporlanma

Immiin sistemden kagma

=i
Nitrojen fiksasyonu / \
Biyoluminesans / \\\‘ Oksidatif strese tolerans

DNA transferi Biyofilim olusumu

Katii kosullarda yasami siirdiirebilme Bakterinin biyofilimden salimmi

Sekil 2. 5. Mikroorganizmalarda QS sinyal molekiilii sayesinde meydana gelen davramslar

Bakteriler birbirleriyle haberlesme amaciyla 3 tip sinyal molekiilii kullanmaktadir
(Karaboz and Sukatar, 2004). Gram negatif bakterilerde A¢il homoserine laktonlar
(AHL), Gram pozitif bakterilerde Autoinducer peptidler (AIP) ve hem Gram (-) hem
de Gram pozitif bakteriler arasinda Autoinducer-2 (Al-2) sinyal molekiilleriyle
olmaktadir (Karaboz ve Sukatar, 2004).
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2.5.1. Gram (-) bakterilerde quorum sensing mekanizmasi

Bu sistemi olusturan lux I, tipi proteinler, otoindiikleyiciler (Al-1) olan agil
homoserin laktonlarin (AHL veya HSL) iiretiminden sorumlu olan enzimlerdir.
Sistemin diger unsuru olan Lux R ise bakterinin kendi oto indiikleyicisi ile
birlesebilen sitoplazma igindeki eslenigi olan proteindir. Lux |, AHL sentezinde
gerekli olan bir gen iken, Lux R, AHL transkripsiyonunu kontrol eden bir regiilatorii
kodlar (Raffa vd., 2005).

Her bir Gram (-) bakteri, kendine 6zgii bir AHL veya AHL’ler kombinasyonu iiretir.
Boylece, sadece kendi bireylerinin tantyip yanit vermesi saglanir. Digariya difiizyon
ile salinan AHL konsantrasyonu belirli bir esik diizeye gelince otoindiikleyici yine
diftizyonla membrandan igeriye girerek sitoplazmik eslenigi olan Lux R proteini ile
baglanir. Olusan bu Lux I/ Lux R kompleksi de spesifik DNA promotor
elementlerine baglanarak, hedef genlerin transkripsiyonuna olanak saglar. Ortamda
quorum sensing molekiilleri yeterli sayida degilken gen ekspresyonu luxR geni
yoniinde gerceklesirken, quorum sensing molekiillerinin yeterli sayiya ulasmalar1 ve
LuxR proteini ile birlesmeleri ile baglayan siire¢ sonucunda ise gen ekspresyonu
luxI/lux  CDABE operonlart yoniinde gergekleserek biyoliiminesansin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Sekil 2.6.) (Camara vd., 2002; Daniels vd., 2003;
Federle ve Bassler, 2003).

AHL Sigmals
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Sekil 2. 6. Vibrio fisheri'de AHL (LuxI/LuxR) tipi "quorum sensing" iletisimi
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Gram (-) bakterilerde bulunan QS sistemleri ile belirlenen davranig bigimleri
arasinda biyoliiminesens, virlilens, biyofilm olusumu, hareketlilik, antibiyotik
tretimi, ckzoenzim salgilanmasi, bazi pigment iretimleri, plazmidlerin
konjugasyonla transferi, duragan faza gegis, nodiil olusumu, swarming, sporulasyon
ve fruktifikasyon olusumu v.b. davranislara rastlanilmigtir. Son zamanlarda 70’ten
fazla Gram negatif bakteride gesitli prosesleri kontrol etmede, dort, bes veya daha
farkli kimyasal siniftan sinyal molekilli Luxl / LuxR tipi QS sistemi oldugu

belirlenmistir.

Ayrica daha kesfedilmemis bazi farkli sinyal molekiillerinin bulunabilecegi de 6ne
stiriilmektedir (Federle ve Bassler, 2003; Suga ve Kiristina, 2003; Podbielski ve
Kreikemeyer, 2004).

2.5.2. Gram (+) bakterilerde quorum sensing mekanizmasi

Gram pozitif bakterilerde AHL araciligiyla olusan QS sistemi bulunmamaktadir.
Bunun yerine Gram (+) bakterilerin kisa oligopeptit otoindiikleyicileri yaptig1 ve
tasidig1 belirlenmistir. Otoindiikleyici peptitler (AIP) olarak bilinen bu oligopeptitler
5-17 amino asitten olusup, bazen alisilmisin disinda yan zincir modifikasyonlari

gostermektedir.

AHL sinyalinin aksine bakteri hiicre membran1 AIP igin gegirgen degildir. Hiicreden
dis cevreye AIP sekresyonunun tasinmasi hiicre yiizeyindeki oligopeptid tasiyicilar
ile aranmalari ise iki komponentli sensor transdiiksiyon sistemleri ile olmaktadir
(Sekil 2.7.) (Delisa ve Bentley, 2002; Federle ve Bassler, 2003; Xavier ve Bassler,
2003).
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Sekil 2. 7. Gram pozitif bakterilerde AIP tipi "quorum sensing" iletisimi

Gram pozitif bakterilerde goriillen AIP molekiilleri bir ABC transporter sistemi
tarafindan hiicre digina salgilanir. Daha sonra; ya tasidiklari sinyali bir membrana
bagli sensor kinaz araciligiyla dolayli olarak hiicre igine iletmekte, ya da AIP’nin
kendisi bir oligopeptid araciligi ile hiicre igine kendisi girerek transkripsiyonel

degisikliklere sebep olmaktadirlar (Anonim, 2006a; Anonim, 2006b).

Iki komponentli sistemler cesitli Gram (-) ve Gram (+) bakterilerde mevcut olup, bu
sayede hiicre disindaki degisimler izlenip ¢evredeki degisiklige uygun yaniti verecek
gen ifadesi i¢in gerekli bilgi iletisimi saglanmaktadir. Gram (-) bir driner sistem
patojeni olan Providencia stuartii’ nin Gram negatif olmasina ragmen ilk kez Gram
pozitiflerdeki gibi salgilanan peptitler kullanarak hiicreler arasi iletisim kurdugu

tespit edilmistir (Federle ve Bassler, 2003).

2.5.3. Bakterilerde tiirler arasi iletisim

Bakterilerde tiirler arasi iletisimi saglayan otoindiikleyici molekiil Al-2 olup, Al-2

tiretiminden sorumlu olan gen de Lux S’dir (Sekil2.1.) (Federle ve Bassler, 2003).

Al-2’nin yapist aydinlatildiginda, siirpriz bir durumla karsilagilmistir. AI-2’nin
yapisinda ilk kez biyolojik bir molekiilde “bor” atomu oldugu goriilmiis ve Al-2

molekiiliiniin kimyasal olarak bir (furanosil borat diester) oldugu ortaya konmustur
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(Coulthurst vd., 2002; Federle ve Bassler, 2003).

Bakterilerde tiirler arasi iletisimi saglayan molekiiliin yapisinda bor atomunun ortaya
¢ikmis olmasi bakterilerde konusmayi saglayan dilin bor oldugunun ileri siiriilmesine

yol agmustir.

Al-2’nin  S-adenosylmethionine (SAM)’dan ¢ enzimatik adimla {retildigi
goriilmektedir. Simdilik sadece Vibrio harveyi tarafindan firetilen Al-2 yapisi
belirlenmistir, fakat 30’dan fazla farkli bakteri tiiriiniin oldukg¢a korunmus Lux S geni
icerdigi bilinmektedir (Coulthurst vd., 2002).

Cizelge 2. 1. Lux S geni icerdigi bilinen bakteriler (Federle ve Bassler, 2003)

aActmobam|Iuspleuropneumon| Klebsiella pneumoniae Salmonella paratyphi
Helicobacter pylori Haemophilus ducreyi Salmonella typhimurium
Bacillus anthracis Haemophilus influenzae Salmonella enterica
Bacillus cereus Lactobacillus gasseri Shigella flexneri
Bacillus halodurans Lactobacillus plantarum Sinorhizobium meliloti
Bacillus subtilis Lactococcus lactis Staphylococcus aureus
Bifidobacterium longum Leuconostoc mesenteroides Stapyhlococcus epidermidis
Borrellia burgdorferi Leuconostoc 0enos Streptococcus agalactiae
Campylobacter jejuni Listeria innocua Streptococcus gordonii
Clostridium acetobolyticum Listeria monocytogenes Streptococcus mutans
Clostridium difficile Neisseria gonorrhoeae Streptococcus pneumoniae
Clostridium perfringens Neisseria meningitidis Streptococcus pyogenes
Deinococcus radiodurans Haemophilus somnus Vibrio anguillarum
Enterococcus faecalis Helicobacter hepaticus Vibrio cholerae
Enterococcus faecium Oceanobacillus iheyensis Vibrio harveyi
Escherichia coli Oenococcus oeni Vibrio parahaemolyticus
Proteus mirabilis Pasteurella multocida Vibrio vulnificus
Yersinia pestis Porphyromonas gingivalis

Al-2’nin karakterizasyonu bir¢ok bakimdan 6nemlidir:

-Dogada oldukca yaygin ve bilinen diger tip otoindiikleyicilerden farkli olmasi,
-Olduk¢a genis bir araliktaki bakterilerce yapilan ve tanman otoindiikleyici
olmasidir. Bu yiizden farkli bakteriler arasinda iletisimi sagladigi bilinen ilk
molekiildiir.

Mikroorganizmalarin, birbirleri ile koordineli davranmalari, ¢evresel sartlardaki
degigsmelere ¢abuk cevap vermeleri ve uyum gosterebilmeleri sayesinde hayatta
kalabilmeleri, mevcut besin maddelerinin kullanilmasinda yaristiklar1  diger

mikroorganizmalara karsi avantaj saglamalari, toksik bilesiklerden korunmak
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amaciyla biyofilm olusturmalar1 ve antibiyotik ile spor iiretmeleri gibi bir¢ok yaniti
QS molekiilleri aracilifiyla kontrol eder. Basarili bir enfeksiyon siireci
mikroorganizmalarin QS molekiillerince kontrol edilen bu viriilans faktorleri
sayesinde konagin immiin yanitindan Kurtulabilmelerine baghdir (Raffa vd., 2005).
Bu noktadan hareketle QS arastirmalarinin en muhtemel yarari, mikroorganizmalar
arast sinyal iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda
tutulmasidir. QS molekiilleri ile ilgili arastirmalarin {i¢ temel stratejide toplandigi

gorilmektedir:

QS molekiiliiniin iiretiminin onlenmesi: QS inhibitori varliginda {iretilen S.aureus
biyofilmerinin antibiyotik ve dezenfektanlara daha duyarli olduklar1 bilinmektedir.
OS molekiiliintin yikilmast veya inhibisyonu: QS sinyalinin yayilmasini 6nlemenin en

bilinen yolu yikima ugratilmasidir.

Bazi Bacillus tiirleri iiretmis olduklar1 bir enzim aracilifi ile AHL molekiiliinii
parcalayarak etkisiz hale getirirlerken, bakterilerin iiretmis olduklart AHL sinyal

iletisimini bozarak kontrol altinda tutmaktadir (Manefield vd., 1999).

OS sinyalinin alinmasinin énlenmesi: QS sinyalinin alinmasini 6nlemek amaciyla
reseptore karsi yarisan AHL analoglari denenmektedir. Bu analoglar genellikle AHL
molekiiliiniin yan zincirlerini uzatarak tiiretilmektedir. AHL molekiiliiniin reseptorii
sitoplazmik veya membranin sitoplazmik yiiziinde yerlesik olan LuxR proteini, AIP
sinyalinin reseptorii ise membrana bagl histidin kinazlardir. AI-2 molekiilii ise ya
AHL benzeri sekilde LuxR homologu LuxP ile etkilesir veya Lsr transporter
molekiilii ile hiicre i¢ine girerek etki gosterir (Hentzer ve Givskov 2003; Raffa vd.,

2005).

