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1\
OZET

TEZ BASLIGI: U¢ Farkhi Bélgeden Toplanan Yesil Ceviz Kabugunun Dért
Bakteri ve Bir Maya Tiirii Uzerinde Gosterdigi Antimikrobiyal

Aktivitenin Tayini

YAZAR ADI: Ashhhan KURT

Calismamizda, Juglans regia L. (ceviz) bitkisinin yesil meyve kabuklar1 bitki
materyali olarak secilmistir. Bu bitki tibbi ve ticari degere sahiptir. Bitki materyalleri
tic farkli istasyondan (Istanbul-Giizelyali-G.Z.0.L. Bahgesi, Giresun-Sebinkarahisar-
Baglar Koyii, Kocaeli-Cayirova-GYTE Kampiisii) toplanmistir. Bitki materyalleri iki
farkli yontem kullanilarak (Direk oOziitleme ve Soxhlet apereyi ile Oziitleme)
Oziitlenmistir. Bu Oziitler canlilarda ve insanda patojen olan mikroorganizmalar
(Bacillus cereus 4312, Staphylococcus aureus 29213, Salmonella enteritidis 64,
Escherichia coli ATCC 1213, Candida albicans ATCC 8739) tizerine uygulanmustir.
Bu ¢alismanin amaci Juglans regia L. (ceviz)’ nin yesil meyve kabuklarinin
antimikrobiyal aktivitesini belirlemektir. Juglans regia L. bitkisinin yesil meyve
kabuklarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in Disk-Diflizyon Metodu
kullanilmigtir. Calismada kontrol grubu olarak bes farkli antibiyotik (Gentamisin,
Ampisilin, Kanamisin, Streptomisin, Siproflaksin) ve bir tane de ticari antifungal ilag¢

(Oceral) kullanilmgtir.

Uc¢ farkli istasyondan toplanan cevizlerden elde edilen Oziitlerin
mikroorganizmalar {izerine uygulanmasi sonucunda, Staphylococcus aureus 29213
susunun 8§ mm-16 mm, Salmonella enteritidis 64 susunun 7 mm-12 mm,
Escherichia coli ATCC 1213 susunun 8 mm-10.5 mm, Candida albicans ATCC
8739 10 mm-17 mm ve Bacillus cereus 4312 susunun ise 10 mm-15.5 mm araliginda
inhibisyon zon ¢aplar1 olusturduklart belirlenmistir. Sonuglar kontrol guruplart ile
karsilastirildiginda, Giizelyali cevizinden direk elde edilen oOziitlerin tim deney
mikroorganizmalar1 {izerinde, GYTE ve Sebin cevizlerinden direk elde edilen
oOziitlerin ise Staphylococcus aureus 29213 ve Bacillus cereus 4312 suslari harig
diger deney mikroorganizmalari iizerinde kontrol guruplarina gore daha az etkili

oldugu gozlemlenmistir. GYTE cevizinin 6ziitlerinin bu iki sus lizerinde Ampisilin



kadar, Sebin cevizinin 6ziitlerinin ise bu iki sus lizerinde Ampisilin’ den daha fazla
etkili oldugu belirlenmistir. Ug farkli istasyondan toplanan cevizlerden Soxhlet
apereyi ile elde edilen Oziitlerin uygulanmasi sonucunda sadece Sebin cevizinin
Candida albicans ATCC 8739 ve Bacillus cereus 4312 iizerinde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi gozlemlenirken, GYTE ve Giizelyali cevizleri bu yontemle
oziitlendiginde herhangi bir aktiviteye sahip olmadiklar1 gézlemlenmistir. Sonuglara
gore Juglans regia L. bitkisinin yesil meyve kabuklarindan elde edilen oziitlerin

antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirlenmistir.
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SUMMARY

TITLE of THE THESIS: The determining of the antimicrobial activity of green
husk of walnut that were collected from three

different regions on four bacteria and a fungi

AUTHOR: Aslihan KURT

In this study, the green fruit husks of Juglans regia L. (walnut) was choosed as a
plant material. This plant has medical and commercial values. Plant materials were
collected from three different stations (Istanbul-Giizelyali-G.Z.O.L. Garden,
Giresun-Sebinkarahisar-Baglar Village, Kocaeli-Cayirova-GYTE Campus). Plant
materials were extracted by using two different methods (Direct Ekstraction and
Soxhlet Extraction). These extracts were applied on different microorganisms that
are pathogens on different organisms and human (Bacillus cereus 4312,
Staphylococcus aureus 2923, Salmonella enteritidis 64, Escherichia coli ATCC
1213, Candida albicans ATCC 8739). The aim of this study is to determine the
antimicrobial activity of the green fruit husks of Juglans regia L. (walnut). To
observe the antimicrobial activity of the green fruit husks of Juglans regia L., Disk-
Diffusion Method was wused in this study. Four antibiotics (Gentamisine,
Amphicilline, Canamycine, Streptomycine, Ciprofloxacin) and an antifungal

medicine (Oceral) were used in studies for control group.

After applying the extracts of walnuts that were collecting from three different
stations on the microorganisms, Staphylococcus aureus 2923; 8 mm-16 mm,
Salmonella enteritidis 64; 7 mm-12 mm, Escherichia coli ATCC 1213; 8 mm-10.5
mm, Candida albicans ATCC 8739; 10 mm-17 mm and Bacillus cereus 4312; 10
mm-10.5 mm inhibition zones were formed. When the results were compared with
the control groups, the exctracts of Giizelyali walnut by direct extraction were less
active on all experiment microorganisms and the exctracts of GYTE and Sebin
walnuts by direct extraction were less active on the other experiment microorganisms
except Staphylococcus aureus 2923 and Bacillus cereus 4312 strains according to the
control groups was seemed. The extracts of GYTE walnut were active as Ampicilline

on these two strains, the extracts of Sebin were more active on these two strains from



vii

Ampicilline was determined. After applying the extracts of Soxhlet of walnuts that
were collecting from three different stations on the microorganisms, while only
Sebin walnut had antimicrobial activity on Candida albicans ATCC 8739 and
Bacillus cereus 4312 strains was seeming, GYTE and Giizelyali walnuts had not any
antimicrobial activity. According to the results, the antimicrobial activity of the

extracts of green fruit husks of Juglans regia L. was determined.
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1.GIRIS

Insanoglunun var oldugu tarihten bu yana hastaliklarin tedavileri i¢in ¢ok farkli
yontemler kullanilmustir. 11k caglarda hastaliklarm ve Sliimlerin tanrilar veya dogaiistii
giicler tarafindan gonderildigine inaniliyordu. Ortagcaga dogru gelindikge toplu dliimler
goriilmeye baglandi. Ronesans doneminde ise insanoglunun dogaiistii giiclerden siyrilip,
bilim alanindaki ilerlemeler sayesinde hastaliklar ve tedavi yontemleri daha bilimsel bir
boyut kazandi. Mikroskobun bulunmasiyla mikrobiyolojinin konusu olan, gozle
goriilemeyen canlilarin tanist ve hastalik yapici unsurlarin kesfi ile tedavi yontemlerinin

gelistirilmesi kolaylasti (Arda, 2000).

Son senelerde, insanlarda goriilen enfeksiyonlarda, genellikle ticari (sentetik)
antimikrobiyal ilaglarin rastgele kullanimi, patojen mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi
diren¢ kazanmalarina neden olmustur. Bu durum bilim adamlarini tibbi bitkiler gibi
bircok kemoterapik kaynaktan yeni antimikrobiyal maddeleri aragtirmaya yoneltmistir
(Karaman ve ark., 2002). Bitkilerin tedavi edici olarak kullanilmasi insanlik tarihinin
baslangicina dayanir. M.O. 3000 yillarinda Siimerler, Akadlar ve Asurlular tarafindan

hastalarda bitkisel karigimlar kullanilmaya baslanmistir (www.bitkievi.com).

Tiirkiye; Akdeniz ve Kara iklimlerinin hakim oldugu, 814.578 km?’ lik
yiiz6l¢iimiine sahip bir iilkedir. Ug fito-cografik bélgenin (Akdeniz, iran-Turan, Avrupa-
Sibirya) kesisme noktasinda olan tilkemiz, asirlardir canli hareketlerinin yogun oldugu
bir bélgede yer almasindan dolay1 zengin bir bitki gesitliligine sahiptir. Ulkemiz genis bir
tibbi ve aromatik bitki potansiyeline sahiptir. Buna karsin potansiyel bitkisel ilag
hammaddelerinin eldesi giinlimiize kadar gerekli derecede arastirilamamis olup, bu

durum halen ¢ok sayida bitkinin tibbi 6éneminin gizli kalmasina neden olmustur (Tung,

2000).

Tibbi bitkiler uzun yillardir, genis oranda ve birgok amacla Tiirkiye’ de
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin yaglar1 ve oziitleri, besin korunumu islemleri, ila¢ bilimi
(farmakoloji), alternatif tip ve dogal tedavi yoOntemleri gibi alanlarda temel

olusturmaktadir. Son yillarda {ilkemizde mikroorganizmalar {iizerine birgok bitki



Oziitiniin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili konularda yapilan c¢alismalar, konunun

Oonemine kiyasla olduk¢a az sayidadir (Diilger ve Goniiz, 2004).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin 1994 yili verilerine gore; 91 iilkede tibbi bitki
bulunmakta ve bu bitkilerin sayis1 yaklasik olarak 20.000 olarak bilinmektedir. Diinyada
1926° dan beri laboratuvar kosullarinda, bitkilerin mikroorganizmalar1 inhibe edici
ozellikleri, 6zellikle insan sagligi i¢in Oonemli olduklarindan dolay1 arastirilmaktadir.
Giinlik yasamda geleneksel yontemlerle tedavide kullanilan tibbi bitki denemeleri
simdilerde emprik metodlar ile kullanilmaktadir (Ates ve Erdogrul, 2003). WHO’ nun
2001 yilinda verdigi bilgilere gore ise, diinya populasyonunun % 80’ i, ozellikle de
gelismekte olan {ilkelerde, bitkisel ilaglar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Tadeg et al., 2005).

Calismamizda, ti¢ farkli bolgeden toplanan yesil ceviz kabuklarindan elde edilen
Oziitlin, dort bakteri ve bir maya tiirii lizerinde gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin
tayini esas alinmistir. Bu tez caligmasinda Juglans regia L. (ceviz) bitkisi kullanilmustir.
Literatiirlere gore bu bitki ve tiirlerinin farkli organlar ile bir¢ok antimikrobiyal aktivite
caligmasi yapilmasina ragmen Juglans regia L. meyvesinin yesil kabuklar ile ilgili
yapilan caligmalar oldukca az sayidadir. Bu nedenle deneylerimizde, bugiine kadar
yapilan calismalardan yola ¢ikilarak yesil ceviz kabuklarinin insanlarda patojen olan
Bacillus cereus 4312, Staphylococcus aureus 29213, Salmonella enteritidis 64,
Escherichia coli ATCC 1213 ve Candida albicans ATCC 8739 tiirleri iizerindeki

antimikrobiyal aktivitesi in vitro kosullarda arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Arastirmamizda kullanilan Latince adi Juglans regia L. olan ceviz bitkisi ve yesil

ceviz kabugu ile ilgili olan genel bilgiler asagida 6zetlenmistir.

2.1. Ceviz Bitkisine Ait Genel Ozellikler

Juglans regia L. bitkisinin sistematigi asagidaki gibidir.
Sinif: Dicotoyledoneae
Takim: Juglandales
Familya: Juglandaceae
Cins: Juglans

Tiir: Juglans regia L.

Juglandaceae (cevizgiller) familyasi, yaprak doken agaclardan ve nadiren galilardan
olusur. Yapraklart giizel kokulu, imparinnat ve stipiilsiizdiir. Cigekler tek eseyli, erkek
cicek bir Onceki yilin siirglinleri iizerinden ¢ikan uzun, sert ve sarkik amentum
durumunda, periant 3-6 loplu veya lopsuzdur. 3-40 stameni vardir. Disi ¢icekler yeni
stirgiinlerin ucunda, dik rasemus veya sarkik spika durumunda olup, periant 4 parcalidir.
Stigma 2 lopludur. Loplar genis oldugundan polen yakalamasi kolaydir. Ovaryum alt
durumlu, istte 1, altta 2-4 lokuslu, genellikle 2 karpelli (nadiren 3), 1 oviillii, ortotrop
tipte olup, plasentasyon bazaldir. Tohum taslag: tek integlimentli atrop (dik) tiptedir.
Meyve durupamsi nuks ve eksokarpi etli olup, yapraklarinda familyanin diger iiyelerinde
oldugu gibi naftakinon tiirevi juglon ve hidrojuglon-p-glukosit bulunmaktadir. Bu
nedenle Olen bitki organlar1 bu maddelere bagli olarak siyah renge doner (Se¢cmen ve
ark., 1995). Kuzey ve iliman bolgelerde yayilis gosteren familya, 6 cinse ait yaklasik 60
tiir icerir. Ulkemizde ise 2 cins ve 2 tiirii bulunmaktadir. Meyvelerinden, yagindan ve

kerestesinden yararlanilir. Siis bitkileri olarak da kullanilir (Zeybek ve Zeybek, 1994).

Baz1 kaynaklara gore, ceviz tohumunda endosperm olmadigi, yenen ceviz
kisimlarinin tohumun kotiledonlart olup ¢ok yagli oldugu, cevizgiller familyasini temsil
eden en Onemli cinsin Juglans cinsi oldugu, bu cinsin 6nemli tiirlerinin kara ceviz
(Juglans nigra), kafkasya cevizi (Juglans regia) ve ak ceviz (Juglans cinere) tiirlerinden

olustugu bildirilmistir. 20-30 metreye kadar boylanabilen genis tacli agaglar, anavatan



Anadolu olan Akdeniz’ den Dogu Asya’ ya kadar yabani olarak yetisen ceviz, ayni
zamanda kiiltiire de alinmig bir tiir olarak tamimlanmustir. Juglans regia L. (ceviz),
Juglandaceae ailesinin bir iiyesi ve Avrupa’ nin giiney bolgesi, Asya’ nin kiigiik bir
bolgesi, Hindistan ve Cin’ de yetisen, ¢ok yillik bir bitki olarak tanimlanmigtir. Ayni
kaynaklara gore, ceviz yaginin cilde olan faydasinin ylizyillardir bilindigi ve ¢ogunlukla
kozmetik endiistrisinde kullanilmakta oldugu belirtilmistir (Se¢gmen ve ark., 1995;

Tsamouris et al., 2002).

Ulkemizin hemen hemen her tarafinda ceviz bitkisine rastlanir. Bununla birlikte
bilhassa Kastamonu, Bilecik, Manisa, Kiitahya, Afyon, Tunceli, Tokat, Bolu, Konya,
Samsun, Trabzon ve Bitlis illerinde yayilis gosterir. Ceviz agacinin gévdesi 1.5 ila 2.5
metre ¢capinda, giimiis renkli ve aga¢ kabugu piiriizsiiz, yapraklari oval, biitiin ve 22-35
cm olup, meyveleri yesil, 4-6 cm ¢apinda, endokarp hafifce kivrimli, ince ya da kalin
kabukludur. Yasam alanlarinin Mese ya da her yil yaprak doken karma ormanlarda,
kalkerli, egimli, aliivyonca zengin ¢akilli vadilerde, meyve bahgelerinde, 1000-1550
metre yiikseltiler oldugunu bildirilmektedir. Ulkemizde g¢ogunlukla meyveleri igin
kiiltiire alinmis oldugu, tohumlarinin dagitilmasinda ¢ogunlukla kargalar, sincaplar ya da
gbcebe yasayan toplumlarin rol oynadigi bildirilmektedir. Birinci ve Ikinci Diinya
Savaglar1’ ndan 1950 lere kadar ozellikle yash ceviz agac govdelerinin Tirkiye’ den
Avrupa’ya ihracatinin yapildigi (Davis, 1965, 1982), cevizin ticari ve ihrag¢ acisindan

degerli bir {irlin oldugu belirtilmistir (Mahoney et al., 2000).

