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ABSTRACT

IN VITRO ANTIMICROBIAL, ANTIFUNGAL AND LEISHMANIACIDAL
ACTIVITIES OF PROPOLIS

Propolis is a hive product that contain more than 300 active components, and the
chemical compositions and the rates of constituents varies to the geographical origin, and the
plant source. The antimicrobial activities of Adana propolis samples against the growth of
some Gram positive (standart strains: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis
ATTCC 29212 and clinical isolate: Streptococcus pyogenes), Gram-negative bacteria
(standart strains: Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter cloacae ATCC 13047 and clinical isolate: Proteus vulgaris, Enterobacter
aerogenes) and among the yeats like fungi (standart strains: Candida albicans ATCC 90028,
Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 32554, Candida tropicalis ATCC
22019 and clinical isolate: Candida parapsilosis), and also, the whether leishmaniacidal
activity of propolis samples against five different clinical isolates of Leishmania tropica the
whether leishmaniacidal activity of propolis samples against five different clinical isolates of
Leishmania tropica were researched. The agar macrodilution method for antimicrobial
activity studies was performed according to the procedure of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). The antimicrobial activity of propolis against to Gram positive
bacteria ( MIC 64-1024 pg/ml) was higher both in Gram positive bacteria ( MIC 256-1024
pg/ml) and yeast like fungi ( MIC 128-1024 pg/ml). In addition, it was determined that the
activity of propolis against to yeast like fungi more than Gram negative bacteria. Regarding to
Leishmania tropica, the leishmaniacidal effect of propolis was obviously identified at the
concentration of 250 pg/ml, 500 pg/ml and 750 pg/ml. it was detected that at these mentioned
propolis concentrations occured both the statistically important decreasing in the cell counts,
and the morphological changing on Leishmania tropica cells such as cell rounding, loss of
tail, nuclear enlargement and the constriction of cytoplasmic area.
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OZET

IN-VITRO KOSULLARDA PROPOLISIN ANTiBAKTERIYEL, ANTiFUNGAL VE
LEYiSMANYASIDAL ETKIiLERINIiN ARASTIRILMASI

Propolis, yapisinda 300’den fazla biyolojik olarak aktif bileseni olan ve kompozisyonu
ile bilesenlerinin oranlar1 bolgeden bolgeye ve bitki tiirlerine bagh olarak degiskenlik gosteren
bir ar iirliniidiir. Adana orijinli propolisin baz1 Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATTCC 29212) standart suslart ile Gram pozitif klinik izolati
(Streptococcus pyogenes) ve Gram negatif (Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter cloacae ATCC 13047) standart suslar1 ile Gram
negatif klinik izolatlarina (Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes) karsi antibakteriyel,
maya formundaki mantarlardan ise Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC
6258, Candida glabrata ATCC 32554, Candida tropicalis ATCC 22019 standart suglar1 ve
klinik bir izolat olan Candida parapsilosis’e karst antifungal aktivitelerinin varligi, ayrica
Leishmania tropica’nin 5 farkli klinik izolatina karsi Leyismanyasidal aktivitesinin varligi
aragtirilmigtir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismalari makrodiliisyon yontemi kullanilarak CLSI
onerileri dogrultusunda yapilmistir. Propolis orneklerinin Gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel etkileri ( MIK degeri 64-1024 pg/ml), Gram negatif ( MIK degeri 256-1024
pg/ml) ve maya suslarina karsi olan antimikrobiyal aktivitelerinden ( MIK degeri 128-1024
pg/ml) daha yiiksek olarak bulunmustur. Mayalara kars1 etkinligin Gram negatif bakterilere
nazaran daha yiiksek oldugu saptanmistir. Leishmania tropica izolatlarinda ise
konsantrasyonun 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 750 pg/ml diizeyine c¢ikarilmasi durumunda
propolisin leyismanyasidal etkisinin varlign acik¢a saptanmistir. Gerek hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmanin tespit edilmesi gerekse hiicre yuvarlaklagmasi,
kuyruk kaybi, niikleer yapinin biiytimesi ve sitoplazmik yapinin daralmasi gibi morfolojik
degisimlerin oldugu tespit edilmistir.
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1. GIRIS

Antimikrobiyal diren¢ ©6nemli ve global bir sorundur. Bakterilerde
antimikrobiyal diren¢ tipta, ziraatte ve endiistride kullamilmakta olan antimikrobiyal
ajanlar icin her gecen giin giderek biiyiiyen bir problemdir. Klasik antiseptiklere ve
antibiyotiklere kars1 mikrobiyal diren¢ prevalansinda goriilen artmayla birlikte dikkatler
dogal orijinli antimikrobiyal bilesenlere cevrilmistir (Cowan,1999). Dogal {iriinler
binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde insanlar arasinda kullanilagelmistir. Son
yillarda diinya ¢apinda dogal {iirlinlerin farmakolojik amaglar icin kullaniminda 6nemli
bir artis oldugu gozlenmektedir (Cragg ve ark., 1997). Propolis de bu dogal kaynakli
tiriinler arasinda yerini almaktadir.

