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Koruyucu ajanlar, gida endustrisinde pek ¢ok Urinde gida kalitesini korumak,
artnlerin raf édmrind uzatmak ve gida kaynakli hastaliklari énlemek amaciyla
kullanimi kaginilmaz olan bilesenlerdendir. Ancak; tlketici tercihleri, kimyasal
koruyucu maddelerin toksik ve kanserojen etkileriyle ilgili supheler nedeniyle,
dogal gidalara yonelmektedir. Bu yonelis, gunimuizde dogal koruyucu maddelerle

ilgili caligmalarin hiz kazanmasina yol agmaktadir.

Bu calismada, halk arasinda sifali bitki olarak bilinen ve literatlirde antimikrobiyal
etkisi olduguna dair ¢alismalar yer alan, Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum
bitkisinin énemli bir gida patojeni olan Escherichia coli O157:H7 karsisinda
antibakteriyel etkisi arastiriimistir. Bu amagla ilk olarak bitkinin ekstraktlarinda etki
arastinlmis daha sonra etken maddenin tespiti amaciyla etkili bulunan
ekstraktlarin alt fraksiyonlari ile calisma surdurtlmastir. Ancak alt fraksiyonlara
inildiginde bakteri karsisinda inhibisyon etkisinin azaldigi ve ayni madde ile farkli
zamanlarda yurutllen calismalarda zaman iginde etkinin azaldigi gozlenmistir.
Antibakteriyel etki c¢alismalarinin sonuglari istatiksel analizler uygulanarak

yorumlanmistir.

Atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak yaritilen c¢alismalarda antibakteriyel

etkinin hucre ¢eperinde hasarlanmaya yol actigi gézlenmistir.

Sonug olarak Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitkisinin gigek
kisimlarinin etanol ekstraktinin Escherichia coli O157:H7 Kkarsisinda, hicre
ceperinde hasara yol agarak, en belirgin inhibisyon etkisini sagladigi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli O157:H7, Helichrysum plicatum DC. subsp.
plicatum, atomik kuvvet mikroskobu, antibakteriyel etki

Danisman: Prof. Dr. S. Aykut AYTAC, Hacettepe Universitesi, Mihendislik
Fakultesi, Gida MUhendisligi Bolimu



EFFECT OF Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum ON Escherichia coli
0157:H7

Aysegul Demir
ABSTRACT

Preservative substances are unavoidably used in many products of food industry
for protection of food quality, extension of shelf life and prevention of food borne
diseases. However, consumers tend to consume natural foods because of the
debate about chemical preservatives being toxic and carcinogenic. For this reason

researches on naturally occuring antimicrobials are being increased rapidly.

In this study, effect of Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum, which is known
as an ethnobotanical plant and reported for its antimicrobial effect, on a food
borne pathogen, Escherichia coli O157:H7, was examined. For this purpose, firstly
the effect of the extracts of the Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum has
been examined and then the study has been carried on the fractions of the
effective extract to specify the effective components. But it has been determined at
the results of the study on fractions that the effect against the bacterium had
decreased and that the effect of the same substances had decreased with time.

The results of antibacterial effect studies have been analyzed statistically.

Studies carried on with the atomic force microscopy have showed that the

antibacterial effect had result in damage at the bacterial cell wall.

As a result, it has been concluded that the ethanol extracts of flowering parts of
Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum had shown the most significant
inhibitory effect on Escherichia coli O157:H7 through destroying the bacterial cell

wall.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum,
atomic force microscopy, antibacterial effect
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1. GIRIS

Endustriyel Ulkelerde gida kaynakli hastaliklar halen buyuk bir sorun olarak yer
almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) nde yilda 6,5-33 milyon gida
kaynakli hastalik olustugu ve bu vakalarin yaklasik 9000’ inin élimle sonuglandigi
belirtimektedir. Pek ¢ok gidada, gida kalitesini korumak, raf dGmrind uzatmak ve
guvenligini saglamak igin koruyucu maddelere gereksinim duyulmaktadir. (Dufour
et al., 2003; Angulo et al., 2005).

Kimyasal koruyucu maddeler, kanser olusumunda etkili olduklari ve kalintilarinin
toksik etkisi oldugu goérisu kabul gordugu igin, guvenli kabul edilmeleri yoninde
buylk oranda siUphe tasimaktadir. Bu sebeple tlketiciler tarafindan kimyasal
koruyucu iceren gidalar yerine dogal gidalar tercih edilmektedir. Tuketicilerin bu
egilimi gidalarin korunmasi amaciyla kullanilabilecek dogal koruyucu maddelerin

arastirilmasina hiz kazandirmaktadir (Barbour et al., 2004; Moreira et al, 2005).

Escherichia coli O157:H7, ABD Hastallk Denetimi ve Korunma Merkezleri
(Centers for Disease Control & Prevention-CDC) raporuna goére, nufusun
100,000'de 2.9’ unda ortaya ¢ikmaktadir. Bu bakterinin 6zellikle ¢i§ sigir etlerinde
bulunma riski ¢ok fazladir (Tamplin et al., 2005).

Tibbi bitkiler, cesitli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan degerli bitkisel
artnlerin elde edildigi dodal kaynaklardir (Cnandrasekaran and Venkatesalu,
2004). Yeni bitkisel terapotik ajanlarin etnofarmakolojik arastirmalarla kesfinin
Onemi yogun bir sekilde tartisiimaktadir. Akut, tekrarlayan ve kronik enfeksiyonlar
dunya capinda gerceklesmektedir ve bunlarin tedavisi i¢in son on yilda pek ¢ok
antiviral bilesen kullanima sunulmusgtur. Bu antiviral bilegsenlerin tekrarlayan ve
kronik enfeksiyonlarda etkinliklerinin degismesi ve ¢ok ylksek fiyatlarinin yani sira
badisiklik sistemi zayiflamis bireylerde kullanimi da alternatif ilaglarin

arastiriilmasini énemli kilmistir. (Meyer et al., 1997).

Asteraceae familyasi Uyelerinden Helichrysum cinsine dahil olan tlrler, baslica
antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, sindirim kolaylastirici, safra artirici etkileri icin
halk ilaci olarak kullaniimaktadir. Pek ¢ok tlrinin ¢ay halinde ya da pirince,
sebzelere ve bazi meze turu gidalara baharat olarak eklenerek kullanimlari da

mevcuttur. Bu tlrler triterpenoidler, steroidler, flavonoidler, hidroksi-izopentil



asetofenon ve floroglusinolleri igerir. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum,
flavonoid igeren Helichrysum turleri icinde en zengin alt tlrlerden biridir. Bitki
iceriginin % 4,83’4 Helichrysin A ve B, apigenin, naringenin, isoastragalin ve

isosalopurposit flavonoidlerinden olusur (Erdogrul et al., 2001).

Helichrysum cinsine dahil olan bitki tlrlerinin timUnden ya da bazi kisimlarindan
elde edilen esansiyel yaglar ve ekstraktlar aromaterapi ve parfimeride
kullaniilmaktadir. Bu ekstraktlarin bazilari antibakteriyel etki gostermektedir (Cavalli
et al., 2001).

Helichrysum plicatum bitkisi, mantuvar cicegi mahalli adiyla anilmaktadir. Bitkinin
cicekleri kapitulumlar halinde bulunur. Bitkinin kapitulum kisimlarinin Isparta
yoresinde dekoksiyon halinde seker hastaligi ve bdbrek rahatsizliklarinda
kullanildigi belirtiimektedir (Aslan, 1994).

Bu calismada Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum ekstraktlarinin E. coli
O157:H7 Uzerine antimikrobiyal etkisi incelenmesi hedeflenmistir. Calisma
kapsaminda bitkinin yaprak ve gicek kisimlarinin etil alkol ve su ekstraktlarinin
onemli bir gida patojeni olan E. coli O157:H7 Uzerine etkisi incelenip, incelenen
ekstraktlar iginde en fazla etki gézlenen gicek etanol ekstraktinin ileri fraksiyonlari
ile denemelere devam edilmistir. Olusan etkinin arastiriimasinda; petride toplam
bakteri sayimi yodntemi kullanilmis ve atomik kuvvet mikroskobunda ylzey
incelemeleri yapilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatiksel analizi

SPSS programi kullanilarak yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Escherichia coli O157:H7

E. coli, Enterobacteriaceae familyasina dahil, Gram-negatif, fakultatif anaerobik,
sporsuz, hareketli, cubuk seklinde bir bakteridir. Bakterinin tim sicakkanli
hayvanlarin bagirsak sisteminde normal mikrobiyal floranin bir parcasi olarak
bulunan kommensal suglari, konak icin dnemli fonksiyonlari yerine getirirken ayni
zamanda fekal bulasi belirteci olarak da kullaniimaktadir. E. coli, firsatgi patojen
Ozellik gostermekte ve bu tlre dahil olan bazi suslar siddetli diyare sendromlarina
neden olabilmektedir. Ayrica bazi patojen E. coli suslari enterotoksin
uretebilmektedir (Abedon, 2005; Bell and Kyriakides, 2002).

Patojen E. coli suslari arasinda enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E.
coli (EIEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohemorajik E. coli (EHEC)
bulunmaktadir. Son zamanlarda ortaya ¢ikan en 6nemli gida kaynakh patojen
grubu Enterohemorajik (EHEC) E.coli ayni zamanda shiga toksin ureten E.coli
(STEC) ve verotoksin ureten E.coli (VTEC) olarak da adlandiriimaktadir. EHEC
Shiga toksinler (Stx1 ve Stx2) ve verotoksinler (VT1 ve VT2) adh iki olasi faj-kodlu
sitotoksin meydana getirmektedir. Gevis getiren hayvanlardan baslica sigir, koyun
ve kegiler bu patojenin temel kaynaklarini olusturmaktadir. insanlarda enfeksiyona
yol agan insan ve hayvan kaynakh EHEC suslar genis bir O:H serotip grubuna
dahildir. Ancak, meydan gelen hemorojenik kolit (HK), hemolitik Gremik sendrom
(HUS) vakalar genellikle O157:H7 serotipi ile iliskilendirilmektedir. E. coli O157:H7
1982 vyiinda patlak veren hemorojenik kolit ile bir enteropatojen olarak
tanimlanmigstir. Gida patojeni olarak, nispeten yeni bir tehlike olan, E. coli O157:H7
bir enterohemorajik E. coli susu olup gida endustrisinde énemli bir etkiye sahiptir.
Son yillarda bu mikroorganizma, istenmeyen karakteristik 6zellikleri nedeniyle gida
guvenligine en ciddi tehditlerden biri haline gelmigtir. E. coli O157:H7, 1982
yilindan bu yana kanamali kolit teghisi konulan hastalarda en sik rastlanan patojen
haline gelmistir. Bu organizmadan kaynaklanan gida kaynakli hastaliklari kontrol
etmek ve minimize etmek icin on iglemler, Uretim, satis ve tlketim sirasinda
uygulanan islemlerin degistiriimesi 6nemlidir. Yeni kontrol parametrelerine ragmen,

E. coli O157:H7’ nin yol actigi, gida kaynakh hastalik sayisi pek ¢ok Ulkede artarak



devam etmektedir (William , 1998; Bell and Kyriakides, 2002; Sagdi¢ et al., 2002;

Rijal et al., 2005-basimda; Mora et al., basimda).

1999 yilinda gida kaynakl patojenlerden Salmonella, Listeria, Campylobacter ve
E. coli O157:H7 ve diger E. coll’ lerin yilda 6 milyondan daha fazla hastaliga neden
oldugu ve bunlarin yaklasik 9000 dlimle sonuclandidi belirtiimektedir. Bakteriyel
patojenler, gida kaynakli hastaliklarin yaklasik olarak %60’ina ve gida kaynakli
patojen nedenli dlumlerin tahminen Ugte ikisine yol agmaktadir.Tahmini degerlere
goOre gida kaynakli patojen sorunlarinin %4-5" ine 0157 ve O157 olmayan E.coli
neden olmaktadir. E. coli O157:H7 buylk miktarlarda toksin (Shiga toksinler)
ureterek intestinal tabakaya ciddi zararlar verebilme yetisindedir (Koohmaraie et
al., 2005-basimda).

E. coli O157:H7, ilk kez uygun olmayan sekilde hazirlanmig hamburgerlerin
tuketilmesiyle meydana gelen, ciddi kanli diyare vakasinin nedeni olarak
literatirde yer almistir. Bu patojen, gidalar yoluyla ya da genel yerlerin kullanimiyla
tasinmakta ve 10 adet kadar dusik dizeyde vicuda alinmasi durumunda bile
enfeksiyon olusumuna sebep olabilmektedir. E.coli O157:H7 USDA (United States
Department of Agriculture-USDA) ve FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan denetlenen bir patojendir ve bu nedenle gida Ureten isletmeler
artnlerinin bu patojenle kontamine olup olmadigini test etmek zorunlulugundadir
(Ellingson et al., 2005; Koohmaraie et al., 2005; Rijal et al-basimda, 2005).

1982 yilinda bir patojen olarak tanimlanmasindan bu yana, E. coli O157:H7,
baglica Kanada, Japonya, ingiltere ve ABD’ nde pek ¢ok vakanin nedeni olarak

tanimlanmaktadir (Mora et al., basimda).

ABD’ nde yilda yaklagik 73,000 E. coli O157:H7 ilintili gida kaynakli enfeksiyon
vakas! olusmaktadir ve bunlarin 61’i 6lumle sonuglanmaktadir. E.coli O157:H7’den
kaynaklanan semptomlar diyare, kanl diyare, karin kramplari, disik ates halinde
gozlenebilmekte ya da semptom olusturmayan enfeksiyonlar halinde
g6zlemlenebilmektedir. Enfeksiyonlar genellikle diyare, HK, HUS’ a dénusebilen
gastroenteretit ve trombotik trombositopenik purpura (TTP) seklinde
gerceklesmektedir. Cogu hastalik yetersiz isil islem gérmus ve kontamine olmus

kirmizi et tuketimi ile iliskilendiriimektedir. Enfeksiyonlar iyi pigiriimemis sigir eti



veya ¢ig sut tuketimi sonrasi ya da kanalizasyon suyu karismig sularin igilmesi ya
da bu sularda ylUzulmesi sonrasinda da olusabilmektedir. (Kim et al; 2004;
Ellingson et al., 2005; Li and Logue, 2005; CDC, 2005; Anon., 2005c; Mora et al.,
basimda).

Kuzey Amerika’da rapor edilen gida kaynakli hastaliklarin yaklasik olarak %14’ G
dogrudan minimum islenmis gidalardan kaynaklanmaktadir. E. coli O157:H7,
Salmonella typhimurium and Listeria monocytogenes gibi virulent patojenler bu tip
vakalar ve gida kaynakl hastaliklarla ilintili bulunmaktadir. En sik rastlanan gida
kaynakli patojenlerden biri olan E.coli O157:H7 minimum islenmis gidalardan
Briksel lahanasi, elma suyu, lahana, kereviz, kisnis ve marul ile iliskilendirilmigtir.
Yapilan galigmalar patojenlerin yetigtirilen bitkilere bulagi ve canliigini strdirme
riskinin duslUnllenden daha fazla oldugunu gdstermektedir (Jablasone et al.,
2005).

Pek ¢cok EHEC susunun antimikrobiyal maddelerle inhibe edilebilmesine ragmen
yapilan son arastirma sonuglari EHEC’ in antimikrobiyal direncinin artmakta
oldugunu gostermektedir. Antimikrobiyal maddeler insan ve hayvan ilaglarinda
tedavi amacglh rutin kullanimlarinin yani sira besicilikte gelisimi tesvik etme ve
hastalik dnleme amacl da kullaniimaktadir. Tekrarlanan sub-letal antibakteriyel
doz uygulamasinin yalnizca kazanilmis direngle degil, ayni zamanda
antibiyotiklere karsi azaltilmis duyarlilikla da sonuglandigi gdsterilmistir (Mora et

al., basimda).

Moreira et al., (2005) yaptiklar galismada sarimsak ve karanfilin E.coli O157:H7
lizerine minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) etkisini tespit edemediklerini
belirtmiglerdir. Ancak c¢alismada, ayni bitkilerle daha 6nce c¢alisma yapan
Leuschner and Zamparini (2002) nin Salmonella ve E.coli O157:H7 Uzerine
bakteriyostatik ve bakteriyosidal (0.25 ila 1.0 mL/100mL) etki buldugu
belirtiimektedir. Sonuglarin farkli gikmasinin hasat éncesi parametrelerin (cesitlilik,
iklim kosullari, ekolojik faktorler, vd.) esansiyel yag igerigi tGzerindeki etkisi ile

bagintili olabileceg@i 6ne surtimektedir.



Sekil 2.1. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum genel habitat gorunusu
(Anon., 2005a).

Nasip DEMIRKUS 5434

Sekil 2.2. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum (Anon., 2005b).



2.2. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum

GUnUmuzde yeni ilag formulasyonlarinda, tarim ilaglarinda ve diger ticari Grlinlerde
kullanmak amaciyla bitkiler Uzerine yapilan arastirmalar canlilik kazanmigtir.