Yapragi, agacinin kabugu, bitki suyu, tomurcuklari, meyvesi, filizleri ve meyvesinin
yesil kabuklariyla ceviz, sagliga ¢ok yararlidir. Kabiz giderici ve kan temizleyici etkisi
vardir. Bol sekerli suyu kan temizleyicidir. Tomurcuklarindan sa¢ dokiilmesinde
yararlanilir. Basaklarinin kilcal damarlart sikistirici etkisi vardir. Vajinal akintilarda,
ragitizmde ve bagirsak kanamalarinda yapraklarindan yararlanilir. Ceviz yapraklar
kandaki glikoz oranini diisiiriir, bu nedenle meyvesi seker hastalarina onerilir. Ceviz
kokiinde, yapraklarinda, meyve ve govde kabuklarinda boyar madde bulundugu ve
yaygin olarak kullanilan kismmin ise meyve kabuklart oldugu belirtilmistir
(Harmancioglu, 1955; Enez, 1987; Ugur, 1988). Diger bir kaynakta ise, Birinci Diinya
Savasi sirasinda Tiirk ordusundaki askerlerin ¢adirlarini ve elbiselerini ceviz yapragi ve

sogan kabugundan elde edilen bir karigimla boyadiklar1 belirtilmistir (Baytop, 1984).



Yine baz1 kaynaklarda, Juglans regia yapraklari diinyada ¢ogunlukla; antifungal,
solucan diistiriicii, kanama durdurucu, deride pullasmay1 onleyici, antidiyareik, diisiik
kan sekerini diizenleyici olarak ve kanin temizlenmesinde, tonik olarak, siniizit ve soguk
alginlig1 tedavisinde, karin agrisini gegirici olarak kullanilmakta oldugu bildirilmektedir.
Ayrica etanol Oziitii indometasin gibi enfeksiyon olusumuna karsi aktivite gosterdigi,
Tirk geleneksel tedavi yontemlerinde ise giines ¢arpmasindan kaynakli ateslenmelerde
ve romatizma agrilarinin azaltilmasinda haricen kullanildig1 ifade edilmektedir. Geng
yapraklar toplanip kurutularak folia juglandis drogu elde edilir. Taze ve kurutulmus
yapraklar 1lik banyo suyuna atilarak cildi giizellestirmede kullanilir. Son yillarda saglari
besleyici boya olarak kullanimda 6nem kazanmustir. Oziitinden sa¢ dokiilmesini
Onleyici sampuanlar yapilmistir. Antalya ve yoresinde ¢ok genc meyveler toplanilarak
recel yapilmaktadir. Acimsi tadi ile istah agicidir, limondan 30 misli daha fazla C
vitamini vardir. Ulkemizin farkli yorelerinde, hemoroit sikayetlerinin giderilmesi ve
tedavisinde kullanilan 46 familyaya ait 84 cinsin bulundugu ve bu bitkilerin ig¢ersinde
hemoroit tedavisinde cevizin de kullanildig1 ifade edilmistir (Zeybek ve Zeybek, 1994;
Erdemoglu ve ark., 2003; Giithan ve Ezer, 2004). Bagka bir kaynakta, juglon (5-
hidroksi-1,4-naftakinon) ve plumbagin’ in (5-hidroksi-3-metil-1,4-naftakinon) kara
cevizde (Juglans nigra) bulunan sar1 pigmentleri olusturdugu ve bunlarin akne

tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Inbaraj and Chignell, 2004).

FAO (Food and Agriculture Organization=Gida ve Tarim Organizasyonu)’ nun
resmi internet sayfasinda (www.fao.org.), 1980-1996 yillar arasinda diinya kabuklu
ceviz ihracatinda dnemli yere sahip olan iilkelerin ABD, Meksika, Fransa ve Cin oldugu
bildirilmektedir. Ayni siteye gore, ihracat kayitlarinda yer alan diger {ilkeler ise Sili,
Bulgaristan, Cin, Moldavya, Hollanda, italya ve Hindistan' dir. Diinya kabuklu ceviz
thracatinin % 60' in1 ABD tek basina karsilamaktadir. ABD' yi izleyen iilkeler ise %
16.4" liik bir oranla Meksika ve % 9.3' lik bir payla Fransa’ dir. Bir bagka kaynaga gore,
tilkemiz yaklagsik 4 milyonu askin ceviz agaci ve yillik 110 bin ton kabuklu ceviz iiretimi
ile diinya ceviz lretiminde ilk siralarda yer almasina ragmen, liretimin standart asili
ceviz gesitleriyle yapilmamasindan dolay1 ceviz ihracatinda hak ettigi yere bir tiirli
gelemedigi bildirilmektedir. Gelecek yilizyilin meyvesi olarak kabul edilen cevize
iilkemizde son yillarda 6nem verilmeye baglandig1r yine ayni kaynakta belirtilmistir

(www.fao.org.; Akga, 20006).
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2.2. Ceviz Bitkisinin Farmasotik ve Kimyasal Ozelliklerine

Yonelik Calismalar

Ceviz bitkisinin farmasotik ve kimyasal 6zelliklerine yonelik ¢ok sayida calisma

yapilmistir. Asagida bu konu ile ilgili literatiir 6zetleri verilmistir.

2004 yilinda gergeklestirilen bir calismada, diinyada birgok yetiskin ve ¢ocukta
gastrointestinal enfeksiyonlarin nedeni olan Heliobacter pylori bakterisi ile ¢aligilmistir.
Genellikle bu enfeksiyon antibiyotik ve ii¢ ilag kombinasyonu ile tedavi edilmektedir.
Calismada Iran’ da yetisen meyan, ceviz, kurtbagr, kekik, yasemin ve siraca otu
(Glycyrrhiza aspena, Juglans regia, Ligustrum vulgare, Thymus kotschyonus,
Trachyspermum copticum ve Xanthium brasilicum) olmak tizere alti bitki tiiriiniin H.
pylori iizerine etkisi arastirilmistir. Bu bitki 6ziitlerinin 70 ¢ocuktan kliniksel olarak
izole edilen vakalarda uygulanmasi sonucunda tiim bitkilerin H. pylori’ e karsi
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu, X. brasilicum ve T. Copticum’ dan elde edilen
Oziitlerin en aktif oziitler oldugu ifade edilmistir (Nariman et al., 2004). Bir baska grup
tarafindan 1999 yilinda Filistin’ de yapilan ¢aligmada, antifungal aktivite yoniinden 22
yerel bitki aragtinlmigtir.  Bitki  oziitleri, Microsporum canis, Trichophton
mentagrophytes ve Tricophyton violaceum kolonilerinin gelisimi tizerinde denenmistir.
Farkli bitki tiirlerinin 6ziitleri {i¢ dermatofitin koloni gelisimini % 36-100 oraninda
indirgemistir. 22 bitkiden Capparis spinosa ve Juglans regia; M. canis ve T. violaceum’

un gelisimini tamamen onlemistir (Ali-Shtaveh and Abu Ghdeib, 1999).

2005 yilinda yapilan bazi ¢alismalara gore, cevizde melatonin bulunmaktadir. Ceviz
tilkketildiginde, kandaki melatonin konsantrasyonunun artmakta oldugunu ve bu artigin
kandaki antioksidatif kapasitenin artig1 ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Dokuz ceviz
kiiltiirtinde (Arco, Franquette, Hartley, Lara, Marbot, Mayette, Mellanaise, Parisienne,
Rego) tokoferol ve tokotrienol kompozisyonuna bakilmistir. Analizlerin sonucunda
gbzlemlenen bilesikler, alfa-tokoferol, beta-tokoferol, gama-tokoferol, delta-tokoferol ve
gama-tokotrienol’ diir. Gama-tokoferol’ {in tiim 6rneklerde ana bilesik oldugu, sonraki
bilesiklerin sirasi ile alfa ve beta-tokoferol oldugu belirlenmistir. Kiiltiirlere ait dnemli

kompozisyon farkliliklarinin, tiretim yillarina, genetik faktorlere baglh oldugunu ve E



vitamini kompozisyonunun g¢evresel faktorler tarafindan etkilendigi bildirilmistir

(Amaral et al., 2005; Reiter et al., 2005).

1997 ve 1998 yillarinda yapilan bazi ¢alismalarda, Juglans regia L. agacinin kabugu
oziitlendiginde doza bagli durumlarda genis bir antimikrobiyal aktivite spekturumu
gosterdigi belirtilmistir. Bir¢ok patojen mikroorganizma tiiriiniin gelisimini inhibe ettigi
ve bu mikroorganizmalarin Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. mutantlari,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans oldugu belirtilmistir.
Ceviz agacinin kabugu tiikriigiin pH degerini yiikselttigi, boylece kabukla dislerin
firgalanmasinin  oral hijyeni gelistirebilecegi, dis plagi ve ¢lrik olusumunu
engelleyebilecegi, iltihaplanma ve peridental enfeksiyonlar1 indirgeyebilecegi
bildirilmistir. Ceviz agaclariin juglon denilen bir toksine sahip oldugunu ve juglonun
bir naftakinon oldugunu belirtilmistir. Bu maddenin ceviz ailesinin tiim tiiyelerinde
(olgunlasmis meyve harig), biitiin bitki boliimlerinde bulundugu, gii¢lii bir fitotoksin
olup, bitkileri 6ldiirdiigii ve bazi bahg¢ivanlarin bu 6zelliginden dolayr cevizi kullanigh
bulduklar1 ifade edilmistir. Bitkinin kokleri ile juglonu topraga verdigi, genis bir
antimikrobiyal aktivite spekturumuna sahip oldugu, bircok bakteri ve mantar tiirinii
oldiirdiigii belirtilmistir. Organizmanin ¢ogunda olaylarin gerceklesmesini saglayan
bircok dnemli enzimin ¢aligmasini juglonun inhibe ettigi, Juglandaceae ailesinin birgok
acidan kullanighh olmasina ragmen, bunun tibbi agidan tedavi edici anlamda olmadigi
belirtilmektedir. Kaynaklara gore, ceviz agacinin olgunlasmis meyvesinde juglonun
bulunmamasinin hem saglikli hem de lezzetli bir yiyecek halini almasini sagladigi, hem
de zirai yonden bitkiyi degerli kildig1 bildirilmektedir (Alkhawajah, 1997; Onken, 1998).
2003 yilinda bir bagska grubun gergeklestirdigi ¢alismada aralarinda Juglans regia’ nin
da bulundugu on iki tibbi ve aromatik bitki 6ziitlenerek, antioksidant etkisi olan fenolik
bilesik icerigine bakilmigtir. Bu bitkilerin biliylime evresinde en yiiksek flavanoid
oraninin Juglans regia ve Geranium macrorrihizum’ un goévde ve yapraklarinda
bulundugu bildirilmistir. Juglans regia ile yapilan c¢alismalarda énemsenen genellikle
meyvesi olurken, diger kisimlarin Ozelliklerinin daha az bilinmekte oldugu ifade

edilmistir (Miliauskus et al., 2003).

2003 yilinda yapilan bir ¢alisgmada iginde Juglans regia yapraklarinin da oldugu
yedi bitki tiiri etanol ve su ile oziitlenmistir. Calisma sonucunda ceviz yapraklarinin

etanolik Oziitlinlin farelerde goriilen penge Odemine karsi herhangi gastrik zarar



vermeksizin etkili oldugu bildirilmistir. Diger bir grup tarafindan 2004 yilinda yapilan
bir calismada, ayni1 cografik, zirai ve iklimsel kosullarda Mayis-Eyliil aylar1 arasinda
toplanan alt1 farkli ceviz kiiltiiriine ait yapraklarinda yedi fenolik bilesik tanimlanmistir.
Bunlar 3-kafeolikuinik, 3-p-kumarolikuinik, 4-p-kumarolikuinik asit, kuersetin-3-
galaktosid, kuersetin-3-arabinoz, kuersetin-3-ksilosid, kuersetin-3-ramnosit’ ten olusan
yedi bilesik tanimlanmis olup, iki tanesinin ise kismen tanimlanmis olan kuersetin-3-
pentoz, kaempferol-3-pentoz tiirevleri oldugu bildirilmistir. Aymi arastiricilar Juglans
tiirlerinde, juglonun (5-hidroksi-naftakinon) karakteristik bir bilesik oldugunu, taze ceviz
yapraklarinda sentezlendigi rapor etmigler ve diger baz1 Avrupa iilkelerinde oldugu gibi
Portekiz’ de kuru ceviz yapraklarinin igerigindeki fenolik bilesikler ve flavonoidlerden
dolay1 bir¢ok gida iiriinlinlin kalitesinin korunmasinda kullanildigini ve juglonun, kuru
yapraklarda oziitlendiginde goriilmedigi, fakat taze yapraklardan oziitlendiginde, izole
edilmesinin miimkiin oldugunu ifade etmislerdir. Yine aymi arastiricilar, ceviz
yapraklarinin Mayis ve Temmuz aylar1 arasinda toplanilmasmin tercih edilmesi
gerektigini, ¢linkii fenolik igerigin daha yiiksek oldugunu belirterek bu bilesiklerin,
kafeik asit ve kuersetin tiirevlerinin miikemmel birer antioksidant oldugunu, ve bu
ozelliklerinin ortho-dihidroksi adli aromatik halka 6zelliginde olan yapisal bir gruptan
kaynaklandigii bildirmislerdir. 2005 yilinda ise farkli bir grup yaptiklari ¢alismada,
akne lezyonlarindan izole edilen organizmalar ve akne bdlgelerinin ana olusturuculari
Propionibacterium acnes’ e (P.acnes) karsi Psidium guajava ve Juglans regia
yapraklarinin 6ziitiinii in vitro kosullarda inhibitor etkisi yoniinden incelemislerdir. 38
kisiden farkl: tipteki akne lezyonlarini kiiltiire almiglar ve P. acnes frekansinin (yalniz ve
Staphlococci spp.) % 47, Stapylococcus aureus ve Staphylacoccus epidermidis’ in sirasi
ile % 13 ve % 24 oraninda oldugunu tespit etmislerdir. Calismalarinin sonuglarina gore,
bu bitkilerin ziitlerinin yangt onleyici aktiviteleri bilindigi i¢in akne tedavisinde etkili
olabilecegini belirtmislerdir. 1990 yilinda ceviz yapraklarinin ve meyvelerinin yiizey
mumlarinin incelendigi bir ¢aligmada, ylizey mumlarinin % 41.6° sinin yaprakta, %
35.7° sinin ise meyvede bulundugu ifade edilmistir. Yiizey mumlariin birincil alkollerle
benzer kimyasal kompozisyon gosterdigi, diger homolog seri olan hidrokarbonlarin;
yaprakta % 3.0, meyvede % 15.6, esterlerin, % 3.5 yaprakta, % 3.4 meyvede,
aldehitlerin; % 5.5 yaprakta, % 10.0 meyvede ve yag asitleri; % 8.4 yaprakta, % 4.7
oraninda meyvede bulundugu belirlenmistir. Kii¢clik miktarlarda genel mum yaglarinin
ise, yaprakta % 29.8 ve meyvede % 28.6 oraninda bulundugu ifade edilmistir (Prasad
and Giilz, 1990; Erdemoglu ve ark., 2003; Amaral et al., 2004; Qadan et al., 2005).