Sonu¢ olarak bircok mikroorganizma tiirii sosyal bir davranig sergilemektedir.
Uretmis olduklari sinyal molekiilleri aracihigi ile birbirleri ile iletisim kurmakta,
belirli bir ¢ogunluga ulasip ulasmadiklarini izlemekte ve yeter ¢ogunluga ulastiklar
anda da viriilans faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir.
Boylelikle konagin bagisiklik sistemini zamanindan dnce uyarmayarak basarili bir
enfeksiyon siirecini olusturmaktadir. Ote yandan antiquorum sensing molekiilleri
araciligi ile gerceklestirilen iletisimin bozulmasi durumunda ise mikroorganizmalarin

koordineli davranamayacaklar1 ve basarili bir enfeksiyon siireci ortaya
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koyamayacaklar1 agiktir (Saragli, 2006).

2.6. Propolis Ekstraktlar1 Kullamlarak Yapilan Antimikrobiyal Aktivite
Cahismalan

Serra ve Escola (1995) 12 farkli propolis 6rneginden elde ettigi fenolik bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitesini calismis ve bakteriyostatik aktivite ile flavonoidler
arasinda iliski oldugunu, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus’u inhibe etmek
icin en az 60- 80 pg/mL konsantrasyonda propolis ekstraktinin, Escherichia coli’yi
inhibe etmek i¢in ise 600-800 pg/mL propolis gerektigini belirtmislerdir.

Nieva Moreno vd. (1999) Arjantin propolisinin S. aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, E. faecalis’e karsi antibakteriyal etkisi oldugunu, E. coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Acinetobacter sp.,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Stenotrophomonas maltophilia’ya karsi

etkisi olmadigini bildirmislerdir .

Hegazi vd. (2000) Almanya, Avusturya ve Fransa’dan toplanan propolis 6rneklerinin
etanol ekstraktlarinin S. aureus, E. coli ve Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Almanya propolis ekstrakt1 S.aureus 'a kars1 MIK
degeri 0.101 pg/mL ve E. coli’ye MIK degeri 0.364 pg/mL ile en yiiksek
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Avusturya propolis ekstrakti C. albicans’a karsi
MIK degeri 0.175 pg/mL ile en yiiksek aktiviteye sahiptir. Fransa propolis
ekstraktinin tiim patojenlere karsi etkili fakat Almanya ve Avustralya propolis

ekstraktina gore daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Koo vd. (2000) yaptiklart calismada Brezilya’nin Kuzeydogu, Giineydogu ve
Giineyinden toplanan propolis etanol ekstraktlarinin S. mutans ‘a kars1 sirasiyla MIK
degerlerinin 50-100-400 pg/mL, S. sobrinus ve S. cricetus’a karsi sirasiyla MIK
degerlerinin 25-400-50 pg/mL. oldugunu bildirmislerdir.

Gebara vd. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada Brezilya’ya ait propolisin etanol
ekstraktinin MIK degerlerinin C. albicans (10231) igin 12 ug/mL, P. aeruginosa, E.
coli ve S. aureus i¢in 14 pg/mL oldugu bildirilmistir.
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Hegazi ve Abd El Hady (2002) yaptiklar1 ¢alismada Misir’dan (El-Saff ve Ismailia)
toplanan propolis Orneklerinin etanol ekstraktlarmin S. aureus, E. coli ve C.
albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. EI-Saff propolisinin,
Ismailia propolisine gore S. aureus (MiK 0.484 ug/mL) ve C.albicans’a (MiK 0.303
pg/mL) karsi daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Ismailia propolisi ise El-Saff propolisine gore E. coli’ye (MIK 0.479 pg/mL) Kkarsi
daha yiiksek antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Chang Lu vd. (2003) tarafindan Tayvan, Brezilya ve Cin’den toplanan propolisin
etanol ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitesi incelenmistir. Calismadaki propolis
orneklerinin S. aureus ve Listeria monocytogenes’e karsi antibakteriyal etki
gosterirken E. coli ve Salmonella typhimurium’a karsi antibakteriyal -etkisi

olmadigini bildirmislerdir

Kartal vd. (2003) Ulkemiz Kazan (Ankara) ve Marmaris (Mugla) yoresine ait
propolis orneklerinin % 30, % 50, % 70 ve % 96 etanol ile ekstraktlarini
hazirlamiglardir. Propolis ekstraktinin 0.1 mg/mL konsantrasyonunun Kazan
bolgesine ait propolis Orneginin S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis,
Corynebacterium diphtheriae, Branhamella catarrhalis, C. albicans1 Marmaris
bolgesine ait propolis Orneginin ise S. aureus, S. epidermidis, B.subtilis’i inhibe
ettigini bildirmislerdir.

Silici ve Kaftanoglu (2003) Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerine ait illerden
(Bursa, izmir, Kayseri, Sivas, Yozgat, Erzurum, Hatay, Artvin) toplanan propolis
orneklerinin etanol ekstraktlariin S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivitelerini incelemislerdir. Incelenen propolis érneklerinin tiimii S.
aureus’a (MIK < % 0.1 ve % 0.4 arasinda) kars1 6nemli aktivite gosterirken, E.
coli’ye (% 3.5 ve % >14) kars1 gozlenen antibakteriyel aktiviteyi daha zayif olarak

bulmuglardir.

Stepanovic vd. (2003) Sirbistan’a ait 13 propolis 6rneginin 14’ i antibiyotiklere
direngli olan 39 mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir.
Gram pozitif bakterilere kars1 % 0.078 -1.25 konsantrasyonda, mayalara kars1t %
0.16-1.25 konsantrasyonda MiK degerleri rapor edilmistir.
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Ugur ve Arslan (2004) Mugla iline ait aseton ve dimethyl sulfoxide (DMSO) ile
ekstrakte edilmis 45 propolis Orneginin antimikrobiyal aktivitesini ¢aligsmislardir.
DMSO ekstraktlart Brucella melitensis disinda aseton ekstraktlarina gore daha
yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Propolise en duyarli Gram
negatif bakteri Shigella sonnei, Gram pozitif bakteri S.mutans ve maya ise

C.albicans olarak rapor edilmistir.

Boyanova vd. (2005) Bulgaristan’a ait propolis 6rneginin Helicobacter pylori suslari
tizerinde degisik  konsantrasyonlarda  antibakteriyal aktivitesi  oldugunu

bildirmislerdir.

Kilig vd. (2005) Tirkiye’ye ait 3 farkli bolgeden toplanan (Mamak, Kemaliyel,
Kemaliye 2) propolis orneklerinin etanol ekstraktinin 33 metisilin direngli S. aureus
ve 33 vankomisin direngli Enterococcus faecium iizerindeki antimikrobiyal
aktivitesini arastirmislardir. Mamak, Kemaliyel, Kemaliye 2 ekstraktlarinin S.
aureus’ a kars1 sirastyla MIK degerleri 7.8-31-2 ug/mL, 70.3-281.2 pg/mL, 35.1-
140.4 pug/mL; E. faecium a kars1 sirastyla MIK degerleri 7.8-31.2 pg/mL, 35.1-140.4
pg/mL, 35.1-281.2 pg/mL oldugunu bildirmislerdir.

Popova vd. (2005) Tiirkiye’de degisik illerden toplanan propolis Orneklerinin
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC
25922 suslarma karst Yozgat, Izmir ve Kayseri orneklerinin Adana, Erzurum ve
Artvin  orneklerine gore daha yiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

Sonmez vd. (2005) Tirkiye’de yaptiklar bir ¢alismada 6 propolis 6rneginin etanol
ekstraktinin antimikrobiyal ve gli¢lii antifungal etki rapor etmisler ve diseti
fibroblastlarina diisiikk konsantrasyonlarda giivenli sekilde kulanilabilecegini

bildirmislerdir.

Uzel vd. (2005) Bursa, Ankara, Bartin ve Trabzon illerine ait propolisin etanol
ekstraktlarmin 13 mikroorganizma {izerindeki antimikrobiyal aktivitesini
incelemislerdir. En etkili propolis 6rneginin S. sobrinus ve E. faecalis i¢in 2 mg/mL,
Micrococcus luteus, C. albicans ve C. krusei i¢in 4 mg/mL, S. mutans, S. aureus,

S.epidermidis ve Enterobacteraerogenes i¢in 8mg/mL, E. coli ve C. tropicalis igin
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16mg/mL, S. typhimurium ve P. aeruginosa i¢in 32 mg/mL konsantrasyonda

inhibisyon etkisi gosteren Bursa iline ait 6rnek oldugunu bildirmislerdir.

Aksoy ve Digrak (2006) Bing6l yoresinde toplanan propolis 6rneklerini kloroform,
etil asetat, aseton ve etil alkol ile ekstrakte etmislerdir. Bu ¢alismada 500ug propolis
ekstraktinin, P. aeroginosa 9027, S. aureus 6538, B. subtilis IMG 22, Bacillus
megaterium DSM 32, M.luteus LA 2971, Mycobacterium smegmatis RUT, Bacillus
brevis FMC 3, E. aeroginosa ATCC 27859 ve Corynebocterium xerosis ATCC
373’a kars1 antimikrobiyal aktivitelerini test etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada en
yiiksek antimikrobiyal aktivite E. coli bakterisine karsi kloroform ekstraktinda, B.

subtilis ‘e kars1 ise aseton ekstraktinda 33 mm’lik inhibisyon zonlar1 dl¢lilmiistiir.

Duarte vd. (2006) Brezilya’dan topladiklar: 6 adet propolis 6rneginin hekzan, etanol
ve kloroform ekstraktlariyla yaptiklari ¢alismada, propolis Orneklerinin S. mutans
UA159 ve S. sobrinus 6715 tiizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Katircioglu ve Mercan (2006) Tirkiye’ye ait 3 propolis Orneginin etanol
ekstraktlarinin, K. pneumoniae ATCC 27736 ve Morganella morganii (Klinik
izolat)’ye karsi etkili olmadigi fakat Gram (-) bakteriler arasinda E. coli ATCC
35218’nin gelisiminde gii¢lii inhibitdr etki gosterdigini bildirmislerdir.

Scazzocchio vd. (2006) Italya’dan toplanan propolisin etanol ekstraktinin S. aureus
(35)susu icin MiKsg ve MiKgo degerleri 1.25 mg/mL; S. epidermidis susu icin MiKsg
ve MiKgy (63) degerleri sirasiyla 1.25 ve 2.5 mg/mL; Streptococcus spp. susu igin
MiKsy ve MIKgy (123) degerleri ise 0.31 ve 2.5 mg/mL arasinda oldugunu
bildirilmistir.