Propolis ar1 zamki olarak bilinen, rengi koyu kahverengiden yesile degisebilen
yapigskanst bir maddedir. Arilarin kovanlarimt korumada kullandiklart mumlu salgi
sekresyonlart ile ¢esitli yapiskan bitki 6zsularinin karisimindan olusan bir ar iiriiniidiir.
Cesitli bitkilerin tomurcuk, kabuk, yaprak ve govdelerinden toplanip biriktirilen,
mumdan daha farkli yapida recinemsi bir karisimdir. Propolisi olusturan icerisindeki
bilesenler propolisin toplandigi bitkilerin tiir ve cesitlerine gore degisiklik
gostermektedir. Ari, bitkinin 6zsuyunu veya reginesini parcalamakta ve Corbiculae
denilen torbada biriktirmektedir. Daha sonra bu maddeler kovana tagsinmakta, oradaki
catlak ve yariklarin kapatilmasinda, kovanin dezenfekte edilmesinde kullanilmaktadir
(Castaldo ve ark., 2002).

Propolis uzun yillardan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde halk arasinda
kullanilmigtir ~ (Ghisalberti, 1979).  Propolisin  en  karakteristik  6zelligi
mikroorganizmalara kars1 gosterdigi antimikrobiyal etkinligi olup, cok eski
zamanlardan beri bu farmakolojik 0zelliklerinden dolay1r insanoglu tarafindan
kullanilmistir.  Giiniimiize kadar propolisin oldukca genis biyolojik aktif o6zelligi
tanimlanmistir. Bu 6zellikler arasinda; antibakteriyal (Kujumgiev ve ark. 1999; Hegazi
ve ark., 2000), antifungal (Kujumgiev ve ark., 1999; Sforcin ve ark., 2000), antiviral
(Amoros ve ark., 1992), antiprotozoonal (Starzyk ve ark., 1977), antituméral (Banskota
ve ark., 2002), immunumodulator (Dimov ve ark., 1992), anti inflamatuar (Dobrowolski
ve ark., 1991), ve anti-oksidatif (Nagai ve ark., 2003) ozelliginin oldugu daha once

yapilan cesitli calismalarla gosterilmistir.



Son yillarda dogal bir an {iriinii olan propolisin olduk¢a zengin biyolojik
ozelliklerinin olmasindan dolay1 dikkatleri iizerine ¢ekmis, tipta, gida sektoriinde ve
kozmetik sanayi gibi ¢esitli alanlarda oldukca yaygin kullanim alam1 bulmustur.
Recinenin toplandigi kaynaga bagli olarak propolisin kimyasal kompozisyonunda
biiyiik olgiide degisiklik gosterdigi bildirilmektedir. Ornegin sicak bolgelerde
flavonoidler ve sinnamik asit tiirevleri gibi temel fenolik bilesenler icerirken, tropikal
bolgelerde propolisin daha ¢ok diterpenler ve prenilat bilesenlerini icerdigi bildirilmistir
(Kujumgiev ve ark., 1999; Marcucci, 1995). Propolisin en onemli aktif bilesenleri
arasinda aromatik asitler, fenolik maddeler, 0©zellikle flavonoidler (flavonlar,
flavonoller, flavononlar) ve fenolik asit gibi bilesenler bulunmaktadir. Propolisin
antimikrobial 6zelligi, icinde bulunan flavononlar pinosembrin, flavonoller galanjin ve
kafeik asit fenetil esterden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Burdock, 1998). Bir
calisgmada propolisin antibakteriyal ©zelliginin bazi1 prenilat p-coumarik asitlerden
kaynaklandig1 bildirilirken, Bankova ve arkadaslart da propolisin bu 6zelligin ugucu
bilesenlerinden ve diterpenik asitlerden kaynaklandigimi bildirmiglerdir. (Aga ve ark.,
1994; Bankova ve ark., 1996). Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu gostermistir
ki; propolisin bakteriler iizerindeki inhibitor etkisi, yapisinda bulunan cesitli bilesenlerin
varligina baghidir (bircok bilesenin sinerjistik etkisiyle gerceklesmektedir) (Ghisalberti,
1979).

Propolis iizerinde yapilan calismalar, cesitli antimikrobiyal ozelliklerinin
yaninda insan sagligi agisindan da olduk¢a 6nemli ve gerekli olan vitaminler, mineral ve
elementler de icerdigini gostermistir. Thtiva ettigi vitaminler B1, B2, C ve E vitaminleri
ile bakir, kalsiyum, aliminyum, stronsiyum ve vanadium gibi cesitli elementlerin de
bulundugu bildirilmistir (Speciale ve ark., 2006). Ayrica, miristik asit, benzoik asit,
benzil alkol, kafeik asit, vanilin, sinamik asit, acacetin, kamferide ve izovanilin gibi
kimyasal bilesiklerinde bulundugu tespit edilmistir (Bankova ve ark., 1982). Propolisin
icinde bulunan Pinobanksin-3- asetat (flavonoid), pinosemprin, galanjin, benzil p-
kumarat ve kafeik asitin antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu tespit edilmistir. Cesitli
calismalarda propolisin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans ve
Trchophyton mentagrophytes tiirlerine kars1i antimikrobiyal etkisinin oldugunu

bildirilmistir (Oksuz ve ark., 2005; Duran ve ark., 2006).