10

Gegmiste yapilan arastirmalar incelendiginde ceviz meyveleri iizerine de farkli
calismalar yapilmistir. 1982 ve 2005 yilinda yapilan bazi ¢alismalarda, olgunlagsmamis
ceviz meyvesinde ¢esitli fenolik asitler, siyrinjaldehit ve juglon bulundugu ve cevizin
pelisel bolgesinin O6nemli fenolik bilesiklerin kaynagi oldugu da ifade edilmistir.
Olgunlagsmamis Juglans nigra (siyah ceviz) ve Juglans regia meyveleri aseton ile
oziitlendiginde, sekiz farkli cesitte ucucu 1-4 naftakinon bulundugu belirtilmistir. 2001
yilindaki bir diger ¢alismada 13 tane Juglans regia L. kiiltiirii incelenmistir. Seg¢ilen
kiiltiirlerde ¢ekirdek i¢indeki oranlara bakildiginda; toplam yag iceriginin, % 62.6-70.3
araliginda, ham protein oraninin % 13.6-18.1 araliginda, lif oraninin % 4.2-5.2 araliginda
ve nisasta igeriginin % 2.8 den fazla olmadig1 gozlemlenmistir. Calisma sonucunda
amino asit igeriginin kiiltiirler arasinda benzer oldugu gozlenmis ve yiiksek kalitedeki
proteinlerin bulunma nedeninin icerdikleri esansiyel amino asitlerden kaynaklandigi
belirtilmistir. 2003 yilinda {ilkemizde yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye’ de yetisen Juglans
regia L. genotiplerinin mineral, yag asiti kompozisyonu ve ¢ekirdek 6ziiniin (ceviz igi)
ozellikleri belirlenmistir. Incelenen genotipler arasinda, Sebin-Tip-1, Korcegoz,
Karabodur, Tozam ve Giivenli bulunmaktadir. Bu genotipler incelendiginde sayilan
ozelliklere gore, Sebin-Tip-1 ve Giivenli genotiplerinin kalitesinin daha yiiksek oldugu

ifade edilmistir (Binder, 1982; Savage, 2001; Caglarirmak, 2003; Colaric et al., 2005).

Ceviz bitkisinin tohumu {izerine 1982 ve 2004 yillarinda yapilan bazi
calismalarda, tohum kabugunda bulunan gallik ve ellajik asit oranlari incelenmistir.
Tohum kabugundaki gallik asit iceriginin aflatoksigenezin inhibisyonunda potansiyel bir
belirte¢ oldugu belirtilmis ve cevizde bulunan hidroliz edilebilen taninlerden gallik asit
seviyesinin regiilasyonu, geleneksel yetistirme ya da genetik manipiilasyon yontemleri
ile aflatoksigeneze kars1 yiiksek dirence sahip olan yeni kiiltiirlerin yetistirilmesi i¢in
potansiyel olusturabilecegi ifade edilmistir. Bitkilerde serotonin’ in (5-hidroksitriptamin)
hormon ve avlanmaya karsi koruyucu ajan olarak gorev yaptigi, ceviz tohumlarinda
amonyak detoksifikasyonunda ikincil {irtin olarak rol oynadigi, aym1 zamanda
plastidlerde gerceklesen Sikimik Asit yolunda enzimler yardimi ile sentezlendigi
bildirilmistir. Bu maddenin kotiledonlarda olgunlagsma sirasinda protein taneciklerinde
saklandig1 ve birikmesi ile tohumlarin amonyagi detoksifiye edebildigi ifade edilmistir
(Grobe, 1982; Mahoney and Molyneux, 2004). 2003 ve 2004 yillarinda farkli gruplar
tarafindan yapilan caligmalarda cevizin, ¢éziinmeyen yag asitleri (linoleik ve oleik asit)

acisindan olduk¢ca zengin oldugu ve bu asitlerin oksidasyona neden oldugu
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bildirilmektedir. Ceviz 6ziitlinlin ellajik asit, gallik asit, flavonoid ve katecin igerdigi,
bunlarin insan plazmasinda ve in vitro sistemlerde diisikk yogunluktaki lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonunu inhibe ettigi, LDL’ nin sitotoksik etkisine kars1 limfoid
hiicrelerini korudugu ve Juglans regia oziitiiniin kemoterapi boyunca siklofosfamit’ in
toksik etkisini ortadan kaldirmada yardimci olabilecegi rapor edilmistir. Cevizdeki
ellajik asit ve flavonoidlerin serumda kolesterol diizenleyici etkiye sahip potansiyeli
oldugu ifade edilmektedir. Flavonoidlerden bir gurubun kalp koruyucu etkisi oldugu
bilinmektedir (Fukuda et al., 2003; Haque et al., 2003; Stampar et al., 2005). 2001
yilinda yapilan farkli bir ¢alismada ise Yunanistan’ i Evia adasindan toplanan Juglans
regia L. (ceviz) tohumlari 6ziitlenerek yagi ¢ikarilmistir. Bu yagin, Bligh-Dyer Metodu
kullanilarak toplam lipit oranina bakilmistir. Kromatografik tekniklerle lipitler izole
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda toplam yagin % 96.9’ u nétral yaglarca zengin,
%3.1” in ise diisiik oranda polar lipitler oldugu goriilmiis, noétral yaglar genellikle
trigliseraldehitten olusurken, polar yaglarin sfingolipitlerden olustugu goézlenmistir. Yine
analiz sonuglarina gore bu yagdaki temel yag asitinin linoleik asit oldugu bildirilmistir.
Caligmaya gore ¢oziinmeyen yag asiti oran1 % 85 iken, ¢oziinen yag asitinin orani ise %
15° tir. Calismada ceviz yagi kullanilarak fosfolipitlerden lipozom olusturulmus ve
yeniden formiile edildigi bildirilmistir. Bu lipozomlarin kozmetik ve ilag sanayinde

kullanildig: ifade edilmistir (Tsamouris et al., 2002).

Bizim de c¢alismamizda kullandigimiz, cevizin yesil kabugu {izerine yapilan
calismalarda ise, cevizin yesil kabugunda bulunan dort naftakinon serisinin (1,4-
naftakinon, juglon, 2-metil-1,4-naftakinon ve plumbagin) fungal yasama yetenegi ve
aflatoksigenez tizerine etkisi in vitro olarak calisilmis ve kinonlarin mantar tiirlerinin
germinasyonunu geciktirdikleri, yiiksek konsantrasyonlarda gelismelerini tamamen
inhibe edebildikleri gozlemlenmistir. Naftakinonun daha yiiksek konsantrasyonlar
uygulandiginda aflatoksin tiretiminin diistiigii ya da tamamen inhibe edildigi gozlenmis,
diisiik konsantrasyon uygulamalarinda ise aflatoksin sentezini tesvik ettigi rapor
edilmistir. Naftakinonlara ait olan juglonun, serbest olusumu ile yiikseltgenme-
indirgenme reaksiyonlarin1 geri doniigiimlii olarak yliriittiigii ve taze yapraklarda,
meyvenin yesil kabugunda, kék kabugunun igersinde bulundugu bildirilmistir. Yesil
ceviz kabuklarinda, juglonun yaninda hidroksi sinnamik asit, hidrobenzoik asit,

flavonoid’ lerin bulundugu ve ayrica yesil ceviz kabuklarindan geleneksel yontemler ile
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likér yapildig bildirilmistir (Mahoney et al., 2000; Solar et al., 2005; Stampar et al.,
2005).

Antimikrobiyal ¢alismalar genellikle in vitro kosullarda gergeklestirilmekle
beraber in vivo olarak gergeklestirilen 2005 yilindaki bir ¢alismada, cevizin kandaki yag
diistiriicii 6zelligini belirlemek amact ile 52 goniillii kisi iki guruba ayrilmistir. A
gurubundaki kisilere 8 hafta boyunca giinde 20 gr ceviz, B gurubuna (kontrol gurubu)
ise hi¢ ceviz verilmemistir. Olgiimlerde, trigliserit, yiiksek yogunluktaki toplam
lipoprotein (HDL) ve diisiik yogunluktaki lipoprotein (LDL) seviyelerine bakilmistir. A
gurubunda, ortalama plazma trigliserit seviyesi (TG) % 17.1° e, HDL ve kolesterol % 9’
a onemli sekilde diistligli gbzlemlenmis ve gilinlilk besin aliminda ceviz tliketiminin,

potansiyel kroner arter hastalik riskini diisiirdiigii bildirilmistir (Zibaeenezhad et al.,

2005).
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Sekil 2.1. Cevizde bulunan baz1 kimyasallarin yapisi (Babula et al., 2006)

2.3. Deneylerde Kullamlan Mikroorganizmalarin Genel

Ozellikleri

Asagida ¢aligmamizda kullandigimiz mikroorganizmalara ait genel ozellikler ve

literatiir 6zetleri verilmistir.
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2.3.1. Staphylococcus Genusu

Micrococcaceace familyasinin Planococcus, Stomatococus, Micrococcus ve
Staphylococcus adli dort tane genusu vardir. Stamatokoklar ve mikrokoklar insanlarda
bulunsalar bile nadir olarak hastalik etkenidirler. Buna karsin stafilokoklar, basit,
yilizeysel enfeksiyonlardan, insan hayatini tehdit eden ciddi sistemik enfeksiyonlara
kadar genis bir spekturuma sahiptirler. Ik defa 1880 yilinda Ongston bir hastadan aldig1
cerahati boyayarak tiziim salkimina benzeyen koklar gormiis ve bunlara (staphyle: tiziim
salkimi) goriiniimlerinden dolay: stafilokok adini vermistir. Rosenbach ise 1884 yilinda,
hastalardan alinan 6rneklerden, besiyerlerinde stafilokoklar1 izole etmistir. Stafilokoklar
normal olarak, insanin derisinde ve miikoz membranlarinda bulunurlar. Yuvarlak
hiicreler olup, 0.5-1.5 pum capinda, tekli, ¢iftli ya da kiimeler halinde bulunurlar.
Fakiiltatif anaeropturlar. Kemoorganotrofiktirler, hem solunum hem de fermantasyon
metabolizmasini gergeklestirirler. Koloniler genellikle mat renkli, beyaz ya da krem
renkli olabilir, bazen sar1 ve turuncu olabilir. Genellikle katalaz (+), sitokrom bulundurur
fakat genellikle oksidaz (-)’ tirler. Nitrat1 sik sik nitrite indirgerler. Lizostatin tarafindan
lizize duyarlidirlar. Fakat lizozim tarafindan lizize duyarli degildirler. Genellikle % 10
NaCl i¢inde biiytiirler. Optimum sicakliklar1 30-37 °C’ dir. Genel olarak deride,
sicakkanlt omurgasizlarin mukuslu yiizeylerinde bulunurlar fakat tozdan, sudan ve
yiyeceklerden izole edilirler. Baz tiirleri insanda ve hayvanlarda firsat¢i patojendir ya da
ekstraseliiler toksinleri iiretirler. Insanlarda siklikla hastalik nedeni olan tiirleri
Staphylococcus aureus, S. epidermisis, S. haemolyticus, S. lugdenensis, S.
saphropyticus’ dur. S. intermedius ve S. schleiferi, daha ¢ok veteriner hekimligin ilgi
sahasina girmektedir (Kiligturgay ve ark.,1994; Holt et al., 1994).

2.3.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus spor olusturmadigi halde viicut disinda canliligini uzun siire
koruyabilen tek insan patojenidir. Genis bir 1s1 araliginda tireyebilirler (6-46 °C). Toksin
olusturmalari i¢in gerekli minimum ve maksimum sicaklik dereceleri daha yiiksek olup
10-48 °C’ dir. Optimum olarak 7.0-7.5 pH’ 1 tercih eden Staphylococcus aureus 4.0-9.3
pH sinirlar1 arasinda gelismesini siirdiiriir. Gidalarda toksin olusturabilmek igin
minumum pH istekleri vejetatif gelisme isteklerinin biraz {izerindedir (pH: 4.9-5.1).
Benzer durum su aktivitesi (As) degerlerinde de goriiliir. Minumum su aktivitesi sirasi

ile aerop gelisme icin As: 0.83-0.86, anaerop gelisme icin As: 0.90 olarak belirtilmistir.
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Toksin olusturmak icin daha yiiksek su aktivitesi gerekmektedir. Sicakliga direnci,
bulundugu gida maddesinin yapisina gore farklilik gosterir. Kanli agarda 18-24 saatte,
yuvarlak, diizgiin, 1-4 mm capinda, hafif konveks koloniler yapar. Gliserol mono asetat
gibi yag asitleri ile zenginlestirilmis besiyerinde 37 °C’ de iretildiklerinde,
karotinoidlerden dolay1 pigment olustururlar. Anaerop kosullarda ve buyyonda pigment
yapmazlar. Staphylococcus aureus altin sarisi kolonileri ile tanimlanir. Kanli agarda
beta hemoliz yapmaktadir (Cengiz, 1999; Akgelik ve ark., 2000).

2.3.1.2. Patogenez ve Enfeksiyonlari

Stafilokoklar deri enfeksiyonlarinda, yag ve ter bezleri ile kil diplerinden
organizmanin viicuduna girer. Insanin savunma mekanizmasi, mikroorganizmanin
sayist, virulansi, deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi enfeksiyon olusumunu
etkileyen faktorlerdir. Damar ic¢i protez ve katater uygulamalari ile de bakteriyemi
gelisebilir (Cengiz, 1999). Dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunu oOrten
mukoza tabakasinda yer alir. Buradan bir¢ok yere yayilir. Deride, en ¢ok ellerde,
kollarda ve yiizde bulunur. Insan ve hayvan diskisinda, apseli yaralarda, sivilce ve
cibanlarda yogun olarak bulunmaktadir (Akgelik ve ark.,, 2000). Stafilokok
pnomonisinin etkeni S. aureus’ tur. Yeni doganlarda solunum yolu enfeksiyonlarindan
olusan o6liimlerin en sik nedenidir. Toksik sok sendromu ise, 1978 yilinda tanimlanan,
menstural donemde tampon kullanan kisilerde stafilokoklarin olusturdugu klinik bir
vakadir. Birden yiikselen ates, bulanti, kusma, bag ve karin agrisi, diyare, hipotansiyon
goriiliir. Bunu kalp, bobrek, karaciger, koagiilasyon bozukluklar izler. Erken tani, etkin

bir tedavi ile hastalar 7-10 giin iginde iyilesebilir (Kiligturgay ve ark., 1994).

2.3.1.3. Tedavi, Epidemoloji ve Korunma

Stafilokok enfeksiyonlarina karsi aktif bagisiklik kazandirabilmek i¢in stafilokok
toksoidlerinin kullanilmasi basarili olmamistir. Ayni sekilde stafilokok asilarinin
tedavideki degeride c¢ok siiphelidir. Bircok antimikrobik, kemoterapotik madde
stafilokoklara in vitro etkili bulunmustur. Fakat ilaglarin ¢oguna karsi hizli bir direng
olusturmas1 ve ilaglarin nekrotik bolgelerin ortalarina kadar sizamayislari, enfekte
kisinin iyilesmesini zorlastirmaktadir. Stafilokok enfeksiyonlarinda, yerel, titiz bir
antiseptinin ¢ok biiylik 6nemi vardir. Stafilokok toplumlarinin ¢ogunda direncli

varyantlar bulunmaktadir. Bunun i¢inde buna bagli olarak herhangi bir ilacin etkisi
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onceden kestirilemedigi i¢in izole edilen tiim stafilokoklara antibiyotik duyarlilik testleri
uygulanmalidir. Tedavi bu test sonucuna gore diizenlenmelidir. Stafilokoklar dogada
heryerde bulunurlar. insanlar derilerinde koagiilaz negatif stafilokok tagirlar. Ozellikle
sicakta nemli deri kivrimlarinda gecgici S. aureus yerlesmeleri de goriiliir. Birgok
hastanede antimikrobik kemoterapatik maddeler sorumsuzca kullanildiklarindan direngli
stafilokok populasyonlar1 hakim durumdadir. Faj tiplendirmesi ile hastane
stafilokoklarinin yayilis epidemolojisini kanitlamakta yardimci olur. Bdylece eski ve
yeni hastalar arasindaki yayilim yollar1 saptanabilir (Kiligturgay ve ark., 1994).
Stafilokoklarin rezervuari insandir. Bakteri insandan insana ya hava yolu ile ya da
dogrudan temasla gecer. Korunmanin temelinde hijyen kurallarina uyum prensibi

bulunmaktadir (Cengiz, 1999).