Gomez vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Brazilya’dan toplanan propolisin etanol
ekstraktinin oral patojen mikroorganizmalar C.albicans, C.tropicalis, S. mutans, S.
aureus, E. faecalis, Actinomyces israelli, Actinobacillus actinomycetemcomitans
lizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Calisma en diisiik MIK degeri
1.75 ug/mL ile A. israelli, en yiiksek MIK degeri ise 28 ug/mL ile S. mutans’a karsi

rapor edilmistir.
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Kilig vd. (2007) Tiirkiye’ ye ait 6 propolis 6rneginin etanol ekstraktinin E. coli, S.
aureus, Acinetobacter Iwoffii, P. aeruginosa ve C. albicans tiirlerine karsi
antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Ekstraktlarin mikroorganizmalara kars1 MIK

degerleri 3.7-281.2 pg/mL arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Mohammadzadeh vd. (2007) iran’dan toplanan propolisin etanol ekstraktinin S.
aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228, B. subtilis ATCC 6633, E. coli
ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 9027, C. albicans ATCC 10231 ve A. niger
ATCC 16404 suslarina karsi orta, ancak S. aureus ve S. epidermidis tizerinde

kuvvetli antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Yaghoubi vd. (2007) iran’ a ait propolisin etanolik ekstraktinin S. aureus PTCC
1189, S. epidermidis PTCC 1114, B. subtilis PTCC 1023, B. cereus PTCC 1015, B.
liqueiniformis PTCC 1331, C. albicans PTCC 5027, Salmonella enteritidis PTCC
1091, E. coli PTCC 1038, Klebsiella pneumoniae PTCC 5027 ve Proteus vulgaris
PTCC 1182 tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi arastirmiglardir. Calisma sonucunda
S. enteritidis, E. coli, P. vulgaris, K. pneumoniae disindaki bakterileri 2mg/mL ile

67mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda inhibe ettikleri rapor edilmistir.

Bastos vd. (2008) tarafindan yapilan calismada Brezilya’dan toplanan 16 propolis
Orneginin etanol ekstraktinin ar1 kolonilerinde Amerikan yavru ¢iiriikliigli etmeni
olan Paenibacillus larvae iizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Bu
calismaya gore propolis Orneklerinin 12.9- 20.5 mm arasinda inhibisyon zonlar1

olusturdugunu ve bu bakteriye karsi etkili oldugunu belirtmislerdir.

Erkmen ve Ozcan, (2008) tarafindan yapilan ¢alismada propolis érneginin S. aureus
ve E. faecalis’e kars1 % 1.0, B. cereus ve B. subtilis e kars1 % 0.02 konsantrasyonda
bakterisit etki gosterdigi rapor edilmistir. Yine ayni1 ¢alismada L. monocytogenes %
0.2 konsantrasyonunda inhibe olurken, E. coli ve S. typhimurium’a Kkarsi

antimikrobiyal etki gozlenmedigi bildirilmistir.

Vardar Unlii vd. (2008) yapmus olduklari calismada Kayseri’ye ait propolis metanol
ekstraktint GS-MS’le kimyasal yapist ve antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmistir.
Klinik agidan énemli gram (+) bakterilere kars1 MiK degerlerinin 0.12 ile 4 mg/mL

aralifinda oldugunu ve patojenik mayalara kars1 ise degerlerinin MIiK 0.25 ve 0.50
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mg/mL oldugunu bildirmislerdir.

Kashi vd. (2011) Iran propolisiyle yaptiklar1 ¢aligmada propolisin etanolik ve su
ekstraklarinin S. mutans ATCC 35668, S. salivarius ATCC 9222, S. aureus ATCC
25923, E. faecalis ATCC 9854 ve Lactobacillus casei ATCC 39392 bakterilerine
kars1 antimikrobiyal etkisi incelenmislerdir. Etanol ekstraktt 20 mm zon c¢apr ile S.
salivarius” a karst su ekstrakti 12 mm zon ¢ap1 ile S. mutans’a kars1 en yiiksek

antibakteriyal etki gosterdigini ve MIK degerinin 500pg/mL oldugunu belirmislerdir.

Kim vd. (2011) Giiney Kore’ye ait propolis drneginin 35 pg/mL konsantrasyonda S.
mutans’, 140 pg/mL  konsantrasyonda ise S. sobrinus’u inhibe ettigini

bildirmislerdir.

Temiz vd. (2011) diger bir ¢alismada Tiirkiye’nin ¢esitli cografik bolgelerinden
toplanan 25 propolis drneginin, gida patojeni olan S. enteritidis ATCC 13076 ve L.
monocytogenes ATCC 1462’e karst antibakteriyal aktiviteleri oldugunu
bildirmislerdir. Propolis etanol ekstraktinin antibakteriyal aktiviteleri, 1:10 ve 1:100
(v/v) oraninda iki farkli seyreltme seklinde denenmistir. Ekstraktlarin tiimi 1:10
seyreltmede bakteri suslarina karsi yiiksek antibakteriyal aktivite gostermis ve
konsantrasyona bagli olarak, gram (+) bakteriler tizerindeki antibakteriyal aktivitesi,

gram-negatif bakterilerden daha yiiksek bulunmustur.

Afrouzan vd. (2012) iran’dan toplanan propolis &rneginin etanol ekstraktinin
C.albicans ve S. aureus ‘a kars1 antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Caligmada
C.albicans’a karst 17 mm’lik inhibisyon zonu, S. aureus’a karsti 12 mm’lik

inhibisyon zonu olusturdugu bildirilmistir.

Arslan vd. (2012) Kayseri’den toplanan propolis ekstraktlarinin (etanol, metanol,
kloroform, hekzan, propilen glikol ve etil asetat) S. mutans UA159 ve S. sobrinus
6715 ilizerine antimikrobiyal aktivitesini ve ratlarda ¢iiriik gelisimine etkisini
arastirmislardir. Sonug olarak etanol, metanol etil asetat ekstraktlarinin MIK 50
pg/mL, propilen glikol, kloroform, hekzan ekstraktlarinin  100pg/mL
konsantrasyonda S. mutans 1 inhibe ettigi, metanol etil asetat, propilen glikol, hekzan
ekstraktlarnmin 50 pg/mL, etanol, kloroform ekstraktlarinin  100pg/mL

konsantrasyonda S. sobrinus’u inhibe ettigi rapor edilmistir. Buna bagli olarak
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propolis ekstraktlarinin dis ¢liriigiiniin 6nlenmesinde kullanilabilecegi bildirmislerdir.

Wojtyczka vd. (2013) Polonya’dan toplanan propolis etanol ekstraktinin 10 farklr S.
epidermidis susuna karst MIK degerlerini 0.78-1.56 mg/mL aras1 konsantrasyonlarda

oldugunu bildirmislerdir.

Dogan vd. (2014) Manisa ve Izmir illerine ait propolis &rneklerinin etanol
ekstraktlariin L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 29213, S. aureus
ATCC 33862, M. luteus NRRL-B 1013, P. fluorescens ATCC 55241, E. faecalis
ATCC 19433 ve M. luteus’a karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Manisa’ya ait propolis ekstraktt Micrococcus luteus hari¢ diger mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve 5.5 ile 14 mm arasinda inhibisyon zon
caplar1 olusturdugunu belirtmislerdir. izmir’ ait propolis esktraktinmn ise 4.5 ile 9.9

arasinda inhibisyon zonlar1 olusturdugunu bildirmislerdir.

Novilla vd. (2014) Endonezya’ya ait propolis ekstraktlarinin (etanol, hekzan ve etil
asetat) metisiline direngli S. aureus’a, E.coli ve B.subtilis’e karsi antibakteriyal
aktivitesini arastirmiglardir. Etanol ve etil asetat ekstraktlarinin 3 bakteriyi de inhibe
ettigini, etanol ekstraktinin S. aureus ve B. subtilis’in sadece gelismesini inhibe
ettigini belirtmislerdir. Hekzan ekstraktinin ise antimikrobiyal etki gdstermedigini,

etanol ve etil asetat icin MiK degerleri 40 mg/mL oldugunu rapor etmislerdir.

2.7. Propolis Ekstraktlar1 Kullanilarak Yapilan Antioksidan Aktivite
Cahismalan

Nieva Moreno vd. (2000) Arjantin’den toplanan propolis 6rneklerinden 20 mg/mL
konsantrasyonda DPPH % indirgenmesininin Banda Oeste i¢in % 67.5; Vero nica
icin % 45; Forres i¢in % 35 ve Saenz Pen i¢in % 20 oldugunu ve dogal antioksidan

olarak kullanilabilineceklerini bildirmislerdir.

Hegazi ve Abd ElI Hady (2002) Misir’mm El-Saff ve Ismailia bolgelerinden
topladiklar1 propolis etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini DPPH ydntemi
kullanarak tespit etmislerdir. Calismada 1, 10 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda El-
Saff propolisi sirasiyla % 13.82, % 25.00, % 88.16, Ismailia propoliside % 4.6, %
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13.15, % 82.23 oraninda giderim sagladig1 rapor edilmistir. Caligma sonucunda El-
Saff propolisinin Ismailia propolisine gore daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip

oldugu bildirilmistir.

Chang Lu vd. (2003) Tayvan, Brezilya, Cin’ den toplanan propolis Orneklerinin
etanol eckstraktinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesini ¢alismis ve ICsg

degerlerinin 17.90- 108.05 pg/mL arasinda oldugunu belirtmislerdir

Kumazawa vd. (2004) Sili, Cin (Hebei, Hubei, Zhejiang), Macaristan, Tayland,
Ukrayna, Uruguay, Ozbekistan, Avustralya, Bulgaristan Yeni Zelanda, Giiney
Afrika, ve Amerika Birlesik Devletleri’ ne ait propolis 6rneklerinin DPPH ve f-
karoten linoleik asit yontemi ile antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Avustralya, Cin, Macaristan ve Yeni Zelanda ornekleri % 60 1n iizerinde DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi gosterirken Cin ve Macaristan Orneklerinin -
karoten linoleik asit yoOnteminde yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini

belirtmislerdir.

Chen vd. (2004) Tayvan’dan toplanan propolis etanol ekstraktlarimin 30 pg/mL
konsantrasyonda DPPH % giderimlerinin TP1g i¢in % 49.0, TP1b i¢in % 33.0, TP2
icin % 41.0, TP3 i¢in % 40.5, TP4 i¢in % 30.0, TP5 i¢in % 13.0, TP6 icin % 43.0 ve
TP7 icin % 43.5 oldugunu bildirmislerdir.

Russo vd. (2004) Sili propolisinin etanol ekstraktlarimin  5-80 pg/mL
konsantrasyonlarinin DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesinin % 10 ile % 95

arasinda indirgenme gosterdigini belirtmislerdir.

Isla vd. (2005) Arjantin’ den toplanan 25 propolis etanol ekstraktinin serbest radikal

giderimlerinin % 14 ile % 45.5 araliginda oldugunu bildirmislerdir.

Choi vd. (2006) Giiney Kore’nin 4 farkli bolgesinden ve Brezilya’dan toplanan
propolis ~ Orneklerinin  etanol  ekstraktlarinin ~ 10-100pg/mL  arasindaki
konsantrasyonlarda DPPH % indirgeme sonuglarimmi bildirmiglerdir. 50 pg/mL
konsantrasyonda % 90 indirgeme ile Kore (YS- CW) propolis orneklerinin yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Alencar vd. (2007) Brezilya propolisinin DPPH % indirgeme aktivitesinin 90 pg/ml

konsantrasyonda etanol ekstrakti i¢in % 57, hekzan ekstrakti i¢in % 78 ve kloroform
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ekstrakt1 i¢in % 55 oldugunu bildirmislerdir.

Ryeon Ahn (2007) Cin’den toplanan propolis etanol ekstraktinin - karoten ve DPPH
yontemleriyle antioksidan aktivitelerini incelemistir. Calisma sonucuna gore propolis
ekstraktlarinin ¢ogunda % 50 ve daha yiiksek antioksidan aktivite oldugu
bildirilmistir.