(Karaman and Kocabas, 2001).

Helichrysum cinsi, Asteraceae familyasina ait bir cins olup, dunyanin farkh
bdlgelerine dagiimis, yuzlerce turden olugsmaktadir. Helichrysum turlerinin yuksek
derecede polimorfizme sahip oldugu belirtimektedir. Yapilan c¢alismalarda
bazilarinin 6nemli duzeyde farmakolojik 6zellikler gosterdigi ve parfUumeride genis

kullanim alani buldugu belirtiimektedir (Bianchini et al, 2001).

Helichrysum cinsi, dunya Uzerinde yaygin dagiimi ve kimyasal igeriginin zengin
olmasi ile halk arasinda kullanimi yaygin bir bitki toplulugudur. Yerylzunde;
Akdeniz Bolgesi, On Asya, Tropik Afrika, Gliney Afrika, Madagaskar ve Avustralya
(Yeni Zelanda) bolgelerinde, 500’ den fazla Helichrysum tirt bulunmaktadir. Aslan
(1994), yapilan galismalar sonucunda Turkiye’ de yabani olarak yetistigi kesinlik

kazanan Helichrysum tiru sayisinin 18 oldugunu belirtmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Turkiye’'de yabani olarak yetisen Helichrysum turleri (Aslan, 1994)

H. sanguineum (L.) Kostel H. pampilicum* Dawis-
Kupicha
H. stoechas (L.) Moench H. orientale (L.) D.C.
subsp. barrelieri (Ten.) Nyman H. compactum™ Boiss
H. chasmolycicum™ P.H. Davis H. noenaum* Boiss
H. heywoodianum®* P.H. Davis H. chionophilum* Boiss.-Bal
H. pallasii (Sprengel) ledeb H. armenium D.C.
H. graveolens (Bieb) Sweet subsp. armenium
H. arenarium L. (Moench) subsp. araxinum (Kirp.)
Takht.
subsp. rubicundum (C. Koch) Davis-Kupicha H. artvinense* Davis-
Kupicha
subsp. aucheri* (Boiss.) Dawis-Kupicha H. peshmanianum* S.Erik
subsp. erzincanicum* Dawis-Kupicha H. kitianum™* Yildiz
H. plicatum D.C. H.sivasicum* Kit Tan-Yildiz
subsp. plicatum
subsp. polyphyllum (Lebeb) Davis-Kupicha
subsp. pseudoplicatum (Nab) Davis-Kupicha

(*) Endemik Tarler



Helichrysum cinsi Avrupa florasinda; halk ilaci olarak kullanilan, taksonomik
acidan kompleks bir bitki grubu olarak tanimlanmaktadir (Czinner et al., 2000).
Helichrysum cinsine dahil olan tlrlerin morfolojik goérundgleri pek ¢ok
modifikasyondan etkilendigi i¢in bu cinsin taksonomik belirlenmesi ¢ogu zaman

kesin olamamaktadir (Ruberto et al., 2002).

Flavonoidler, kimyasal yapilari ve karakteristik 6zelliklerinde farklilik gosteren bir
polifenolik bilesenler toplulugudur. Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde ve
bitkilerin tohum, c¢icek, kabuk kisimlarinda bulunan dogal bilesenlerdir. Bu
bilesenlerin, antibakteriyel, antiviral, anti-enflamatuvar, antialerjik ve damar
tikanikligina kargi etkilerini kapsayan genis bir aralikta biyolojik aktivite icerdigine
dair bulgular vardir. Ayrica flavonoidler, lipit peroksidasyonunu, kanda pihti
olugsumunu, kapiler gecirgenligini ve ¢atlamalarini, siklo-oksigenaz ve lipoksigenaz
enzim sistemleri aktivitesini inhibe etme 6zelligine sahiptir. Flavonoidlerin bu
etkileri antioksidan, serbest radikal yakalayici ve divalent katyon kelatlastirma

davranislari ile iliskilendiriimektedir (Cook and Samman, 1996; Naidu et al., 2000).

Helichrysum cinsine dahil olan turler, baglica antimikrobiyal, anti-enflamatuvar,
sindirim kolaylastirici ve safra artirici 6zellikleri nedeniyle halk ilaci olarak
kullaniilmaktadirlar. Pek ¢ok turinin gay halinde ya da pirince, sebzelere ve meze
tird gidalara eklenen yemeklik baharatlar olarak kullanimlari da mevcuttur. Bu
turler triterpenoidler, steroidler, flavonoidler, hidroksi-izopentil asetofenon ve
floroglusinolleri icerir. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum, flavonoid iceren
Helichrysum turleri icinde bu anlamda en zengin turlerden biridir. Bitki iceriginin %
4,83’0 Helichrysin A ve B, apigenin, naringenin, isoastragalin ve isosalopurposit

flavonoidlerinden olugur (Erdogrul et al., 2001).

Turkiye’de Helichrysum tlrlerine verilen mabhalli adlar kimi arastirmacilarin
calismalarinda yer almaktadir. Sezik (1977) kudama cigegi, daz cicegi, sevgll;
Baytop (1984) ve Sezik vd. (1991) altin cicegi, altin otu, ar ¢gicedi, glve otu,
hasiseyi layemut, hardemtaze, kovan otu, mantuvar gicedi, sari gicek, yayla ¢gigegi,
yilan gicegi; Tabata et al.,(1986) ve Yesilada et al.,(1993) herdem gizeli, kocaman
cicegi, bozoglan, sarisavran, tag gulu, yilan guli; Tabata et al.,(1993) kaymak
cicegi, sarihik c¢iceQi, peygamber duigmesi, bohga c¢igedi, menekse, ari otu,

mantuvar, ari gicegi, herdemcan, gunendi, giindogdu; Baytop (1963) guven otu;



Yildirnmli (1987) alaycik ciceg@i; Baytop (1994) alay cicedi, altinbasak, leblebi
cicegi, manti cicegi, mantivar, lmez gicek, gunes cicegi, solmaz ¢igek, solmaz
sari gicek, guddeme cicegi (Aslan, 1994).

Akdemir (1985) Avrupa’da Helichrysum tirlerinin; Strumblume, immortelle,
Strombloem (Hollanda); Evdighedablomst (Danimarka); Sun-gold, Everlasting
(ingiltere); Immortelle, Eternelle (Fransa); Solfini, Fignamica, Elicriso (italya);
Neven, Molec, Smill (Cekoslovakya); Slamjanka (Yugoslavya), Koganki (Polonya);

Cmin (Rusya) seklinde isimlendirildigini belirtmistir (Aslan, 1994).

2.2.1. Helichrysum tiirlerinin halk ilaci olarak kullaniimasi

Avrupa’'ya 0zgl, sari gigekli bir ¢ali bitkisi olan Helichrysum italicum G. Don
(Compositae) kurak, kumlu ve taslik alanlarda yetismekte ve Akdeniz yoresinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Bitkinin gicekli bas kismi, anti-enflamatuvar ve anti-
alerjik ozellikleri nedeniyle halk arasinda ilag olarak; ayrica gines yaniklarinin
tedavisi igin de kullaniimaktadir. Fitokimyasal ¢alismalarda Helichrysum italicum
bitkisinden esansiyel yaglar, asetofenoller, floroglukinoller ve flavonoidler

yapisinda pek ¢ok bilesen madde izole edilip tanimlanmistir (Nostro et al., 2001).

Helichrysum cinsine dahil olan, H. litoreum gibi turlerin halk ilaci olarak kullanimi
Yunan-Roma devrinden beri bilinmektedir. GlinUmuzde de, bitkinin glneste
kurutulmus cicek kisimlari bronsital astima karsi tutst olarak ve ezilmis hali dis

taslarina kargi kullaniimaktadir (Ruberto et al., 2002).

Helichrysum turlerinin genellikle kapitulumlari Anadolu’ da halk ilaci olarak yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Helichrysum tirlerinin genellikle inflzyon veya
dekoksiyonu halinde halk ilaci olarak kullanildigi belirtiimektedir. Bobrek taglarini
dusurmek amaciyla 10 gun boyunca yemeklerden once bir bardak igildigi, 10 gun

ara verildikten sonra tekrar ayni sekilde kullanildigi belirtiimistir (Aslan,1994).

Helichrysum plicatum DC. bitkisi, mantuvar gicegi mahalli adiyla anilmaktadir.
Bitkinin kapitulum kisimlarinin Isparta yoresinde dekoksiyon halinde seker

hastaligi ve bobrek rahatsizliklarinda kullanildidi belirtiimektedir (Aslan, 2000).



Karaman and Kocabas (2001), Helichrysum plicatum bitkisinin K. Maras yoresinde
cicek kisminin uriner fonksiyon yetmezliklerinde ve anti-fungal olarak kullanildigi

arastirma dahilinde belirtiimektedir.

Helichrysum plicatum inflzyonu Gumuishane civarinda yara ve yaniklara karsi;
Tokat ve civarinda el ve ayaklardaki ¢atlaklarin iyilestiriimesinde kullaniimaktadir.
Bitkinin dekoksiyon ve infizyonunun Amasya, Osmaniye (Adana), Erdemli
(Mersin), Sutculer (Isparta), Sarievliler (Karaman) ve Domanic (Kutahya) civarinda
bdbrek taslarina karsi, tas dusurtcu, idrar artirici olarak kullanimi tespit edilmigtir.
Elmali (Antalya) civarinda ise dekoksiyonu damla seklinde kulak agrisi igin
kullaniimaktadir (Aslan, 1994).

Cizelge 2.2. Anadolu’da halk ilaci olarak Helichrysum turlerinin kullanimi (Aslan,
1994)

Bolge Kullanihg amaci

Beysehir(Konya) Mide agrisina, bobrek taglarina karsi

Isparta kalp atiglarindaki dizensizlige kargi bobrek taglarina
karsi

Suhut (Afyon) karin agrisina karsi

Katahya bdbrek hastaliklarina karsi ve tas dusurici
sariliga kargi

Bilecik karin ve bobrek agrilarina karsi

Yozgat yara tozu olarak

Tokat ishale karsi

Ardahan kalp atislarindaki duzensizlige karsi

Agri

Guney Afrika'da H. cymosum agri kesici, antimikrobiyal, iltihaplanma ve

enfeksiyon Onleyici olarak kullaniimaktadir (Stafford et al., 2005).

Gram-pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalara karsi, Guiney Afrika geleneksel
tedavi ilaglarinin etkisi Gzerine pek ¢ok yayinlanmis rapor olmasina ragmen yara
tedavisinde, ozellikle bu ilaglarin antibakteriyel kullanimindan bahseden, yalnizca

U¢ yayin bulunabilmistir (Steenkamp et al., 2004).

2.2.2. Helichrysum tiirlerinin antimikrobiyal etkileri

Bitkiler, baharatlar ve bunlardan elde edilen esansiyel yaglar ve ekstraktlarin

antimikrobiyal Ozellikleri Uzerine pek ¢ok ¢alisma yapilmigtir. Bitkilerin bilesimleri
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ve dolayisiyla antimikrobiyal etkilerinin bitki tirine ve bdlgesel sartlara bagli olrak
degistigibilinmektedir. Yapilan arastirmalarda, esansiyel yaglarin kimyasal
kompozisyonu ile antimikrobiyal etki arasinda bir iliski oldugu belirtiimektedir.
Ornegin; kekik tiri baharatlarin antimikrobiyal etkisinin igerigindeki karvakrol ve

timolden kaynaklandigi bilinmektedir (Sagdic and Ozcan , 2003).

Helichrysum tarleri halk arasinda antimikrobiyal ozellikleri ile taninirlar; H.
plicatum, H.arenarium ve H. graveolens ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri
oldugu belirtiimektedir. Ancak bu etkiyi saglayan bilesenlerle ilgili literatlirde ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Thomas-Bareran et al. (1990) yaptiklari galismada H.
decumbens, H. stoechas ve H. italicum tarlerinin kapitulum kisimlarindan elde
ettikleri floroglusinol ve asetofenon turevlerini antibakteriyel (anti-Gram-pozitif)
bilesenleri olarak tanimlamislardir.  Floroglusinol tlrevlerinin  asetofenon
tirevlerinden sekiz kat daha fazla antibakteriyel etki gosterdigini, ancak
asetofenonlarin Gram-negatif bakteriler lzerine de etkili oldugunu belirtmiglerdir
(Thomas-Bareran et al., 1990; Nostro et al.,2001).

Gliney Afrika, Madagaskar, ispanya ve Avustralya’ da vyetisen pek cok
Helichrysum tarinin kimyasal bilesimi yapilan aragtirmalarda incelenmigtir.
Helichrysum turlerinin, asetofenoller, flavonoidler, floroglusinoller gibi ikincil
metabolitleri bakteriler ve funguslar kargsisinda etkili bilesenler olarak dikkati
cekmektedir(Mathekga et al., 2000).

Afrika toplumlarinda , etnik ila¢g kullanimi ¢ok yaygin oldugu icin pek az insan
saglk kuruluglarina basvurmaktadir. Ayrica antibiyotiklerin maliyetleri bu insanlar
icin karsilanamayacak kadar yuksektir. Etnik ilag olarak kullanilan bitki tarlerinin
¢ok genis olmasina ragmen, hentz gogunun antimikrobiyal etkisi kanitlanmamistir.
Steenkamp et al.(2004) yaralarin iyilestiriimesinde (etnomedikal) etnik ilaclar
kullanimlarina bagh olarak dokuz cesit bitki ile calisma yapmistir. Yapilan
calismada Helichrysum foetidum turinin metanol ve su ekstraktlarinin,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli, ve Pseudomonas
aeruginosa bakterileri Uzerine antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Bu bakteriler igin
ilgili bitki ekstraktinin MiK degeri >4 mg/mL olarak rapor edilmistir. Helichrysum
cinsinin gesitli turleri ve bilesenlerinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi literatirde

olmasina ragmen, Helichrysum foetidum igin herhangi bir antibakteriyel etki
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bilgisine rastlanmamaktadir. Steenkamp et al. (2004) tarafindan yapilan galismada
da bitkinin metanol ve su ekstraktlari icin antibakteriyel etki bulunamadigi
belirtiimektedir.

Lall and Meyer (1999) sectikleri sifali Glney Afrika bitkilerinin isoniazid ve rifampin
ilaclarina duyarli (H37Rv) ve dayanikh (CCKO28469V) Mycobacterium
tuberculosis suslarinin inhibisyon etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada petride
gerceklestirilen inhibisyon aktivitesi denemelerinde H. odorratissimum aseton
ekstraktlarinin 0.5 mg/mL konsantrasyonunda; H. melenacme su ekstraktinin 1.0
mg/mL  konsantrasyonunda, aseton ekstraktinin ise 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda M. tuberculosis H37Rv susu Uzerine inhibisyon aktivitesi
gosterdigi belirtiimigtir. Radyometrik yontemle inhibisyon aktivitesi belirlenmesi
denemesi sonucunda; H. odorratissimum ekstraktinin M. tuberculosis H37Rv ve
CCKO28469V suslari uzerine 0.5 mg/mL konsantrasyonunda etki gdsterdigi; H.
melenacme ekstraktinin ise M. tuberculosis H37Rv susu Uzerine 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda, M. tuberculosis CCKO28469V susu Uzerine 0.1 mg/mL
konsantrasyonunda etki gosterdigi belirtiimistir (Lall and Meyer,1999).

Meyer and Afolayan (1995) Helichrysum aureonitens ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesini incelemiglerdir. Bu amagcla kullandiklari diklorometan (CH,ClI,)
ekstraktinin galisilan 5 Gram-pozitif bakteri Uzerine de etki gosterdigi; metanol
(MeOH) ekstraktinin yalnizca , B.pumilus ve Micrococcus kristinae Uzerine
gosterdigi; su (H20) ekstraktinin higbir organizma Uzerine etki goéstermedigi
belirtiimistir. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve elde edilen bulgular
Cizelge 2.3’ de belirtiimektedir.

Nostro et al. (2000) bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal 6zellikleri Gzerine yaptiklari
kargilastirmali bir ¢alismada H. italicum dietil eter ekstraktinin S. aureus
kargisinda caligilan bitki ekstraktlari iginde en iyi antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugunu belirtmiglerdir (Nostro et al.,2000).

Nostro et al. (2001) H. italicum dietil eter ekstraktinin S. aureus suslarinin
gelisimleri Uzerine etkilerini ve virulansligi artirdigi kabul edilen bazi enzimlerin
subminimum konsantrasyon (sub MiK) degerlerini saptamaya ydnelik bir calisma

yapmislardir. Yapilan galismanin sonuglari H. italicum ekstraktinin S. aureus
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Uzerinde hem gelisimini hem de koagulaz, DNAaz, termonukleaz ve lipaz gibi

enzimlerinin aktivitesini azaltarak bir inhibisyon etkisi oldugunu gostermektedir.

Cizelge 2.3. Helichrysum aurenitans koklerinin metanol,diklorometan ve su
ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitesi (Meyer and Afolayan, 1995).