2.3.2. Bacillus Genusu

Bacillus genusuna ait tiirler, Gram (+) boyanan, sporlu, diiz gubuk seklinde, biiyiik
bakterilerdir. Hareketlidirler. Zorunlu aerob veya fakiiltatif anaeropturlar. Dogada
yaygin olarak bulunan bakterilerdir. Heterojen tiirdiir. 40’ tan fazla tiirii vardir. Insan i¢in
en 6nemli olan1 Bacillus anthracis’ dir. B. cereus’ da hastalik etkeni olabilir. Digerleri
kontaminan kabul edilir. Nadiren de olsa firsat¢1 patojen olarak ciddi enfeksiyon nedeni
olabilirler. Birkag tiirli omurgasiz ve omurgalilarda patojendir. Termofil cinsi 55 °C’ den
fazla 1silarda iireme yetenegine sahiptir. Bircok cinsi alkol, antibiyotik, vitamin, enzim
ve bazi ¢dziiciilerin sentezinde kullanilir. Bundan dolay1 endiistriyel olarak 6nemlidirler.
Spor olusturmalar1 6nemli Ozellikleridir. Endosporlar1 oval, bazen yuvarlak ya da
silindirik olabilir ve birgok degisik kosula karsi direnclidir. Sporlar1 hiicreden genis,
veya aymi kalinlikta, terminal, subterminal yerlesimli olabilir. Bundan taksonomide
faydalanilir. Ciftler ya da zincir halinde bulunurlar. Kemoorganotrofiktirler, ya
fermantasyon ya da oksijenli solunum metabolizmasina sahiptirler. Genellikle katalaz
(+)’ tir. Genis bir habitat araligr bulunmaktadir (Sneath et al., 1986; Holt et al., 1994;
Kiligturgay ve ark., 1999).

2.3.2.1. Bacillus cereus

Morfolojik olarak, ¢ubuk seklinde olup, zincir halinde bulunma egilimi de vardir.
Zincirlerin stabilitesi koloni olusumunu etkiler. Farkli suslar1 bulunabilir. Ekstraseliiler

tirtinleri hemolizin, farede Oldiiriicii olan ¢Ozilinebilir toksin, bakteri hiicreleri i¢in litik
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enzimler, proteolitik enzimler ve fosfolipaz C’ dir. Yeterince demir igeren nisastali
medyumlarda bazi suslar1 kirmizi bir pigment olan pulkerimin iretirler. Baz1 suslari
farklt medyumlarda sariya kacan yesil florasanli pigment liretirler. Nutrient agarda bazi
suslar medyumu koyulastirir ve pembemsi ve kahverengi difiize olabilen pigment
tiretirler. Bir ya da birka¢ tane amino asit ihtiyaci vardir. Vitaminlere ihtiyac1 yoktur
(Holt et al., 1986). Bacillus anhracis’ e benzemekle beraber beta hemoliz olusturmasi ve
hareketli olmasiyla ayrimi saglanir. B. cereus iki farkli klinik formda besin
zehirlenmesine sebep olur. Birincisi kisa inkiibasyon siirelidir. Enfekte besinlerin
yenilmesinden 4 saat sonra siddetli bulanti, kusma goriiliir. ikinci formu ise, uzun
inkiibasyon siirelidir (17-18 saat). Ozellikle piring ile yapilan yiyeceklerde spor
par¢alanmadan kalmis ise, uygun 1sida vejetatif hale gecerek enterotoksini salgilar.
Ayrica konak direncinin bozuldugu zamanlarda, protezli olgularda, immunsuprese
kisilerde, endokardit, menenjit, bakteriemi gibi ciddi klinik tablolara neden olabilir.
Genellikle beta laktamazlar nedeniyle penisilin ve sefalosparinlere karst direnglidirler.
Kloramfenikol aminoglikozit, vankomisin ve klindamisin’ e duyarhdirlar. B. cereus
sporlar1 pastorizasyona direnglidir. Bu nedenle siitiin bozulmasima yol acan baslica

bakterilerdir (Kiligturgay ve ark., 1994).

2.3.3. Escherichia Genusu

Enterik bakterilerin smiflandirilmasinda, biyokimyasal 0Ozellikleri, antibiyotik
duyarliliklari, antijenik 6zellikleri, plasmid, bakteriyofaj analizleri, DNA hibridizasyon
calismalar1 esas alinmaktadir. Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology (1984) adli
kaynakta  Enterobacteriaceae ailesinde, 23 tiir, 100’ e yakin cins bulundugu
bildirilmistir. Kisa ve diiz ¢ubuklar olup, 1.1-1.5 pm ile 2.0-6.0 um boyutunda, tek ya da
ciftler halinde bulunurlar. Bir¢ok susta kapsiil ya da mikrokapsiil bulunur. Gram (-)’ tir.
Hareketli ya da hareketsizdirler. Fakiiltatif anaeropturlar. Kemoorganotrofiktirler, hem
solunum hem de fermantasyon metabolizmalari1 vardir. Optimal sicaklik istekleri 37 °C’
dir. D-glikozu ve diger karbonhidratlar1 katabolize ederek gaz ve asit olustururlar.
Oksidaz (-), katalaz (+), metil kirmizis1 (+), Voges-Proskauer (-) ve genellikle sitrat (-)’
tir. HoS (-), tireyi hidroliz eder ve lipaz iiretirler. Escherichia tiirleri nitrati indirger.
Hepsi ya da ¢ogu susu L-arabinoz, maltoz, D-mannitol, D-mannoz, L-ramnoz, trehaloz
ve D-ksilozu fermente ederler. O-Nitrofenil-B-D-galaktopiranozit (+)’ tir. Sicakkanl

hayvanlarin bagirsaklarinin  kiigiik bir boliimiiniin normal florasim1 olustururlar.
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Enterotoksin ve/veya invazif kolonizasyon faktorleri de dahil viriilans faktorlerini iceren
E. coli suslart diyare ve benzeri hastaliklara sebep olurlar. E. coli iiriner sistem

enfeksiyonlarinin da ana nedenlerindendir (Holt et al., 1984, 1994).

2.3.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen bakterilerden
biridir. Insan ve sicak kanli hayvanlarda dogumu takiben 1-2 saat veya giin i¢inde su ve
gidalarla alinarak ince bagirsaklarin son kismi ve kalin bagirsak mukozasina tutunurlar.
Bir E. coli yerlestikten sonra aylar veya yillarca normal florada kalir ve zararh
mikroorganizmalarin kolonizasyonuna mani olur. Ancak enterik enfeksiyonlar ve
antibiyotik kullanimi ile kolaylikla ortamdan kaybolurlar. E. coli normal floranin temel
eleman1 olmakla beraber bazen, bazi suslari ile intestinal patojen olarak karsimiza
cikabilir. Ayrica ekstraintestinal enfeksiyonlarin basta gelen nedenleri arasindadir.
Intestinal enfeksiyonlarinda rol oynayan baslica faktdrler; fimbrial adhesinleri,
enterotoksin yapimi ve kapsiil yapisidir. Ayrica kolisin ve hemolizinin de rolii vardir. E.
coli gogunlukla hareketlidir, glikozdan gaz olusturur, laktozu fermente eder, indol
pozitif, sitrat negatiftir. IMViC reaksiyonu (++--) dir. EMB (Eozin Metilen Blue)
besiyerinde; kiigiik koyu renkli ve metalik renk veren, SS (Salmonella Shigella)
besiyerinde ise; pembe renkli koloniler olusturur. Buyyonda, peptonlu suda bolca tirerler
ve homojen bir bulaniklik goriiliir. Dipte hafif bir ¢okelti olusturur ve tiip ¢alkalaninca
kolayca dagilir. Adi agarda 2-3 mm capinda, hafif kabarik, yuvarlak, kenarlar1 diizgiin,
gri-beyaz koloniler olusur. Kanli agarda hafif nemli goriiniimli, 1-2 mm ¢apinda gri
koloniler olusturur. Mac Conkey agarda kuru, pembe-kirmizi, koloniler olusturur. E.
coli; siklikla serolojik olarak ya da virulans faktor varligina bagh olarak alt bolimlere
ayrilir. Serotiplendirmede, somatik (O), kapsiiler (K), ve flagella (H) antijen igerirler. E.
coli tipik olmayarak, laktoz (-), hareketsiz, anaerogeniktir yani karbonhidratlar1 fermente
ederken gaz olusturmazlar. Bunlarin farkli kombinasyonlari ile yiizlerce degisik serotip
ortaya cikabilir. Fakat, bunlarin sadece smirli sayidaki kismi klinik 6neme sahiptir

(Kiligturgay ve ark., 1994; Holt et al., 1994; Cengiz, 1999).

2.3.3.2. Enterik Patojen Olan E. coli’ ler

Uriner sistem enfeksiyonlar: ve neonatal menenjitler E. coli’ lerin baslica

enfeksiyonlaridir. Enterik patojen olan E. coli’ ler, klinik ve epidemiyolojik 6zellikleri
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farkli olan 4 grupta toplanabilirler. 5. bir grup olarak Enteroagregatif E. coli (EAggEC)

den s6z edilmektedir. Ancak biitiin 6zellikleri heniiz tanimlanmamustir.

A) Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Gelismekte olan iilkelerde, infant ve turist
diyarelerinin baslica nedenleri arasindadir. Klinik tablo; basit rahatsizlik hissi seklinde
olabilecegi gibi, bol sulu, kolera benzeri bir diyare ile de seyredebilir. Bakteri su ve
gidalar ile almir. Once kolonize olur, sonra toksinlerini salgilar. Fimbrial adhesinler
salgilar. Isi-stabil ve Isi-labil isimli iki toksini vardir. Tedavide temel prensip sivi

dengesini korumaktir.

B) Enteropatojenik E. coli (EPEC): Kalkinmakta olan iilkelerde, infant
diyarelerin 6nemli nedenidir. EPEC suslarinin Shigella enterotoksinine benzeyen bir

toksini vardir. Tedavide, sivi-elektrolit dengesinin saglanmasi gerekir. Bir asis1 yoktur.

C) Enteroinvazif E. coli (EIEC): Distal ileum ve kolonda bir patoloji ve klinik

tabloya neden olurlar. invazyon yetenegi plasmid kontroliindedir.

D) Enterohemorajik E. coli (EHEC): En 6nemli 6zelligi bobreklere yaptigi toksik
etkidir. Bir sitotoksini vardir (Kiligturgay ve ark., 1994).

2.3.4. Salmonella Genusu

Diiz ¢ubuklar halinde olup, 0.7-1.5 ila 2-5 um boyutlarindadirlar. Gram (-)’ tirler.
Genellikle ¢oklu flagella ile hareketlidirler. Fakiiltatif anaeropturlar. Kemoorganotrofik
olup, hem solunum hem de fermentasyon metabolizmalar1 vardir. En iyi iireme 1s1s1 37
°C’ dir. Fakat 20 °C-42 °C sicaklik araliginda iireyebilirler. En iyi tireyebildikleri pH:
7.4’ tiir. D-glikoz ve diger karbonhidratlar asit ve gaz olusturarak katalizlerler. Oksidaz
(-), katalaz (+), Indol ve Voges-Proskauer (-), metil kirmizis1 ve Simmons sitrat (-)’ tir.
Lizin ve ornitin dekarboksilasyon (+), farkli arjinin dihidrolaz reaksiyonu vardir. H,S
iretirler, lireyi hidroliz edemezler ve malonati farkli kullanirlar. Nitrati indirgerler.
Genellikle, L-arabinoz, maltoz, D-mannitol, D-manoz, L-ramnoz, D- sorbitol, trehaloz
ve D-ksilozu fermente ederler. Insanda, sicakkanl canlilarda, yiyeceklerde ve gevrede
bulunurlar. Tifoid ates, enterik ates, gastroenteritidis ve septisemi ajanidir. Insanda ve
hayvanda hastalik olusturabilirler. Serolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilan

Ewing simiflandirmasi ile ¢ tipe ayrilirlar (Salmonella typhi, S. choleraesuis, S.
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enteritidis’ dir. Basit agarda 2-3 mm ¢apinda, yuvarlak, hafif konveks, kenarlar diizgiin
ve nemli goriinimlii koloniler olustururlar. Koloniler genellikle 24 saat igerisinde
gelisirler. Mac Conkey agarda renksiz, diizgiin koloniler, kanli agarda ise diizgiin, gri,
nemli goriiniimlii, 2-3 mm ¢apinda koloniler olustururlar. Istya dayaniksizdirlar. 55 °C’
de 1 saatte, 60 °C’ de 20 dakikada oOliirler. Fakat soguga cok direnclidirler. Soguk
yiyecek ve iceceklerde uzun siire canliliklarin1 koruyabilmeleri, besin maddelerinden
kaynaklanan salginlara yol acabilmeleri acisindan oOnemlidir (Holt et al., 1994;
Ustagelebi, 1994-1995; Cengiz, 1999; Akgelik ve ark., 2000). Salmonella’ nin
enfeksiyonlar1 sirasi ile gastroenterit, ekstraintestinal enfeksiyonlar ve tifo hastaligidir.
Sirasi ile bu hastaliklarin tedavisi i¢in uygulamalar; gastroenteritte sivi-elektrolit kaybi
yerine konulur. Ekstraintestinal enfeksiyonlarda antibiyotik uygulamasi tercih edilir.
Tifoda ise segici ila¢ kloramfenikoldiir. Ayrica beta-laktamlar, kinolonlar, trimethoprim-
sulfometaksasol kullanilabilir (Kiligturgay ve ark., 1994; Cengiz, 1999). S. enteritidis ilk
kez 1988’ de Gaertner tarafindan izole edilmistir. Bu tiir 6zellikle tavukguluk sektoriinii

etkilemektedir (Kiling ve Aydin, 2006).