Sheng vd. (2007) Brezilya’dan toplanan propolis 0rneginin etanol ve petrol eter
ekstraktinin DPPH ve FTC yontemleriyle antioksidan aktvitelerini incelemislerdir.
DPPH sonuglarina gore ayni konsantrasyondaki etanol ekstraktinin petrol eter
ekstraktina gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir. 2
mg/mL konsantrasyonda etanol ekstraktinin % 95.06, petroleum eter ekstraktinin %

91.68 toplam antioksidan kapasitesine (FTC) sahip oldugunu belirtmisler.

Kumar vd.(2008) etanol ve metanol propolis ekstraktinin DPPH ativitesini
incelemislerdir. 10, 50 ve 100 ug/ mL konsantrasyonlarda sirasiyla propolis etanol
ekstraktinin % 51.30, % 57.62 ve % 70.96 oranlarinda giderim sagladigini rapor
etmislerdir. Ayn1 ¢alismada netanol ekstrakti 100 pg/ mL konsantrasyonda % 57.97

oraninda giderim gosterdigini belirtmislerdir.

Moreira vd (2008) yaptiklari ¢alismada Portekiz’in iki farkli bolgesinden (Bornes ve
Fundao) toplanan propolislerin metanol ekstraktlarinin DPPH metodu ile 1Cso
degerlerinin sirasiyla 0.006 ve 0.052 mg/mL oldugunu ve yiiksek aktioksidan
aktiviteye sahip olduklarini bildirmiglerdir

Kalogeropoulos vd. (2009) Yunanistan ve Kibris’tan toplanan propolis 6rneklerinin
etanol ekstraktinin DPPH radikal giderim aktivitelerini incelemislerdir. DPPH
serbest radikal giderim kapasitelerinin 0.45 ile 1.11mmol trolox/g arasinda oldugunu

bildirmislerdir.

Giilgin vd. (2010) Erzurum’dan toplanan propolis dérneginin su ekstraktinin DPPH ve
ferik tiyosiyanat yontemi (FTC) ile antioksidan aktivitesini incelemislerdir. DPPH
yonteminde 1Csp degerinin 31.81 pg/mL, ferrik tiyosiyanat yonteminde ise 10 pg/mL
konsantrasyonda % 93.2 linoleik asit emiilsiyon peroksidasyonu ile yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Miguel vd. (2010) Portekiz’in 3 farkli bolgesinden (Serra do Algarve, Transigao,
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Barrocal) kis ve bahar doneminde toplanan propolis orneklerinin % 70 etanol
ekstraktinin  DPPH yoOntemi ile antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Kis
doneminde toplanan propolis 6rneklerinin ICsp degerlerinin sirasiyla 0.027,0.039 ve
0.009 mg/mL; bahar doneminde toplanan propolis Orneklerinin ICsy degerlerinin

sirasiyla 0.029, 0.040 ve 0.025 mg/mL oldugunu belirtmislerdir.

Bonvehi ve Gutierrez (2011) ispanya’nin Bask bélgesinden toplanan 19 adet propolis
Orneginin etanol ve propilen glikol ekstraktlarinin  DPPH  aktivitelerini
incelemislerdir. Calismada etanol ekstraktlarinda serbest radikal giderimi % 19.1 ile
% 40.5 arasinda; propilen glikol ekstraklari i¢in ise % 16.8 ile % 30.1 arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Piccinelli vd. (2013) Cezayir’den toplanan 14 propolis 6rneginin ICsy degerlerini
32.3- 600 pg/mL arasinda bulmuslardir.

Silva Frozza vd. (2013) Brezilya kirmizi propolisin %70 etanol ekstraktinin ICsg
degerinin 270.13 pg/mL oldugunu belirtmis ve dogal antioksidan ajan olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Novilla vd. (2014) Endonezya’dan toplanan propolis 6rneginin etanol, hekzan ve etil
asetat ekstratlarinin DPPH radikal giderim aktivitesini arastirmiglardir. 7.81 pg/mL
konsantrasyonda DPPH radikal giderim aktivitesi etanol ekstraktinin % 37.170,
hekzan ekstraktinin % 38.310, etil asetat ekstraktinin % 36.807 olarak belirtilmistir.

2.8. Propolis Ekstraktlar1 Kullanilarak Yapilan Antibiyofilm ve Antiquorum
Sensing Aktivite Calismalari

Scazzocchio vd., (2006) propolisin 1.25 mg/mL konsantrasyonda S. aureus ATCC
6538P susunun biyofilm olusumunu % 40 inhibe ettigini bildirmislerdir.

Kouidhi vd., (2010) yapmis olduklari c¢alismada Tunus’a ait propolis etanol
ekstraktinin Streptococcus ve Enterococcus cinslerine ait tiirlerinin dahil oldugu 33
adet patojen bakteriye karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitesini
incelenmislerdir. Caligmada antimikrobiyal etki gézlenen 15 adet mikroorganizmaya

kars1 antibiyofilm aktiviteleri tespit edilmistir. 32 pg/mL konsantrasyonda biyofilm
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gideriminin % 51.86+ 0.20 ile 95.83+ 0.66 arasinda oldugu belirtmislerdir. En
yiiksek antibiyofilm aktivite % 95 orani ile S. anginosus (B570)’a karsi, en diisiik
antibiyofilm aktivite ise % 51.86 ile S. mutans (B509)’a kars1 goriilmiis ve Tunus

propolisinin yiiksek antibiyofilm etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Alvarez vd. (2012) Arjantin’e ait propolis ekstraktinin antiqguorum sensing ve
violacein inhibisyonu aktivitelerini incelemislerdir. Calismada propolis ekstraktinin
1.14 uL/mL konsantrasyonda antiquorum sensing aktivite gosterdigi rapor edilmistir.
Ayrica 1, 2, 3 ve 4 uL/mL konsantrasyonlarda propolis ekstraktinin violacein iiretimi

inhibisyonu sagladig: bildirilmistir.

Wojtyczka vd. (2013) Polonya’dan toplanan propolisin etanol ekstraktinin 0.39-1.56
mg/mL arasindaki konsantrasyonlarda 10 adet klinik kaynakli koagiilaz negatif S.

epidermidis suslarinin biyofilm olusumunu inhibe ettigini bildirmislerdir.

Dogan vd. (2014) Tiirkiye’de Manisa ve Izmir’e ait propolis érneklerinin 0.1, 0.2,
04, 08, 16 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinda antibiyofilm aktivitelerini
incelemislerdir. Manisa ve Izmir propolislerinin L. monocytogenes ATCC 7644’e
kars1 antibiyofilm aktivitesi 1.6 mg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 85 ve % 79

oranlarinda rapor edilmistir.

Capoci vd. (2015) Brezilya’dan toplanan 4 adet propolis etanol ekstraktinin 29
vajinal C. albicans iizerine antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitesini
arastirmiglardir. Calismada propolis ekstraktlarinin 546.87 pug/mL konsantrasyonda
C. albicans suslarinin % 78.8’ini 6ldiirdiigii rapol edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada
propolis etanol ekstraktlarinin biyofilm gideriminin ise ortalama % 63.35 oraninda

tespit edilmistir.

Savka vd. (2015) Amerika’ya ait propolis etanol ekstraktlariin antiquorum sensing
aktivitesi arastirmislardir. Propolis ekstraktlarinin %5 konsantrasyonlarda 7-10-11-
13-14 mm inhibisyon zonlar1 ile antiquorum sensing aktivite gosterdiklerinini ortaya
koymuslardir. Pozitif kontrol olarak kullanilan C12HSL nin ise 17 zon olusturdugunu

bildirmislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Besiyerleri

Nutrient Broth (NB) (Merck)
Et pepton 5 gr
Et ekstrakt 3 gr

8 gr besiyeri lizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricili 1siticida
¢cOziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Tiiplere 7’ser mL aktarilarak otoklavda 121

°C’de 15 dk steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.
Tryptik Soy Broth (TSB) (Merck)

Kazein pepton 17 gr

Soya unu 3 gr

D(+) Glucose Monohydrate 2.5 gr

NaCl 5 gr

KoHPO, 2.5 gr

30 gr besiyeri lizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricili 1siticida
¢Oziiniip kaynayincaya kadar 1sitilir. Otoklavda 121 °cde 15 dk steril edilir. +4 °C’de
muhafaza edilir.

Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck)
Et infiizyon 2 gr

Kazein hidrozilat 17.5 gr

Nisasta 1.5 gr

21 gr besiyeri lizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricili 1siticida
¢Ozliniip kaynayincaya kadar isitilir. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilir. +4

°C’de muhafaza edilir.
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Luria Bertani Broth (LB) (Merck)
Kazein pepton 10 gr

Maya ekstrakt 5 gr

NaCl 10 gr

25 gr besiyeri lizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricilt 1siticida
¢Oziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Tiiplere 7’ser mL aktarilarak otoklavda 121
°c’de 15 dk steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.

Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Merck)
Beyin kalp ekstrakti ve pepton 27.5 g

D(+) glukoz 2 gr

Sodyum klorid 5 gr

Di sodyum hidrojen fosfat 2.5 gr

37 gr besiyeri tizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricilt 1siticida
¢Oziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Tiiplere 7’ser mL aktarilarak otoklavda 121
°C’de 15 dk steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.

Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (Merck)
Et pepton 5 gr

Kazein pepton 5 gr

D(+) glikoz 20 gr

30 gr besiyeri lizerine 1000 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricili 1siticida
¢Oziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Tiiplere 7’ser mL aktarilarak otoklavda 121

°C’de 15 dk steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.
Molten Soft Top Agar (MSTA)

Agar 1.3 gr

Tryptone 2 gr

NaCl (sodium chloride) 1 gr
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Deiyonize su 200 mL

4.3 gr besiyeri lizerine 200 mL distile su ilave edilerek manyetik karistiricil 1siticida
¢cOziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Tiiplere 5’ser mL aktarilarak otoklavda 121

°C’de 15 dk steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

% 0.01’lik Kristal viyolet

0.01 gr kristal viyole iizerine 100 mL distile su ilave edilir ve kristal viyole ¢oziinene
kadar karigtirillir. +4 °C’de gilines 1sinlarindan korumak ig¢in koyu renkli sise

icerisinde muhafaza edilmistir.

% 33’liik glasiyal asetik asit

33 mL glasiyal asetik asit lizerine 67 mL distile su eklenir.
0,5 McFarland standart ¢ozeltisi

% 1°lik 99.5 mL H2SOuile

% 1,18’lik 0.5 mL BaClzkaristirilarak hazirlanir.

3.3. Propolis Orneklerinin Toplanmasi

Propolis 6rnekleri Mugla ili Milas, Bodrum, Fethiye, Marmaris ve Datga ilgelerinden
bahar doneminde toplanmistir. Calismada kullanilan propolis Orneklerine verilen

kodlar ile toplandig: yerler Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Propolis Ornekleri ve Toplandig Yerler

PROPOLIS KODLARI TOPLANDIGI YER
AP1 Marmaris Osmaniye
AP2 Fethiye Yaniklar
AP3 Fethiye Uzunyurt
AP4 Datga
AP5 Marmaris
AP6 Milas
AP7 Bodrum Giimiislik

3.4. Propolis Orneklerinin Ekstraksiyonu

5 gr propolis 50 mL etanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve ¢alkalamali inkiibat6rde
1 giin bekletilmistir. Sonra ekstrakt Whatman 1 No’lu filtre kagidi yardimiyla
stiziilmustir. Elde edilen filtrattaki etanol ¢eker ocakta uzaklastirilmis ve +4 °C’de

koyu renkli ve kapakli cam siselerde saklanmistir.