Bakteri turd: Gram (+/-) MiK®
MeOH CHzC|2 HZO

Bacillus cereus + 1.0 0.5° ad®
B. pumilus + 25 1.0 ad
B.subtilis + ad 2.0 ad
Micrococcus kristinae + 0.5 0.5 ad
Staphylococcus aureus + ad 1.5 ad
Enterobacter cloacae - ad ad ad
E. coli - ad ad ad
Klebsiella pneumoniae - ad ad ad
Pseudomonas aeruginosa - ad ad ad
Serratia marcescens - ad ad ad

@ Minimum inhibisyon konsantrasyonu.
® Test edilen en diisiik ekstrakt konsantrasyonu.
¢ Aktif degil.

Lourens et al. (2004), Helichrysum cinsine dahil dort tarin antimikrobiyal
antioksidan ve anti-enflamatuvar ozelliklerini arastirmislardir. Calismada bitki
ekstraktlarinin  Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumomiae, Cryptococcus neoformans ve
Candida albinans turleri Uzerine antimikrobiyal etkisi arastinimigtir. Yapilan
denemeler sonucunda, ekstraktlarin ve esansiyel yaglarin Gram-pozitif bakteriler

Uzerinde etkili oldugu belirtilmistir (Cizelge 2.4).

Antibiyotik ya da dezenfektan gibi bir maddenin bakterisidal etkisinin
belirlenebilmesi icin pek ¢ok yontem kullanilabilir. Antimikrobiyal etkinin
belirlenmesinde kullanilan tekniklerden biri olan disk difizyon y6nteminin
uygulanmasinda; steril kagit disklere belirli miktarda hazirlanan test ¢ozeltisi
emdirilip oda sicakhiginda kurutulmaktadir. Ylizeye yayma yontemi ile ekim
yapiimis petrilerin yluzeyleri 5 dakika kurutulduktan sonra diskler yerlestirilip
inklbasyon asamasina gegcilir. inhibisyon zonu disk kenarindan mikrobiyal
gelisimin  basladigi bolgeye kadar oOlgulerek antimikrobiyal etki belirlenir.
Antimikrobiyal maddenin etkinligi arttikca olusacak zon c¢api da artacaktir.

(Cnandrasekaran and Venkatesalu, 2004; Kovacs et al,. 1998).
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Cizelge 2.4. Segilmis Helichrysum tirlerinin anti-mikrobiyal aktiviteleri (Lourens et
al., 2004)
Tdrler Disk diflizyon gapi(mm)  MiK(ug/mL)
B.cereus  S. Aureus B. Cereus S.aureus

Helichrysum dasyyanthum

Aseton ekstrakti 14 9 312.5 15.63
Metanol ekstrakti 10 <5 312.5 312.5
Esansiyel yaglar 2 <1 4000 ad?

Helichrysum excisum

Aseton ekstrakti 9 8 312.5 3125

Metanol ekstrakti 8 4 62.5 2000

Esansiyel yaglar 15 0 2000 ad
Helichrysum felinum

Aseton ekstrakti 8.5 7 156.25 156.25

Metanol ekstrakti 4 5 500 250

Esansiyel yaglar 1 0 ad ad
Helichrysum petiolare

Aseton ekstrakti 4 2.5 500 3125

Metanol ekstrakti 9 7 3125 625

Esansiyel yaglar 0 <1 ad 8000

& Aktif degil.

Erdogrul et al. (2001), disk difizyon metodu ile, gesitli Helichrysum plicatum DC.
subsp. plicatum ekstraktlarinin 15 fakh bakteri tir ve susu Uzerine antibakteriyel
etkisini arastirmiglardir. Yapilan c¢alismada, bitkinin yaprak, gévde ve gicek
kisimlarinin etil asetat, metanol, kloroform ve aseton ekstraktlari kullaniimistir. 50
ML'lik ekstraktlarla yapilan ¢alisma sonucunda verilen inhibisyon zon ¢api degerleri

Cizelge 2.5 de verilmektedir.

Stafford et al. (2005) yaptiklari galismada cesitli populer Giney Afrika tibbi
bitkilerinin kimyasal kompozisyonlari ve biyolojik aktiviteleri Uzerine depolamanin
etkisini incelemiglerdir. Bu amagla Afrika’ da kullanimlari yaygin olan, farkli
depolama sureleri sonunda, dokuz sifali bitkinin in vitro biyolojik aktiviteleri
incelenmistir. Bu amagla taze, 90 gunlik, 1 yillik ve 5 yillik bitkilerin su, etanol ve
hekzan ekstraktlari dort farkli bakteri susu Uzerine antibakteriyel aktivitesi ve
siklooksigenaz inhibisyon aktivitesi incelenmistir. Calismanin sonuglarinda
antibakteriyel etkinin genel olarak degisim gostermedigi ancak siklooksigenaz
inhibisyon  aktivitesinin  zamanla kayboldugu belirtimektedir. Helichrysum

cymosum turl icin verilen ¢alisma sonuglari Cizelge 2.6’ da verilmektedir.
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Cizelge 2.5. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum ekstraktlarinin
antibakteriyel etkisi (Erdogrul et al., 2001)

inhibisyon zonu (mm)
Helichrysum plicatum DC.subsp. plicatum ekstraktlari

Mikroorganizmalar 1 2 3 4 5 6 7 8

Bacillus brevis FMC 3 - 20 18 - 20 21 22 25
B. megaterium DSM 32 - 16 18 - 21 21 22 21
B. subtilis IMG22 - - - - 21 20 19 -
B. subtilis var. niger ATCC 10 17 20 20 17 18 18 17 18
Corynebacterium xerosis UC9165 - - - - - - - -

E. coliDM - 17 19 - 25 26 29 31
Listeria monocytogenes SCOTTA 19 20 - 18 18 19 18 -

Micrococcus luteus LA 2971 - 15 14 - 20 22 20 24
Mycobacterium smegmatus RUT 13 - - - 20 23 23 27
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - - - 23 24 23 30
Streptococcus thermophilus - 16 17 - 23 27 24 30
Yersinia enterocolitica O:3 P 41797 - 20 20 - 13 19 24 25

1. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum cigeklerinin aseton ekstraktlari,
2. Govde ve yapraklarin aseton ekstrakti,

3. Ciceklerin metanol ekstrakti,

4. Govde ve yapraklarin metanol ekstrakti,

5. Cigeklerin kloroform ekstrakti,

6. Govde ve yapraklarin kloroform ekstrakti,

7. Ciceklerin etil asetat ekstrakti,

8. Govde ve yapraklarin etil asetat ekstrakti.

Cizelge 2.6: Helichrysum cymosum etanol ekstraktinin test edilen dort bakteri
uzerine MIK degerleri (Stafford et al.,2005- degistiriimis)

Bakteri turl MiK degerleri (mg/mL)
Taze 90 gun 1yil Syil
Bacillus subtilis 1.56 0.78 ad? ad
Staphylococcus aureus 1.56 1.56 ad ad
E. coli 1.56 0.78 ad ad
Klebsiella pneumoniae 1.56 1.56 ad ad
2 aktif degil.

Helichrysum turlerinin antimikrobiyal aktiviteleri Gzerine yapilan pek ¢ok galisma
olmasina ragmen, bu antimikrobiyal aktiviteden sorumlu bilesenler yalnizca birkag

calismada tanimlanmigtir (Afolayan and Meyer, 1997).

Dilika et al. (2000) yaptiklari arastirmada H. pedunculatum yapraklar diklorametan
ekstraktinin, antibakteriyel aktivite gudimli, fraksiyonlanmasi sonucunda linoleik

ve oleik asit elde etmislerdir. Test edilen Gram-pozitif bakteri turleri icin calisma
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sonucunda bulunan MiK degerleri 0.01-1.0 mg/mL araliyinda degismektedir. Oleik
asit bes Gram-pozitif bakteri tiriinden tg¢l Uzerinde etkili bulunurken her iki bilesen
de Gram-negatif bakteriler tzerine etkili bulunmamistir. iki yag asiti arasinda
Staphylococcus aureus ve Micrococcus kristinae kargisinda sinerjist bir etki
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada kullanilan bakteriler ve bulgular Cizelge 2.7’ da

belirtilmistir.

Cizelge 2.7: H. pedunculatum’ dan izole edilen oleik ve linoleik asidin
antibakteriyel aktivitesi (MIK mg/mL) (Dilika et al., 2000)

Bakteri Gram+/- Linoleik asit Oleik asit
Bacillus cereus + 0.01 ad®
B. pumilus + 1.0 ad
B. subtilis + 0.01 1.0
Micrococcus kristinae + 1.0 1.0
Staphylococcus aureus + 1.0 1.0
Enterobacter cloacae - ad ad
E. coli - ad ad
Klebsiella pneumoniae - ad ad
Pseudomonas aeruginosa - ad ad
Serratia marcescens - ad ad
@ Aktif degil.

Mathekga et al. (2000) yaptiklari ¢alismada, Guney Afrika Helichrysum turlerinin
tibbi potansiyelinin arastirildigi bir program dahilinde, H. caespititium (DC.) Harv.
tirinan olasi biyolojik aktivitesini incelemiglerdir. Arastirma dahilinde antibakteriyel
etkisi incelenen bilesenler HPLC ile saf halde elde edilip NMR analizi ile
dogrulanmistir. Daha 6nce bu turden elde edilen caespitin (1. bilesen) bileseninin
antimikrobiyal aktivitesi oldugu gosterilmistir. H. caespititium’ un kapitulum
kisimlarinin aseton ekstraktinin antimikrobiyal aktivite gosteren fraksiyonundan
yeni bir floroglusinol turevi, 2-metil-4-[2°, 4’, 6’-trihidroksi-3’-(3_metil-propanil)-
fenillbut-2-enil asetat (2. bilesen), izole edilmistir. 2. bilesenin yapilan
incelemelerde kullanilan 10 bakteriden Gram-pozitif bakteriler Uzerinde 6nemli
derece biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirtimektedir. Ayrica denemede
kullanilan 6 kif tirinin gelisiminin de dusik MIK degerlerinde inhibe oldugu
belirtiimektedir (Cizelge 2.8 ve Cizelge 2.9).
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Cizelge 2.8: Helichrysum caespititium kapitulum kisimlarinin ham aseton
ekstraktinin ve 2. bilesenin antibakteriyal aktivitesi (Mathekga et al., 2000).

Bakteri turd: Gram (+/-) MiK
Ham ekstrakt (mg/mL) 2.bilesen (ug/mL)

Bacillus cereus + 1.0 0.5
B. pumilus + 1.0 0.5
B.subtilis + 1.0 0.5
Micrococcus kristinae + 1.0 0.5
Staphylococcus aureus + 1.0 0.5
Enterobacter cloacae - 1.0 ad?
E. coli - 1.0 ad
Klebsiella pneumoniae - ad ad
Pseudomonas aeruginosa - 1.0 ad
Serratia marcescens - ad ad

2 Aktif degil

Cizelge 2.9: Helichrysum caespititium kapitulum kisimlarinin ham aseton
ekstraktinin ve 2. bilesenin antifungal aktivitesi (Mathekga et al., 2000).

Fungal turler MiK
Ham ekstrakt (mg/mL) 2.bilesen (ug/mL)

Aspergillus flavus 1.0 1.0
A. niger 0.01 1.0
Cladosporium cladosporioides 0.01 5.0
C. cucumerinum 0.01 0.5
C. sphaerospermum 0.01 0.5
Phytophthora capsici 1.0 1.0

Bougatsos et al. (2003) H. kraussi ve H. rugulosum turlerinin esansiyel yaglari ve
ana bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Calismada kullanilan
mikroorganizmalar ve elde edilen MiK degerleri Cizelge 2.10° da verilmektedir.
CGalisma sonucunda her iki tirden elde edilen esansiyel yaglarin da inhibitér etki

gOsterdigi belirtilmigstir.
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Cizelge 2.10: Helichrysum kraussi ve H. rugulosum turlerinin esansiyel yaglari ve
ana bilesenlerinin antimikrobiyal etkisi (MIK mg/mL) (Bougratsos et al., 2003).

Esansiyel yaglar 12 2° 3¢ 4 55 6 7° 8 9
Helichrysum kraussi 040 033 160 342 >640 >6.40 - - -
H. rugulosum 0.38 025 0.87 225 470 5.30 - - -
a-pinene 750 950 6 15 8 2 4 4 2
B-caryophylene >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20
B-caryophylene oxide 0.073 090 0.87 123 243 >640 - - -
Intraconazole - - - - - - 10° 10* 10
5-fluocytocine - - - - - - 10* 10%10°
Amphotericin - - - - - - 10° 1021073
Netilmicin 4x10™ 4x10™ 8.8x10° 8x10° 8x10°10x10° - - -
Amoxicillin with 3x10° 3x10° 3.1x10° 4x10° 5x10°5x10° - - -
clavulanic acid

* Staphlococcus aureus, ® Staphlococcos epidermidis,© Pseudomonas aeruginosa, *
Enterobacter cloaceae, © Klebsiella pneumoniae, YE. coli, & Candida albinas," Candida
tropicalis, ' Candida glabrata.

Sagdi¢ et al. (2002) yaptiklari ¢alismada, Turkiye ‘ye 6zgl yerel bir tir olan
Helichrysum compactum Boiss. bitkisinin metanol ekstraktinin %0,5, 1, 1,5 ve 2
konsantrasyonlarini kullanarak E.coli O157:H7 karsisindaki etkisini bir haftalik bir
sure¢ boyunca incelemiglerdir. Calisma sonucunda bitki ekstraktinin %1,5 ve 2
konsantrasyonlarinin 2 ve 7. glnlerde E. coli O157:H7 kargisinda inhibitor etki
gosterdigi, bunun haricinde bitki ekstraktinin bakteri gelisimini énemli dizeyde

tesvik ettigi belirtiimektedir.

Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitkisine dair antimikrobiyal etki
calismalari literatirde bulunmasina ragmen bu susun E. coli O157:H7 Uzerine

etkisi Uzerine yapilmis bir galismaya rastlanamamisgtir.

Erdogrul et al. (2001) tarafindan yapilan g¢alismada Helichrysum plicatum DC.
subsp. plicatum bitkisinin E. coli Uzerine antibakteriyel etkisi incelenmistir. Calisma
sonuglarinda, bitkinin yaprak ve gbvde kisminin etil asetat ekstraktinin, gicek
kisminin etil asetat ekstraktinin, yaprak ve gévde kisminin kloroform ekstraktinin,
cicek kisminin kloroform ekstraktinin, cicek kisminin metanol ekstraktinin ve
yaprak ve govde kisminin aseton ekstraktinin E. coli karsisinda antibakteriyel
etkisi oldugu ancak yaprak ve govde kisminin metanol ekstraktinin ve gicek

kisminin aseton ekstraktinin bakteri karsisinda etki gostermedigi belirtiimigtir.
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2.2.3. Helichrysum tirlerinin antioksidan etkileri

Flavonoidler, bitkilerde en yaygin rastlanan ve farkl biyolojik ve farmakolojik etkiler
goOsteren fenolik gruplardan biridir. Bazi bitkilerin, fenolik yapilari nedeniyle,
antioksidan Ozellik gosterdikleri ve serbest radikal tepkimelerini durdurduklari
bilinmektedir (Czinner et al., 2000).

Serbest radikaller ve yag peroksidasyonunun pek ¢ok patolojik durumda énemli bir
rol oynadidi bilinmektedir. Sentetik antioksidanlarin serbest radikal hasarinin
Oonlenmesinde kullaniimasi ile bazi toksik etkiler s6z konusu olabilmektedir
(Czinner et al., 2000).

Serbest radikallerin genel olarak doku hasarinin yayillmasina ve patolojik olaylara
neden oldugu goérusu kabul edilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri iceren
lipidler molekuler oksijen ile kolaylikla okside olur ve bu tip oksidasyon serbest
radikal zinciri reaksiyonu ile hiz kazanmaktadir. Oksijen ortamda fazla miktarda
bulundugunda ya da reaktif oksijen tirleri varliginda sUperoksit anyonlar, hidroksil
radikaller ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen turleri olusmaktadir. Bu tip
radikallerin, gida bozulmasina, organizma yaslanmasina ve kanser gelisimine yol
acan lipit peroksidasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Reaktif oksijen tirlerinin
ayrica astim, iltihap, eklem iltihabi, ndérodejenerasyonu, Parkinson hastaligi,
mongolizm ve muhtemelen bunama ile ilintili olduguna dair bilgiler vardir.
Antioksidanlar lipit peroksidasyonunu ve diger serbest radikal iceren islemleri
inhibe ederek insan vicudunun radikal reaksiyonlari ile ilintili pek ¢ok hastaliktan

korunmasini saglamaktadir (Tepe et al., 2005).

Flavonoidler duguk molekul agirhkli maddelerdir ve damarli bitkilerin tGmuinde
bulunur. Temel flavonoid yapisi A, B, C seklinde adlandiriimis G¢ halkadan olusan
15 karbon atomu igerir. Flavonoidler; 4 numarali karbon atomu Uzerinde bir oksoz
grubu bulunmasi, 2. ve 3. karbon atomlari arasinda bir gift bag bulunmasi ya da
karbon halkasinda 3. C atomunda bir hidroksil grubu igermesi kriterlerine goére

kendi icinde alt gruplara ayrilmaktadirlar (Sala et al., 2003).