2.3.5. Candida Genusu

Bir¢cok fungus, saglikli insanlarda hastalik olusturmazken; antibiyotik kullanimi
sonucu normal florada degisiklik veya hastalik nedeniyle konak immun cevabinda
yetersizlik sonucu bazi kisilerde hastalik olusturabilir. Olusan fungal enfeksiyonun
siddeti, konaktaki bozuklugun derecesi ile paraleldir ve hastalik viicudun birgok
organinda olugabilir. BOyle konaklarda fungal enfeksiyonun yaninda diger firsat¢i
mikroorganizmalarda (viriis, bakteri, protozon) yerleserek hastalik olusturabilirler.
Firsat¢1 patojen funguslar arasinda Candida tiirleri ve Candida albicans en sik hastalik
nedeni olandir (Kiligturgay ve ark., 1994). Candida cinsi 7-8 um boyutunda, 2-5 pm
enindedir. Bazen 3-4 tanesi bir araya gelerek zincir, 4-5 tanesi bir araya gelerek salkim
sekli olustururlar. Oval hiicrelerin u¢ kisminda tomurcuk (blastokonidiyum veya
balastospor) olusur, biiyiir ve hiicreden ayrilir. Gram (+)” tirler (Simsek, 1993). Candida
tiirleri Sabouroud Dekstroz agar gibi rutin besiyerlerinde 37 °C ° de 24 saatte iireyip,
genellikle kirli beyaz veya kahverengi, yuamusak kivamli ve tipik olarak mayamsi kokulu

koloniler olustururlar (Cengiz, 1999).
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2.3.5.1. Candida albicans

C. albicans maya benzeri, 2-3 um eninde, 4-6 pum boyunda, oval, tomurcuklanan,
Gram (+) bir fungustur. Zengin besiyerlerinde ve insan viicudunda tomurcuklar uzayarak
hif benzeri olusumlar yapar. Sabouraud Dekstroz agarda oda sicakliginda yapilan
kiltiirlerde, yumusak, krem rengi koloniler yapar. Geng kiiltiirlerde agar yiizeyindeki
goriinlimii bakteri kolonilerine benzer. Eski kiiltiirlerinde ise ylizey, giideri gériinlimiinde
plirtizlii olup besiyerinin i¢ine uzanan blastosporlar vejetatif misel goriinlimii verirler.
Yalanci hiflerden kalin, yuvarlak, ara ve u¢ klamidosporlar olusur. Bu olusum en iyi
Corn Meal agarda goriiliir ve C. albicans’ 1 diger Candida tiirlerinden ayirmada 6nemli
bir ozelliktir. Glikoz ve maltozu hem asit hem de gaz olusturarak fermente ederler.
Sukrozdan asit olustururlar. Fakat laktoza etki etmezler. 24 saatlik kiiltiirlerden alinan
orneklerin 2-3 saat siireyle, i¢inde serum bulunan tiiplerde 37 °C * de bekletilmesiyle
olusan germ tiip, C. albicans ve C. stellatoidea digindaki tiirlerde goriilmez. Candida
tirleri arasinda medikal anlamda 6nemli olan Candida albicans’ in olusturdugu hastalik
Kandidoz’ dur. Patogenez asamalar1 siras1 ile; flora, kolonizasyon ve enfeksiyon
asamalaridir. Flora asamasinda; Candida tiirleri viicudun florali bolgelerine yerleserek
oradaki diger mikroorganizmalar ile denge halinde bulunurlar. Kolonizasyonda ise uzun
siire ve yiiksek dozda antibiyotik, kortikosteroid gibi ilaglarin kullanimi1 ve diabet gibi
hastaliklar sonucu florada degisiklikler olur ve Candida tiirlerinin orani florada baskin
hale gecer. Enfeksiyon asamasinda ise Candida’ lar 6nce floraya sahip olurlar, ya
bulunduklar1 yerde ya da yayilarak viicudun baska bolgelerinde Kandidoza neden
olurlar. Lokal ve dissemine Kandidoz diye iki tiirii vardir. Laboratuvar tanis1 i¢in ¢esitli
uygulamalar mevcuttur. Yiizeysel lezyonlardan alinan kazintilar, balgam, eksudalar,
idrar ve intravendz kateterler direkt mikrobiyolojik incelemeye alinir. Orneklerin gram
boyal1 preparatinda yalanci hifler ve tomurcuklanan maya hiicreleri goriilebilir. Deri ve
tirmak kazintilar1i KOH ile incelenir. Kiiltlirler Sabouraud Dekstroz agar ve Corn Meal
agarda 26 °C ve 37 °C’ de yapilarak izolasyon ve identifikasyona gidilir. Gerekirse germ
tiip olusumu aragtirilabilir. Tedavi i¢in ise; lokal Kandidoz’ da en iyi yontem nedenin
ortadan kaldirilmasidir. Nemli bolgelerin ortadan kaldirilmasi ve antibiyotik tedavisinin
en kisa slirede sonlandirilmasi gerekmektedir. Gastroentestinal Kandidoz’ da oral
nistatin, oral Kandidoz’ da nistatin siispansiyon, sodyum bikarbonat, metilin mavisi
yerel olarak kullanilir. Diger Kandidoz tiirlerinde ise, nistatin, clotrimazole, miconazole

pomad, agizdan tek doz flukonazol, amfoterisin B ve flusitozin kombinasyonu
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onerilmektedir. Ama giiniimiizde flukonazol etkili olarak kullanilan ilagtir. Kandidozlar
insanda insana bulagmaz. Bulagsma endojen kaynaklidir. Korunmada kolonizasyonu
kolaylastiran faktorlerin ortadan kaldirilmasi 6nemlidir (Kiligturgay ve ark., 1994).
Candida tiirleri deney hayvanlari i¢inde patojen olabilir. Serolojik olarak aglutinasyon,

florosan antikor, ELISA ile tan1 yapilir (Simsek, 1993).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyalin Eldesi

Calismamizda, Juglans regia L. (ceviz) meyvesinin yesil kabuklar1 ana materyal
olarak secilmistir. Bitki materyali {i¢ farkli istasyondan toplanarak elde edilmistir.
Ceviz meyveleri bu istasyonlardan 2005 yilinin Haziran aymnin sonu — Temmuz

ayimin basinda toplanmigtir.

Ceviz meyvelerinin toplandig1 istasyonlar:
1. Istanbul-Pendik-Giizelyali-Giilizar Zeki Obdan Lisesi Bahgesi
2. Kocaeli-Gebze-Cayirova-GYTE Cayirova Yerleskesi Bahgesi
3. Giresun-Sebinkarahisar-Baglar Koyt

Farkli istasyonlardan toplanan bitki materyalleri incelendiginde, Giizelyali ve
Cayirova istasyonlarindan toplanan meyvelerde anatomik benzerlikler ¢ok fazla iken,
Sebinkarahisar’ dan toplanan bitki materyalinin anatomik yapisi digerlerinden gozle

goriilebilecek sekilde farklilik gostermektedir.

Sebin ceviz ¢esidi Sebinkarahisar Ilgesi Kirkgdz Mahallesi orijinlidir. Cesidin
orijinindeki ortalama meyve agirlig1 9.40 gr, i¢ agirhig1 6.60 gr, i¢ randimani % 63 ve

yag igerigi ise % 69.40 olarak belirlenmistir (Celebioglu ve Aggiil, 1981).

Toplanan meyveler GYTE Muallimkdy yerleskesi Biyoloji Boliimi

Mikrobiyoloji laboratuvarina getirilmis ve deney hazirliklarina baglanmistir.
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3.1.2. Deneylerde Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar GYTE Muallimkdy yerleskesi

Biyoloji Boliimiinden temin edilmistir. Bu mikroorganizmalar;

e Bacillus cereus 4312

o Staphylococcus aureus 29213

e Salmonella enteritidis 64

e Escherichia coli ATCC 1213

e Candida albicans ATCC 8739 dur.

3.1.3. Kullanilan Maddeler

Deneyler siiresince kullanilan maddeler GYTE Muallimkdy yerleskesi Biyoloji

Boliimiinden temin edilmistir. Bu maddeler;

® Nutrient Agar (MERCK, 1000 ml distile su igerisine 20 gr besiyeri

konularak hazirlanir.)

e Hekzan (Riedel-de Haen, 15671, M: 86.18 g/mol)

e Fizyolojik tuzlu su (MERCK, M: 58.44 g/mol, 1000 ml icerisine 8.5-9 gr tuz

konularak hazirlanir.)

e Steril distile su

e FEtil Alkol (Teknik dezenfektan olarak)

® Antimikrobiyal ilaclar (Gentamisin, Ampisilin, Kanamisin, Streptomisin,

Siproflaksin ve Oceral)’ dir.
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3.1.4. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Calismamizda kullandigimiz ara¢ ve gerecler GYTE Muallimkoy yerleskesi

Biyoloji ve Kimya Boliimlerinden temin edilmistir. Bu arag ve gerecler ise;

Otoklav (HICLAVE-HVE 50, HIRAYAMA)

Etliv (Heraeus INSTRUMENTS, D-63450, Tip: B6-50042301, 70 °C IP
20, IN/PE, 50/60 Hz, Klasse 3-1,230 V, 1.4 A, 0.32 KW)

Manyetik karistirici (IKA- Labortechnik, 230 V, 50/60 Hz, 415 W, 20-
2000 1/dk, IP 21)

Vorteks (niive, NM 110, Tip: NM 100, Seri No: 02-1015, Giig: 220 v,
Max. Hiz: 2400 RPM, Max Sicaklik: 0 °C, Fuse: 0.5 A)

Elektronik hassas tart1 (sartorius, BL 210S, Max. 210 gr, d: 0.1 mg)

Dijital fotograf makinesi (NIKON)

Mikro pipet 20-200 pl ve 100-1000 ul (BRAND)

Pipet ucu (sar1 — mavi)

El Blendir1 (SINBO, Model No: SHB-3002, 230 V/50Hz/170W)

Soxhlet apereyi ve kartusu (Scheicher&Schuell Microscience 6003,
Extraction Thimbles, 43x123 mm, 25/pieces, Ref. No: 10350267, Lot
E10618-1)

Rotary Evaporator (BUCHI, Rotavapor R-200, Vacuum Controler V-805)

Petri kaplari, cam tiipler, 6ze, baget, beher, balon jojeler, lam, lamel,

plastik enjeksiyon
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e Mec Farland 6lgiim cihazi (Crystal Spec ™, NEPHEROMETER ™, In
Vitro Diagnosticc, BECTON DICKINSON&Company, Catalog No:
245009, 9 VDC mA, Seri No: 3820002)

e Bigak, mutfak siizgeci

e Filtre malzemeleri (Schleicher & Schuell Microscience Filter Paper (O
125 mm), 13806-@ 50 AC-0402103) Sartorius-Cellulose-Nitrate-Filter,
Chromatil CA-20/25S MN-Macherey- Nagel)

e Diskler (Schleicher & Schuell Microscience, 2668, Antibiotic Assay
Disks, @ 6 mm, Ref. No:10 321 260)

3.2. Metot

Calismada kullanilan yesil ceviz kabuklarinin 6ziitlenmesi ve antimikrobiyal

etkinliginin belirlenmesi amaci ile uygulanan metot ve islemler asagida anlatilmistir.
3.2.1. Bitkinin Oziitlenmesi i¢in Yapilan Islemler

Yesil ceviz kabuklarimin antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi amaci ile yapilan

oziitleme islemleri i¢in iki farkli yontem uygulanmstir.
Bu yontemler:
- Direk oziitleme

- Soxhlet apereyi ile 6ziitleme’ dir.
3.2.2. Yesil Ceviz Kabuklarimin Oziitleme Islemleri icin Hazirlanmasi

Haziran ve Temmuz aylarinda farkli istasyonlardan toplanan ceviz meyveleri
laboratuvar ortamina getirildikten sonra, meyvelerin yesil kabuklar1 bir bigak yardimu ile

soyularak esit miktarda iki kisima ayrildi. Bir kisimi dogrudan o&ziitlenmek icin



26

kullanildi, diger kisimi ise golgede, oda sicakliginda, kurutma kagitlarinda kurutulmaya

birakildi.
3.2.3. Direk Oziitleme

Yesil ceviz kabuklar ¢ikarildiktan sonra, kabuklar bir el blendir1 (SINBO) yardimi
ile iyice ezildi. Lapa kivamina gelen meyve kabuklar1 oncelikle ince gozlii plastik
mutfak siizgecinden bir kasik yardimi ile tekrar iyice ezilerek, kabuklardaki sivi kisim
asteril kosullarda bir behere ayrildi. Bu siv1 tekrar ikiye ayrildi. Bir kismi asteril olarak
antimikrobiyal denemeler i¢in dogrudan kullanildi. Diger kismi ise farkli islemlerden

gecirildikten sonra antimikrobiyal aktivitesine bakildi. Bu islemler sirasi ile;
1. Ayrnlan kisim ilk olarak kurutma kagidi kullanilarak bir erlene stizdiiriildii.

2. Yeni siizlintli, siizme kagidindan [Schleicher & Schuell Microscience Filter

Paper (@ 125 mm)] tekrar siizdiiriildii.

3. Eldeki yeni siiziintii tekrar 0.45 pm’ lik [(13806-0 50 AC-0402103) Sartorius-
Cellulose-Nitrate-Filter] filtreden gecirildi.

4. Son olarak ise baska filtreden [Chromatil CA-20/25S MN-Macherey- Nagel]
plastik bir enjeksiyon yardimi ile alevin yaninda steril sartlarda, steril bir siseye

stiztildii.

Bu islemlerin hepsi oda sicakliginda gergeklestirildi. Bu islemler sonucunda biri filtre edilmis digeri edilmemis iki siiziintii elde
edildi. Eldeki iki s1vida kina yesili renginde idi. Bu islemler meyve kabuklar1 taze iken gergeklestirildi.

3.2.4. Soxhlet Apereyi ile Oziitleme

Toplanan yesil ceviz kabuklar1 yaklasik 2-3 hafta boyunca kurutma kagitlarinda
kurutuldu. Kuruyan kabuklar bir kavanoz ic¢ine konularak, bir el blendir1 yardimi ile
daha ufak parcalara ayrildi. Bu ufaltilan kabuk parcalari Soxhlet kartusuna doldurularak
Soxhlet apareyinin haznesine yerlestirildi. Daha sonra kabuklar Soxhlet apareyinde bir
¢oziicii (hekzan=CgH4) ile 6ziitlendi. Coziicii olarak hekzan (Riedel) kullanildi. Soxhlet
apereyinde, ¢oziiciiniin kaynama noktasini (69 °C) gecmeyecek bir 1sida bitki materyali

Oziitlenmistir.
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Soxhlet apereyi, 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan icat edilen bir
laboratuvar cihazidir. Onceleri, kat1 bir deney numunesinden yag oOziitlenmesi icin
tasarlanmis olmasina ragmen bir bilesigi bir katidan 6ziitlemenin zor oldugu her sartta
kullanilabilir. Genellikle, kuru deney numunesi Soxhlet apereyine yerlestirilen, filtre
kagidindan yapilmis yiiksiik seklinde bir 6ziitleme tiipline konur. Apereye, ¢oziicliyl (
genellikle di etil eter ya da petrolyum eter) igeren silifli bir cam balon ve yogunlastiric
takilir. Coziicii 1sitilir ve bdylece buharlastirilir. Sicak ¢oziicii buhart yogunlastiriciya
ilerler, yogunlasarak kati numunenin {izerine diiser. Numuneyi i¢eren oziitleme tiipliniin
bulundugu yiiksiik yogunlasan ¢oziicili ile tam doldugunda, bypass kolunun seviyesine
ulagir ve sifon olusarak ¢6ziicli tekrar cam balona bosalir. Bu yogunlagma, yiikselme ve
sifon dongiisii, ‘reflux’ olarak adlandirilir ve siirekli tekrar edilir. Her dongii sirasinda,
katinin igerdigi bir miktar yag ¢oziiciide ¢oziiniir. Ama ¢oziiciiniin 1sitilan cam balonuna
ulagtiginda orada kalir, dongiiye tekrar katilmaz. Bu durum, bu 6ziitleme metodunun en
onemli avantajidir, sadece saf ¢oziicii katiyr 6ziitlemek icin buharlasir ve yogunlasir,
dongiiye katilir. Bu nedenle, bir cam balonda katiy1 ¢6ziicii icerisinde 1sitarak oziitleme
yontemiyle karsilagtirildiginda Soxhlet apereyi ile uygulanan bu yontemin verimi daha
yiiksektir. Bir dziitlemenin sonunda arta kalan ¢oziicti, 6ziitlenen yag1 birakarak Rotary

buharlastiricisi ile uzaklastirilabilir (www.vikipedia.org).
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3.2.5. Coziiciiniin Uzaklastirilmasi

Soxhlet apereyi kullanilarak yapilan Oziitleme islemi bittikten sonra ¢dziiclinlin
uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Uzaklastirma islemi i¢in ve ¢dziiciiniin tekrar kazanimi
i¢in Rotary evaporatdr (BUCHI) kullanildi. Coziicii Rotary evaporatdr’ de 40 °C sabit
1sida uzaklastirildi. Coziicii uzaklastirildiktan sonra koyu yesil renkli, yogun, kat1 ve
yapiskan bir oziit elde edildi. Oziitler ufak, plastik beherlerde agz1 kapali olarak, oda
sicakliginda kullanilmaya birakildi.