3.4.1 Kullamlan mikroorganizmalar ve Kiiltiir ortamlar:

Calismanin antimikrobiyal ve antibiyofilm calismalarinda Mugla Sitki Kogman
Universitesi Kiiltiir Kolleksiyonu’'ndan (MUKK) alman Listeria monocytogenes
ATCC 7944, Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028 ve
Candida albicans ATCC 10239 olmak iizere toplam 6 adet mikroorganizma
kullanmilmistir.  Ayrica antiqguorum quenching aktivite tayin deneylerinde
Chromobacterium violaceum CV12472 ve C. violaceum CV026 suslar

kullanilmastir.

L. monocytogenes ATCC 7944 Tryptic Soy Broth’da, S. mutans CNCTC 8/77 Brain
Heart Infusion Broth’da; E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 ve S.
typhimurium ATCC 14028 mikroorganizmalari Nutrient Broth’da, C. albicans
ATCC 10239 Saboraud Dextrose Broth’da; C. violaceum CV12472 ve C. violaceum
CV026 suslar1 ise Luria Bertani Broth’da gelistirilmistir.
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Bakterilerden; L. monocytogenes, S. mutans, S. aureus, ve S. typhimurium 37+0.1°C’
de 24 saat, E.coli ise 30+0.1°C’de 24 saat, C.albicans 30+0.1°C’de 48 saat, C.
violaceum CV12472 ve C. violaceum CV026 ise 30 °C’de 24 saat inkiibe edilerek

gelistirilmistir.

3.5. Antimikrobiyal Aktivitelerin Belirlenmesi

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri kuyu difiizyon ve broth tiip diliisyon

metodlar1 kullanilarak tespit edilmistir.

3.5.1. Kuyu difiizyon yontemi

Kuyu diflizyonda bir gece dnceden kiiltiire edilen bakteri suslar1 0.5 McFarland
standardina gore ayarlanmistir. Steril petrilere 100 pl bakteri koyulup, iizerine 20 mL
Mueller Hinton Broth (MHB) ilave edilip yayilmis ve katilagmalar1 beklenmistir.
Katilasan agar iizerine delgegle (sterile stainless steel borer) 7 mm’lik kuyu

acilmistir. Kuyulara 50 pl propolis ekstrakti eklenmistir.

S. aureus, S. mutans, L. monocytogenes’in inokiile edildigi petriler 371 °C’de 24
saat, S. typhimurium, E. coli ve C. albicans m inokiile edildigi petriler ise 30+1°C’de
24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonunda inhibisyon zonlarmin gaplart mm
olarak olgtlmiistiir (Tagg vd., 1976). Ayrica karsilastirmak amactyla ampisilin,
penisilin, oksasilin, gentamisin, vankomisin ve nistatin gibi antibiyotiklerle ayni

denemeler tekrarlanmistir.

3.5.2 Broth tiip diliisyon yontemi

Elde edilen ekstraktlarin c¢alismada kullanilan test bakterilerine karst minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri broth tiip diliisyon metodu ile tespit
edilmistir (Jones vd., 1985). Test besiyeri olarak Mueller Hinton Broth (MHB)
kullanilmigtir.  Kontrol olarak besiyeri, besiyeritbakteri kullanilmigtir. L.

monocytogenes, S. mutans, S. aureus ‘un inokiile edilmis tiipler 37+0.1°C’de 24 saat;
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E.coli, S. typhimurium ve C.albicans’in inokiile edilmis tiipler 30+0.1°C’de 24-48
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her tiipten nokta ekim yapilarak
bakterini inhibe oldugu minimum inhibisyonu konsantrasyonu degerleri

bulunmustur.

3.6. Antibiyofilm Aktivite Tayini

Ekstraktlar MIK, MiK/2, MiK/4 ve MiK/8 konsantrasyonlarda antibiyofilm aktivite
tayini mikroplaka biyofilm metodu ile tespit edilmistir (Meritt vd., 2005).
Mikroorganizmalar % 5 glikoz i¢eren Brain Hearth Infusion Broth (BHIB)
besiyerinde gelistirilmistir. Calisma 96 kuyulu steril hiicre kiiltlirii mikroplakalar

kullanilarak gergeklestirilmistir

S. aureus, S. mutans, L. monocytogenes 3741 °C’de, S. typhimurium, E. coli ve C.
albicans’in 30£1°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Calisma 3 kontrol grubu
kullanilarak yapilmistir. 1. grupta negatif kontrol grubu olarak sadece besiyeri ortami
kullanilmustir. 2. grup pozitif kontrol olup besiyeri ortamina sadece bakteriler inokiile
edilmistir. 3. grup ise bakteri inokiile edilmis olan besiyeri ortamina ekstraktlarin
eklendigi deney grubudur. Inkiibasyon sonunda mikroplaka kuyucuklar: pipetle
¢ekilerek bosaltilmistir. Daha sonra kuyucuklara % 0.1°lik kristal viyole soliisyonu
eklenmis 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki kristal
viyole pipetle uzaklagtirilmistir. Mikroplakalar oda 1sisinda ters ¢evrilerek
kurutulmustur. Ardindan S. typhimurium, E. coli suslari i¢in tiiplere 200 uL % 33’liik
asetik asit, S. aureus, S. mutans, L.monocytogenes ve C.albicans i¢in tiiplere 200 pL
% 95’lik etanol koyularak her tiipin optikal yogunlugu 550 nm dalga boyunda
Ol¢lilmiigtiir. Her olgim iki paralel yapilmigtir. Ekstraktlarn antibiyofilm etkileri

yiizde indirgeme formiilasyonu ile hesaplanmistir
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3.7. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Propolis ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi DPPH serbest radikal giderim (Burits
ve Bucar, 2000), B Karoten Linoleik asit metodu (Dapkevicius, 1998) ve Ferrik
tiyosiyanat (FTC) metodu (Mitsuda vd., 1996) ile tespit edilmistir.

3.7.1. DPPH radikal giderim aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraktlar serbest radikal giderim tayini 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH)
radikali kullanilarak Burits ve Bucar, (2000)’a gore yapilmistir. % 0.004’ liik DPPH
¢ozeltisi su sekilde hazirlanmistir: 0.004 gr DPPH tizerine 80 mL etanol, 20 mL
distile su ilave edilerek kanstirilmistir.  Propolis  ekstraktlariin  farkli
konsantrasyonlarindan tiiplere 50’ser puL konulmus ve flzerlerine 5 mL DPPH
¢ozeltisinden eklenmistir. Karisimlar karanlik ortamda ve oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmigir. Daha sonra spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Ol¢iilmustiir. Pozitif kontrol askorbik asit, BHT ve a-tokoferol, kontrol
olarak ise 50 pL etanol+5 mL DPPH kullanilmistir. Daha sonra formiilasyonda
yerine konulan degerlerle % indirgeme hesaplanmistir (3.1). Bulunan degerler grafik

tizerine aktarilarak ICso degerleri ortaya c¢ikarilmistir.

% Inhlblsyon = (ODkontro| = OD(‘jmek) / ODkontro| X 100 (3.1)

ODxontrol: Kontroliin absorbans degeri

ODgmek: Farkli konsantrasyonlardaki propolis ekstraktlarinin absorbans degeri

3.7.2. p-karoten linoleik asit metodu

Ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri [-karoten-linoleik asit yontemi

kullanilarak belirlenmistir (Dapkevicius vd., 1998). Linoleik asitin inkiibasyonu

sirasinda olusan peroksit Uriinlerinin PB-karoteni karakteristik sar1 rengine tepkime

vererek gidermesi ve bu renk gideriminin spektroskopik olarak takip edilmesi ile

belirlenmistir. 0.5 mg B-karoten 1 mL kloroform iginde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 200

mg Tween 40 ve 25 pL linoleik asit B-karoten soliisyonunun igerisine ilave edilerek
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karigtirilmistir.  Kloroform evaporatdrde uzaklastirllmistir. 30 dakika boyunca
oksijenle doyurulmus distile sudan 100 mL B-Karoten linoleik asit soliisyonuna ilave
edilerek kuvvetli bir sekilde karistirtlmistir. Daha sonra mikroplakanin kuyucuklarina
40 pL degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis propolis ekstraksiyonlarindan
eklenmis, tlizerinede 160 pL B-Karoten linoleik asit soliisyonundan eklenmistir.
Kontrol olarak etanol kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT, askorbik asit ve a-
tokoferol kullanilmistir. Mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda 0. saat
absorbans Ol¢timleri alinmis ve 50 °C’de inkiibasyona brrakilmistir. [B-Karoten
linoleik asit ¢ozeltisinin rengi kayboluncaya kadar olgiimlere devam edilmistir.

Cikan degerler formiilde yerine konularak % indirgenme hesaplanmistir (3.2).

R=In(a/b) /t (3.2)

R: Bozulma orani

In: Dogal logaritma

a: Sifiricer giindeki absorbans degeri
b: Son saatteki absorbans degeri

t: Son Ol¢lim i¢in gegen siire

3.7.3. FTC metodu

Ekstraktlarin total antioksidan tayini ferrik tiyosiyanat yontemi (FTC) kullanilarak
tayin edilmistir (Mitsuda vd., 1996).

Bu metotta linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve oksidasyon sirasinda Fe*?
iyonlar1 Fe*? iyonlarina yiikseltgenir. Belirli araliklarla inkiibasyondaki karisimdan
ornek alinarak spektrofotometrik Ol¢lim ile peroksitlerin olusumu takip edilir.

Yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder.

10 mg propolis ekstraktt 10 mL metanol ile ¢ozilmistir. 0.04 M pH: 7.0 olan

Sodyum fosfat tamponu ile linoleik asit emiilsiyonu hazirlanmigtir. 5 mL Linoleik
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asit emiilsiyonu i¢in 15.5 pL linoleik asit, 17.5 mg tween 20 ve 5 mL fosfat buffer

karigtirilmastir.

Hazirlanan propolis ekstraktindan 1 mL alinmis tizerine 1.5 mL sodyum fosfat buffer
ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklenmistir. Sonra karisimdan tiiplere 50 pL
ornek soliisyon, 4750 uL % 75’lik etanol, 100 pL FeCl, ve 100 pL. NH4CNS
(amonyum tiyosiyanat) eklenmistir. Negatif kontrol olarak 2.5 mL sodyum fosfat
tamponu ve 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu, pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik
asit kullanilmistir. 500 nm’de spektrofotometrik 6lgtim alinmistir. Karisim 37 °C’de
karanlikta bekletilmistir ve 12 saatte bir ayni islem uygulanmistir. Yapilan

olgtimLerde final absorbansinin sabitlendigi giin 6l¢iimler sonlandirtlmistir

Linoleik asit peroksidasyonunun % inhibisyonu asagidaki formiil ile hesaplanmigtir
(3.3).

3.8. Biyosensor Suslarimin MiK Tespiti

Biyosensor suslara (C. violaceum CV12472, CV026) kars: ekstraktlarin MIK tespiti
broth makrodiliisyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Propolis drneklerinin stok
konsantrasyonu (50 mg/mL) etanol ile ¢oziilerek hazirlanmistir.  Alt
konsantrasyonlarin hazirlanmasinda besiyeri kullanilmistur. Belirli
konsantrasyonlarda ekstrakt ve besiyeri igeren tiiplere 100 pl bakteri eklenmistir.
Tiipler 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplerden nokta ekim
yapilarak test suslarmin iiremesini engelleyen en diisiik ekstrakt konsantrasyonu MIK
degeri olarak degerlendirilmistir. Antiquorum sensing aktivite tayini icin MIK

degerleri altindaki konsantrasyonlarda denemeler yapilmistir.