Ayrica propolisin 6nemli bilesenlerinden olan kafeik asit fenetil esterin tiimor
hiicreleri icin sitotoksik etkisinin oldugu da bildirilmistir (Greenaway ve ark., 1988).
Hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda propolis ekstraktinin herhangi bir
toksinijetisenin ~ bulunmadigi,  propolisin =~ %0.5-1’lik  sulu  cozeltilerdeki
konsantrasyonunun akut ve kronik solunum hastaliklarinda aerosol olarak basaril
sekilde kullanildig1 bildirilmistir (Cakir ve Timen, 1990). Propolisin antimikrobiyal
etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise 1:20 diliisyonda Staphylococcus aureus, S.
epidermis, Enterococcus spp., Corynebacterium spp. Branhamella catarrhalis ve
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli ve Mycobacterium
tuberculosis’e kars1 etkili oldugu bildirilmistir. Bagka bir calismada da propolisin
etanolik ekstraktinin, zengin flavonoidler, fenolik bilesikler, seskuiterpenler, steroitler,
aminoasitler ve inorganik iz elementler ihtiva ettigi de bildirilmistir (Greenaway ve ark.,
1988). Ayrica propolisin atesli hastaliklarda ates diisiiriicii  olarak, yaralarin
iyilesmesinde hiicre yenileyicisi olarak da kullanildigim gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir (C)zgelik, 1992).

Giiniimiize kadar propolisin farkli bakteri mantar suslarina kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri diinyanin cesitli yerlerinden elde edilen propolis Ornekleri {iizerinde
calisilmis olsa da bir hiicre ici paraziti olan Leishmania’ ya karsi anti-leyigsmanyoz
ozelligi hususunda sinirhi sayida ¢alisma bulunmaktadir (Machado ve ark., 2007).

Leyismanyozis tropikal ve sub tropikal 88 iilkede endemik olarak goriilebilen
ve diinya saglik orgiitii verilerine gore 12 milyondan fazla kisiyi etkileyen bir hastaliktir
(WHO, 2004). Saghk Bakanliginin verilerine gore hastalik son 10-12 yil icinde artig
gostermekte ve ozellikle Hatay, Sanliurfa, Osmaniye, Adana, ve Mersin gibi illerin de
icinde bulundugu bolgemiz icin endemik bir hastaliktir (Akkafa ve ark., 2000.)
Giiniimiizde hastaligin hi¢bir formuna kars1 etkili bir as1 gelistirilememis ve hastaligin
kemoterapik tedavisi hala yetersiz olup pahalidir (Croft ve Yardley, 2002). Bu nedenle
Leyismanyoz tedavisi konusunda hem as1 calismalar1 hem de ila¢ calismalarinda
sentetik ve dogal kaynakli yeni {iriinler iizerinde caligmalar yogun bir sekilde devam
etmektedir. Ozellikle son yillarda yeni ilag caligmalarinda dogal kaynakli arastirmalar
bilyiik hiz kazanmistir (Newman, 2003). Leyismanyoz konusunda da dogal kokenli ilag
calismalarinda Oonemli derecede artis goriilmektedir. Literatiire bakildiginda o6zellikle

tropikal bolgelerden toplanan bitki ekstraktlarinin  Leishmania tiirlerine karsi



aktivitelerinin gosterildigi calismalara rastlamak miimkiindiir (Fournet ve ark., 2002;
Weniger ve ark., 2001). Leishmanyozda propolisin kullanimiyla ilgili Machado ve ark.
yaptigi bir calismada propolisin baz1 Leishmania tiirlerine karst (Leishmania
amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi) anti protozoonal etkisinin oldugu tespit
edilmistir (Machado ve ark., 2007).

Bu calismada orijini Adana bolgesi olan propolisin ¢esitli bakteri, mantar ve
Leishmania tropica izolatlar1 iizerinde etkinliginin arastirilmast planlanmistir. Tez
kapsaminda yapilan calismanin birinci boliimiinde, propolisin ¢esitli Gram negaif
(Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter
cloacae ATCC 13047) standart suslar1 Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes klinik
izolatlary) ve Gram pozitif bakteri suslart (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATTCC 29212 standart suslari ile Streptococcus pyogenesklinik
izolatt) tzerindeki antibakteriyel aktivitesi ve cesitli maya suslarn (Candida albicans
ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 32554, Candida
tropicalis ATCC 22019 standart suslar1 ve klinik izolat olan Candida parapsilosis)
tizerindeki antifungal aktivitenin arastirilmast amaglanmistir. Calismamizin ikinci
kisminda ise propolis orneklerinin, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma, Uygulama ve Saglik Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarindan temin edilen
Leishmania tropica klinik izolatlar1 iizerindeki antiprotozoonal aktivitesinin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Propolisin Tarihcesi