3.2.6. Besiyeri ve Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan besiyerinin ve mikroorganizmalarin deneyler igin

hazirlanma yontemleri asagida verilmistir.
3.2.6.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Calisma siiresince mikroorganizmalarin gelisimi i¢in besiyeri olarak Nutrient agar
(MERCK) kullanildi. Nutrient agar besiyeri hazirlamak i¢in 6ncelikle 1000 ml distile su
icersine 20 gram Nutrient agar tartilarak cam bir joje icinde karistirildi. Jojenin agzi
aliminyum folyo ile kapatilarak, 121 °C’ de, 1-2 atm. basing altinda ve 15 dakika
boyunca otoklavda steril edildi. 121 °C’ de, 1-2 atm. basing altinda ve 20 dakika
boyunca cam petrilerde kullanilmadan once steril edildi. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri
50 °C’ e kadar sogutuldu ve steril kosullarda cam petrilere 4 mm (~20 ml) kalinliginda
dokiildii. Daha sonra besiyerinin katilagmasi beklendi. Katilasan besiyerleri kullanilana

kadar + 4 °C’ de buzdolabinda bekletildi.
3.2.6.2. Mikroorganizmalarin Ekimler i¢in Hazirlanmalar

Mikroorganizmalar ~ GYTE-Muallimkdy  yerleskesinde  bulunan  Biyoloji
Boliimiinden temin edilen saf suslardan alinarak, ekimlerde kullanildi. Stoklardan alinan
saf suglar, calisma Oncesinde mevcut oda sicakligina getirildi. Steril kosullarda 6ze
yardimi ile alinan mikroorganizmalar, daha dnceden hazirlanan besiyeri igeren petrilere,

cizgi yontemi ile ekildi. Ekimi yapilan mikroorganizmalar 37 °C’ de 24 saat boyunca
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etiivde bekletildi. Taze kiiltiirler bu yontemle hazirlandi. Ekimlerde dikkat edilmesi

gereken en onemli nokta dekontaminasyonun olmamasidir (Tung, 2000).

3.2.7. Mikroorganizmalar ve Mc Farland Yogunluk Standardinin

Ayarlanmasi

Antibakteriyal c¢alismalarda ve duyarlilik testlerinde kullanilan  bakteri
stispansiyonlari hazirlanirken Mc Farland yogunluk standartlarindan faydalanilmaktadir.
Baryum kloriir ile siilfiirik asit karistirilinca meydana gelen baryum siilfat, ortamda opak
renkli bir bulaniklik olusturmaktadir. Baryum kloriir ile siilfiirik asit oranlarinin
degistirilmesiyle farkli bulaniklikta ¢ozeltiler olugsmakta, bunlara karsilik gelen bakteri

sayisi da, bulunakligin artmasi ile dogru orantili olarak artmaktadir (bkz. Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Mc Farland Standardi hazirlanmasinda BaCl, ve H,SO,4 ¢ozeltilerine
karsilik gelen bakteri (hiicre) sayist

Tipno %1 BaCl, |%! H,SO4 | Bulanikliga karsilik gelen

(ml) (ml) bakteri sayis1 (X 10% ml)

1 0,1 9,9 300

2 0,2 9,8 600

3 0,3 9,7 900

4 0,4 9,6 1.200
5 0,5 9,5 1.500
6 0,6 9,4 1.800
7 0,7 9,3 2.100
8 0,8 9,2 2.400
9 0,9 9,1 2.700

10 1,0 9,0 3.000
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Temiz bir tiip i¢ine, Tablo 3.1’ de verilen oranlarda % 1' lik H,SO4 ve % 1' lik
BaCly' iin suda hazirlanmis ¢ozeltilerinden katilip iyice karistirilir ve buharlagsmay1
onlemek amaciyla tiiplerin agz1 siki bir sekilde kapatilir. Birbirini takip eden iki tiip
arasinda 300 x 10° adet bakterinin olusturacag: kadar bir bulamklik farki vardir. Eger
elde edilmek istenen say1 bundan daha hassas sinirlar arasinda ise, o zaman baryum
kloriir ve siilfiirik asidin % 0,1' lik ¢ozeltileri tabloda verilen oranlar ile karistirilir. Ya
da %]1"' lik baryum kloriirden tabloda oldugu gibi daha hassas ilaveler yapilir. Bu
durumda tiiplerdeki %]1' lik siilfiirik asit hacmi=10 ml baryum kloriir hacmi ile
hesaplanmalidir. Ornegin, kiiltiir siispansiyonunda bulunan say1 4 ve 5 numarali tiip
arasinda bir bulaniklik gosteriyorsa, o zaman baryum kloriir miktarinin 0,4-0,5 ml
arasinda degistigi 10 tiipliikk bir seri daha hazirlanir. Bu taktirde elde edilen seriye ait
bakteri sayisi da tabloda gibi degisecektir. Bulanikligi veren Mc Farland ¢ozeltileri ile
bakteri yogunlugunun kiyaslanmasinda besiyerinden gelecek etkiyi kaldirmak amaci ile
bakteri siispansiyonu santriflij edilip 1-3 sefer steril filitreden gegirilmis fizyolojik tuzlu
su ile yikanir ve orijinal bakteri siispansiyonu hacmine getirilerek spektrofotometrede
(545 nm veya 650 nm dalga boyunda) ya da ciplak g6z ile kiyaslamasi yapilir

(www.mikrobiyoloji.org).

Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan mikroorganizmalar 6ncelikle Nutrient
agara stoklardan c¢izgi yontemi ile kiiltiire alindi. Bunun amaci1 taze kiiltiirler
hazirlamakti. Ekimi yapilan petriler 24 saat boyunca 37 °C’ de etlivde bekletildi. Ertesi
giin taze kiiltlirlerden 6ze yardimi ile steril tiiplere hazirlanmis olan fizyolojik tuz
cozeltisi i¢ine mikroorganizmalar konularak Mc Farland yogunluk ayarlar1 yapildi.
Fizyolojik tuz ¢ozeltisi 1000 ml distile su i¢ine 8.5 veya 9 gr NaCl (serum fizyolojik)
kanistirilarak hazirlandi. Hazirlanan tuz ¢ozeltisi 120 °C’ de, 1-2 atm. basing altinda 20

dakika boyunca otoklavda steril edildi.

3.28. Elde Edilen Oziitlerin Antimikrobiyal Aktivitesinin

Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Farkli  yontemlerle elde edilen Oziitlerin, antimikrobiyal aktivitesinin

belirlenmesinde kullanilan yontemler asagida verilmistir.
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3.2.8.1. Disk-Difiizyon Yontemi

Antibiyotik emdirilmis kagit diskler kullanilarak, mikroorganizmalarin {iremelerinin
inhibisyonlar1 (6nlenmesi) belirlenir. Petri kutusuna dokiilen 6zel agarli besiyeri iizerine
antibiyotik duyarlilik durumu saptanacak bakterinin standart sulandirim yayilir. Uzerine
belirli araliklarla antibiyotik diskler yerlestirilir. Her bir diskte bilinen dozda (pgr/ml)
antibiyotik bulunur. Degerlendirme, disk etrafinda olusan irememe alaninin ¢apimnin mm
olarak Olclilmesiyle yapilir. Her antibiyotik ic¢in sozii edilen ¢apin (zon) milimetrik
degerine gore ‘"direngli", "orta duyarli" veya "duyarli" olarak belirtilir

(www.adu.edu.tr/kitap/EHSM/1213/unite05).
3.2.8.2. Disk-Difiizyon Yonteminde Disklerin Hazirlanmasi

Deneylerde 6 mm ¢apinda, 121 °C’ de 1-2 atm. basing altinda, 20 dakika boyunca
otoklavda steril edilmis olan standart bos diskler kullanilmistir. Direk 6ziitleme ve
Soxhlet apereyi yardimi ile elde edilen 6ziitlerin disklere emdirilebilmesi i¢in ancak
¢Oziicli bir ortama ihtiya¢ vardir. Direk oziitlenerek elde edilen sivi kolayca disklere
emdirilebilmistir. Fakat Soxhlet apereyi kullanilarak elde edilen 6ziit kat1 ve kivamli bir
madde oldugu i¢in, bir ¢oziicli yardim ile ¢ozdiiriildiikten sonra disklere emdirilmistir.

Coziicii olarak ise hekzan kullanilmigtir.

3.2.8.3. Disk-Difiizyon Yontemi ile Bitki Materyalinin Antimikrobiyal Etkinliginin

Arastirilmasi

Calismada kullanilan tim mikroorganizmalar, antimikrobiyal c¢alismalarda
kullanilmadan énce 0.5 Mc Farland (bakteriler icin10® CFU/ml, mayalar igin 10°
CFU/ml) yogunluk standardina gore siispanse edildi. 0.5 Mc Farland yogunluk

standardinin ayarlamasi ise asagidaki yontemle yapilmistir.

Bir giin 6nceden hazirlanmis olan taze kiiltiirlerden alevin yaninda, 6ze kullanilarak
aliman mikroorganizmalar fizyolojik tuz ¢ozeltisine konuldu. Vortekslendikten sonra
mikroorganizmalarin miktar1 0.5 Mc Farland yogunluk ayarina gore standardize edildi.
Daha sonra yine steril sartlarda mikroorganizma siispansiyonlarindan pipet yardim ile

0.1 ml alinarak, besiyeri iceren steril petrilere konuldu. Ardindan steril kosullarda
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mikroorganizma siispansiyonlari, bir baget yardimi ile homojen bir sekilde besiyerlerine
yayilarak ekimleri yapildi. Mikroorganizmalar iizerinde hem materyalin etkisini
gbzlemlemek, hem de kontrol grubunu goézlemleyebilmek i¢in ayni petriler kullanildi.
Yayma yontemi ile ekimler yapildiktan sonra, bir pens yardimu ile steril standart bos
diskler hafifce besiyeri lizerine bastirilarak esit mesafede yerlestirildi. Daha sonra pipet
yardimi ile disklere 20 ul 6ziit emdirildi. Ayni petriye dort tane bos disk yerlestirildi.
Birincisine ¢oziicii ve ceviz oziitli, ikincisine yalniz ¢oziicii (hekzan), igilinciisiine
antibakteriyal veya antifungal ila¢ emdirilmis olup, dordiinciisiine ise hi¢ bir islem
yapilmayarak bos birakilmistir. Diskler yerlestirildikten sonra bir siire oda sicakliginda
bekletilen petriler 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Bu ¢alisma her bir
organizma i¢in ikiger paralelli olarak ayr1 ayri denendi. 24 saat sonunda etiivden

cikarilan petriler zon tayini i¢in 6l¢iime alindi.
3.2.9. Zon Caplarinin Olciilmesi

24 saat boyunca 37 °C’ de etiivde bekleyen mikroorganizmalarin {izerinde, bitki
materyalinin antimikrobiyal aktivitesinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in disklerin
etrafinda olusan zonlarin 6l¢iimii yapildi. Petrilerde olusan zonlarin belirlenmesinde
cetvel kullamild1. Zon ¢aplari cm cinsinde dlgiiliip, mm’ ye ¢evrildi. iki paralelli yapilan
deneylerde zon caplarinin ortalamasi alinarak sonuglar kaydedildi. Diskler etrafinda
olusan zon c¢aplarina bakilarak  bitki materyalinin ¢alismada  kullanilan

mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivitesinin olup olmadigina karar verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Disk-Difiizyon Yonteminin Sonug¢lari

4.1.1. Soxhlet Apereyi Ile Giizelyall Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Bacillus cereus 4312 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Bacillus cereus 4312 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 ul emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adli antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun gorlintiisii Resim 4.1° de ve Slgiilen inhibisyon zon caplari ise Tablo 4.1° de

gosterilmistir.

Resim 4.1. Giizelyali istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde
edilen oziitiin Bacillus cereus 4312 susunun {izerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar

(A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Giizelyali cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.2. Soxhlet Apereyi ile Giizelyal Cevizinden Elde Edilen Oziitiin

Staphylococcus auerus 29213 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmis
olan Staphylococcus auerus 29213 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet
apareyi kullanilarak elde edilen Oziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere
siras1 ile hekzan, gentamisin adli antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk
konuldu. 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite
ve kontrol grubu olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon c¢aplar1 6l¢iildii.
Uygulama sonucunun goriintiisii Resim 4.2 de ve dlgiilen inhibisyon zon g¢aplarinin

sonuglar1 Tablo 4.1° de gosterilmistir.

Resim 4.2. Giizelyali istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde
edilen Oziitiin Staphylococcus auerus 29213 susunun iizerine uygulanmasi sonucu
goriilen zonlar (A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Giizelyali cevizitHekzan, B: Steril
Bos Disk)
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4.1.3. Soxhlet Apereyi ile Giizelyal Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Escherichia coli ATCC 1213 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan E. coli ATCC 1213 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun gorilintiisii Resim 4.3° de ve olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4.1’ de

gosterilmistir.

Resim 4.3. Giizelyali istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde
edilen &ziitiin E. coli ATCC 1213 susunun iizerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar

(A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Giizelyali cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.4. Soxhlet Apereyi ile Giizelyal Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Candida albicans 8739 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmis
olan Candida albicans 8739 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon c¢aplart olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.4’ de ve Olglilen inhibisyon zon caplarinin sonuglar

Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Resim 4.4. Giizelyali istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde
edilen oziitiin Candida albicans 8739 susu {izerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar

(A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Giizelyali cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.5. Soxhlet Apereyi ile GYTE Cevizinden Elde Edilen Oziitiin

Bacillus cereus 4312 Uzerine EtKisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Bacillus cereus 4312 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.5° de ve 6l¢iilen zon ¢aplariin sonuglar1 Tablo 4.2° de

gosterilmistir.

Resim 4.5. GYTE istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde edilen
ozitiin Bacillus cereus 4312 susu iizerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar (A:

Gentamisin, H: Hekzan, C+H: GYTE cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.6. Soxhlet Apereyi ile GYTE Cevizinden Elde Edilen Oziitiin

Salmonella enteritidis 64 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Salmonella enteritidis 64 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.6° da ve ol¢iilen zon ¢aplarinin sonuglar1 Tablo 4.2° de

gosterilmistir.

Resim 4.6. GYTE istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde edilen
oziitiin Salmonella enteritidis 64 susu tizerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar (A:

Gentamisin, H: Hekzan, C+H: GYTE cevizitHekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.7. Soxhlet Apereyi ile GYTE Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Escherichia coli ATCC 1213 Uzerine EtKisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmis
olan E. coli ATCC 1213 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon c¢aplart olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.7’ de ve Olglilen inhibisyon zon caplarinin sonuglar

Tablo 4.2° de gosterilmistir.

Resim 4.7. GYTE istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde edilen
oziitin E. coli ATCC 1213 susu lizerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar (A:

Gentamisin, H: Hekzan, C+H: GYTE cevizitHekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.8. Soxhlet Apereyi ile GYTE Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Candida albicans ATCC 8739 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Candida albicans ATCC 8739 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet
apareyi kullanilarak elde edilen oziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere
siras1 ile hekzan, gentamisin adli antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk
konuldu. 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin ziite
ve kontrol grubu olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon ¢aplar1 6l¢iildii.
Uygulama sonucunun goriintiisii Resim 4.8” de ve oOl¢iilen inhibisyon zon ¢aplarinin

sonuglar1 Tablo 4.2° de gosterilmistir.

Resim 4.8. GYTE istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile elde edilen
oziitiin Candida albicans ATCC 8739 susu iizerine uygulanmasi sonucu goriilen zonlar
(A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: GYTE cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.9. Soxhlet Apereyi ile Sebin Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Escherichia coli ATCC 1213 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan E. coli ATCC 1213 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintlisi Resim 4.9’ da ve oOlciilen inhibisyon zon c¢aplarinin sonuglari

Tablo 4.3’ de gosterilmistir.

Resim 4.9. Sebinkarahisar istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile
elde edilen oziitiin E. coli  ATCC 1213 susu lizerine uygulanmasi sonucu goriilen

zonlar (A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Sebin cevizit+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.10. Soxhlet Apereyi ile Sebin Cevizinden Elde Edilen Oziitiin

Salmonella enteritidis 64 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmis
olan Salmonella enteritidis 64 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.10° da ve Olgililen inhibisyon zon ¢aplarinin sonuglari

Tablo 4.3 de gosterilmistir.