Flavonoidler, bitkilerdeki fizyolojik rollerinden baska anti-enflamatuvar, antioksidan,
anti-alerjik, anti-hepatit, anti-trombotik, anti-viral ve anti-kanserojenik aktiviteleri ile

de bilinirler. Bu maddelerin dikkat gekici biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri
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farkli memeli bagisiklik sistemleri ile agiklanmaktadir. Bu aktiviteler pek c¢ok
flavonoidin gdsterdigi antioksidan aktivite ile agiklanmaktadir. Bunlarin antioksidan
mekanizmasi reaktif oksijen tdrlerinin olusumunda rol alan enzimlerin (ksantin
oksidaz, protein kinaz C, lipoksigenaz, siklooksigenaz, NADH oksidaz, vb.)
inhibasyonunu ya da serbest radikal olusumunun muhtemel tetikleyicisi iz
elementlerin (serbest demir veya bakir) kelatlagsmasini icermektedir (Sala et al .,
2003).

Asteraceae familyasi Uyelerinden Helichrysum cinsine dahil olan turler, baslica
antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, sindirim kolaylastirici, safra artirici etkileri igin
halk ilaci olarak kullanilirlar. Pek ¢ok tlrinin ¢ay halinde ya da pirince, sebzelere
ve orddvr tabaklarina eklenen yemeklik baharatlar olarak kullanimlari da
mevcuttur. Bu turler triterpenoidler, steroidler, flavonoidler, hidroksi-izopentil
asetofenon ve floroglusinolleri igerir. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum,
en zengin flavonoid igeren Helichrysum turlerinden biridir. Bitki iceriginin % 4,830
Helichrysin A ve B, apigenin, naringenin, isoastragalin ve isosalopurposit

flavonoidlerinden olustugu bildiriimektedir (Erdogrul et al., 2001).

Flavonlar, flavonoller, flavanonlar ve kalkonlar igeren pek ¢ok Helichrysum
tarlerinin flavonoid aglikonlari da igerdigi belirtiimektedir (Wollenweber et al.,
1998). Bitkinin kimyasal bilesenlerinden (flavonoidler, kumarinler, fitalitler, o-piron
tlrevleri, terpenoidler, esansiyel yaglar, ugucu asitler ve yag asitler) en énemlisi
icerigindeki flavonoidlerdir. Ham ilaglarin tedavi edici etkisi muhtemelen dncelikle

bu bilegenlerden kaynaklanmaktadir (Czinner et al., 2000).

2.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu

Biyoloji, tip ve ilgili bilim dallarinin ¢aligmalarinin temel unsurlarindan biri olarak
mikroskop giinimiizde dnemi korumaktadir. ilk basit 15k mikroskobunun, 1668
yilinda Antony van Leewenhoek isimli Hollandali bir arastirmaci tarafindan, icat
edilmesi bilimsel ilerlemede gercek bir atilim olmustur. Basit 1Stk mikroskobunun
kullanimi ¢ok yuUksek nitelikli konveks cam merceklere dayandigindan, isik
iIsinlarinin yaklagik 0.2 um’ ye karsilik gelen kirinim limiti, mikroorganizmalarin
bazi yapilarinin gosterilmesinde yetersiz kalmaktadir. Bu durum arastirmacilarin

mikroskobik incelemelerde yeni arayislar icine girmesine neden olmustur.
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Bu arayiglar sonucunda, 1933 yilinda, elektron demetinin incelenen o6rnegin
icinden gegerek goruntu olusturmasi prensibine dayanan ilk elektron mikroskobu,
Transmisyon Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscope-TEM)
geligtirilerek hdcre yapilarinin goéruntilenmesi saglanmistir. 1942 yilinda ise,
cisimlerin yuzeylerini incelemek amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning
Electron Microscope-SEM)’ nun icadi ile ylzey morfolojisi analizlerinde ikinci bir
atihm gerceklesmistir. Orneklerin incelenmesinde 1sik (foton) ve cam lenslerin
yerini elektronlar ve elektromanyetik lensler almistir. Ancak, yuksek akimli
elektronlarin kisa dalga boyuna sahip olmalarina kargin, yuksek vakuma ihtiyag
duymalari ve dolayisiyla incelenen 0ornege zarar verebilmeleri elektron

mikroskoplarinin kullanimini sinirlandirmigtir (Braga, 2000b).

Binning ve Rohrer tarafindan, 1982 yilinda, ilk taramali sonda mikroskobu olan
Taramali Tunelleme Mikroskobu (Scanning Tunneling Microscope-STM) nun
geligtiriimesinden itibaren scanning-probe mikroskop kullanimi artmistir. (Braga,
2000b).

Optik ve taramali elektron mikroskoplari; 6rnek ve goérintli alinan nokta arasindaki
mesafe, icerigindeki foton ve elektronlarin dalga boyu ile karsilastinidiginda, uzun
oldugu igin “uzak-alan mikroskoplari” olarak siniflandirilirlar. Bu durumda goruntu
sapma bolgesindedir ve ¢ézunurligu dalga boyu ile sinirlandirilir. Taramali sonda
mikroskoplari ise “yakin alan mikroskobu” kavrami bazinda calismaktadir. Bu
kavram dogrultusunda, sonda 0&rnegin hemen yakinina (genellikle birkac
nanometre yakinina) yerlestirildigi icin kullaniimakta olan mikroskoplarda
karsilasilan sapma ilintili ¢6zinlrlik kisittanmasi sorunu asilimaktadir. STM,
atomik kuvvetler (yaklasik 10 Newton) arasinda etkilesimler igerdigi igin
genellikle “atomik kuvvet mikroskobu-AKM (Atomic Force Microscope) olarak
adlandiriimaktadir. AKM, scanning-probe mikroskoplarinin kullanim alanini
genisleten, biyolojik bir 6rnegin ylzey morfolojisinin ylksek ¢ézunulurlikle
incelenmesine olanak taniyan, yeni gelistiriimis bir tekniktir (Kirby et al., 1995;
Robichon et al., 1999; Braga and Ricci, 2000a; 2000b;1998; Santos and
Castanho, 2004).

Taramali sonda mikroskoplarinda, 1-2 ym uzunlugundaki sonda oOrnek yuzeyi

uzerinde hareket ederken, ylzeyde bulunan mikroskobik boyuttaki girinti ve
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cikintilari algilamaktadir. Sondanin, piezzo elektrik kristalleri araciligiyla saglanan,
X, Y, z eksenleri yoninde 6rnek yuzeyine bagli olarak yaptigi hareketler, G¢ boyutlu

goruntunun islendigi bilgisayara sinyal olarak gonderilir (Mercanoglu, 2002).

AKM ile inceleme yapilirken sonda 6rnek yuzeyine yaklastirildigi zaman, ilk olarak,
uzak etkilesim kuvvetleri olan Van der Walls kuvvetleri etkin olmaktadir. Sondanin
daha da yaklastiriimasi ile, sonda ve 6rnek ylzeyindeki atom orbitallerindeki
elektronlarin neden oldugu atomik kuvvetler etkin olmaya baslamaktadir
(Mercanoglu, 2002).

Braga et al. (1998), yaptiklari ¢alismada; AKM ile, diger mikroskop turlerinde
genellikle purlzsuz goérinen, bakteri hicre ¢eperi yluzey o6zelliklerinin purazlalik
yapisinin gercede uygun sekilde yansitildigi belirtimektedir. Bu sekilde MiK
degerinin  altindaki  dozajlarda  antimikrobiyal madde ile etkilesen

mikroorganizmalarin hasarlanma sureglerinin takip edilebilecegi belirtiimektedir.

AKM topografik gorintileri ile ylzey puartzlGlagu goérsel olarak algilanabilecegi
gibi, gorunta alinan yuzeylerin kesit alanlarinin yikseklik ve uzunluk olgimleri

boyut analizleri ile de ifade edilebilmektedir (Braga et al., 1998).
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Sekil.2.3. Isik Mikroskobu, SEM ve AKM sematik gosterimi (Braga and Ricci,

2000b)
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki ornekleri

Calismada kullanilan Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitkisinin
ekstraktlari ve alt fraksiyonlar, “Gazi Universitesi Eczacillk Fakultesi
Farmakognozi Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Erdem Yesilada, Ankara, Turkiye”
den temin edilmistir. Kullanilan bitki materyalleri Helichrysum plicatum DC. subsp.
plicatum Dbitkisinin ¢icek ve vyaprak kisimlarinin, etil alkol ve su ile
ekstraksiyonundan elde edilen: Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Cicek
Etanol (H.C.E.), Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Yaprak Etanol
(H.Y.E.), Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Cigcek Su (H.C.S.),
Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Yaprak Su (H.Y.S.) ekstraktlari; H.C.E.
ekstraktinin n-hekzan, kloroform, etil asetat ve n-bitanol ile ekstraksiyonu sonucu
sirasiyla elde edilen H.C.E. Hekzan (H.C.E.H.), H.C.E. Kloroform (H.C.E.K),
H.C.E. Etil asetat (H.C.E.E.A.), H.C.E. Bitanol (H.C.E.B.) ve H.C.E. Kalan Su
(H.C.E.K.S) alt fraksiyonlaridir. Calismada bitkiden elde edilen ekstraktlar ve
H.C.E. ekstraktindan elde edilen alt fraksiyonlar besiyerinde son konsantrasyonlari
%0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 olacak sekilde kullaniimistir.

Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum

I I

Cicek Yaprak
I I
I | I |
Etil Alkol Su Etil Alkol Su
v v v v
H.C.E. H.C.S. H.Y.E. H.Y.S.

I I I I
n-Hekzan Kloroform Etil Asetat n-Butanol

H.C.E.H. H.Q.EK. H.(;.gE.A H.(}.E.B. H.C.EK.S.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bitki ekstraktlari ve alt fraksiyonlari.
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3.1.2. Bakteri Kiltiiri
E. coli O157:H7 937 kiiltirt, “Prof. M.P. Doyle, Georgia Universitesi, ABD” den

saglanmistir.

3.1.3. Diliisyon sivisi

Calismada Dilisyon sivisi olarak kullanilan Serum Fizyolojik ¢ozeltisinin

hazirlanisi Ek 1 béliminde verilmektedir.

3.1.4. Besiyerleri
Calismada kullanilan Tryptic Soy Broth (TS Broth) ve Agar Agar Merck (Almanya),

firmalarindan  saglanmistir. Bu besiyerlerinin hazirlaniglari Ek 2 bdlimande

verilmistir.

3.1.5. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM) deney diizenegi
Calismada TopoMetrix (ABD) firmasindan saglanan TopoMetrix TMX2000

Explorer ve egrilik yarigapi 1000 A° olan standart piramit sonda ucu (TopoMetrix
1520-00) kullaniimistir.

3.1.6. Santrifiij cihazi

AKM ile goruntl eldesi icin preparat hazirlama asamasinda kullanilan santrifij

cihazi Nuve (NF1215) firmasindan saglanmistir.
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3.2. Metot

Calismanin ilk bolimu; H. plicatum DC. subsp. plicatum bitki ekstraktlarinin ve alt
fraksiyonlarinin  18-24 saatlik E. coli O157:H7 (yaklasik 1x10° kob/mL
konsantrasyonunda) kultird Gzerine etkisinin tlipli yontem ile incelenmesini

icermektedir.

Calismanin ikinci boluma; Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitki
ekstraktlarinin ve alt fraksiyonlarinin seyreltiimis (yaklasik 1x10° kob/mL
konsantrasyonunda) E. coli O157:H7 kultirt Uzerine etkisinin tapli yontem ile

incelenmesini icermektedir.

ilk iki béliminde elde edilen deney verilerinin istatiksel analizi yapilip p<0,05 ve

p<0,01 duzeyinde sonuglarin anlamli olup olmadigdi incelenmigtir.

Calismanin son boélumu ise; 7 gun boyunca bitki ekstraktlarina ve alt
fraksiyonlarina maruz kalan E. coli O157:H7 kultGrinidn, AKM ile goéruntilenerek

incelenmesini kapsamaktadir.

3.2.1. Kiltirin hazirlanisi

Buzdolabinda saklanan E. coli O157:H7 stok kultira steril Triptik Soy (TS) Broth
besiyerine inoklle edilmis ve 37 °C’ de 18-24 saat inklibasyona birakilarak kultur
canlandirilmigtir. Canlandirilan E. coli O157:H7 kulltirinin sayimi, serum fizyolojik
¢Ozeltisinde seri dilisyon metodu ile, TSA besiyerinde ylzeye sirme yontemi ile
yapilmistir. Canlandirilan ve aktif hale getirilen kiiltirden yaklasik 10° ve 10°
kob/mL olacak sekilde bakteri stispansiyonlari hazirlanip bitki ekstraktlarina ve alt

fraksiyonlara uygulanmistir.

3.2.2. Bitki materyallerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan bitki, Yard. Dog. Dr. Mustafa Aslan tarafindan, 25 Temmuz
2002 tarihinde, Erzurum Palandéken Dagrndan toplanip, Cizelge 3.1’de belirtilen
tayin anahtarina gére Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim
Dal’'nda, tayini yapilmistir. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitkisi
gllgede kurutulup, yaprak ve cigek olmak Uzere iki kisma ayrilmigtir. Ayrilan
yaprak ve gicek kisimlari ayri ayri havanda ezilerek toz haline getirilmigtir (Aslan,
2000).
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Cizelge 3.1. Helichrysum plicatum ‘un alt turlerinin belirlenmesi igin kullanilan tayin
anahtari (Aslan,1994).

1. Govde yapraklari 4-7 cm boyunda, ,5-2 cm genigliginde, sarimsi-yesil; bitki
hemen hemen giplak............coooiiiii subsp. polyphyllum
2. Govde yapraklan 1,5-4 cm boyunda 0,2-0,5 cm genisliginde beyazimsi,
grimsi yesil; bitki hemen hemen ciplak veya lanat tomentos; involukrum krem
1= 0 subsp. pseudoplicatum
3. Govde yapraklan 1,5-4 cm boyunda 0,2-0,5 cm genisliginde beyazimsi,
grimsi yesgil; bitki hemen hemen ¢iplak veya lanat tomentos; involukrum parlak
7= o [ PP subsp. plicatum

3.2.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toz haline getirilmis gicek ve yaprak kisimlar ayri ayri %80’lik etil alkol ve su ile
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi 40 °C’ de 30’ ar dakikalik iki basamak
halinde toplam 60 dakikada manyetik karistirici yardimi ile tamamlanmistir. Her
basamak sonrasi sizme islemi uygulanmistir. Toplanan suzintller birlestirilip
alcak basing (0 atm basinci) altinda 40°C sicaklikta rotavaporda
yogunlastinimistir. Bu sekilde H.C.E., H.Y.E., H.C.S., H.Y.S. ekstraktlari elde
edilmigtir. Ekstraktlarin elde edilen miktarlari tartilip, tartilan ekstrakt miktarinin
kurutulmus toplam bitki miktarina oranlanmasi ile elde edilen yuzde verim
degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan ylzde verim degerleri Sekil 3.2.2.1.’de
verilmigtir (Aslan, 2000).

Ekstrakt: % verim:
H.C.E. 19,27
H.C.S. 17,47
H.Y.E. 14,77
H.Y.S. 14,94

Sekil 3.2. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin ylizde verim degerleri.

3.2.2.2. H.GC.E. fraksiyonlarinin hazirlanmasi

Yapilan denemeler sonucunda antimikrobiyal etki gozlenen H.C.E. ekstraktinin
ileri ekstraksiyonuna devam edilmistir. Bu amagla 500 g toz haldeki kurutulmus
cicek %80'lik etil alkol kullanilarak, 40 °C’ de, 24’er saatlik iki basamak halinde
toplam 48 saat ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Ekstraksiyon islemi

manyetik karigtirici yardimi ile yapilmigtir. Her basamak sonrasi stizme iglemi
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uygulanmigtir. Toplanan suzintuler birlestirilip algak basing (0 atm basinci) altinda
40°C sicaklikta rotavaporda yogunlastiriimistir. Elde edilen ekstrakt kurutulup 500
mL distile suda ¢oézdurtulmustir. Hazirlanan ¢ozelti ayirma hunisine konulmustur. 6
kez 500 mL hekzan ile ekstraksiyon islemi sonrasi ayirma hunisi yardimiyla
hekzan faz ayrilip 40 °C’ de rotavapor kullanilarak yogunlastiriimistir. Bu sekilde
H.C.E.H. fraksiyonu elde edilmistir. Kalan sulu faz ayirma hunisine alinarak 5 kez
500 mL kloroform ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi kloroform fazi
ayrilip yogunlastirilarak H.C.E.K. fraksiyonu elde edilmistir. Kalan sulu faz tekrar
ayirma hunisine alinip 10 kez 500 mL etil asetat ile ekstrakte edilmistir. Etil asetat
fazinin ayrilip yogunlastiriimasi sonucunda H.C.E.E.A. fraksiyonu elde edilmigtir.
Sulu faz bu kez de 500 mL n-Butanol ile 5 kez ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Ayrilan n-batanol fazinin yogunlastiriimasi sonucu H.C.E.B. fraksiyonu elde
edilmigtir. Geride kalan sulu faz da H.C.E.K.S. olarak adlandiriimigtir (Aslan,
2000).