Insanoglu propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri farkli amaclar icin kullanmislardar.
Uzun yillar boyunca propolisten tipta cesitli amaclar i¢in yararlanilmistir. Giiniimiize
kadar gelen eski Yunan yazitlar1 propolisin iltihaplanan yaralar ve dis ciiriikleri igin
tedavi amaciyla kullanildigin1 tanimlarken, Roma’lilar doneminde yara iizerine konulan
lapa benzeri karisimin igerisine katilarak  kullanilmaktaydi. Ibranice eski
vasiyetnamelerde “Tzori” olarak gecmektedir ve tedavi edici Ozelliklerinden
bahsedilmektedir. ~Avrupa’daki onikinci ylizy1l kayitlari propolisin  medikal
preparatlarinin agiz ve yara enfeksiyonlarinin tedavisi ve dis sagligi i¢in kullanimindan
bahsetmektedir. Propolis son zamanlarda oldukca popiiler hale gelmistir. Insanlik igin
bu reginemsi yapinin kesfedilen yararlar heniiz cok az aydinlatilabilmistir (Ghisalberti,
1979).

Propolisin kelime anlami eski Yunanca’dan gelmektedir. “Pro”; o6n, giris ve
“polis”; sehir anlamina gelmekte, bal arilarmin kovan savunmasi ile ilgili olarak
kullanilmigtir. Propolis ¢ok eski caglarda ilk kez Yunanlhlar tarafindan kesfedilerek
dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir.

Mikroorganizmalara kargi aktivitesi propolisin ¢ok Onemli karakteristik bir
ozelligidir. Bu ozellik antik caglardan beri tedavi amagh olarak insanlar tarafindan
kullanilmaktadir. Propolis sahip oldugu o6zelliklerinden dolayr 1960’larin sonundan
itibaren bilim adamlarmin dikkatini ¢cekmistir ve giiniimiize kadar propolisin terapotik
kullanimi, farmokolojisi, biyolojik aktiviteleri ve kimyasal yapisi iizerine pek c¢ok
arastirma yapilmustir. Ik kapsamli yaym 1979 da Ghisalberti tarafindan yaymlanmistir
(Ghisalberti, 1979). Yazar son 70 yil siiresince (20. yiizyilin baslarindan bu yana)
yaymmlanmis propolis hakkindaki cogu bilgiyi toplamistir. Yazisinda propolisin
yapisinin biiylik bir kisminin bilinmedigini bu nedenle saglik alaninda kullanilmasini
tavsiye etmedigini ve c¢ok daha fazla calisilmasi gerektigini, Ozellikle terapotik
sonuclarinin tam anlamiyla ele alinabilecegine dikkat ¢cekmistir. Bundan 20 yil kadar
sonra propolisin biyolojik aktivitesi ve kimyasi iizerine 6nemli bir bilgi ortaya ¢ikmas,
terapideki uygulanmasi degistirilmistir. Temel problem toplanma yerine bagh olarak

kimyasal icerigin dikkat cekici sekilde degismesi olarak bildirilmistir. Ciinkii farkli



ekosistemlerde farkli bitkiler ve salgilar propolis kaynagi olarak gorev gormektedir
(Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995).

Son yillarda modern an yetistiriciliginde propolis toplama egilimi yiiksek ar
wrklar ile calismak aricinin ¢alisma kosullarini ve bal hasadim zorlastirmakta, petekli
balin pazar degerini diistirmektedir. Ancak propolisin tip, veteriner hekimlik, discilik,
kozmetik ve bitkisel iiretim alanlarinda insanlara son derece yararli yonleri ortaya
konulduktan sonra bazi iilkelerde propolis iiretimi son derece Onem kazanmistir
(Ghisalberti, 1979). Giiniimiizde ise artan bir popiilerlik kazanmistir.

Arilar propolisi milyonlarca, insanlarsa binlerce yildir kullanmaktadir. Arilar ve
insanoglu propolisin bircok yararli 6zelliklerinden faydalanmuglardir. Insanlik icin bu
recinemsi yapinin kesfedilen yararlari heniiz cok az kalmaktadir. (Ghisalberti, 1979)

2.2. Propolisin Tanim ve Ozellikleri

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) (Sekil 2.1) tarafindan bitkilerden toplanan ve
mumla kanstirilarak kovan igerisinde bir¢ok amaca yonelik olarak kullanilan dogal bir
iiriindiir. Bal arilarimin taze bitkilerden toplayip mum ile kanstirdiklar1 ve kovanlarin
onariminda ve ¢evre kosullarina adaptasyonda kullandiklar reginemsi, koyu renkli bir
maddedir. Propolis is¢i bal arilarmin aga¢ ve calilarmin yaprak tomurcugu, gévde
yaralar1 gibi biiyiiyerek yenilenen kisimlarindan topladiklart sari, yesil ve kahverengi
recinemsi, yapiskan bir driindiir. Saglik icin alinmasi gereken 30’a yakin besin
kaynagini biinyesinde bulundurmasi bakimindan miikemmel bir dogal ila¢ olma 6zelligi

ile dnem kazanmistir (Ghisalberti, 1979).