3.8.1. Antiguorum sensing aktivitesi

Elde edilen ekstraktlarin quorum sensing inhibitor etkisi Chromobacterium

violaceum CV026 susu kullanilarak tespit edilmistir (Koh ve Tham, 2011).

54



Calismada kullanilan ekstrakt konsantrasyonlart MIK ve MIK alt1 degerlerde
secilmigtir. 5 mL 1lik molten soft agar’a 100ul CV026 kiiltiiriinden, 10ul Kanamisin
ve 20ul CgHSL eklenip tiip igerigi iyice vortekslenmistir. Daha 6nceden hazirlanmis
20mL LB agar besiyerine yayma yapilmistir. Agar donduktan sonra agar iizerinde 5
mL c¢apinda kuyucuklar agilmis ve her bir kuyucuga filtreden gecirilerek steril
edilmis 50 pl ekstrakt eklenmistir. Ekstraktlarin ¢oziilmesi i¢in kullanilan solvent
negatif kontrol, CioHSL pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 30°C’de 3 giin
inkiibasyon sonrasi kuyucuklarin etrafinda olusan beyaz zonlar antimikrobiyal
aktivite, krem zonlar ise QS aktivitesi olarak degerlendirilip milimetrik olarak

Olciilmiistiir.

3.8.2. Violacein inhibisyon testi

Calismada kullanilan  propolis  ekstraktlarinin  violacein pigment {iretimi
inhibisyonunu tespit etmek i¢in C.violaceum CV12472 susu kullanilmigtir (McClean
vd., 2004). Violacein inhibisyonu i¢in ¢alismada propolis ekstraktlarinin
C.violaceum CV12472 susuna kars1 tespit edilen MIK ve MIK alt1 konsantrasyonlari
denenmistir. Bu amagcla besiyeri ve propolis ekstraktlarinin denemeye alinacak
konsantrasyonlari mikroplaka kuyucuklarinda hazirlanmis ve 10 pL 1 gecelik aktif
(600nm 0.4 OD) CV12472 susu kuyucuklara eklenmistir. Bu mikroplakalar 30°C’de
16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra mikroplakalar mikroplaka okuyucuda
585 nm dalga boyunda Olciilmiistiir ve ¢ikan degerler formiilde yerine konularak

violacein inhibisyonu yiizdesi hesaplanmistir (3.4).

Violacein inhibisyonu=(ODxontror—OD &mek/ ODxkontrolsss )*100 (3.4
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4. BULGULAR VE IRDELEME

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Sonugclari

4.1.1. Kuyu difiizyon yontemi

Propolis orneklerinin etanol ekstraktlariin test mikroorganizmalarina karst kuyu

difiizyon sonuglar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4. 1. Propolis ekstraktlarinin degisik konsantrasyonlarinin test mikroorganizmalarina

kars1 kuyu difiizyon sonuclar:

Mikroorganizmalar
Konsantrasyon C. S. S. L. E. coli S.
mg/mL albicans aureus mutans monocytogenes ATCC typhimurium
ATCC ATCC CNCTC ATCC 7644 25922 ATCC 14028
10239 25923  8/77

Propolis

Ekstraktlan Zon Caplar1 (mm)
100 12 18 9 12 - 13
50 10 13 8 11 - 12
25 9 11 - 10 - 11
AP1 12.5 8 9 - 9 - 10
10 7 8 - 8 - 8
5 - 7 - 7 - 7
2.5 - - - - - -
100 11 10 - 10 - 9
50 10 9 - 7 - 8
25 9 - - - 7
AP2 12.5 8 - - - - -
10 7 - - - - -
5 - - - - - -
2.5 - - - - - -
100 11 19 12 12 - 12
50 10 17 10 11 - 11
25 8 12 9 10 - 10
AP3 12.5 7 10 8 9 - 9
10 - 9 7 8 - 8
5 - 8 - 7 - 7
2.5 - 7 - - - -
100 11 16 - 15 - 16
50 9 14 - 12 - 14
25 8 12 - 11 - 11
AP4 125 7 11 - 10 - 9
10 - 10 - 9 - 8
5 - 8 - 8 - -
2.5 - - - 7 - -
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Cizelge 4. 2. @™

Mikroorganizmalar
Konsantrasyon C. S. S. L. E. coli S.
mg/mL albicans aureus mutans monocytogenes ATCC typhimurium
ATCC ATCCCNCTC ATCC7644 25922 ATCC

10239 25923 8/77 14028
Propolis Zon Caplar1 (mm)
Ekstraktlar: p
100 13 14 - 14 - 13
50 12 12 - 12 - 12
25 10 11 - 11 - 10
AP5 125 9 8 - 9 - 9
10 8 7 - 8 - 8
5 7 - - 7 - 7
2.5 - - - - - -
100 17 14 18 14 - 17
50 16 13 14 13 - 16
25 14 12 12 12 - 13
AP6 125 13 11 10 11 - 12
10 11 10 9 10 - 11
5 9 9 7 8 - 10
25 8 8 - - - 8
100 14 20 13 15 - 17
50 13 19 10 14 - 14
25 11 17 9 13 - 13
APT 125 10 14 8 10 - 13
10 9 13 7 9 - 12
5 7 12 - 8 - 10
2.5 - 11 - - - 8
Kontrol(etanol) - - - - - -
Penisilin TE 31 15 17 - 24
Gentamisin TE 22 8 12 18 21
Vankomisin TE 17 17 17 - TE
Nistatin 25 TE TE TE TE TE
Oxacillin TE 14 - - - 17
Ampisilin TE 34 20 26 - 27
TE: Test Edilmedi.
- Etkisi yok.

Calismadaki propolis ekstraktlar1 igerisinde en yiiksek antimikrobiyal aktivite AP7
(100 mg/mL) ekstraktinda 20 mm inhibisyon zonu ¢api ile S.aureus’a karsi tespit
edilmistir. Yine ¢aligmada AP3 (100 mg/mL) ve AP7 (50 mg/mL) ekstraktlarinda 19
mm zon ¢api ile S.aureus’a kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite goriilmiistiir. Biitiin
ekstraktlarin bakterilere karst olusturdugu zon ¢aplar1 degerlendirildiginde en yiiksek
antimikrobiyal aktivite AP6 ve AP7 ekstraktlarinda goriilmiistiir. AP2 ekstraktinin C.
albicans’a kars1 11 mm zon capi; AP4 ekstraktinin S. aureus’a ve S. typhimurium’a
karsi 16 mm zon ¢ap1, AP5 ekstraktinin S. aureus’a ve L. monocytogenes’e kars1 14

mm zon c¢api1 ile antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Propolis
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ekstraktlariin Gram (-) bir bakteri olan E. coli’ye karsi antimikrobiyal etki

gostermedigi gozlenmistir.

S. aureus’a kars1 AP1, AP3, AP4, AP7 ekstraktlar1 pozitif kontrol olarak kullanilan
antibiyotiklerden oxacilline gére; AP1, AP3 ve AP7 ckstraktlar1 ise vankomisine
gore daha yiiksek antimikrobiyal etki gdstermistir. S. mutans’a karst AP6 ekstrakti
hem penisilin hem de vankomisine gore; AP1, AP3, AP6 ve AP7 ekstraktlarinin ise
gentamisine daha yiiksek antimikrobiyal etki gOsterdigi gOrilmistir. L.
monocytogenes’e karst AP4, AP5, AP6 ve AP7 ekstraktlariin gentamisin’e gore
daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi gortilmistiir.

4.1.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)

Calismada  kullanilan  propolis  Orneklerinin  etanol  ekstraktlarimin  test

mikroorganizmalarina kars1 MiK sonuglar1 Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4. 3. Propolis ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi1 MiK sonuglar

Mikroorganizmalar

C. albicans S.aureus S.mutans L.monocytogenes E. coli S.
ATCC ATCC CNCTC ATCC 7944 ATCC typhimurium
10239 25923 8/77 25922 CCM 5445
Propolis Lo
ekstraktlar: Inhibisyon konsantrasyonu (mg/mL)
AP1 12.5 125 10 12,5 >100 5
AP2 >100 >100 >50 >50 >100 60
AP3 10 2.5 25 12,5 >100
AP4 7 5 7 10 >100
AP5 >100 5 25 12,5 >100 60
AP6 5 2.5 25 10 >100
AP7 5 5 5 5 >100 5

Calismadaki propolis ekstraktlar1 igerisinde en yiiksek antimikrobiyal aktivite AP6
ekstraktinda 1 mg/mL MIK degeri ile S. typhimurium’a kars1 tespit edilmistir. Yine
calismada AP3 ve AP6 ekstraktlar1 2.5 mg/mL konsantrasyonda S.aureus susunu
inhibe etmislerdir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi AP7 ekstrakti géstermis olup,

bu ekstrakt E.coli disgindaki tim test mikroorganizmalarint 5 mg/mL
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konsantrasyonda inhibe etmistir. C. albicans’a karsi en yiiksek antimikrobiyal
aktivite 5 mg/mL konsantrasyonda AP6 ve AP7 ckstraktlarinda; S.mutans ve L.
monocytogenes’e karsi en yiiksek antimikrobiyal etki 5 mg/mL konsantrasyonda AP7
ekstraktinda goriilmiistiir. Biitiin propolis ekstraktlarmm E.coli’ye kars1 MIK

degerlerinin 100 mg/mL iizerinde oldugu belirlenmistir.

4.2. Antibiyofilm Aktivite

Calisilan propolis ekstraktlarinin test suglarinin  biyofilm olusumunu giderim

yiizdeleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4. 4. Cahsmada kullanilan propolis ekstraktlarimn test suslaria karsi MiK ve MiK alt1

konsantrasyonlarda antibiyofilm etkileri

Mikroorganizmalar

. S.
S. aureus L. E. coli . .
Konsant. C. S. mutans typhimurium
- ATCC monocytogenes ATCC
(mg/mL)  albicans ‘o2 CNCTC8/77 ATCé 796 . osoyy  ATCC
14028
Propolis S
ekstrfktlarl %inhibisyon
MIK  10.99+5.84 47.28+4.19 82.60+6.92 60.63+4.75 3.2942.36 42.99+0.40
AP1 M@K/z - 29.55+3.53 73.11+0.14 48.49+535 - 35.50+0.60
MIK/4 - 11.70+£5.20 71.85£0.23 32.96+4.53 - 28.03+0.26
MIiK/8 - - 62.96+0.15 18.42+1.76 - 5.59+0.88
MIK - 35.37+2.85 46.21+7.84 67.45+1.77 8.88+0.55 60.23+4.57
AP? MiK/Z - 10.39+0.63 36.45+2.73 53.89+1.00 - 40.64+1.02
MIK/4 - 1.76+3.38 21.95+1.02 45.62+0.52 - 26.63+0.21
MIiK/8 - - - 27.62+5.07 - 7.48+1.00
MIK  14.59+1.19 65.24+0.20 73.02+1.39 18.96+3.58 10.28+0.09 38.78+0.10
AP3 MiK/Z 5.16+4.11 53.62+0.78 56.77+1.36 - - 28.01+2.54
MIK/4 - 39.53+4.57 31.04+2.67 - - 10.73+1.30
MIiK/8 - 27.19+4.42 14.03+4.57 - - -
MIK 10.92+1.44 32.76£1.05 61.98+1.52 64.05+2.29 9.34+0.08 58.41+0.07
AP4 MiK/Z 7.79+1.48 23.88+1.11 50.58+0.58 51.45+0.47 - 41.07+£5.22
MIK/4 6.74+2.53 7.37+0.75 32.21+£3.83 38.77+6.41 - 22.88+1.18
MIiK/8 1.56+0.53 - 8.51+3.11 24.21+5.59 - 3.72+1.83
MIK 51.53+3.10 46.58+2.68 61.40+2.10 70.41+£3.11 13.56+1.52 70.58+2.06
AP5 MiK/Z 26.58+1.83 31.29+0.41 40.90+3.69 62.67+5.94 - 44.88+3.22
MIK/4 - 15.40+0.77 35.02+2.99 50.92+4.84 - 19.57+5.42
MIiK/8 - - 10.63+0.17 34.94+0.63 - 1.88+1.88
MIK 28.14+£3.37 26.41+4.46 86.47+5.38 68.43+0.79 14.50+2.47 93.43+1.93
AP6 MiK/Z 13.58+4.30 18.50+0.61 61.98+1.52 36.37+3.04 - 82.73+2.17
MIK/4 7.29+0.07 - 32.40+£1.31 12.66+4.00 - 75.22+0.69
MIiK/8 - - 18.85+1.41 - - 49.07+0.92
MIK 59.88+0.93 54.15+1.94 72.43+0.81 61.12+4.26 12.10+4.55 64.45+3.13
AP7 MiK/Z 41.67+0.43 44.01+0.10 56.00+£3.29 46.10+1.00 - 53.24+3.24
MIK/4 24.97+2.86 26.28+0.54 39.26+1.42 32.98+2.59 - 35.97+1.06
MIiK/8 - 12.30+0.92 21.57+4.00 15.56+3.06 - 26.15+1.62