Elde edilen fraksiyon miktarlarinin tartim sonuglarinin ekstraksiyon baslangicinda
kullanilan H.C.E. ekstrakti miktarina oranlanmasi ile elde edilen % verim degerleri
Sekil 3.3° de verilmektedir. Hesaplanan yUzde verim degerleri sonucunda

ekstraksiyon iglemi toplam verimi %94,96 olarak belirlenmigtir.

Fraksiyon: % verim:
H.C.E.H. 13,00
H.C.E.K. 5,50
H.C.E.E.A. 25,39
H.C.E.B. 8,51
H.C.E.K.S. 42 51

Sekil.3.3. Calismada kullanilan H.C.E. ileri ekstraktlarinin yuzde verim degerleri.

Toz haldeki bitki ekstraktlarinin ¢ézdurtlmesi amaciyla, ekstrakt miktariyla orantili

olarak etil alkol kullaniimigtir.
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Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum
v
Kurutma
v
Toz haline getirme
v
500 g toz halinde kuru gicek
v

Ekstraksiyon(2x20 L %80’ lik Etanol
l 40 °C’ de 2x24 saat)

Slizme

'

Yogunlastirma ( Rotavaporda 40°C de,
l alcak basing altinda)

H.C.E.

v
500 mL distile su ilavesi

\ 4

Co6zme
v

Ayirma hunisi

v

6x500 mL hekzan

v .

Yogunlagtirma Sulu Faz
(Algak basing altinda,
40 °C de, 5x500 mL kloroform
Rotavaporda) l l
H.C.E.H. H.C.E.K. Sulu Faz

10x500 I%L Etil asetat

| |

H.C.E.E.A. Sulu Faz

5x500 mL n-Butanol
' |

H.C.E.B. H.C.EK.S.

Sekil.3.4. H.C.E. ekstraktinin ileri ekstraktlarinin eldesi.
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3.2.3 Antibakteriyel aktivitenin arastiriimasi

Calismada, H. plicatum DC. subsp. plicatum bitki ekstraktlarinin, E. coli O157:H7
kultaru Uzerindeki etkisinin gortulmesi amaciyla tupli yontem kullaniimistir. Bu
yontem TS Broth igeren tlplere farkli konsantrasyonlarda bitki ekstrakti ilavesinin
ardindan E. coli O157:H7 inokulasyonunu ve periyodik 6rnek alimi ile koloni
olusturabilen birim sayisinin belirlenmesini igermektedir. Bu amagla, %0.5, %1.0,
%1.5, %2.0 ve %2.5 bitki ekstrakti iceren TS Broth tuplerine %1 oraninda E. coli
0157:H7 inokiile edilip 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. inokiilasyon yapilan
gun deneyin 0. glnu olarak kabul edilmigtir. Deneyin 1., 2., 4., 5. ve 7. gUnlerinde

her tiipten 1’ er mL 6rnek alimi yapilmistir (Sagdig et al., 2002).

H.C.E. ekstraktinin alt fraksiyonlari ile yurGtilen ¢alismalarda tiplere eklenecek
fraksiyon miktari ylzde verim degerleri Uzerinden hesaplanmis ve ekstraktlarla

yurutldaga sekilde calismalar devam ettirilmistir.

Alinan o6rneklerin Serum Fizyolojik kullanilarak ardisik dilisyonlari hazirlanip
yayma teknigine uygun olarak TSA iceren petri kutularina ekim yapilmistir.
Calismalar Gglu paraleller halinde yurGtiimustir. 37 °C’ de 24 saat inklibasyon

sonrasinda koloni sayimi yapilmigtir.

Antibakteriyel etkinin arastiriimasi, g¢alisma kapsaminda iki farkli inokulasyon
derisimi kullanilarak gerceklestiriimistir. Yapilan ilk denemelerde 18-24 saatlik
kiiltirden (yaklasik 1x10° kob/mL konsantrasyonunda) dogrudan inokiilasyon
gergeklestirilirken, denemelerin ikinci kisminda 18-24 saatlik kultirin ardigik
diliisyonlari hazirlanip yaklasik 1x10° kob/mL konsantrasyonlu diliisyondan

inokulasyon yapilmigtir.

Calismada, toz haldeki ekstraktlarin ¢ézdurilmesi amaciyla eklenen etil alkolden
kaynaklanabilecek etkinin belirlenebilmesi igin; “kontrol (K)” ve “alkol kontrol (AK)”
adi altinda iki farkli kontrol grubu kullaniimistir. Kontrol grubu, TS Broth ve E. coli
O157:H7 kdltura icerirken, alkol kontrol grubu bunlara ilaveten en fazla miktarda

ekstraktl cozmede kullanilan miktarda etil alkol de icermistir.

Yapilan calismada H.C.E.H. VE H.C.E.K. denemelerinde faz olusumunun
engellenmesi amaciyla % 0,5 oraninda Tween 80 kullaniimistir. Bu denemelerde

kullanilan alkol kontrol grubuna da ayni miktarda Tween 80 eklenmigtir.
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3.2.4. AKM ile goriintu eldesi igin 6rnek hazirlama

AKM ile goruntu eldesi igin preparati hazirlanacak olan 6rnegin 500 L’ si 3 dakika
boyunca 5000 rpm’ de santrifljlenmigtir. Coken kisim 500 pL deiyonize su ile
yeniden ¢oézdurtulmastir. Santrifijleme isleme bu sekilde 5 kez daha tekrarlanarak
besiyeri kismi ortamdan uzaklastiriimistir. Preparat, en son elde edilen 500 uL’lik
deiyonize su ig¢indeki arindirilmig kualtir suspansiyonu kullanilarak hazirlanmigtir
(Peng et al., 2004).

Preparatlarin hazirlanmasi agsamasinda; lamlar (AKM cihazinda kullanilabilecek
boyutlarda), organik ¢o6zlcu kullanilarak ultrasonik temizleme cihazinda
temizlenmistir. Ornekler, ylizeyleri temizlenmis lamlar (izerine aktariimis ve lamlar

egik konumda havada kurumaya birakiimistir.

AKM ile inceleme sirasinda 100x100 pm2 alanda analizler baslatiimis ve alan
kGgultilmesi ile detayli gorinti alimina gidilmistir. Bu sirada sonda ucunun
preparatlara uyguladigi kuvvet 1-3 nN ve goruntd ¢dzunurligu 400x400 piksel
olup, elde edilen veriler bilgisayar yazilimi sayesinde goruntiye cevrilmigtir.
Ancak, incelenen alanin kagultilmesi sirasinda gorunti kaybi olmasi nedeniyle
her dlglimde ayni oranda yaklasma saglanamamis, gorintiiler 5x5 pm? ile 30x30

um? karasindaki alanlarda kaydedilmistir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesinde; antibakteriyel etki
arastirma denemelerinde kullanilan veriler “SPSS 12.0 For Windows” paket

programi kullanilarak incelenmigtir.

Bagimsiz deneme gruplarinin ortalamalarinin birbirinden farkliligini tespit etmek
amaciyla ¢oklu karsilastirma testleri kullaniimistir. Gruplar ortalamalari arasindaki
farkhligin gozlemlenebilmesi amaciyla Genel Dogrusal Model (General Lineer
Model) /Genel Rastlanti Degiskeni (Univariate)/ Scheffe testi kullanilarak g¢oklu
karsilastirma testi gergeklestirilmistir (Ozdamar, 1999).

Calisma kapsaminda etken maddelerin farkli konsantrasyonlarinin etkilerini ve

zamanin etken maddeler icinde etkisinin gézlemlenebilmesi amaciyla icice
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Faktorli Denemelerde Varyans Analizi (Nested Design Anova) kullaniimistir

(Ozdamar, 1999).

Her bir ekstrakt ve fraksiyon i¢in kendi icinde gun bazinda konsantrasyonun etkisi,
homojenlik testi uygulandiktan sonra (p>0,05) Tek Yonli Varyans Analizi (One

Way Anova) Scheffe testi ile gerceklestiriimistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Antibakteriyel Etki Bulgular

Tez calismasi kapsaminda yurutulen antibakteriyel etki aragtirma g¢alismasinda bir
hafta boyunca E. coli O157:H7 logaritmik sayim sonucu Uzerine her bir ekstrakt ve
alt fraksiyon icin kullanilan konsantrasyonlarin etkileri grafige gecirilmigtir. Yapilan
denemeler sonucunda elde edilen bulgular, inokile edilen  kultir

konsantrasyonuna bagli olarak, iki ana kisimda sunulmaktadir.

4.1.1. 18-24 Saatlik kiiltur ile yapilan deneme sonuglari

Calismanin bu béliimiinde, ilk olarak yaklasik 1x10° kob/mL seviyesindeki 18-24
saatlik kdltr inokllasyonu Uzerine Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum
bitkisi ekstraktlari H.C.E., H.Y.E., H.C.S. ve H.Y.S. nin antibakteriyel etkileri
arastinimistir. Daha sonra goézlenen etki dogrultusunda H.C.E. ekstraktinin alt
fraksiyonlari olan H.C.E.E.A.,, H.C.EK., H.C.E.H., H.C.E.B. ve H.C.EKK.S. ile

arastirma yuratulmastar.

4.1.1.1. 18-24 Saatlik kultiir ile yapilan ekstrakt calismalari sonuglar
H.C.E. ekstrakti

H.C.E. ekstrakti igin yapilan iki galismanin ortalama degerleri kullanilarak elde
edilen bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1° de gosteriimektedir. Ekstrakt
konsantrasyonlarinda denemenin 1. glintinden itibaren E. coli O157:H7 karsisinda
gozlenen inhibisyon etkisinin deneme sureci boyunca devam ettigi sonuclarda
g6zlenmigtir. %0.5 konsantrasyonunda gérulen azalma énemli bir inhibisyon etkisi
gOstermezken ekstraktin diger konsantrasyonlari c¢alisilan bakteri kargisinda
deneme sureci boyunca inhibisyon etkisi saglamistir. Calisma sonuglarinda en
disuk logaritmik sayimlarin elde edildigi 5. ginde K ve AK gruplarinda sirasiyla
9.171239 ve 8.889302 kob/mL sonuclart alinirken %2.0 ve 2.5
konsantrasyonlarinda 8.155842 ve 8.0080987 kob/mL sonuglari gézlenmistir. Son
sayim sonuclarinin alindigi 7. glinde ise K ve AK gruplari icin 8.845098 ve
8.89487 kob/mL %2.0 ve %2.5 konsantrasyonlari icin 8.251638 ve 8.724822
kob/mL logaritmik sonuclari elde edilmistir. Denemenin son gununde %2.5
konsantrasyonunda gdzlenen sapma deney hatasi olarak yorumlanmigtir. Calisma

sonugunda elde edilen verilerin tek yonli istatistiksel varyans analizi (Scheffe testi)
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ile degerlendirme sonuglari da %2.0 ve %2.5 konsantrasyonlarinda gdzlenen

etkinin p<0,01 duzeyinde anlamli oldugunu gostermektedir.

10

9,5 1 ——05
= 73 N -1
E 91X = ——
= = — 15
=85 - % X 1 2
o /N \
S 8 » —%—25
%75 ——K
@ - ——AK

6,5 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
GUN

Sekil 4.1. 18-24 saatlik kualttr ile gahsilan H.C.E. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

Cizelge 4.1. 18-24 saatlik kultdr ile galisilan H.C.E. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 9,22574 9,111431 9,120025 9,06477 8,858337 8,938686
%1.0 | 9,22574 8,955046 8,72071 8,728354 8,572678 8,660233
%1.5|9,22574 8,728354 8,576341 8,400106 8,177055 8,683947
%2.0 | 9,22574 8,564271 8,19382 8,378398 8,155842 8,251638
%2.5 | 9,22574 8,361728 8,352825 8,348305 8,080987 8,724822
%K | 9,22574 9,251233 9,37076 9,358252 9,171239 8,845098
%AK | 9,22574 9,267172 9,24138 9,284431 8,889302 8,89487

H.Y.E. ekstrakti

H.Y.E. ekstrakti ile yapilan iki galismanin ortalama degerleri Cizelge 4.2 ve Sekil
4.2 de verilmektedir. Yapilan calisma boyunca ekstraktin E. coli O157:H7
karsisinda antibakteriyel etki saglamadigi gorulmastar. Nitekim K ve AK gruplari
icin logaritmik sayim sonucu bulgulari 5. ginde 8.920819 ve 9.116165 kob/mL, 7.
ginde 9.012134 ve 8.846131 kob/mL iken en ylksek konsantrasyon olan %2.5
konsantrasyonu sayim sonuglari 5. ve 7. gunlerde 8.814026 ve 8.673635 kob/mL
olarak tespit edilmistir. H.Y.E. ekstraktina ait etkinin tek yonlu istatistiksel varyans

analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonugclari p<0,01 dizeyinde %2.0 ve
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2.5 konsantrasyonunda etki oldugunu g0stermistir. Ancak bulunan etki

antibakteriyel etki saglayacak duzeyde yeterli degildir.

Cizelge 4.2. 18-24 saatlik kultdr ile calisilan H.Y.E. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 9,118926 9,158865 9,045975 9,061955 9,050509 8,874095
%1.0 | 9,118926 9,174157 9,079181 9,08398 8,954243 8,909378
%1.5]9,118926 9,045323 9,128722 8,976961 8,858337 8,787697
%2.0 | 9,118926 9,031408 9,156347 9,070653 8,834633 8,812913
%2.5|9,118926 8,82823 9,106078 9,003604 8,814026 8,673635
%K | 9,118926 9,185637 9,091667 9,077368 8,920819 9,012134
%AK | 9,118926 9,073107 8,954243 9,010017 9,116165 8,846131
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Sekil 4.2. 18-24 saatlik kultir ile gahgilan H.Y.E. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.S. ekstrakti

H.C.S. ekstrakti icin yapilan iki ¢alismanin ortalama degerleri kullanilarak elde
edilen bulgular Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3° de gosteriimektedir. Ekstrakt
konsantrasyonlarinin deneme slrecinde E. coli O157:H7 karsisinda inhibisyon
etkisi saglamadigi gorulmagstir. Nitekim K ve AK gruplarina ait logaritmik sayim
sonuglari denemenin 5. gininde 9.034598 ve 8.573993 kob/mL, 7. glinunde ve
8.72947 ve 8.256016 kob/mL iken en yuksek konsantrasyon olan %2.5 ekstrakt

konsantrasyonu sayim sonuglari 5. ve 7. gunlerde sirasiyla 8.890079 ve 8.89429
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kob/mL olarak tespit edilmistir. Bu ekstrakt i¢in yUratilen galismalara ait tek yonlu
istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi ile degderlendirme sonuclari da

p<0,01 seviyesinde anlamli bir etki olmadigini géstermektedir.

Cizelge 4.3. 18-24 saatlik kultdr ile galisilan H.C.S. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 9,128479 9,261586 9,397139 9,225644 8,980003 9,010853

%1.0|9,128479 9,252919 9,221671 9,202844 8,950165 8,874197

%1.5|9,128479 9,179424 9,355081 9,119689 8,992086 8,987302

%2.0 | 9,128479 9,117955 9,159733 9,046795 8,859481 8,849808

%2.5 | 9,128479 9,100346 9,023884 9,000358 8,890079 8,89429

%K | 9,128479 9,165251 9,256299 9,225644 9,034598 8,72947

%AK | 9,128479 9,133397 9,211557 8,975118 8,573993 8,256016
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Sekil 4.3. 18-24 saatlik kultar ile calisilan H.C.S. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

H.Y.S. ekstrakti

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’ de H.Y.S. ekstrakti icin yapilan iki antibakteriyel etki
denemesi ortalamasinin sonuglari gorulmektedir. Ekstraktin deneme sureci
boyunca E. coli O157:H7 karsisinda bir inhibisyon etkisi gostermedigi grafikte
goérulmektedir. H.Y.S. ekstrakti i¢in yurutilen calismalara ait tek yonliu istatistiksel
varyans analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonuglari da ekstraktin
bakteri kargisinda p=0,05 duzeyinde anlaml bir etki gostermedigini isaret

etmektedir.
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Cizelge 4.4. 18-24 saatlik kultir ile galisilan H.Y.S. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 9,324016 9,503999 9,478322 9,364039 9,359367 8,828825
%1.0 | 9,324016 9,445159 9,443752 9,332978 9,325081 8,833124
%1.5]9,324016 9,475949 9,324398 9,256132 9,223769 8,894469
%2.0 | 9,324016 9,327329 9,456308 9,309196 9,22574 8,753027
%2.5 | 9,324016 9,388507 9,434689 9,15524 9,408719 9,042546
%K | 9,324016 9,344165 9,503744 9,414395 8,994457 8,762047

%AK | 9,324016 9,3715 9,442249 9,296207 8,847843 8,659588
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Sekil 4.4. 18-24 saatlik kultir ile calisilan H.Y.S. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

p<0,01 dlzeyinde anlamli bulunan de@erler icinde en yuksek etki saglayan verinin

H.C.E %2 konsantrasyonuna ait oldugu goériimektedir.