Sekil 2.1 : Bal aris1 Apis Mellifera



Arilar propolisi kovanlarinin i¢ duvarlarim ya da yasadiklan yerde olusan oyuk
ya da ciiriikleri kaplamada, delik ya da c¢atlaklar1 kapatmada, kovanlarini tamir etmede,
kovanlarin ince kenarlarimi giiclendirmede, peteklerin kenarlarin1 saglamlastirmada ve
savunmada kullanirlar (Sekil 2.2). Propolis ayn1 zamanda bir mumyalama maddesidir
ki; arlar kovana saldiranlar1 oldiiriip kovan icinden atamadiklarinda propolis ile bu
canlilart mumyalarlar ve bakteri ile maya insidansinin disaridaki atmosferden daha
diisiik olmasini saglarlar. Boylece bu mumyalama islemi ile bakteri ve maya iiremesi
durdurulur (Ghisalberti, 1979). Ayrica yavru yetistirme doneminde yarik ve
catlaklardan suyun buharlasip kaybolmasi engellenir. Boylece kovan i¢i gerekli olan
nem de korunmus olur. Bunlarin yaninda olumsuz ¢evre kosullarindan kovani korumak,
kovan giris deligini kiiciiltmek amaciyla da kullanilmaktadir (Greenaway ve ark., 1990;
Krell, 1996;Bankova 2000). Arlar propolisi arka bacaklarinda bulunan polen
sepetlerinde depo etmekte ve koloniye tasimaktadirlar (Ghisalberti, 1979).

Propolis antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflamatuar, antiiilseratif, lokal
anestezik, hepatoprotektif, antitimoral ve immunostimiilatér ozellikleri gibi bircok
yararl biyolojik aktiviteye sahiptir (Burdock, 1998; Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995).
Bu nedenle propolisin apiterapide (Pochinkova, 1986) biyokozmetikte, saglikli
beslenmede, halk sagliginda popiiler bir ilag olarak genis bir kullanimi1 vardir (Matsuda,
1994; Wollenweber ve Buchmann, 1997).

Propolisin ticari olarak aricilar tarafindan toplanmasi tahta kovan bélmelerinden
ya da toplama tuzaklan ile olmaktadir. Propolisin ham hali, dogal saglik iiriinlerinde
(pastil, merhem, icecek, vb.) balmumu ve diger malzemelerin uzaklastirilmasi ile ikincil

bir isleme tabi tutularak yapilmaktadir (Ghisalberti, 1979).



Sekil 2.2 : Ar peteklerinin kenarlarinda propolis

2.2.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis, isci bal arilarinca bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan toplanan bitki
recineleri ve bitki salgilarinin arilarin salgiladiklar1 enzimlerle biyokimyasal degisiklige
ugratilmasiyla olusan bir maddedir. Arilarin balmumu ile karistirdiklar1 propolisin bazi
bitkilere 6zgii proteinleri de yapisinda bulundurmasi, propolisin mumsu kisminin
bitkisel mum yapisinda oldugunu gostermektedir. Propolis 15-25°C arasinda mum
kivaminda elastik bir yap1 gostermekte, sogukta kat1 kirllgan bir sekle doniismektedir.
Yiiksek sicakliklarda (30-40 °C) yumusayip yapiskan bir durum almakta, 80°C da
kismen erimektedir. Propolisin rengi bitki kaynagina bagli olarak sari, yesil ve koyu
kahverengine kadar degisim gostermektedir. Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger
organik ¢oziiciilerde kismen, %95°lik alkolde biiyiik dl¢iide ¢oziinmekte, suda ¢ok az
coziinmekte veya hi¢ c¢oziinmemektedir. Propolis, tibbi alanda %70’lik alkolde

¢Oziinmiis ¢ozelti olarak kullanilmaktadir. (Kumova ve ark., 2002).



2.2.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri

Ham propolisin yapisi, kaynagina bagh olarak degiskenlik gostermekle birlikte;
%50-55 regine ve balsam, %20-35 bitkisel kaynakli balmumu, %5-10 ucgucu yaglar
(bunun %0.5'i esansiyel yaglar) , %2-5 polen, %5-15 organik bilesiklerden olusur.
Rec¢ine ve balzam iceren kisim terpenler, polisakkaritler, kafeik asit gibi maddeler icerir.
Balmumu ise yag asitleri, B vitaminleri, C ve E vitaminleri icerir. Organik kismin en
onemli boliimii olan flavonoidler (polifenolik igerik), izerinde en fazla ¢alisma yapilmis
maddelerdir, propolisin biyolojik aktivitesinin dnemli bir kismindan sorumludur (Granje
ve Davey, 1990).Bu kisim pinosembrin, pinostrobin, kuerasetin gibi maddeleri icerir.
Propolis ayrica farkli mineral ve oligo elemanlar igerir. Flavon ve flavonoidler propolise
antifungal, antiviral ve antibakteriyel ozellikler kazandiran maddelerdir (Kujumgiev ve

ark. 1999; Ghisalberti, 1979).