Resim 4.10. Sebinkarahisar istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile
elde edilen 6ziitiin Salmonella enteritidis 64 susu iizerine uygulanmasi sonucu goriilen

zonlar (A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Sebin cevizitHekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.11. Soxhlet Apereyi ile Sebin Cevizinden Elde Edilen Oziitiin

Bacillus cereus 4312 Uzerine EtKisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Bacillus cereus 1213 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet apareyi
kullanilarak elde edilen 6ziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere sirasi ile
hekzan, gentamisin adl1 antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk konuldu. 37 °C’
de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite ve kontrol grubu
olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon caplart Olgiildii. Uygulama
sonucunun goriintiisii Resim 4.11° de ve Olgililen inhibisyon zon ¢aplarinin sonuglari

Tablo 4.3 de gosterilmistir.

Resim 4.11. Sebinkarahisar istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile
elde edilen oziitiin Bacillus cereus 1213 susu iizerine uygulanmasi sonucu goriilen

zonlar (A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Sebin cevizi+Hekzan, B: Steril Bos Disk)
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4.1.12. Soxhlet Apereyi ile Sebin Cevizinden Elde Edilen Oziitiin
Candida albicans ATCC 8739 Uzerine Etkisi

Petrilere, yayma yontemi ile 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig
olan Candida albicans ATCC 8739 siispansiyonundan 0.1 ml ekim yapildi. Soxhlet
apareyi kullanilarak elde edilen oziitten steril bos diske 20 pl emdirildi. Diger disklere
siras1 ile hekzan, gentamisin adli antibiyotik emdirildi. Bir tane de steril bos disk
konuldu. 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletilen petride mikroorganizmanin 6ziite
ve kontrol grubu olarak denenen antibiyotige karsi olusturdugu zon c¢aplar1 6l¢iildii.
Uygulama sonucunun goriintiisii Resim 4.12° de ve olusan inhibisyon zon ¢aplarinin

sonuglar1 Tablo 4.3’ de gosterilmistir.

Resim 4.12. Sebinkarahisar istasyonundan toplanan cevizden Soxhlet apereyi ile
elde edilen 6ziitiin Candida albicans ATCC 8739 susu iizerine uygulanmasi sonucu
goriilen zonlar (A: Gentamisin, H: Hekzan, C+H: Sebin cevizi+tHekzan, B: Steril Bos
Disk)
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4.2. Mikroorganizmalar ile Yapilan Antibiyogram Sonuclar

Antibiyogram, farkli antibiyotiklere karsi bakteriyel bir susun duyarliligim
belirlemek icin yapilan bir laboratuvar testidir. Antibiyotik emdirilmis standart
disklerin, mikroorganizma ekimi yapilmis petrilere konularak, petride mikroorganizma
iizerinde olusan inhibisyon zon c¢aplarinin 6lgiilmesi ile mikroorganizmalarin denenen

antibiyotiklere kars1 duyarhilig: tespit edilir (www.wikipedia.com).

Calismada, deney mikroorganizmalar: iizerinde denedigimiz dort farkli antibiyotik
icin bir antibiyogram testi yaptik. Bir giin dncesinden hazirlanmis olan taze kiiltiirlerden
0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmis olan mikroorganizma
stispansiyonlart hazirlandi. Bu siispansiyonlardan steril sartlarda, 0.1 ml alinarak
petrilere yayma yontemi ile ekimler yapildi. Hazir antibiyotik diskler yine steril
kosullarda petrilere bir cimbiz yardimi ile hafifce bastirilarak yerlestirildi. Daha sonra
petriler 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Ertesi giin petrilerde olusan
inhibisyon zon ¢aplar Olcililerek deney mikroorganizmalarinin secilen antibiyotiklere
(A: Ampisilin, S: Streptomisin, K: Kanamisin, C: Siproflaksin) kars1 duyarliliklar
belirlendi. Antibiyogramda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin goriintiileri Resim 4.13-

4.17’ de, Olciilen inhibisyon zon ¢aplarinin sonuglari ise Tablo 4.1-4.3” de verilmistir.

Resim 4.13. Salmonella enteritidis 64 susu ve antibiyogramda olusan zonlar

(A: Ampsilin, K: Kanamisin, C: Siproflaksin, S: Streptomisin)



Resim 4.14. Bacillus cereus 4312 susu ve antibiyogramda olusan zonlar

(A:Ampsilin, K:Kanamisin, C:Siproflaksin, S:Streptomisin)

Resim 4.15. Staphylococcus aureus 29213 susu ve antibiyogramda olusan zonlar

(A: Ampsilin, K: Kanamisin, C: Siproflaksin, S:Streptomisin)
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Resim 4.16. Escherichia coli ATCC 1213 susu ve antibiyogramda olusan zonlar

(A: Ampsilin, K: Kanamisin, C: Siproflaksin, S:Streptomisin)

Resim 4.17. Candida albicans ATCC 8739 susu ve antibiyogramda olusan zonlar
(A: Ampsilin, K: Kanamisin, C: Siproflaksin, S:Streptomisin)
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4.3. Direk Oziitleme Yontemi ile Elde Edilen Oziitlerin Deney

Mikroorganizmalar:1 Uzerine Etkileri

Calismamizda direk oziitleme yontemi ile elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal
aktivitesinin tayini i¢in bazi islemler yapildi. Birgiin 6ncesinden hazirlanmis olan taze
kiiltiirlerden 0.5 Mc Farland yogunluk standardina gore ayarlanmig olan
mikroorganizma siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu slispansiyonlardan steril sartlarda 0.1 ml
alinarak petrilere yayma yontemi ile ekimler yapildi. Oziitler, bir pipet yardimi ile
petrilere konulan steril bos disklere 20 ul emdirildi. Petriler ikiye ayrildi. Bunun nedeni
direk elde edilen Oziitiin bir kismu farkl: filtre islemlerinden gegirilmis, diger kismina ise
higbir filtre islemi uygulanmadan elde edilmisti. Bu iki 6ziit (filtre edilmis-edilmemis)
deney mikroorganizmalar1 {izerinde uygulanarak, iki islem arasinda varolabilecek
antimikrobiyal farkin gdzlemlenmesi amaglanmistir. Fakat olusan inhibisyon zon
caplart Ol¢iildiigiinde bu igslemler sonucunda anlamli bir farkin olmadig1 belirlenmistir.
Bu ozitlerin deney mikroorganizmalar1 {izerine uygulanmasi sonucunda olusan
inhibisyon zon caplarinin goriintiisi Resim 4.18-4.23° te, olusan inhibisyon zon

caplarimin sonuglari ise Tablo 4.1-4.3” de dlgiilerek verilmistir.

2002/10/16

Resim 4.18. Direk oziitleme ile elde edilen 6ziitlerin Resim 4.19. Direk oziitleme ile elde edilen 6ziitlerin

S. auerus 29213 susu lizerine etkisi C. albicans ATCC 8739 susu iizerine etkisi
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Resim 4.20. Direk 6ziitleme ile elde edilen 6ziitiin Resim 4.21. Direk 6ziitlem yontemi ile elde edilen

B. cereus 4312 susu lzerine etkisi S. auerus 29213 susu tizerine etkisi

Resim 4.22. Direk 6ziitleme yontemi ile elde edilen 6ziitiin Resim 4.23. Direk dziitleme yontemi ile elde edilen dziitiin

C. albicans ATCC 8739 susu iizerine etkisi S. auerus 29213 susu tizerine etkisi



Tablo 4.1. Giizelyali cevizinden iki farkli yontemle elde edilmis olan 6ziitlerin, farkli mikroorganizmalar iizerine uygulanmasi sonucu

goriilen ve kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotikler ile antifungal ila¢ sonrasinda olusan zon ¢aplari

Gizelyali Cevizi Gentamisin | Oceral Ampisilin Siproflaksin Kanamisin Streptomisin
. . . . Soxhlet Apereyi Ile
Uygulama Direk Oziitleme Direk Oziitleme Oziitleme
(Fitre Edilmemis) (Filtre Edilmis)

S. aureus 29213 9.5 mm 8.0 mm - 22.0 mm - 12.0 mm 28.0 mm 20.0 mm 21.0 mm
S. enteritidis 64 9.0 mm 7.0 mm - 22.0 mm - 26.0 mm 40.0 mm 19.0 mm 17.0 mm
E. coli ATCC

1213 10.5 mm 8.0 mm - 21.5 mm - 16.0 mm 30.0 mm 20.0 mm 17.0 mm
C. albicans

ATCC 8739 15.0 mm 17.0 mm - - 22.0 mm 20.0 mm 32.0 mm 16.0 mm 19.0 mm
B. cereus 4312 - - - 24.5 mm - 10.0 mm 25.0 mm 19.0 mm 19.0 mm
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Tablo 4.2. GYTE cevizinden iki farkli yontemle elde edilmis olan &ziitlerin, farkli mikroorganizmalar iizerinde uygulanmasi sonucu

goriilen ve kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotikler ile antifungal ila¢ sonrasinda olusan zon ¢aplari

GYTE Cevizi . Gentamisin | Oceral Ampisilin Siproflaksin Kanamisin Streptomisin
Uygulama Direk Oziitleme Direk Oziitleme | O Tict Apereyi lle
(Fitre Edilmemis) (Filtre Edilmis)

S. aureus 29213 11.5 mm 9.5 mm 24.0 mm - 12.0 mm 28.0 mm 20.0 mm 21.0 mm
S. enteritidis 64 - 10.5 mm 22.5 mm - 26.0 mm 40.0 mm 19.0 mm 17.0 mm
E. coli ATCC
1213 - 8.5 mm 23.0 mm - 16.0 mm 30.0 mm 20.0 mm 17.0 mm
C. albicans
ATCC 8739 11.5 mm - - 18.0 mm 20.0 mm 32.0 mm 16.0 mm 19.0 mm
B. cereus 4312

14.0 mm 14.0 mm 24.5 mm - 10.0 mm 25.0 mm 19.0 mm 19.0 mm
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Tablo 4.3. Sebin cevizinden iki farkli yontemle elde edilmis olan 6ziitlerin, farklt mikroorganizmalar iizerinde uygulanmasi sonucu goriilen

ve kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotikler ile antifungal ila¢ sonrasinda olusan zon ¢aplari

ebin Cevizi entamisin cera mpisilin iproflaksin anamisin treptomisin
Sebin Cevizi ' G — 0 1 Ampisili Sioroflaksi K — 3 —

Uygulama Direk Oziitleme Direk Oziitleme SOth;ﬁﬂf;?‘ fle

(Fitre Edilmemis) (Filtre Edilmis)

S. aureus 29213 16 mm 11 mm - 23.0 mm - 12.0 mm 28.0 mm 20.0 mm 21.0 mm
S. enteritidis 64 - 12 mm - 23.5 mm - 26.0 mm 40.0 mm 19.0 mm 17.0 mm
E. coli ATCC
1213 - 8.5 mm - 22.5 mm - 16.0 mm 30.0 mm 20.0 mm 17.0 mm
C. albicans
ATCC 8739 - - 10 mm - 22.0 mm 20.0 mm 32.0 mm 16.0 mm 19.0 mm
B. cereus 4312 15.5 mm 14.5 mm 15.5 mm 24 mm - 10.0 mm 25.0 mm 19.0 mm 19.0 mm




5. TARTISMA ve SONUCLAR

Tibbi bitkiler, ¢cok uzun zamanlardan beri diinyada varolan tiim kiiltiirlerin
hemen hepsinde ilaglarin kaynagi olarak kullanilmaktadir (Tadeg et al., 2005).
Bitkilerin antimikrobiyal aktivitesinin tayini ile ilgili arastirmalarin sayis1 giderek
artmaktadir. Son yillarda {ilkemizde, farkli bitki Oziitlerinin  birgok
mikroorganizmanin gelisimini etkileyen antimikrobiyal aktivite oOzellikleri ile
ilgili galigmalar yapilmaktadir (Diilger ve Goniiz, 2004). Ozellikle bu tiir
calismalarda yerel gesitler, endemik bitkiler ya da halk arasinda tedavi amacgh
kullanilan bitkiler tayin edilerek arastirilmakta ve sonuclarin bilimsel temellere
oturtulmasi amaglanmaktadir. Bu amagla insan sagligi agisindan 6nemli olan
mikroorganizmalar1 inhibe eden bitkilerin &zellikleri 1926 dan beri
laboratuvarlarda arastirilmaktadir (Ates ve Erdogrul, 2003). Calismamizda
Juglans regia L. (ceviz)’ nin yesil meyve kabuklar1 ana materyal olarak
secilmigtir. Cevizin gen merkezleri ve anavatanlar1 arasinda yer alan Tiirkiye,
ceviz varligr ile diinyada onemli bir iilkedir konumundadir (www.ceviz.gen.tr).
Juglans regia L.’ nin bu ¢alismada se¢ilmesindeki en biiyilik etkenlerden biri
Tiirkiye’ de genis yayilim gdstermesi ve meyve olgunlasinca atilan yesil ceviz
kabuklarindan ila¢ sanayinde yararlanilabilecek ve insana patojen olan
mikroorganizmalar iizerinde kullanilip kullanilamayacagmi arastirmaktir. Ug
farkli istasyondan 2005 yilinin Haziran-Temmuz aylarinda toplanan bitki
materyalleri iki farkli yontemle Oziitlenerek antimikrobiyal aktivitesine
bakilmistir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda Juglans regia L.” nin
arastirildig1 antimikrobiyal calismalar bulunmakla birlikte (Zibaeenezhad et al.,
2005; Colaric et al., 2005; Qadan et al., 2005; Amaral et al., 2005; Nariman et al.
2004; Mahoney and Molyneux, 2004; Mahoney and Molyneux, 2000), bu
calismalarda bitkinin farkli kisimlar1 aragtirllmig fakat yesil ceviz kabuklarinin
antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili deneysel bir ¢aligmaya rastlanilmamigtir. Ceviz
bitkisinin genellikle meyvesi ile ¢alisildigindan diger bitki kisimlarina ait daha az
bilgi bulunmaktadir (Miliauskas et al., 2003). Bundan dolay1 Juglans regia L.
bitkisinin yesil meyve kabuklarindan elde edilen Oziitlerin in vitro kosullarda
patojen mikroorganizmalar iizerinde denenerek, antimikrobiyal aktivitesi

arastirilmugtir.
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Calismamizda, GYTE-Biyoloji Bdliimiine ait saf suslar kullanilmistir.
Boylelikle deneylerde elde edilen sonuglarin giivenilirligi artirnlmistir. Bitki
materyalleri li¢ farkli istasyondan toplanmistir. Boylece bu istasyonlar arasindaki
yoresel farkliliklarin antimikrobiyal aktiviteye etkisi in vitro kosullarda
gozlemlenmis ve degerlendirilmistir. Sonucglara bakildiginda direk oOziitleme
yontemi sonucunda ii¢ stasyondan alinan cevizler arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, sadece Sebin cevizinden Soxhlet apereyi ile elde edilen 06ziitiin
diger cevizlere (Glizelyali ve GYTE) gore daha etkin oldugu belirlenmistir.
Tiirkiye’ de ceviz yetistiriciliginin temelini Yalova orijinli ceviz c¢esitleri
olusturmaktadir. Ancak Sebinkarahisar Kirkgdéz orijinli Sebin ceviz c¢esidi
iilkemizde meyve oOzellikleri, diger cesitlere gore gec yapraklanmasi, soguga

dayanimi ve verim yoniinden diger ¢esitlerden daha iyidir (Akga, 2006).

Antimikrobiyal aktivite, test mikroorganizmalarinin olusturdugu inhibisyon
zon ¢aplarinin Slgiilmesi ile belirlenir (Karaman ve ark., 2002). Calismamizda
Juglans regia L.’ den elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesinin olup
olmadigina karar verebilmek i¢in petri lizerinde olusan inhibisyon zon caplari

Olctilerek sonuglar degerlendirilmistir.