Yaklasik 1x10° kob/mL seviyesindeki18-24 saatlik kiiltiir ile yiritiilen ekstrakt
denemelerinde gerek ortalamalari alinan deney verilerinin grafiksel gosterimi
gerekse verilerin tek tek istatiksel analizi E. coli O157:H7 karsisinda en eftkili
ekstraktin H.C.E. ekstrakti oldugunu gdstermektedir. Bitkinin halk arasinda sifa
amagcl kullaniminda da genel olarak kurutulmus cgicek kismindan faydalanildigi
literatiirde yer almaktadir (Nostro et al., 2001; Ruberto et al., 2002).
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Literatirde Helichrysum turu ile yuratllen antibakteriyel etki tespit ¢calismalarinda
genel olarak bitkinin antibakteriyel etkisinin Gram-pozitif bakteriler Gzerine oldugu;
Gram- negatif kargisinda Uzerinde minimum inhibisyon konsantrasyonunun tespit
edilemedigi belirtiimektedir (Meyer and Afolayan, 1995; Dilika et al., 2000;
Mathekga et al., 2000).

Bu kisimda ydratilen calismalarda istatiksel anlamin olusumunda birbirinden
bagimsiz ekstrakt, konsantrasyon ve zaman parametrelerinin etkili olup olmadigini
gébrmek amaciyla uygulanan Genel Cizgisel Model/Genel Rastlanti
Degiskeni/Scheffe testi sonucunda her (¢ parametrenin de énemli (p<0,01) etkiye

sahip oldugu gorulmustur.

icice Faktorli Denemelerde Varyans analizi kullanilarak ekstraktlar bazinda
konsantrasyonun ve ekstrakt konsantrasyonlari iginde zamanin etkisinin énemli
(p<0,01) oldugu bulunmustur (EK 2).

4.1.1.2. 18-24 Saatlik kiiltiir ile yapilan H.C.E. ekstrakti fraksiyonlarinin
calismalari sonuglari

H.C.E.K fraksiyonu

Yaklastk 10° kob/mL seviyesindeki 18-24 saatlik kiiltiir inokilasyonu ile
gerceklestirilen antibakteriyel etki calismalarinin ikinci kisminda yudrutulen H.C.E.
alt fraksiyon denemelerinden H.C.E.K. igin gergeklestirilen iki g¢alismanin
sonuglarinin ortalamalari Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’ de gosterilmektedir. Calisma
sonuglarinda fraksiyonun %2.5 konsantrasyonu haricinde E. coli O157:H7
karsisinda bir etki gbézlenmezken, %2.5 konsantrasyonunun o&zellikle 5. ve 7.
glnlerde bakteri karsisinda nispeten etkili oldugu goértlmustir. Calismada K ve AK
gruplarina ait logaritmik sayim sonuglari 5. glinde 8.952664 ve 8.792838 kob/mL
ve 7. gunde 9.11274 ve 8.959425 kob/mL iken en yuksek konsantrasyon olan
%2.5 konsantrasyonu logaritmik sayim sonuglari 5. ve 7. gunlerde sirasiyla
8.507675 ve 8.795605 kob/mL olarak tespit edilmistir. Bu fraksiyon icin yuratilen
calismalara ait tek yonli istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi ile
degerlendirme sonuglari da 5. ve 7. gunlerde %2.5 konsantrasyonunun AK

grubuna gore p<0,01 duzeyinde anlamli bir etki tagidigini gostermektedir.
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Cizelge 4.5. 18-24 saatlik kultir ile galisilan H.C.E.K. fraksiyonu antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 9,186401 8,800474 8,737564 8,837516 8,867 9,091676
%1.0 | 9,186401 8,781237 8,791876 8,879614 8,816742 9,052379
%1.5 | 9,186401 8,702643 8,742843 8,840115 8,893303 9,147333
%2.0 | 9,186401 8,645136 8,655614 8,813557 8,805923 9,031262
%2.5 | 9,186401 8,43067 8,082611 8,693793 8,507675 8,795605
%K | 9,186401 8,767221 8,765716 8,883938 8,952664 9,11274

%AK | 9,186401 8,30765 8,1197 8,786274 8,792838 8,959425
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Sekil 4.5. 18-24 saatlik kultdr ile calisilan H.C.E.K. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglart.

H.C.E.E.A. fraksiyonu

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6° da gosterilen H.C.E.E.A. fraksiyonu ile yapilan iki
¢alismanin ortalama sonuglarinda; E. coli O157:H7 karsisinda herhangi bir
antibakteriyel etki goérulmemektedir. K ve AK gruplari i¢in elde edilen logaritmik
sayim sonuglari 5. ginde 8.526559 ve 8.556855 kob/mL ve 7. glinde 8.60375 ve
8.42591 kob/mL iken en yuksek konsantrasyon olan %2.5 konsantrasyonu igin 5.
ve 7. gunlerde sirasiyla 8.45454 ve 8.599371 kob/mL sayim sonuglari elde
edilmistir. Bu fraksiyon icin ydrutilen ¢alismalara ait tek yonli istatistiksel varyans
analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonuglarinda da fraksiyona dair
calisma verilerinin istatiksel yonden p=0,05 dizeyinde anlam ifade etmedigi

gorulmustar.
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Cizelge 4.6. 18-24 saatlik kultir ile galisilan H.C.E.E.A. fraksiyonu antibakteriyel
etki arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 8,863807 8,832399 8,948447 8,916535 8,770065 8,642724

%1.0 | 8,863807 8,848978 8,957348 8,934981 8,747399 8,699898

%1.5 | 8,863807 8,852609 8,985622 8,854889 8,698468 8,676018

%2.0 | 8,863807 8,765455 8,879674 8,955659 8,670308 8,5625279
%2.5 | 8,863807 8,725808 8,811785 8,789536 8,45454 8,599371

%K | 8,863807 8,802497 8,959015 8,956223 8,526559 8,60375

%AK | 8,863807 8,702607 8,879993 8,858433 8,556855 8,42591
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Sekil 4.6. 18-24 saatlik kultdr ile ¢calisilan H.C.E.E.A. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.H. fraksiyonu

H.C.E.H. fraksiyonuna ait antibakteriyel etki arastirma sonuglari Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7’ de yer almaktadir. Bu fraksiyonun konsantrasyonlari deneme surecinde
E.coli O157:H7 karsisinda antibakteriyel etki géstermemigtir. Bu ¢alismada da K
ve AK degerleri icin 5. ginde 8.840942 ve 8.696065 kob/mL ve 7. ginde 8.876987
ve 8.575957 kob/mL logaritmik sayim sonuglari elde edilirken %2.5
konsantrasyonu igin 5. ve 7. glnlerde sirasiyla 8.735066 ve 8.992701 kob/mL
sayim sonuglari elde edilmistir. Bu fraksiyon igin yuratilen ¢alismaya ait tek yonlu
istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme bulgular da

deneme igin p=0,05 duzeyinde anlamli etki olmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.7. 18-24 saatlik kultir ile galisilan H.C.E.H. fraksiyonu antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5]9,018423 9,064458 9,130334 9,050509 8,99417 9,102662
%1.0 | 9,018423 8,932812 9,11059 8,871184 8,942834 9,131405
%1.5|9,018423 8,960629 9,002166 8,843025 8,962211 9,011429
%2.0|9,018423 8,977724 9,004321 8,944483 9,0086 9,018423
%2.5|9,018423 8,867271 9,061955 8,817345 8,735066 8,992701
%K | 9,018423 9,002886 9,001445 8,91733 8,840942 8,876987
%AK | 9,018423 8,834633 8,925999 8,70757 8,696065 8,675957
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Sekil 4.7. 18-24 saatlik kultdr ile ¢alisilan H.C.E.H. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.B. fraksiyonu

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8 de yer verilen H.C.E.B. fraksiyonuna dair calisma
sonuglarinda fraksiyonun konsantrasyonlarinin deneme slrecinde E.coli O157:H7
karsisinda antibakteriyel etki gostermedigi goriimektedir. K ve AK gruplari igin
elde edilen logaritmik sayim sonuglari 5. glinde 8.526559 ve 8.556855 kob/mL ve
7. ginde 8.60375 ve 8.42591 kob/mL iken fraksiyonun %2.5 konsantrasyonu igin
5. ve 7. gunlerde 8.45454 ve 8.599371 kob/mL logaritmik sayim sonucu degerleri
elde edilmistir. Bu fraksiyon icin ylratilen calismaya ait tek yonlu istatistiksel
varyans analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme bulgulari da deneme igin

p=0,05 duzeyinde anlamli etki olmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.8. 18-24 saatlik kultir ile galisilan H.C.E.B. fraksiyonu antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 9,126023 8,832399 8,948447 8,916535 8,770065 8,642724
%1.0 | 8,863807 8,848978 8,957348 8,934981 8,747399 8,699898
%1.5 | 8,863807 8,852609 8,985622 8,854889 8,698468 8,676018
%2.0 | 8,863807 8,765455 8,879674 8,955659 8,670308 8,5625279
%2.5 | 8,863807 8,725808 8,811785 8,789536 8,45454 8,599371
%K | 8,863807 8,802497 8,959015 8,956223 8,526559 8,60375
%AK | 8,863807 8,702607 8,879993 8,858433 8,556855 8,42591
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Sekil 4.8. 18-24 saatlik kiltur ile galisilan H.C.E.B. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.K.S. fraksiyonu

H.C.E.K.S. fraksiyonu ile yapilan antibakteriyel deneme sonuglari Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.9 da gosteriimektedir. Calisma sonuglari  fraksiyonuna  ait
konsantrasyonlarinin, deneme surecinde, E. coli O157:H7 karsisinda bir
inhibisyon etkisi gdstermedigini isaret etmektedir. Bu calismada da K ve AK
gruplarina ait logaritmik sayim sonucu deg@erleri 5. gunde 9.019808 ve 8.992701
kob/mL ve 7. ginde 9.251233 ve 9.133539 kob/mL iken %2.5 konsantrasyonu 5.
ve 7. gun degerleri 8.924279 ve 9.170262 kob/mL olarak tespit edilmigtir.
H.C.E.K.S. fraksiyonu igin yuratilen ¢alismaya ait tek yonlu istatistiksel varyans
analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonuglari da deneme igin p=0,05

dizeyinde anlaml etki olmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.9. 18-24 saatlik kultir ile ¢alisilan H.C.E.K.S. fraksiyonu antibakteriyel
etki aragtirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 9,115056 8,913814 8,976197 9,135663 9,227029 9,227887
%1.0 | 9,115056 8,94776 8,988262 9,08398 9,028029 8,989746
%1.5|9,115056 9,051795 9,005752 9,019808 9,036096 9,070653
%2.0 | 9,115056 8,867271 8,880814 8,979245 8,927712 9,265604
%2.5|9,115056 8,81068 8,826075 8,94776 8,924279 9,170262
%K | 9,115056 8,955848 9,044017 9,073107 9,019808 9,251233
%AK | 9,115056 8,873127 8,799341 8,974665 8,992701 9,133539
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Sekil 4.9. 18-24 saatlik kultur ile calisilan H.C.E.K.S. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

Yaklasik 10° kob/mL seviyesindeki 18-24 saatlik kultir ile yuratilen H.C.E.
ekstrakti fraksiyonlari denemelerinde gerek ortalamalari alinan deney verilerinin
grafiksel gosterimi gerekse verilerin tek tek analizi E. coli O157:H7 karsisinda
etkisi arastirilan fraksiyonlar iginde H.C.E.K. fraksiyonunun kismen etkili oldugunu
gOstermektedir. Ancak bu etki mikrobiyal gelismeyi engelleme agisindan yeterince
onemli degildir. H.C.E. ekstraktinin gosterdidi etkinin alt fraksiyonlarindakinden
daha yuksek olmasi bakteri karsisinda etki eden maddenin tek bir alt fraksiyonda

toplanmamig oldugunu disundurmektedir.

Bu kisimda ydratilen calismalarda istatiksel anlamin olusumunda birbirinden
bagimsiz ekstrakt, konsantrasyon ve zaman parametrelerinin etkili olup olmadigini

gbrmek amaciyla uygulanan Genel Cizgisel Model/Genel Rastlanti
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Degiskeni/Scheffe testi sonucunda her (¢ parametrenin de énemli (p<0,01) etkiye

sahip oldugu goérualmustur.

icice Faktorli Denemelerde Varyans analizi kullanilarak ekstraktlar bazinda
konsantrasyonun ve ekstrakt konsantrasyonlari iginde zamanin etkisinin 6nemili
(p<0,01) oldugu bulunmustur (EK 2).

4.1.2. Seyreltilmis Kiiltiir ile Yapilan Deneme Sonuglari

Yesil Cay katesinlerinin E. coli O157:H7 Uzerinde antibakteriyel etkisi arastirilirken
baslangi¢ inokllasyon sayisindaki artisin etki kaybina neden oldugu belirtilmistir
(Juneja et al., 2000). Calismada kiltir konsantrasyonunun antibakteriyel etki
Uzerinde degisim yaratip yaratmayacagini gézlemlemek amaciyla 18-24 saatlik
kiiltirin seri dilisyonlari hazirlanmis ve inokiilasyonda yaklasik 10° kob/mL
seviyesindeki seyreltiimis kultir kullanilarak denemeler tekrarlanmistir. Calismanin
bu kisminda tim ekstraktlar ve fraksiyonlar igin ikiser deneme yapilip ortalama

degerleri grafige aktariimistir.

Cahismanin ilk kisminda Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum bitkisi
ekstraktlarr H.C.E., H.Y.E., H.C.S. ve H.Y.S. Uzerinde antibakteriyel etki
arastinimis; daha sonra gozlenen etki dogrultusunda H.C.E. ekstraktinin alt
fraksiyonlari olan H.C.E.E.A.,, H.C.EK., H.C.E.H., H.C.E.B. ve H.C.EKK.S. ile

arastirma yuratalmastar.

4.1.2.1. Seyreltilmis kultur ile yapilan ekstrakt caligmalari sonuglari

H.C.E. ekstrakti

H.C.E. ekstrakti ile yapilan antibakteriyel etki belirleme denemesi sonucu Cizelge
4.10 ve Sekil 4.10’ da verilmektedir. Ekstraktin tUm konsantrasyonlarinda, E. coli
0157:H7 karsisinda, konsantrasyonlari ile dodru orantili olarak artan bir inhibisyon
etkisi gostermektedir. Yaklasik 10° kob/mL seviyesinde Kkiiltir ile yapilan
arastirmada etkinin daha belirgin bir gsekilde gergeklestigi grafikte de
gérulmektedir. K ve AK gruplarinin igin deneme boyunca logaritmik sayim
sonuglart 9.169765 ile 8.905385kob/mL araliginda iken logaritmik sayim sonucu
degerinin %0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 konsantrasyonlarinda sirasiyla 8.568323,
8.807829, 7.893927, 7.77791 ve 7.280581 kob/mL degerlerine kadar azaldigi

goérulmustar. H.C.E. ekstrakti ile gerceklestirilen seyreltiimis kiltir antibakteriyel
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etki calismasina ait bulgularin tek yonli istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe
testi ile degerlendirme sonuglari da bulunan etkinin %1 konsantrasyonundan
itibaren tum deneme noktalarinda ve %0.5 konsantrasyonunda 5. ve 7. gunlerde

p<0,01 seviyesinde anlaml oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.10. Seyreltilmis kultdr ile ¢galisilan H.C.E. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 5,084687 9,122524 8,981666 8,693624 8,689441 8,568323
%1.0 | 5,084687 8,908187 8,807829 8,158872 8,27004 8,235499
%1.5 | 5,084687 8,229047 8,302565 7,944542 7,893927 8,324931
%2.0 | 5,084687 7,77791 8,021838 7,971409 7,788676 7,885481
%2.5 | 5,084687 7,280581 7,434252 7,441528 7,724988 7,382196
%K | 5,084687 9,169765 9,000578 9,079717 9,073012 9,105958
%AK | 5,084687 9,026321 8,920968 9,062686 8,980871 8,905385

9,5

9 .

8,5 \ 4 L

L | —e—

e e
E / % —-—1
275 —
o I T 1,5
AR N — )
=65 // —%—25
% 6 ——K
@ ——AK

5,5

5

4,5\ T T T T T T

1

N
w
N
o
o
~

0
GUN
Sekil 4.10. Seyreltilmis kultir ile ¢calisilan H.C.E. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

H.Y.E. ekstrakti

H.Y.E. ekstrakti ile yapilan antibakteriyel etki belirleme ¢alismasi sonuglari Cizelge
4.11 ve Sekil 4.11° de verilmektedir. Deneme slrecinde ekstraktin E. coli O157:H7
karsisinda etkili olmadigi gézlemlenmistir. K ve AK gruplarinin logaritmik sayim
sonuglari 5. ginde 8.982601 ve 8.917274 kob/mL ve 7. glinde 8.961403 ve
8.943245 kob/mL iken en yuksek konsantrasyon olan %2.5 konsantrasyonunun 5.
ve 7. gunlerdeki logaritmik sayim sonucu degerleri 8.962369 ve 8.872615 kob/mL

olarak tespit edilmistir. H.Y.E. ekstrakti icin yurutilen c¢alismalara ait tek yonlu
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istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi ile degderlendirme sonugclari
ekstraktin p<0,01 seviyesinde cgalismanin 4. ve 5. glnlerinde anlamli etkisi
oldugunu gdstermektedir ancak bu etki mikrobiyal gelisim Gzerinde 6énemli bir etki

saglayacak diizeyde bulunmamistir.