Propolisin yapisinda bulunan maddelerin orani
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Sekil 2.3: Propolisin yapisinda bulunan maddelerin oram
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Propolis icerisinde bugiine kadar kesfedilmis cok sayida bilesen vardir. Bu

tanimlanan bilesenler ve sayilar Cizelge 2.1 de gosterilmistir.

Cizelge 2. 1: Propoliste tanimlanmusg bilesenler ve sayilar1 (Marcucci, 1995)

Bilesikler Tammlanan Bilesik Sayisi
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik asit ve tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit tiirevleri 2
Sinamil ve sinamik asit ve tiirevleri 14
Alkoller, ketonlar, fenoller 8
Heteroaromatik bilesikler 12
Terpen ve sekuterpen ve tiirevleri 7
Alifatik hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Propolisin icerdigi maddeler ve bunlarin etkileri ise asagida Ozetlenmistir
(Granje, 1990; Marcucci, 1995; Kujumgiev, 1999; Dobrowolski ve ark., 1991 Burdock,
1998; Bankova,1982; Barak ve ark,2002; Basnet ve ark,1996, Mirzoeva,1997):

Flavonoidler: antimikrobiyal ozellikler, ates diisiiriicii antioksidant, kilcal damarlarin

gecirgenligini azaltir, kanamay1 durdurucu.
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Krizin: Tiimor hiicresel toksisite, Anti-Helicobacter pylori.

Apigenin: Gastrik iilserin iyilestirilmesi.

Acacetin: Ates diisiiriicii.

Kuersetin: Antiviral, kilcal damarlarin giiclendirilmesi, anti-tiimoral aktivite,

spazmolitik.

Kaempferid: Spazmolitik, anti-Mycobacterium phlei, mikroorganizmalarin asit

direncine kars etki.

Kaemperol-7,4’-dimetil eter: Antifungal.

Ermanin: Antifungal.

Galanjin: Bakteriyostatik aktivite, antibakteriyal ve antifungal, anti-Helicobacter

pylori.

Pinosembrin: Bakteriyostatik aktivite, antifungal, antimikrobiyal, in vitro ve harici

kullanim, lokal anaestetik, anti-Helicobacter pylori aktivitesi.

Pinobanksin: Antibakteriyal ve antifungal.

Pinobanksin-3-asetat: Antibakteriyal ve antifungal.

Pinostrobin: Lokal anestetik.

3’,4’-dihidroksiflavonidler: Kilcal damarlarin giiglendirilmesi.

Flavan-3-ols: Kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi.

Pektolinarinjenin: Spazmolitik.

Luteolin: Anti-viral, gastrik iilserin iyilestirilmesi.

Luteolinin 3’,4’-dimetil eteri: Spazmolitik ve hipokoleretik.
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Artepillin C: Anti-tumoral etki; anti-leukemik etki.
Eriodiktiol: Kalp yetmezligini iyilestirici etki, akut kalp yetmezligini onleyici etki.

Pinosilvin (3,5-dihidroksistilben): Bacillus subtilis ve Bacillus cereus’u inhibe edici

ozelligi, Mycobacterium phlei ve M. semegmatis’e kars1 etkinlik.

Ferulik asit: Antibakteriyel etki, aglutinant etki, kollojenik etki.

Isoferulik asit: Staphylococcus aureus’a karsi etkinlik.

Benzoik asit: Bakteriostatik ve bakterisid etki, balzamik ve antiseptik aktivite.
Sinnamik asit: Staphylococcus aureus’a kars1 etkinlik.

Isopentil ferulat: influenza virusa karsi etkinlik (A/Hong Kong (H3N2) in vitro

hemagglutininlerin in vivo iiretiminin inhibe edilmesi).
p-Kumarik asit benzil ester: Antimikrobiyal ve antifungal etkinlik.

Kafeik asit: Antiviral, baz1 Gram-pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalar iizerine

antibakteriyel aktivite, ates diisiiriicii 6zellik.

Prenil kafeat: Gizli kontakt alerjen.

3-metil-2-enil kafeat: Antiviral aktivite.

Kafeik asit fenetil ester: Anti-tumoral aktivite.

Metil kafeat: Tiimor sitotoksisitesi veya inhibisyonu.

Diterpenoid clerodan: Anti-tiiméral aktivite, antibakteriyel dzellik.
Eterik yaglar: Antimikrobiyal aktivite.

Bisabolol: Ates diisiiriicii 6zellik.