Calismada elde edilen sonuglara en yiiksek biyofilm giderimi AP6 ekstraktinda %

93.43 oranla S. typhimurim’a kars1 goriilmiistiir. % 86.47 oraninda inhibisyonla AP6

ekstrakti, % 82.60 oraninda inhibisyonla AP1 ekstrakti S.mutans’1 inhibe etmistir. C.

albicans’a kars1 en yiiksek antibiyofilm aktivite % 41.67 biyofilm giderim ile AP7

propolis ekstraktinda goriilmiistiir. S.aureus ‘a karsi en yiiksek antibiyofilm aktiviteyi

% 53.62 oraninda biyofilm giderimi ile AP3 ekstraktinda goriilmistiir. L.

monocytogenes’e karsi en yiiksek antibiyofilm aktivite % 70.41 oraninda biyofilm

giderim ile APS5 propolis ekstraktinda goriilmiistiir.
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E. coli’ye karst propolis ekstraktlarinin ¢ok diisilk oranlarda giderim sagladig
goriilmiistiir. E.coli’ye karsi en yiiksek antibiyofilm aktivite % 14.50 oraninda
biyofilm giderimi ile AP6 ekstraktinda goriilmiistiir.

4.3. Antioksidan Aktivite

4.3.1.DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

Bu metod bir serbest radikal olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin
antioksidan madde tarafindan  yakalanarak mor renginin  ag¢ilmasinin
spektrofotometrede oOlgiilerek tayin edilmesine dayanir. Reaksiyon karigimindaki
absorbans diismesi, yliksek serbest radikal giderme aktivitesini gosterir. Reaksiyon
ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi icin gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu ICsy degeri olarak tanmimlanir ve diisiik 1Csy degeri
yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Radikalin sahip oldugu mor

rengin agilmasi antioksidan aktivitenin varligini belirtmektedir.

Propolis ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim sonuglari ICs degerleri Sekil

4.1.’de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Propolis ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri sonuglari

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis propolis ekstraktlarinin DPPH serbest
radikal giderim aktiviteleri tayin edilmis ve ICsq degerleri hesaplanmistir. Buna gore
en yiiksek 1Cso degeri 3.94 mg/mL ile AP7 ekstraktinda tespit edilmistir. En diisiik
radikal giderim 1Cso 26.33 mg/mL degeri ile AP2 ekstraktinda goriilmiistiir. Diger
propolis ekstraktlarinin 1Csq degerleri 4.44-17.91 mg/mL araliginda tespit edilmistir.
Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan BHT, askorbik asit ve a-tokoferol i¢in

tespit edilen ICsp degerleri ise sirasiyla 0.81, 0.76 ve 2.8 mg/mL’dir.

4.3.2. B-karoten linoleik asit yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan [-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem, f-karotenin renginin agilmasi esasina dayanir.

Yiikselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru orantilidir.
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B-karoten linoleik asit sonuglar1 % indirgeme seklinde Sekil 4.2.’de verilmistir.

100 92,37+4,14
84,440,95° 10 0.03 89 061,06
0 78,910,46 83,22:+2,45
80 75,68+7,17
270 66,46+2,33
£
S 60 [56,19+1,37
S
v 50
o 39,21+3,73
40
30
20
10
0
v > g Np) © N\ S S AN
& ¥ @ & ¢ ¢ @ & LS
{0\ 000
© x
¥ &
B % inhibisyon

Sekil 4. 2. Propolis ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite sonuglari

Propolis ekstraktlarinin toplam antioksidan aktiviteleri [-karoten renk agilim
yontemine gore 2.5 mg/mL konsantrasyonda yapilmistir. Bu yontemde standart
olarak BHT, a-tokoferol ve askorbik asit kullanilmistir.

En yiiksek antioksidan aktivite % 91.10 indirgeme orani ile AP7 ekstraktinda
goriilmistiir. AP7 ekstrakti BHT ve askorbik asitten daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermistir.

B-karoten-linoleik asit yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite sonuglarina gore en
diisiik antioksidan aktivite % 39.21 indirgeme orami ile AP2 ekstraktinda tespit
edilmistir. Diger propolis ekstraktlarinin indirgeme oranlar1 % 56.19- 84.44
araliginda tespit edilmistir. Caligmada pozitif kontrol olarak kullanilan BHT,
askorbik asit ve a-tokoferol igin tespit edilen indirgeme oranlari sirasiyla % 89.06, %
66.46 ve % 92.37°dir. AP3, AP4,AP5, AP6 ve AP7 ekstraktlar1 askorbik asite gore

daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.
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4.3.3. Ferrik tiyosiyanat yontemi (FTC)

Propolis ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonu iizerindeki etkileri FTC metodu
ile belirlenmistir.

Sonuclar BHT, askorbik asit ve a-tokoferol ile karsilastirilmistir. Inkiibasyon
sirasinda olusan peroksitlerin miktari, oksidasyonun ilerleyisi 24 saatte bir Ol¢lim
alarak takip edilmistir. Kontroliin absorbansinin maksimum oldugu yani lipid
peroksidasyonunun en fazla oldugu zamana kadar olan veriler kullanilarak, herbir
ekstraktin konsantrasyonu i¢in ve standart maddeler igin absorbans-zaman grafikleri
cizilmistir. Grafik yardimiyla kontroliin maksimum absorbansi ve her bir 6rnegin
maksimum peroksit oksidasyonu anina karsilik gelen absorbanslari belirlenmistir.
Formiil yardimiyla lipid peroksidasyonunu inhibe etme oranlari tayin edilmistir.
Calismada kullanilan Propolis ektraktlerinin FTC yontemi kullanilarak elde edilen

toplam antioksidan kapasiteleri % inhibisyon degerleri Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4. 3. FTC % inhibisyon sonu¢ grafigi

Calisma sonucuna gore % 51.77 lipid peroksidasyonu inhibisyon ile AP1ekstrakti en
yiikksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. AP4 ekstrakti ise % 34.74 oranla

peroksidasyonu onlemede en zayif ekstrakt olarak belirlenmistir. APS ekstrakti %
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46.68, AP6 ekstrakt1 % 46.45, AP2 ekstrakt1 % 46.3, AP7 ekstrakt1 % 44.14 ve AP3
ekstrakti % 45.68 inhibisyon gostermistir. Caligmada linoleik asit emiilsiyonu ile
yapilan peroksidasyon deneyinde kontrol olarak kullanilan BHT ve askorbik asit

ekstraktlara gore daha yiiksek oranlarda peroksit olusumunu inhibe etmislerdir.

4.4. Biyosensor Suslarmm Propolis Ekstraktlarma Karsi Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlari

C.violaceum CV12472 ve C.violaceum CV026 suslarma kars1t MIK sonuglar1 Cizelge
4.4’te verilmistir. C.violaceum CV026’ nin nokta ekim sonuglart Sekil 4.4.’te,

C.violaceum CV12472’nin nokta ekim sonuclar1 Sekil 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4. 5. Propolis ekstraktlarinin C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 026

susuna karsi MiK konsantrasyonlari

Propolis 6rnegi CV12472 CV026
MIK konsantrasyonu(mg/mL)
AP1 6.25 6.25
AP2 6.25 6.25
AP3 6.25 6.25
AP4 3.12 6.25
AP5 125 125
AP6 3.12 3.12
AP7 3.12 3.12

C. violaceum CV12472 susuna kars1 en diisiik MIK degeri 3.12 mg/mL ile AP4, AP6
ve AP7 ekstraktlarinda tespit edilmistir. C.violaceum CV026 susuna karsi en diisiik
MIK degeri 3.12 mg/mL ile AP7 ekstraktinda tespit edilmistir. En yiiksek MIK
degeri 12.5 mg/mL ile C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum CV026 susuna
kars1 AP5 propolis ekstraktinda goriilmiistiir.
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Sekil 4. 4. C. violaceum CV026 MiK nokta ekim sonuclari
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Sekil 4. 5. C. violaceum CV12472 MiK nokta ekim sonuglar

4.4.1. Antiguorum sensing aktivite

Propolis ekstraktlarinin antiquorum sensing aktivite sonuglar1 Sekil 4.6. ve Cizelge
4.5.’te verilmistir.

Q

meite LY

Q

(IVALS

Sekil 4. 6. Propolis ekstraktlarimin antiquorum sensing aktivite sonuglari
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Cizelge 4. 6. Propolis ekstraktlarimin antiquorum sensing aktivite sonuclari

ekz::;)lftlllzn Konsantrasyon (mg/mL) C. violaceum CV026
Antimikrobiyal zon QS inhibisyon zonu
(mm) (mm)

MiK - -

AP1 MiK/72 - -

MiK/4 - -

MiK - -

AP2 MiK/72 - -

MiK/4 - -

MiK - -

AP3 MiK/72 - -
MiK/4 -

MiK - 9

AP4 MiK/2 - -

MiK/4 - -

MiK - -

AP5 MiK/2 - -

MiK/4 - -

MiK 8 10

AP6 MiK/2 7 -

MiK/4 - -

MiK - 12

AP7 MIiK/2 - 10

MiK/4 - 8

CoHSL - 31

ETANOL - -

-1 Etkisi yok.

AP1, AP2, AP3,APS5 ekstraktlarin antiqguorum sensing aktiviteye sahip olmadigi
tespit edilmistir. AP4 ekstrakti MIK degerinde 9 mm’lik inhibisyon zonu ile
antiquorum sensing aktivite ortaya koymustur.AP6 ekstrakti C.violaceum CV026
susuna karst MIK degerinde 8 mm, MIK/2 degerinde 7 mm antimikrobiyal zon
olusturmustur. AP6 ekstrakti MIK degerinde 10 mm’lik antiquorum sensing aktivite
gbstermistir. AP7 ekstraktt MIK degerinde 12 mm, MIK/2 degerinde 10 ve MIK/4
degerinde 8 mm inhibisyon zon ¢apt ile antiquorum sensing aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan C;o0HSL 31 mm’lik antiqguorum sensing zon c¢api

olusturmustur.
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4.4.2. Violacein inhibisyonu testi

Propolis ekstraktinin violacein tiretiminin inhibisyonu sonuglar1 Sekil 4.7. ve Cizelge

4.6.’da verilmistir.