Cizelge 4.11. Seyreltilmis kultdr ile ¢galsilan H.Y.E. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 5,103545 9,199701 9,108806 9,146593 9,082399 8,930701

%1.0 | 5,103545 9,015969 9,121105 9,053775 8,986641 9,062647
%1.5|5,103545 8,964973 9,215279 8,937028 8,835267 9,136544

%2.0 | 5,103545 9,06482 9,213158 9,126321 8,945626 9,08105

%2.5 | 5,103545 8,97741 9,100941 9,143493 8,962369 8,872615

%K | 5,103545 9,093563 8,91021 9,358056 8,982601 8,961403
%AK | 5,103545 8,947895 8,863305 9,385585 8,917274 8,943245
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Sekil 4.11. Seyreltiimis kaltlr ile cahsilan H.Y.E. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.S. ekstrakti

H.C.S. ekstrakti ile yapilan calisma sonuglari Cizelge 4.12 ve Sekil 4.12’ de
verilmektedir. Calismada ilk iki ginde ekstraktin bakteri karsisinda etkisi
g6zlenmezken; ekstraktin %1.5, 2.0 ve 2.5 konsantrasyonlarinin denemenin 4.
glndnden itibaren E. coli O157:H7 kargisinda, konsantrasyon artisi ile dogru
orantili olarak inhibisyon etkisi gosterdigi sekilde gorulmektedir. K ve AK

gruplarinin logaritmik sayim sonuglari deneme boyunca 9.26707049 ile 8.847741
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kob/mL degerleri arasinda degisirken %1.5 konsantrasyonunda 5. ve 7. gunlerde
sirasiyla 8.215145 ve 7.75326 kob/mL, %2.0 konsantrasyonunda 5. ve 7. gunlerde
8.048725 ve 7.484086 kob/mL ve %2.5 konsantrasyonunda 5. ve 7. glnlerde
7.64155 ve 6.939261 kob/mL seviyelerine kadar sayisal azalma gdzlenmigtir.
Ekstrakt icin yarutilen ¢alismalara ait tek yonli istatistiksel varyans analizlerinden
Scheffe testi ile dederlendirme sonuclari da etki gézlenen konsantrasyonlarda

p<0,01 seviyesinde anlamli bir etki oldugu sonucunu gostermektedir.

Cizelge 4.12. Seyreltilmis kultdr ile ¢galisilan H.C.S. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5|5,119174 9,038262 9,085445 9,038551 8,954591 8,81739
%1.0 |5,119174 9,092544 8,941925 8,990128 8,726999 8,743333
%1.5|5,119174 9,06506 8,937736 8,812588 8,215145 7,75326
%2.0 | 5,119174 9,033531 8,875246 8,321989 8,048725 7,484086
%2.5|5,119174 8,987466 8,803763 8,015367 7,64155 6,939261
%K | 5,119174 8,977153 8,973357 9,267049 8,903553 8,892451
%AK | 5,119174 8,96214 8,893525 9,24689 8,847741 8,880776
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Sekil 4.12. Seyreltiimis kdltur ile gahsilan H.C.S. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

H.Y.S. ekstrakti

H.Y.S. ekstrakti ile yapilan galisma sonuglari Cizelge 4.13 ve Sekil 4.13" de
verilmektedir. Bu ekstraktta da denemenin ilk iki gununde bakteri karsisinda etki
gOzlenmezken 4. gunden itibaren %2 ve 2,5 konsantrasyonlarinin etki gosterdigi 5.

gunden itibaren kismen %1.5 konsantrasyonunun da etki gosterdigi gorulmustar.
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Deneme surecinde K ve AK gruplarinin logaritmik sayim sonucu degerleri 8.97131
ile 8.64615 kob/mL arasinda degisirken 7. ginde ekstraktin %1.5, 2.0 ve 2.5
konsantrasyonlarinin logaritmik sayim sonuglarinin sirasiyla 8.364762, 7.772654
ve 7.497818 kob/mL degerlerine kadar azaldigi goérlimastir. Ekstrakt igin
yurutllen ¢aligsmalara ait tek yonli istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi
ile degerlendirme sonuglari da %1.5 konsantrasyonu igin 7. ginde, %2 ve 2.5
konsantrasyonlarinda 4., 5. ve 7. gunlerde bulunan etkinin p<0,01 seviyesinde

anlamli oldugunu goéstermektedir.

Cizelge 4.13. Seyreltilmis klltir ile galisilan H.Y.S. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN
%0.5 | 5,101625 8,97304 8,923416 9,10151 9,117034 8,953921
%1.0|5,101625 8,977697 8,813427 9,008642 8,966659 8,77799
%1.5|5,101625 8,914781 8,894155 8,841343 8,769756 8,364762
%2.0 | 5,101625 8,905489 8,807776 8,659293 8,48275 7,772654
%2.5|5,101625 8,847741 8,66669 8,439261 8,14574 7,497818
%K | 5,101625 8,847712 8,888786 8,885697 8,97131 8,875331
%AK | 5,101625 8,9643 8,764886 8,861522 8,770074 8,64615

9,5
o ;%%

8,5 ——0,5
2 8 / i
g 75 / 1,5
8 "/ 2
; 6,5 —k—25

55 —— AK

5

4.5 + : : : : : :

0 1 2 3 4 5 6 7

GUN

Sekil 4.13. Seyreltiimis kultir ile calisilan H.Y.S. ekstrakti antibakteriyel etki
sonuglari.

Yaklasik 10° kob/mL seviyesinde seyreltiimis kdltur ile galigilan ekstraktlar igin

denemenin ilk gundnden itibaren bakteri kargisinda H.C.E. ekstraktinin etkili
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oldugu gdzlemlenmistir. H.C.S. ve H.Y.S. ekstraktlarinda ise yaklasik 10° kob/mL
calismalarinin aksine denemelerin 6zellikle son iki noktasinda sayim sonuglarinda

onemli bir azalma oldugu gorulmustar.

Seyreltilmig kultlr ile yurutllen ekstrakt denemelerinde etki gbzlenen ekstraktlarin
konsantrasyonlari arasindaki etki araliklarinda acgiimalar oldugu goérulmustar.
istatistiksel analizlerle elde edilen bulgular da ortalamalar arasindaki fark

deg@erlerinde artigi isaret etmektedir.

Bu kisimda ydrutilen caligmalarda istatiksel anlamin olugsumunda birbirinden
badimsiz ekstrakt, konsantrasyon ve zaman parametrelerinin etkili olup olmadigini
gébrmek amaciyla uygulanan Genel Cizgisel Model/Genel Rastlanti
Degiskeni/Scheffe testi sonucunda her ¢ parametrenin de énemli (p<0,01) etkiye

sahip oldugu gorulmustdr.

icice Faktorlli Denemelerde Varyans analizi kullanilarak ekstraktlar bazinda
konsantrasyonun ve ekstrakt konsantrasyonlari iginde zamanin etkisinin énemli
(p<0,01) oldugu bulunmustur (EK 2).

4.1.2.2. Seyreltiimis kiiltiir ile yapilan H.C.E. ekstrakti fraksiyonlarinin

calismalari sonugclari

H.C.E.K. fraksiyonu

Seyreltilmis  kiltir c¢aligmalarinin ikinci kisminda H.C.E. ekstraktinin alt
fraksiyonlari ile ylUrutulen antibakteriyel etki denemelerinden H.C.E.K. fraksiyonu
sonuglari Cizelge 4.14 ve Sekil 4.14’ de verilmektedir. Fraksiyonun deneme
boyunca E. coli O157:H7 karsisinda etki saglayamadigi goériimuistir. K ve AK
gruplarinin logaritmik sayim sonuglari 5. ginde sirasiyla 8.894931 ve 8.972428
kob/mL ve 7. gunde 8.91781 ve 8.980895 kob/mL iken %2.5 konsantrasyonunu 5.
ve 7. gunlerdeki sayim sonucunun 8.993883 ve 8.880211 kob/mL oldugu tespit
edilmistir. H.C.E.K. fraksiyonuna ait ¢alismalarin tek yonlu istatistiksel varyans
analizlerinden Scheffe testi ile dederlendirme sonuglarinda %2.5 konsantrasyonu
icin bulunan p<0,01 duzeyindeki anlamh etki bakteriyel gelisimi etkileme

anlaminda énemli bulunmamistir.
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Cizelge 4.14. Seyreltilmis kultir ile galisilan H.C.E.K. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 4,875845 8,914122 8,931655 8,874576 9,061926 8,980742

%1.0 | 4,875845 8,836654 8,888802 8,93178 8,964454 9,014647

%1.5 | 4,875845 8,869456 8,885622 8,921027 8,960525 8,936149

%2.0 | 4,875845 8,830412 8,915458 8,910888 8,973466 8,826606

%2.5 | 4,875845 8,847142 8,829006 8,852247 8,993883 8,880211

%K | 4,875845 8,855425 8,868065 8,876664 8,894931 8,91781

%AK | 4,875845 8,826638 8,959495 8,797932 8,972428 8,980895
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Sekil 4.14. Seyreltilmis kultar ile ¢ahgilan H.C.E.K. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.E.A. fraksiyonu

H.C.E.E.A. fraksiyonu antibakteriyel etki sonuglarina Cizelge 4.15 ve Sekil 4.15’ de
yer verilmektedir. Calismanin 4. guninde %2.0 ve 2.5 konsantrasyonlarinda, 5. ve
7. gunlerinde %2.5 bakteri karsisinda kismen bir etki oldugundan s6z edilebilse de
ana ekstraktlarda gozlenen duzeyde bir azalma saglanamamistir. K ve AK gruplari
icin logaritmik sayim sonuglari 5. ginde 8.986772 ve 8.525908 kob/mL ve 7.
ginde 8.970568 ve 8.558105 kob/mL iken %Z2.5 konsantrasyonunda 5. ve 7.
glnlerde sirasiyla 8.290035 ve 8.442831 kob/mL sayisal degerleri elde edilmigtir.
Fraksiyon icin ydratilen c¢alismalara ait tek yonlu istatistiksel varyans

analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonuglari 5. ginde %2.0 ve 2.5
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konsantrasyonlarinin ve 7. ginde %2.5 konsantrasyonunun p<0,01 duzeyinde

anlamli etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.15. Seyreltilmig kaltar ile galisilan H.C.E.E.A. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 5,121773 8,906694 8,883636 8,942834 9,08636 8,933832
%1.0|5,121773 8,986772 8,938954 8,99855 8,957448 8,905985
%1.5|5,121773 8,857332 9,029939 9,015639 9,042707 8,821501
%2.0|5,121773 8,901277 8,856913 8,319222 8,721811 8,693811
%2.5 |5,121773 8,832509 8,840218 8,56272 8,290035 8,442831
%K |5,121773 8,760925 8,876255 8,822005 8,986772 8,970568
%AK |5,121773 8,82823 8,723579 8,720159 8,525908 8,5658105
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Sekil 4.15. Seyreltilmis kultur ile calisilan H.C.E.E.A. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.H. fraksiyonu

Cizelge 4.16 ve Sekil 4.16’ da H.C.E.H. fraksiyonuna ait deneme sonuglarina yer
verilmektedir. Deneme silreci boyunca fraksiyonun bakteri karsisinda etkili
olmadigr gorulmastir. K ve AK gruplarinin logaritmik sayim sonucu degerleri
denemenin 5. guninde 8.894931 ve 8.972428 kob/mL ve 7. ginde 8.91781 ve
8.980895 kob/mL iken en yuksek konsantrasyon olan %2.5 igin 5. ve 7. glinlerde
sirasiyla 8.929075 ve 8.882379 kob/mL logaritmik sayim degerleri elde edilmistir.
Fraksiyon icin yudrutulen c¢alismalara ait tek yonlu istatistiksel varyans

analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme sonuclari %2.5 konsantrasyonu 7.
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gun noktasinda p<0,01 seviyesinde anlamli bir etki oldugunu gostermektedir

ancak bu etki bakteriyel gelisimi etkileyecek dizeyde anlamli bulunmamistir.

Cizelge 4.16. Seyreltilmis kultdr ile calisilan H.C.E.H. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 4,875845 8,873965 8,939318 8,916063 9,036345 8,962587
%1.0 | 4,875845 8,910338 8,892317 8,882511 9,04629 8,979401
%1.5 | 4,875845 8,915601 8,939863 8,856269 8,979242 8,979712
%2.0 | 4,875845 8,80168 8,883153 8,869232 8,995682 8,863114
%2.5 | 4,875845 8,810629 8,870181 8,861682 8,929075 8,882379
%K | 4,875845 8,855425 8,868065 8,876664 8,894931 8,91781
%AK | 4,875845 8,826638 8,959495 8,797932 8,972428 8,980895
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Sekil 4.16. Seyreltilmis kdltar ile ¢cahisilan H.C.E.H. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.B. fraksiyonu

H.C.E.B. fraksiyonuna dair ¢alisma sonugclarinin verildigi Cizelge 4.17 ve Sekil
417 de fraksiyonunun E. coli O157:H7 Kkargisinda etki gostermedigi
goOrulmektedir. K ve AK gruplarinin logaritmik sayim sonugclari 5. ginde 8.918271
ve 8.72738 kob/mL ve 7. ginde 8.914137 ve 8.720559 kob/mL iken %2.5
konsantrasyonunu 5. ve 7. glnlerde sirasiyla 8.821265 ve 8.714831 kob/mL

logaritmik sayisinda oldugu tespit edilmigtir. Fraksiyon icin yarutulen c¢alismalara
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ait tek yonlu istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi ile degerlendirme

sonuglarinda veriler istatiksel anlamda (p=0,05) etkili bulunmamistir.

Cizelge 4.17. Seyreltilmis kultdr ile calisilan H.C.E.B. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 5,368153 8,957917 8,966282 8,979107 8,978346 8,960409
%1.0 | 5,368153 8,944946 8,908606 9,040674 9,019971 8,935163
%1.5|5,368153 8,982758 8,922497 9,035357 8,987568 8,926535
%2.0 | 5,368153 8,973929 8,932693 8,886893 8,836603 8,932256
%2.5 | 5,368153 8,972559 8,956149 8,871912 8,821265 8,714831
%K | 5,368153 8,902841 8,923375 8,916698 8,918271 8,914137
%AK | 5,368153 8,865768 8,85077 8,766766 8,72738 8,720559
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Sekil 4.17. Seyreltiimis kiltur ile galisilan H.C.E.B. fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

H.C.E.K.S. fraksiyonunu

H.C.E.K.S. fraksiyonunun antibakteriyel etki arastirma bulgular ise Cizelge 4.18
ve Sekil 4.18’ de yer almaktadir. Fraksiyonun E. coli O157:H7 karsisinda deneme
surecinde etkili olmadigi goérulmustir. K ve AK gruplarinin logaritmik sayim
sonuglari 5. ginde 8.918271 ve 8.72738 kob/mL ve 7. gunde 8.914137 ve
8.720559 kob/mL iken %2.5 konsantrasyonunu 5. ve 7. glinlerde sirasiyla 8.73289
ve 8.584396 kob/mL logaritmik sayisinda oldugu tespit edilmigtir. Fraksiyon igin
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yurGtilen ¢alismalara ait tek yonll istatistiksel varyans analizlerinden Scheffe testi
ile degerlendirme sonuglarinda veriler istatiksel anlamda (p=0,05) etkili

bulunmamistir.

Cizelge 4.18. Seyreltilmis kultur ile ¢alisilan H.C.E.K.S. ekstrakti antibakteriyel etki
arastirmasi logaritmik sayim sonuglari.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 4.GUN 5.GUN 7.GUN

%0.5 | 5,368153 8,875511 9,041831 8,957753 8,965174 9,044074

%1.0 | 5,368153 8,896165 8,956111 9,006536 9,013042 9,00185

%1.5|5,368153 8,905023 8,929569 8,938686 8,920077 8,919047

%2.0 | 5,368153 8,888133 8,954332 8,777366 8,889425 8,749431

%2.5 | 5,368153 8,841213 8,917563 8,80914 8,73289 8,584396

%K | 5,368153 8,902841 8,923375 8,916698 8,918271 8,914137

%AK | 5,368153 8,865768 8,85077 8,766766 8,72738 8,720559
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Sekil 4.18. Seyreltiimig kultdr ile ¢ahsilan H.C.E.K.S fraksiyonu antibakteriyel etki
sonuglari.