13

Son birka¢ yilda tropik bolge propolisi merak konusu olmustur. Bu
propolislerdeki bir¢ok yeni bilesenin tanimlanmasi ile bunlarin bazilarinin olaganiistii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Tropik bolge propolisinin
onemli antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi bilesenleri asagida 6zetlenmistir:

2.2.2.1. Flavonoidler

Tropikal propolis {iizerinde yapilan calismalar gostermistir ki; flavonoidler
Avrupa orneklerinde oldugu gibi bu orneklerin en 6nemli bilesenleri olmakla birlikte
bitki kaynaklar1 Avrupa’dakilerden farklidir. Wollenweber & Buchmann yaptiklart bir
calismada Sanoran Coliinde toplanan Orneklerde, (Wollenweber ve Buchmann, 1997)
Ambrosia deltoidea‘nin yaprak salgilarinda tipik flavonoid aglikonlarini tespit etmisler,
bunlarin arasinda 5,7,4-trihidroksi-6,8-dimetoksiflavon ve sidertiflavon bulunan
flavonoidleri tanmimlamiglardir. Myricetin 3,7,4,5 tetrametil eter ve quercetin 3,7,3-
trimetileter Tunus propolisinden izole edilmistir (Tunus propolisi Cistus tiiriinden orjin
almaktadir) (Martos, 1997). Brezilya orneklerinde kaempferid,5,6,7-trihidroksi-3,4-
dihidroksiflavon, aromadendrine-4’metileter ve 3,5,7-trihidroksi-6,4,dimetoksiflavon
tespit edilmistir (Banskota ve ark., 2002).

2.2.2.2. Prenile p-kumarik Asitler ve Asetofenonlar

Brezilya orjinli propoliste son zamanlarda yeni bulunan fenoliklerin bir diger
sinifi, prenile p-kumarik asitler ve onlarn tiirevleridir. Brezilya propolinden ayrica
asetofenon tiirevleri igeren modifiye bir prenil de izole edilmistir (Banskota ve Ark.,
2002). Prenile p-kumarik asit ve asetofenonlar 6zellikle Giiney Amerika Baccharis
tiirliniin sekonder metabolitlerdir (Bohlmann ve ark., 1981).

2.2.2.3. Ligninler ve Diger Fenolikler

Brezilya’dan bagka iilkelerden toplanan tropikal propolis iizerine yapilmis son
aragtirmalar bitki kaynagi halen bilinmeyen bir seri ligninin tanimlanmasina olanak
vermistir. Kanarya adalar1 propolisinde 13 tip lignin bulundugu bildirilmistir. Bunlarin
cogu tamimlanmistir (Banskota ve Ark., 2002). Bunlardan dordii: sesamin, askontin,
sesartenin, yangambin olarak karakterize edilmis ve izole edilmistir (Christov ve ark.,
1999). Valcic ve arkadaslan (Valcic ve ark., 1998) Sili ar1 zamkindan dort yeni lignin
izole etmislerdir: bir dimer, iki diasteromerit dimer ve dihidrobenzofuran. Brezilya

propolislerinden izole edilen diger fenolik bilesikler kafeoilkuinik asit tiirevleri, C-
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guayasilgliserol, 3-[4-hidroksi-3-(3-0x0-1-enil)-fenil] akrilik asittir (Banskota ve ark. ,
2002; Tazawa ve ark. , 1998).
2.2.2.4. Di ve Tri Terpenler

Diterpenler Brezilya propolis iceriginin énemli bilesenidir. Diterpenik asitlerin
bircok onemli biyolojik aktivitesinin oldugu belirlenmistir. Bir antitiimor klerodon
tirevi (Matsuno ve ark., 1998) sitotoksik maddeler ve onun E izomeri (Matsuno ve
ark.,1998) ve antibakteriyel asitler olarak tanimlanmislardir (Bankova ve ark., 1996).

Bazi triterpenik alkoller (B-amycin, amyrin tipin triterpenik alkolleri ve
cycloartenol) Brezilya ve Misir propolislerinde de bulunmustur (Marcuccir ve ark.,
1995).

2.2.2.5. Ucucu bilesenler

Propoliste diisiik yogunlukta 6nemli biyolojik aktiviteye sahip ucucu bilesenler
bulunmustur (Maciejevicz ve ark., 1983).

Propolisin ugucu bilesenlerinin temel olarak mono ve seskuiter penoidler oldugu
tespit edilmistir (Bankova ve ark., 1992). Tropikal bolge ucucu bilesenleri, 1liman zon
orneklerinde bulunmayan bazi seskuiter penoidler icermektedir (ledol, spatulenol,
germacren gibi). Brezilya’dan elde edilen propolis orneklerinde bulunan ugucularda
diger aromatik bilesiklerle birlikte prenil asetofenonlar bulunmustur (Bankova ve ark.,
1996).

2.2.2.6. Sekerler

Kanarya adalarindan toplanan 6rneklerde (Christov ve ark., 1999) disakkaritleri

de iceren 6nemli sayida seker ve seker alkolleri bulunmustur.

2.2.2.7. Hidrokarbonlar

Brezilya orneklerinden propolis balmumu analiz edilmis ve hidrokarbonlar ile
monoesterler Avrupa orneklerine benzer oranlarda bulunmustur. Propolis balmumunun
yapisinin, kovan mumunun yapisina benzemesi kovan mumunun bitki orijinli olmaktan
ziyade arilar tarafindan salgilanan propolis mumlari oldugunu gostermektedir (Bankova

ve ark., 1996).
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2.2.2.8. Mineral Elementler

Propolis mineral elementleri {izerine yakin zamanda yapilan calismalar
Makedonya 6rneklerinde; Ca, Mg, K,Na, Fe ve Zn (Kulevanova ve ark., 1995), Kiiba
orneklerinde ise Fe, Mn, Zn, Cu (Diaz ve ark., 1997) belirlenmistir. Her iki calismada

atomik absorbsiyon spektrokopisi kullanilmastir.