Buna gore, deneyler sonucunda Giizelyali cevizi sonuclarina bakildiginda
(bkz. Tablo 4.1); direk oOziitlenerek Giizelyali cevizinden elde edilen Oziitiin
Staphlococcus aureus 29213, Salmonella enteritidis 64, Escherichia coli ATCC
1213 ve Candida albicans ATCC 8739 iizerinde denendiginde, 8.0-17.0 mm
araliginda zon caplart Olgiilmiistiir. Bu bitki 6ziitline karst en duyarli tiiriin
Candida albicans ATCC 8739 susu oldugu gozlemlenirken, oziitiin Bacillus
cereus 4312 iizerine herhangi bir aktivitesi olmadigi belirlenmistir. Giizelyal
cevizinden elde edilen 6ziite kars1 en dayanikli susun Bacillus cereus 4312 oldugu
gozlemlenmistir. GYTE cevizinin sonuglarina bakildiginda (bkz. Tablo 2); direk
oziitlenerek GYTE cevizinden elde edilen 6ziitiin Staphlococcus aureus 29213,
Salmonella enteritidis 64, Escherichia coli ATCC 1213, Bacillus cereus 4312 ve
Candida albicans ATCC 8739 iizerinde denendiginde, 8.5-14.0 mm araliginda zon
caplart Olglilmiistiir. Sonuglara bakildiginda GYTE cevizinden elde edilen 6ziite
kars1 tiim deney mikroorganizmalarin duyarli oldugu, bu mikroorganizmalar

icerisinde en dayanikli susun ise Bacillus cereus 4312 oldugu gozlemlenmistir.
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Sebin cevizi sonuglarina bakildiginda ise (bkz. Tablo 4.3); direk 6ziitlenerek Sebin
cevizinden elde edilen 6ziitiin Staphlococcus aureus 29213, Salmonella enteritidis
64, Escherichia coli ATCC 1213 ve Bacillus cereus 4312 iizerinde denendiginde,
8.5-16 mm araliginda zon ¢aplar1 dl¢lilmiistiir. Bu bitki 6ziitiine kars1 en duyarli
tirlerin Staphlococcus aureus 29213, Salmonella enteritidis 64 ve Bacillus cereus
4312 suslart oldugu goézlemlenirken, oziitin Candida albicans ATCC 8739
iizerine herhangi bir aktivitesi olmadigi belirlenmistir. Bdylelikle Sebin
cevizinden elde edilen 6ziite kars1 en dayanikli susun ise Candida albicans ATCC
8739 oldugu belirlenmistir. 2005 yilinda yapilan bir ¢aligmada Psidium guajava
ve Juglans regia bitkilerinin yapraklarmin oziitleri, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermisis iizerine uygulandiginda
strast ile olugan inhibisyon zon ¢aplar1 15.8-17.6 mm, 11.3-15.7 mm ve 12.9-15.5
mm olarak Ol¢lilmiistiir. Bu bitki oziitlerinin akne tedavisinde kullanilabilecegi
belirtilmistir (Qadan et al., 2005). Bu sonuglar ile deneylerimizden elde ettigimiz
sonuclar karsilagtirildiginda, topladigimiz cevizlerin direk 6ziitlenmesi sonucu S.
aureus 29213 susu tlizerinde 8.0-16 mm inhibisyon zon capinin Slgiilmesi bu

oziitlerinde akne tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir.

Soxhlet apereyi ile elde edilen Oziitler denendiginde, Giizelyali ve GYTE
cevizi sonuglarma bakildiginda (bkz. Tablo 4.1 ve 4.2); tim deney
mikroorganizmalar1 {izerinde herhangi bir inhibisyon zonu goézlemlenmemistir.
Dolayisi ile bu 6ziitlere karsi tiim deney mikroorganizmalarin direng gosterdigi
belirlenmistir. Bdylece Giizelyali ve GYTE cevizinin sonuglar1 paralellik
gostermektedir. Sebin cevizi sonuglarina bakildiginda (bkz. Tablo 4.3); Soxhlet
apereyi ile elde edilen 06ziit denendiginde Staphlococcus aureus 29213,
Salmonella enteritidis 64, Escherichia coli ATCC 1213 suslari {izerinde herhangi
bir zon gozlemlenmistir. Fakat Bacillus cereus 4312 ve Candida albicans ATCC
8739 suslarinda sirasi ile 10 mm, 15.5 mm zon ¢ap1 Ol¢lilmiistiir. Bu sonuglara
gore Soxhlet apereyi ile elde edilen 6ziite karst en duyarli suslarin Candida
albicans ATCC 8739 ve Bacillus cereus 4312 oldugu belirlenmistir. 2005 yilinda
yapilan bir ¢alismada Pimpinella anisetum ve Pimpinella flabellifolia bitkilerinin
oOziitleri, igerisinde Escherichia coli, Bacillus cereus ve Candida albicans’ inda
bulundugu sekiz mikroorganizma tizerine denendiginde sirasi ile olusan

inhibisyon zon c¢aplart 10 mm, 9.0 mm, 14.0 mm oldugu goézlemlenmis ve bu
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Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirtilmistir (Tepe ve ark., 2005).
Literatiirlerdeki sonuglar ile yukarida verilen ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz
sonuglar karsilastirildiginda Juglans regia L. bitkisinin yesil kabuklarindan elde

edilen Oziitlerin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir.

Deneylerimizde elde edilen o6ziitlerin olast antimikrobiyal aktivitesinin
arastirilmasinda Disk-Diflizyon yontemi kullanilmistir. Bu tiir standart Disk-
Difiizyon testlerinde disk etrafinda 18 mm veya daha biiyiik bir inhibisyon zonu
veren her organizma, etkisi arastirilan maddeye karsi duyarli kabul edilir. Viscum
album o6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alisma
sonucunda 6zellikle S. auerus tizerinde 20 mm zon ¢apinin gdzlenmesi bu 6ziitiin
olduke¢a etkili oldugunu gostermistir (Beyhan, 1999). Olusan inhibisyon bolgesi
18 mm’ den kiigiikse “mikroorganizma antibiyotigin yiiksek konsantrasyonlarina
duyarlidir” yorumu yapilir (Tung, 2000). Direk 6ziitleme yontemi ile elde edilen
oziitler denendiginde en biiyiik inhibisyon ¢apinin Candida albicans ATCC 8739
tizerinde (17.0 mm), Soxhlet apereyi ile elde edilen Oziitler denendiginde ise en
biiyiik inhibisyon ¢apmin Bacillus cereus 4312 iizerinde (15.5 mm) olustugu
gozlemlenmistir. Dolayis1 ile calismamizda kullanilan mikroorganizmalarin
cevizden elde edilen o6ziitlerin daha yiiksek konsantrasyonuna duyarli oldugu

kabul edilmistir.

2004 yilina yapilan bir calismada 16 bitki etanol kullanilarak Soxhlet
apereyinde ozilitlenmis ve bu oziitler i¢lerinde Escherichia coli, Bacillus cereus,
Candida albicans ve S. auerus’ un da bulundugu 12 mikroorganizma tiirii
tizerinde denenerek antimikrobiyal aktivitelerine bakilmigtir.  Sonuglara
bakildiginda yukarida adi verilen mikroorganizmalar {izerinde sirasi ile 10-12
mm, 12-22mm, 10-20 mm ve 12-24 mm inhibisyon zon c¢aplar1 6l¢iilmiistiir. Bu
literatiire gore 8-13 mm olan zon caplarinin, bitki 6ziitiiniin antimikrobiyal agidan
oldukca aktif oldugunu, 14 mm’ den biiyilk zon c¢aplarinin ise yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir (Diilger ve Goniiz, 2004).
Bizim ¢alismamizda ise S. auerus 29213 susu tizerinde 8-16 mm, S. enteritidis 64
susu lizerinde 7-12 mm, E. coli ATCC 1213 susu lizerinde 8-10.5 mm, C. albicans
ATCC 8739 susu lizerinde 10-17 mm ve B. cereus susu iizerinde 14-15.5 mm

inhibisyon zon cap1 olustugunu goézlemlenmistir. Elde ettigimiz sonuglar ile
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literatiir sonuglar1 karsilastirildiginda Juglans regia L. bitkisinin yesil meyve
kabuklaridan elde ettigimiz oOziitlerin antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu
belirlenmistir. Tiirkiye’ de 2006 yilinda yapilan baska bir ¢calismada Parmelia
saxatilis, Plasmatica glauca, Ramalina pollinaria, Ramalina polymorpha ve
Umbilicaria nylanderiana adli bes liken tiirti 6ziitlenerek 35 bakteri ve 18 maya
tirii lizerinde gosterdigi antimikrobiyal ve antioksidant aktivitesine Disk-
Difiizyon yontemi ile bakilmistir. Literatiir sonucuna gére E. coli A-1 susu
Parmelia saxatilis 6ziitiine kars1 8 mm, Ramalina pollinaria 6ziitiine karg1 10 mm,
Ramalina polymorpha 6ziitiine karst 10 mm, Umbilicaria nylanderiana oziitiine
karst 6 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu, C. albicans susunun ise Ramalina
pollinaria ve Umbilicaria nylanderiana oziitlerine karsi sirasi ile 7 mm ve 10 mm
inhibisyon zon cap1t olusturdugu, bu bulgulara dayanarak bu bitki Oziitlerinin
inhibe edici 6zelliginin bulundugu ifade edilmistir (Giilliice ve ark., 2006).
Calismamizda bu iki mikroorganizma tiirii iizerinde yesil ceviz kabuklarindan
elde edilen 6ziitliniin bu literatiir sonuclari ile paralellik gosterdigi belirlenmis ve

ceviz Oziitiiniin inhibe edici etkin bilesiklere sahip oldugu belirlenmistir.

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada elde edilen Coriandrum sativum L.,
Glycyrrhiza glabra L., Cinnamomum cassia B. ve Juniperus oxycedrus L.
bitkilerinin Oziitleri alkol, etil asetat, aseton ve kloroform ile ¢ozdiiriiliip deney
mikroorganizmalar: {izerine denendiginde herhangi bir inhibe edici etkiye sahip
olmadigi ifade edilmistir (Ates ve Erdogrul, 2003). Calismamizda elde ettigimiz
Oziitler hekzanda ¢ozdiiriilerek deney mikroorganizmalari lizerinde denenmis ve
hekzanin deney mikroorganizmalarimizin {izerinde herhangi bir inhibe edici

0zelliginin bulunmadigi belirlenmistir.

Genellikle direk 6ziitleme sonucu elde edilen 6ziitlere karst deney asamasinda
calisilan birka¢ mikroorganizma hari¢ (bkz. Tablo 4.1-4.3) digerlerinin zon
olusturdugu gozlemlenmistir. Bunun nedeninin taze kabuklarda bulunan etkin
organik bilesiklerin olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat kabuklar kurutulunca,
etkin olan bu bilesiklerin yikima ugramis olabileceginden, bitki materyalinin
kurutulmasindan sonra yapilan Soxhlet apereyi ile elde edilen 6ziitiin iki tiiriin
disinda (C. albicans ATCC 8739 ve B. cereus 4312) diger mikroorganizmalara

karst antimikrobiyal aktivite gOstermemesinin nedeninin bu olabilecegi
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diistiniilmektedir. Bitki 6ziitleri 6nemli derecede mikroorganizmalara kars1 farkli
aktivite gostermektedir. Bu farkliligin nedeni Gram (+) ve Gram (-)
mikroorganizmalarin sahip oldugu hiicre duvarmin yapisal farkliligindan
kaynaklantyor olabilir. Hatta mayalarin hiicre duvar1 daha komplekstir (Diilger ve
Goniiz, 2004). Soxhlet apereyi ile elde ettigimiz oOziitiin diger deney
mikroorganizmalara kars1 degilde yalmizca Bacillus cereus 4312 ve Candida
albicans ATCC 8739 suslar1 iizerinde etkili olmasini bu sebepten dolay1
olabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat bu mikroorganizmalarin Giizelyali ve GYTE
cevizlerinden Soxhlet apereyi yardimi ile elde edilen 6ziite karsi higbir inhibisyon
zonu gostermemesini ise Sebin cevizinin diger cevizlerden daha farkli oranda ya
da daha farkli fitokimyasal bilesiklere sahip olabilecegi ve bu ylizden sadece

Sebin cevizinde aktivite goriilmiis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bilindigi gibi maddenin antibakteriyal 6zelligi, bakteri tiirlerine ve maddenin
mikroorganizma iizerinde uygulandigi ortama bagh olarak degismektedir (Tung.,
2000). Bitkilerle yapilan calismalarda sezonsal farkliliklar, hava sartlari, nem,
toprak Ozellikleri, pH gibi faktorler bitkilerde sentezlenen antimikrobiyal
aktiviteye sahip bilesik/bilesiklerin sentezlenme oraninmi etkilemektedir. Dolayis1
ile Sebin cevizinden Soxhlet apereyi ile elde edilen 6ziitlin diger ceviz cesitlerine
oranla daha etkili olmasinin bundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Sonuglara
bakildiginda toplanan materyallerden biri Sebin cevizi olup yoresel bir gesittir.
Bitki oOziitleme yoOntemleri literatiirlerde farkliliklar gostermesine ragmen
genellikle yapilan Soxhlet apereyi ile Oziitleme yonteminin (Karaman ve ark.,
2003; Ates ve Erdogrul, 2003; Diilger ve Goniiz, 2004) sonuglarina gore bu yerel
cesidin daha fazla arastirilabilecegini diisiinmekteyiz. Ozellikle Sebin cevizinin
yesil ceviz kabuklarindaki bilesiklerin tanimlanarak, etkin olabilecek maddelerin

antimikrobiyal aktivitesine ileriki ¢aligmalarda bakilabilecegini diisiinmekteyiz.

Kontrol gurubu olarak alt1 farkli antimikrobiyal ilacin (Gentamisin,
Ampisilin,  Siproflaksin, Kanamisin, Streptomisin ve Oceral) deney
mikroorganizmalarimizin iizerindeki inhisyon zonlarmi arastirmak amaci ile
antibiyogram yapilmistir. Bu ilaglarin mikroorganizmalar iizerinde olusturdugu
inhibisyon zon caplari cevizden elde ettigimiz Oziitlere karsi olusturulan

inhibisyon zon caplart ile karsilastirildiginda, sadece ampisilin ile paralel
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oldugunu goézlemlenmistir. Diger ilaclarin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplarinin
Oziitlere gore daha aktif oldugu belirlenmistir (bkz. Tablo 4.1-4.3). Bu bulgulara
gore cevizden elde edilen Oziitlerin ticari olarak kullanilan bir antibiyotik

(Ampisilin) kadar aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Deneyler in vitro kosullarda gerceklestirilmistir. Fakat in vivo kosullarda
denenmemistir. Bunun nedeni ¢alisma siiresi ile ilgili olup, in vivo ¢aligmalarda
kapsamli laboratuvarlarin bulunmamasi ve bir¢ok parametrenin dl¢iimiiniin zaman
almast in vivo kosullarda bu c¢alismay1 gergeklestirmememizin nedenidir.
Ozellikle yesil ceviz kabuklarindan elde edilen &ziitlerin insanda yasayan
patojenler tiizerinde in vivo kosullarda c¢alismalar yapilarak denenirse, insan
tizerinde yesil ceviz kabuk Ozitiniin ilag  sanayinde  kullanilip

kullanilamayacagina dair kesin yargilara varilabilir.

Bu tez c¢alismasinda Juglans regia L. tiriiniin yesil meyve kabuklarinin
kimyasal komposizyon igerigi tanimlanmamistir. Fakat deney sonuglarina gore
yesil ceviz  kabuklarinda  antimikrobiyal aktivite  Ozelligine  sahip
bilesik/bilesiklerin oldugu diisiiniilmektedir. Sonraki ¢alismalarda yesil ceviz
kabuklarinda bulunan kimyasallar analiz edilerek, etkin olan bilesiklerin
tanimlanabilecegi, antimikrobiyal aktivitesine bakilabilecegini ve daha sonraki
caligmalarda bu bilesik/bilesiklerin insan ve hayvanlarda goriilen enfeksiyonlarda

tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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