Sekil 4. 7. Propolis ekstraktlarimin C.violaceum CV 12472 susunun violacein iiretiminin

inhibisyonu sonuglar:

Cizelge 4. 7. Propolis ekstraktlarmn C.violaceum CV 12472 susunun violacein iiretiminin

inhibisyon oranlari

Violacein inhibisyonu (%0)

Konsantr. AP1 AP2 AP3 AP4 APS AP6 AP7
MiK 100 64.8+0.5 100 100 100 100 100
MIK/2 100 39.840.2 100 100 51.8+1.8 100 100
MiK/4 47.1+1.2  29.2+0.5 100 50.443.7 48.9+0.6 100 100

MiK/8 41.2+0.8 23.1£0.3 49.7+1.0 34.6+1.1 373+0.5 45.6+2.8 51.0+0.4

Violacein tiretimi inhibisyonu biitiin propolis etanol ekstraktlarinda tespit edilmistir.
AP1 kodlu propolis ekstraktinin MIK, MIK/2 degerlerinde %100, MiK/4* te % 47.1
ve MIK/8> de % 41.2 oraninda violacein {iretimin inhibisyonu oldugu gériilmiistiir.
AP2 kodlu propolis ekstraktinin MIK % 64.8, MiK/2’ de % 39.8, MIK/4’ te % 29.2
ve MIK/8’de % 23.1; AP3 kodlu propolis ekstraktimn MIK, MIK/2, MIK/4
konsantrasyonlarinda % 100 ve MIK/8’ de % 49.7; AP4 kodlu propolis ekstraktinin
MIK, MiK/2 konsantrasyonlarinda % 100, MiK/4’ te % 50.4 ve MIK/8’ de % 49.7;
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AP5 kodlu propolis ekstraktinin MiK konsantrasyonunda % 100, MIK/2” de % 51.8,
MIK/4> te % 48.9 ve MIK/8> de % 37.3; AP6 kodlu propolis ekstraktinin MIK,
MIK/2, MiK/4 konsantrasyonlarinda % 100 ve MIK/8’ de % 45.6; A7 kodlu propolis
ekstraktinin  MIK, MIK/2 ve MIiK/4 Konsantrasyonlarinda % 100; MIC/8

konstrasyonunda ise % 51 violacein tiretiminin inhibiyonu oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Propolis, bal arilar tarafindan bitkilerden oOzellikle de ¢igek ve tomurcuklardan
toplanan ¢esitli miktarlarda balmumu ve re¢ine karigimi iceren dogal bir triindiir.
Propolisin ¢ok eski yillardan beri geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 ve antimikrobiyal, antioksidan, antitimdr, antienflamatuvar, antiiilser
gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu birgok bilimsel ¢alisma ile gosterilmistir.
Propolis, ¢ok cesitli kimyasal maddeler igermesi, antimikrobiyal ve antioksidan
etkisinden dolay1 kovan i¢inde arilar tarafindan kullanimi1 disinda, ilag, kozmetik,
gida sanayi ile apiterapi merkezlerinde de ¢ok yonlii olarak kullanilan bir maddedir.
Bu caligmada, Mugla iline bagh ilgelerden toplanan propolis etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve antiquorum sensing akviteleri
arastirilmistir.

Calismada  kullanilan  propolis  ekstraktlarinin ~ E.coli  disindaki  test
mikroorganizmalarina kargt 7-20 mm araliginda inhibisyon zonu ile antimikrobiyal
etki gosterdikleri tespit edilmistir. En yliksek antimikrobiyal aktivite S.aureus’a karsi
AP7 ekstraktinda 20 mm’lik inhibisyon zonu ile tespit edilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda Kashi vd. (2011) S.mutans’a kars1 16 mm, S.aureus’a karsi 17 mm
inhibisyon ¢ap1 olusturdugunu tespit etmislerdir. Dogan vd. (2014) yapmis olduklari
calismada L. monocytogenes ve S. aureus’a karst bizim ¢alismamizdan daha diisiik
antimikrobiyal aktivite bildirmislerdir. Calismamizda C.albicans ve S. aureus’a
kars1 tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglar1 ile Afrouzan vd. (2012)’nin
sonuglar1 uyumlulik géstermistir.

Calismadaki propolis ekstraktlarinin kullanilan mikroorganizmalara karst MIK
degerleri 1->100 araliginda tespit edilmistir. En diisiik MIK degeri AP6 ekstraktinda
S. typhimurium’a kars1 tespit edilmistir. MiK sonuglar1 kuyu difiizyon sonuglarimi
dogrular sekilde E.coli i¢in tiim propolis ekstraktlarinda 100 mg/mL {izerinde tespit
edilmistir. Calismamizda C.albicans, S. aureus ve E.coli’ye kars: elde edilen MIK
degerleri Serra ve Escola (1995), Hegazi vd. (2000), Gebara vd. (2002), Hegazi ve
Abd El Hady (2002) ve Scazzocchio vd (2006)’nin bulduklart MiK degerlerinde gére
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daha yiiksek degerlerdedir. Koo vd. (2000) ve Kim vd. (2011) ise S. mutans 'a kars1
daha diisiik MIK degerleri rapor etmislerdir. Calismada elde edilen MIiK degerleri
Uzel vd. (2005) tarafindan bildirilen MiK degerleri ile uyumluluk gostermistir.
Calismada elde edilen sonuglara gére en yiiksek biyofilm giderimi AP6 ekstraktinda
% 93.43 oranla S. typhimurim’a kars1 goriilmiistiir. E. coli’ye karst propolis
ekstraktlarinin ¢ok diisiik oranlarda giderim sagladigi goriilmustiir. E.coli’ye karsi en
yiksek antibiyofilm aktivite % 14.50 oraninda biyofilm giderimi ile AP6
ekstraktinda goriilmiistiir. Literatiir taramasinda propolis ekstraktlar1 kullanilarak
yapilan 5 adet antibiyofilm ¢alismasina rastlanilmistir. Bu ¢alismalardan Sczzocchio
vd. (2006) yaptiklar ¢alismada bizim ¢alismamiza gore daha yliksek oranda S.aureus
biyofilm inhibisyonu tespit etmislerdir. Yine Koudhi vd. (2010), Dogan vd. (2014)
ve Capoci vd. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda daha diisilk konsantrasyonlarda
daha yiiksek biyofilm inhibisyonu oranlari elde ettikleri goriilmektedir.
DPPH ve B-karoten linoleik asit yontemlerinde elde edilen Sonuglarina gore en
yiiksek antioksidan aktivite AP7 ekstraktinda, en diisiik antioksidan aktivite AP2
ekstraktinda tespit edilmistir. FTC yonteminde ise en yliksek antioksidan aktivite
AP1 ekstraktinda en diisiik antioksidan aktivite AP4 ekstraktinda goriilmiistiir. FTC
yonteminde ekstraktlarin peroksidasyon inhibisyonu oranlarmin % 34.74—51.77
araliginda oldugu ve ekstraktlarin birbirine yakin peroksidasyon inhibisyonlari
gosterdikleri tespit edilmistir. Calismada tespit edilen DPPH giderimi sonuglar
Nieva Moreno vd. (2000) ve Chang Lu vd. (2003) tarafindan rapor edilen DPPH
sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Chen vd. (2004), Russo vd. (2004), Choi vd.
(2006), Alencar vd. (2007), Moreira vd. (2008), Miquel vd. (2010), Piccinelli vd.
(2013) ve Silva ve Frozza vd. (2013) ise yaptiklar1 antioksidan aktivite
calismalarinda bizim calisamamiza gore DPPH yonteminde daha diisiik 1Cs
degerleri rapor etmislerdir. Sheng vd. (2007) yapmis olduklari calismada FTC
yontemiyle yaptiklar1 antioksidan aktivite deneylerinde ¢alismamizla uyumlu
sonuglar rapor etmislerdir.
Caligmada antiquorum sensing aktivite tayini amaciyla oncelikle biyomonitor
suslarin propolis ekstraktlarma kars1 MIK degerleri tespit edilmistir. C. violaceum
CV12472 susuna karst en yiiksek antimikrobiyal etki AP4, AP6 ve AP7
ekstraktlarinda tespit edilmistir. C. violaceum CV026 susuna karsi ise en yiiksek
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antimikrobiyal etki AP7 ekstraktinda goriilmiistiir. Caligmada kullanilan propolis
ekstraktlart icerisinde AP4, AP6 ve AP7 ekstraktlarinin antiquorum sensing
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Calismada kullanilan propolis ekstraklarinin
tiimii farkli konsantrasyonlarda violacein iiretimi inhibisyonu gostermistir. En yiiksek
violacein tiretimi inhibisyonu AP7 ekstraktinda tespit edilmistir. Yapilan literatiir
taramasi1 Savka vd. (2015) tarafindan yapilan antiquorum sensing ¢alismasi sonuglari
ile bu tez galismasi sonuglarinin birbirine yakin oldugunu gostermistir.

Propolisin elde edildigi bolgelerdeki bitki oOrtiisii ve mevsim farkliliklart kimyasal
bilesim ve buna bagli biyolojik aktivitelerinde farkliliklar meydana getirmektedir. Bu
da propolisin etkinliginde farkliliklara neden olmaktadir. Bu nedenle ¢alismada elde
edilen sonuglar ile daha 6nce yapilmis propolis ¢alismalari arasindaki farkliliklarda
temel etkenin propolisin toplandigi bolgeden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Ulkemiz, aricilik icin uygun iklim ve bitki ortiisiine sahip olmasina ragmen,
propolisle ilgili tibbi agidan yapilmig ¢aligmalar olduk¢a az sayidadir. Bu nedenle
Mugla yoresinden toplanmis olan propolis 6rnekleri ile yapilmis olan bu calismada
temel ama¢ bu agig1 kapatmaktir. Milas ve Bodrum (Gilimiisliikk)’ten toplanmis
propolis Orneklerinin antimikrobiyal acidan etkili oldugu bu calismada ortaya
cikarilmistir.  Milas bélgesinden toplanan propolis 6rneginin  6zellikle MIK
konsantrasyonlarinda S.mutans ve S.typhimurium biyofilm formasyonunu yiiksek
oranda inhibe ettigi tespit edilmistir. DPPH ve B-karoten linoleik asit metodu
sonuclar1 da Milas ve Bodrum (Giimiisliik) propolis orneklerinin antimikrobiyal
aktivite yanisira yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklarini ortaya ¢ikarmistir.
Antiquorum sensing sonuglarina bakildiginda Bodrum (Gilimiislik) propolis
Orneginin quorum sensing inhibisyonu ag¢isindan etkili oldugu tespit edilmistir.
Calismada kullanilan propolis etanol ekstraktlar1 icerisinde Milas ve Bodrum
(Glimiigliik) ornekleri antioksidan aktivite sonuglarina gore bir¢ok saglik sorunlarina
neden olan serbest radikallerin zararli etkilerinin giderilmesinde, antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktiviteleri nedeniyle de bir¢ok enfeksiyonun tedavisinde altenatif olma

ozelligi gostermistir.
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Ayrica bu iki propolis ekstrakti patojen bakterilerin ¢ogu tarafindan hastalik
olusturmak ve ozellikle biyofilm yapimimi kontrol etmek ic¢in kullanilan quorum
sensing iletisim sistemini Onleyebilme 6zelligine sahip bulunmustur.

Buna bagli olarak bu iki ekstraktin tip alaninda uygulanacak alternatif tedavi

calismalarinda bir potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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