Yaklasik 10° kob/mL seviyesindeki seyreltilmis kiiltiir ile yiiritiilen H.C.E. ekstrakti
fraksiyonlari denemelerinde gerek ortalamalari alinan deney verilerinin grafiksel
gOsterimi gerekse verilerin tek tek analizi E. coli O157:H7 kargisinda nispeten en
etkili fraksiyonun H.C.E.K. oldugunu gostermektedir. Ancak H.C.E. ekstraktinin
gosterdigi etkinin alt fraksiyonlarindakinden daha yluksek olmasi bakteri kargisinda
etki eden maddenin tek bir alt fraksiyonda toplanmamis oldugunu

dusundurmektedir.

54



Bu kisimda ydrutilen caligmalarda istatiksel anlamin olugsumunda birbirinden
badimsiz ekstrakt, konsantrasyon ve zaman parametrelerinin etkili olup olmadigini
gébrmek amacilyla uygulanan Genel Cizgisel Model/Genel Rastlanti
Degiskeni/Scheffe testi sonucunda her ¢ parametrenin de énemli (p<0,01) etkiye

sahip oldugu gorulmustur.

icice Faktorlli Denemelerde Varyans analizi kullanilarak ekstraktlar bazinda
konsantrasyonun ve ekstrakt konsantrasyonlari icinde zamanin etkisinin dnemli
(p<0,01) oldugu bulunmustur (EK 2).
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4.2. AKM ile Goriintii Eldesine iligskin Bulgular

AKM ile goéruntu eldesi icin hazirlanan preparatlar, ekstraktlar ve fraksiyonlar igin
seyreltilmis kiltdr ile yapilan antibakteriyel etki arastirmasinda kullanilan %2,5
konsantrasyonlu tuplerden, bir haftalik etkilesim sureci sonunda alinan érneklerle
hazirlanmistir. Etken maddeden gelen etkinin karsilastirilabilmesi amaciyla;
seyreltilmis kaltlr ile yapilan antibakteriyel etki arastirmasinda kullanilan Kontrol
grubundan, yine bir haftalik inklibasyon slresi sonunda, érnek alinarak preparat

hazirlanmistir.

Antibakteriyel etki tespit calismasinda kullanilan kontrol grubundan hazirlanan
preparata ait 10x10 pmz’ lik alanda ¢ekilmis AKM topografik goérintisinde bakteri
yuzeyinde bir hasarlanma gézlenmemektedir (Sekil 4.19). Bu AKM gérintisine ait
boyut analizi dederlendirmesinde bakterinin 0,768 x 3,309 um boyutlarinda oldugu
gorulmektedir(Sekil 4.20).

Bergey (1986), E. coli O157:H7 susuna dahil olan bakterilerin, 1-1,5 x 2-6 pm
boyutlarinda diizgiin gubuk seklinde oldugunu belirtmektedir (Garcia et al., 2005-
basimda). Bulunan AKM gértnttlerinin boyut analizleri literatirde bulunan deger

araligi icinde yer almaktadir.

H.C.E. ekstrakti ile etkilestirilmis E.coli O157:H7’ ye ait 15 x 15 ym? lik alanda
cekilmis AKM topografik gorintisu Sekil 4.21°de verilmektedir. Bakteri hicre
ceperinde hasarlanma oldugu sekilde gorulmektedir. Gorlntlye ait boyut analizi
sonucunda bakterinin 0,553 x 3,466 um boyutlarinda oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.22). Braga and Ricci (1998) bakteri hiicre duvarindaki hasarlanmanin AKM
boyut analizi ile gosterilebilecegini ifade edip hasar gérmus bir bakteri hiicresine
ait boyut analizi grafigine yer vermiglerdir. YUrutilen ¢alismada da H.C.E. ekstrakti
ile etkilestiriimis bakteri hidcre duvarinda literatirde yer alan hasarlanma ayni
bazda gbzlenmisgtir.

H.Y.E. ekstrakti ile etkilestirilen E.coli O157:H7’ ye ait 15x15 pmz’ lik alanda
cekilmis AKM topografik gorintist Sekil 4.23' de yer almaktadir. Topografik
goruntude gdzlenen purtzler yakalanan goruntu kalitesiyle ilintili bulunmustur.

H.Y.E. ekstrakti igin c¢ekilen AKM goéruntisunun boyut analizinden bakteri
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yuzeyinde bir hasarlanma olmadidi ¢ikarimi yapiimigtir; gorantulenen bakterinin
0,793 x 3,016 ym boyutlarinda oldugu tespit edilmigtir (Sekil 4.24).

H.C.S. ekstrakti ile etkilestirilen E.coli O157:H7’ ye iliskin 50x50 ym? lik alanda
cekilen AKM topografik goruntistunin verildigi Sekil 4.25’ de bakteri ylzeyinde
hasarlanma olmadigi goérulmektedir. Bu goérintindn boyut analizi sonucunda
bakteri boyutlari 0,414 x 3,699 um boyutlarinda oldugu sonucuna ulasiimistir
(Sekil 4.26).

H.Y.S. ekstrakti ile etkilestirilen E. coli O157:H7’ ye ait 30 x 30 pmz’lik alanda
cekilmis AKM goéruntistu Sekil 4.27' de yer almaktadir. Bu sekilde de bakteri
ylizeyinde hasarlanma olmadi§i gdézlemlenmektedir. llgili goriintiinin  boyut
analizinin yer aldigi Sekil 4.28’den bakteri boyutlarinin 0,735 x 3,678 ym oldugu
anlasiimaktadir.

H.C.E. ekstraktinin alt fraksiyonlari iginde E. coli O157:H7 karsisinda, ekstraktta
gozlenen inhibitor etkinin elde edilememesi literatlirde diger bakteriler ile yapilan
calismalardan 6ngérilen H.C.E.E.A. ve H.C.E.K. i¢cin de AKM gorintileme
islemine gidilmigstir (Erdogrul et al., 2001).

Bu fraksiyonlardan H.C.E.E.A. fraksiyonu ile etkilestirilen E. coli O157:H7’ ye ait
10x10 pm?lik alanda ¢ekilen AKM goriintiisii Sekil 4.29° da verilmektedir. ilgili
goérantinin Sekil 4.30' da yer alan boyut analizi sonucunda 0,534 x 4,985 um
boyutlarindaki bakterinin ylzeyinde 6nemli bir zedelenme olmadidi sonucuna

varilimistir.

Sekil 4.31'de H.C.E.K. fraksiyonu ile etkilestirilen E. coli O157:H7’ ye ait 30x30
um?lik alanda gekilen AKM gériintiisii yer almaktadir. Bu AKM gériintiisiiniin
boyut analizi de Sekil 4.32’ de yer almaktadir. Boyut analizinde 0,530 x 5,831 ym
boyutlarinda oldugu bakteri ylzeyinde bir hasarlanma olmadi§i sonucuna

varilimistir.
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Sekil 4.19. Bir hafta boyunca inkuibe edilmis E.coli O157:H7’ nin 10x10 um? alanda
cekilmis topografik goéruntusu.
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Sekil 4.20. Bir hafta boyunca inklibe edilmis E.coli O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil.4.21. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli

0157:H7’ nin 15x15 pm? alanda gekilmis* topografik goriintiisi.

* Goriinti matematiksel zumlama ile 5,62 x 5,62 um? lik alanda verilmistir.
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Sekil 4.22. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E. ekstrakti ile inklibe edilmis E.coli

0O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil 4.23. Bir hafta boyunca % 2.5 H.Y.E. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli
0157:H7’ nin 15x15um? alanda gekilmis topografik goriintiisi.

* Goruntt matematiksel zumlama ile 5,92 x 5,92 umz’ lik alanda verilmistir.
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Sekil 4.24. Bir hafta boyunca % 2.5 H.Y.E. ekstrakti ile inklibe edilmis E.coli

O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil 4.25. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.S. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli
0157:H7’ nin 50 x 50 ym? alanda cekilmis topografik goruntisu.

* Goriintli matematiksel yakinlasma(zumlama) ile 11 x 11 pm? lik alanda verilmistir.

File Information: . - . .
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Sekil 4.26. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.S. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli
O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil 4.27. Bir hafta boyunca % 2.5 H.Y.S. ekstrakti ile inklibe edilmis E.coli
0157:H7’ nin 30x30 um? alanda gekilmis topografik goriintisii.

File Information: .
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Sekil 4.28. Bir hafta boyunca % 2.5 H.Y.S. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli
O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil 4.29. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E.E.A. ekstrakti ile inkiibe edilmis E.coli
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0157:H7’ nin 10x10 pm? alanda gekilmis topografik goriintiisi.
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Sekil 4.30. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E.E.A. fraksiyonu ile inkibe edilmig E.coli
O157:H7’ nin boyut analizi.
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Sekil 4.31. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E.K. ekstrakti ile inklbe edilmis E.coli
0157:H7’ nin topografik 30 x 30 pm? alanda c¢ekilmis gorintusii.

* Goriintli matematiksel yakinlasma(zumlama) ile 10x 10 um? lik alanda verilmistir.
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Sekil 4.32. Bir hafta boyunca % 2.5 H.C.E.K. ekstrakti ile inkibe edilmis E.coli
O157:H7’ nin boyut analizi.
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5. TARTISMA VE YORUM

Dogal olarak gidalarin yapisinda yer alan antimikrobiyal bilesenlerin varliginin
tespit edilmesi Urin formullasyonlarinda revizyonlara gidilmesine olanak
tanimaktadir. Bu calismada halk arasinda sifali bir bitki olarak bilinen ve
kaynatilarak c¢ay halinde tuketilen, Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum
bitkisinin ginimuzde gida kaynakli hastaliklara dnemli bir sebep olarak mucadele
edilen E. coli O157:H7 kargisinda antibakteriyel etkisi arastiriimistir.

Bitkinin farkli ekstraktlari ile yudrGtilen antibakteriyel etki arastirma denemeleri
sonucunda elde edilen bulgular H.C.E. ekstraktinin bakteri karsisinda en fazla
etkiyi sagladigi ve AKM ile bakteri hucre duvarinda zedelenme oldugu tespit
edilmigtir. Etkisi belirlenen ekstraktin alt fraksiyonlari ile denemeler devam
ettirilerek etken maddenin tespit edilmesi hedeflenmistir. Ancak alt fraksiyonlarla
yuratilen cgalismalar sonucunda H.C.E. ekstrakti ile elde edilen dizeyde etki
gozlenmemistir. H.C.E.K. ve H.C.E.E.A. fraksiyonlari ile vyurGtilen AKM
goruntileme islemi sonucunda da, hucre duvarinda ana ekstrakita goézlenen
duzeyde bir hasarlanma goézlenememistir. Bu nedenle bakteri karsisinda saglanan

etkinin birden fazla maddeden kaynaklandidi yorumu yapilmistir.

Antibakteriyel etkinin baglangi¢ mikroorganizma konsantrasyonu ile baglantil
olduguna dair bilgiler dogrultusunda, yaklasik 10° kob/mL seviyesindeki
seyreltiimis kdltar kullanilarak yuratilen c¢alismalar sonucunda ekstraktlarda
bakteri kargisinda gorilen inhibisyon etkisinin yaklasik 10° kob/mL seviyesinde

kultar ile yarutalen ¢alisma sonuglarina gore daha belirgin oldugu gbézlemlenmistir.

Literatirde Helichrysum tuarlerinin antibakteriyel etkileri ile ilgili ¢alismalar,
inhibisyon etkisinin genel olarak Gram-pozitif mikroorganizmalar tzerine oldugunu
ve caligilan Gram-negatif bakterilerde genel olarak antibakteriyel etkinin tespit
edilemedigini gostermektedir. YurUtilen calismada kullanilan E.coli O157:H7
Uzerinde bir inhibisyon etkisi gézlenmis olmasina ragmen bu bitki alt tiru ile Gram-
pozitif mikroorganizmalar Uzerinde calisiimasi halinde daha ylksek etki elde

edilebilecegi ongorulmektedir.
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EKLER DIZiNi
EK 1. CGALISMADA KULLANILAN DILUSYON SIVISI VE BESIYERLERI

Serum Fizyolojik
Ardisik dilisyonlarin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Hazirlanisi:

8,5 g NaCl, 1 L damitik su icinde ¢ozdurlltr. Test tlplerine gerekli miktarlarda (9
mL) dagitilarak otoklavda, 121°C’ de 15 dakika sterilize edilir. Cozelti
buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilmelidir
(Temiz, 2000).
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Tryptic Soy Broth (TS Broth)-MERCK Cat. No. 1.05459

Gerek mikroorganizmalarin gelistiriimesinde ve gerekse antibakteriyel etkinin

tespitinde inktbasyon surecinde kullaniimistir.

Bilesimi: g/L
Kazein peptonu 17
Soya peptonu 3
D (+) glukoz 2,5
NaCl 5
KoHPOA4 2,5
Damitik su 1L
Ph:7.3+0.2

Hazirlanisi:

Hazir karisimdan 30 g tartilarak 1 L damitik su iginde ¢ozullr. Test tuplerine
gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda, 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir.
Besiyerini iceren tlpler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim éncesi oda

sicakligina getirilmelidir (Anon., 2000).
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Tryptic Soy Agar (TS Agar)

Mikroorganizmalarin gelistiriimesi ve koloni olugturan birim sayisinin tespitinde

kullaniimistir.

Bilesimi: g/L
Kazein peptonu 17
Soya peptonu 3
D (+) glukoz 2,5
NaCl 5
KoHPOA4 2,5
Agar 15
Damitik su 1L
pH: 7.3 +0.2

Hazirlanisi:

30 g tartilan hazir TS Broth besiyeri Uzerine 15 g agar eklenerek hazirlanan
karigim, 1L damitik su iginde ¢ozdurular. Erlen, balon gibi cam kaplara ya da test
tiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda, 121 °C’ de 15 dakika sterilize
edilir. Sterilizasyon sonrasi, erlen, balon gibi cam kaplardaki besiyeri steril Petri
kaplarina alev catisi altinda dokallr ve katilasmaya birakilir. Besiyerini iceren Petri
kaplari ters olarak buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim éncesi ylzeyleri
kurutulmalidir. Besiyerini igceren tlupler de buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve

kullanim 6ncesi oda sicakhgdina getirilmelidir (Anon.,2000, Temiz, 2000).
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EK 2. iSTATISTIKSEL ANALIZ SONUGLARI

18-24 saatlik kiiltiir ile yiiriitiilen ekstrakt galismalarinin igige faktorlii
Denemelerde Varyans Analizi sonuglari

Bagimli degisken: logaritmik sayim sonucu

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 141,546(a) 335 ,423 53,766 ,000
Intercept 81534,267 1] 81534267 | 00 000
madde 50,597 7 7,228 | 919,774 ,000
zaman(kons(madde) 59,770 280 ,213 27,163 ,000
kons(madde) 31,179 48 ,650 82,655 ,000
Error 5,281 672 7,859E-03
Total 81681,094 1008
Corrected Total 146,827 1007

a R Squared = ,964 (Adjusted R Squared = ,946)

18-24 saatlik kultiir ile yuriitiilen H.C.E. ekstrakti fraksiyonlarinin

galismalarinin igige faktorlii Denemelerde Varyans Analizi sonuglari

Bagimli degisken: logaritmik sayim sonucu

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 48,265(a) 293 ,165 72,688 ,000
Intercept 70342,449 1 70342,449 | 31039728, 000
madde 9,393 6 1,566 690,804 ,000
zaman(kons(madde)) 33,160 245 ,135 59,724 ,000
kons(madde) 5,712 42 ,136 60,014 ,000
Error 1,333 588 2,266E-03
Total 70392,047 882
Corrected Total 49,598 881

a R Squared =,973 (Adjusted R Squared = ,960)




Seyreltilmis kiiltiir ile yiiriitiilen ekstrakt galismalarinin igige faktorlii
Denemelerde Varyans Analizi sonuglari

Bagimh degdisken: logaritmik sayim sonucu

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2209,135(a) 335 6,594 | 1966,515 ,000
Intercept 66213,617 1 66213617 | 197200 000
madde 43,348 7 6,193 | 1846,686 ,000
zaman(kons(madde)) 2081,334 280 7,433 | 2216,683 ,000
kons(madde) 84,453 48 1,759 | 524,679 ,000
Error 2,253 672 3,353E-03
Total 68425,006 1008
Corrected Total 2211,389 1007

a R Squared =,999 (Adjusted R Squared = ,998)

Seyreltilmis kultur ile yuritilen H.C.E. ekstrakti fraksiyonlarinin
caligsmalarinin Igige faktorlii Denemelerde Varyans Analizi sonuglari

Bagimli degisken: logaritmik sayim sonucu

Type Ill Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2530,030(a) 419 6,038 | 2762,715 ,000
Intercept 85712,168 1 85712,168 39201 ggg ,000
madde 2,255 9 251 | 114,648 ,000
zaman(kons(madde)) 2522,948 350 7,208 | 3298,107 ,000
kons(madde) 5,010 60 8,350E-02 | 38,204 ,000
Error 1,829 837 2,186E-03
Total 88318,162 1257
Corrected Total 2531,859 1256

a R Squared =,999 (Adjusted R Squared = ,999
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