2.3. Yeni Bilesenlerin Biyolojik Aktivitesi

Propolis yapisinda bulunan yeni bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin varligi
yapilan calismalarla ortaya konmustur. Prenil p-kumarik asitlerin bazilar1 antibakteriyel
(Aga ve ark., 1994) ve sitotoksik (Matsuno ve ark., 1997) aktiviteye sahiptir.
Kafeoilkinic asit tiirevleri immunomadiilator ve hepatoprotektif aktivite
gostermektedirler (Basnet ve ark., 1996). Furofuran ligninler baz1 bakterilerin iiremesini
inhibe etmektedirler (Christov ve ark., 1999). Brezilya propolisinden izole edilen
diterpenik asitler ve bunun E izomeri sitotoksik, (Matsuno ve ark., 1998) antibakteriyel
(Bankova ve ark., 1996) aktivite gostermektedirler.

Bu sonugclar propolisin standardizasyonun olabilirligine dair 6nemli bir ipucudur.
Bununla birlikte farkli cografik bolgelerde propolisin temel bitki kaynaklari, biyolojik
olarak aktif bilesenleri, kimyasal yapisinin belirlenmesinde ihtiya¢ duyulan sistematik
arastirmalara devam edilmelidir. Bu bilgiler propolisin kimyasal tipinin ve biyolojik

aktivitelerinin sinirli bir kisminin formiile edilmesine yardimci olabilmektedir.

2.4. Propolisin Bitki Kaynaklari
2.4.1. Bitki Kaynaklar1 Nasil Belirlenir?

Bal arilarinca toplanan en onemli materyaller, nektar ve polen kendi botanik
isimleri ile refere edilir. Diger yandan propolis botanik kokenli olmayan ariya yonelik
bir terimdir. Arlar igin kullamigh bir materyal olan propolis bitkilerin farkli
bolgelerindeki botanik proseslerin bir varyasyonu ile iiretilir. Bunlar Crane’e gore
bitkilerdeki yaralardan disar1 verilen maddeler ve bitkilerce aktif olarak salinan
maddelerdir; yapraklar ya da yaprak tomurcuklar iizerindeki lipofilik materyaller,
bitkilerden sizan zamklar, recine, lateks ve buna benzer maddelerdir. Crane tarafindan

diinyanin farkli bolgelerindeki, propolisin kaynagi olan bitkilerin uzun bir listesini
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verilmistir (Crane ve Beekeeping, 1988). Bu liste sadece bir hazirlayici 6n bilgi olarak
kabul edilmelidir, ¢iinkii propolisin toplanmasi bal arillarinin nadir bir aktivitesidir ve
genelde agaclarin yiiksek yerlerinde toplanir ve bu yiizden incelenmesi zordur. (Crane
ve Beekeeping, 1988).

2.4.2. Bitki Kaynaklarmn Bilinmesinin Onemi

Propolisin bitki kaynaklarinin bilinmesi yalnizca akademik bir merak degildir.
Ayn1 zamanda propolisin kimyasal standartizasyonu icin de bir temel olarak faydalidir.
Propolis kendi bitki kaynaginin kullanilmasiyla kolaylikla karakterize edilebilir.
Kimyasal yapis1 TLC, HPLC ya da GC analizleriyle kolayca tayin edilebilmektedir. Bu
yontemler, bitki kaynaginda bulunan bitki salgilarinin kalitatif icerigini ortaya
cikarmaktadir. Ornegin, propolis kaynagi kavak tipi ise flavonoid aglikonlar,
hidroksisinnamik asitler ve esterlerinin karisimdan olustugu ortaya c¢ikmaktadir
(Popravko, 1978; Ghisalberti, 1979; Lavie, 1975)

Propolis bilgi kaynag1 ar yetistiricilerinin arilarin ugus alaninda yogun olarak
bulunan bitkileri bilmeleri agisindan Onem tagimaktadir. Arilar ¢evreden propolis
toplayamadiklar1 zaman ¢esitli boya, asfalt ve mineral yaglari iceren maddeleri propolis
gibi kullanmak amaciyla toplamak zorunda kalirlar. Arlarin bu toplama davranisi
icersine sokulmasi propolisin farmokolojik kullanimim tehdit etmektedir (Popravko,
1978).

2.4.3. Bolgelere Gore Propolisin Kaynag Bitkiler

Propolisin yogun olarak toplandigi bitki cesitleri bolgeye ve mevsime gore
degismektedir. Propolisin Avrupa'da ana kaynagi olarak kavak (Populus) tiirleri
gosterilmektedir. Bu bolgede bal arillar1 Populus tiirlerinde regineyi tercihen yaprak
siirglinlerinden toplamaktadir. Avrupa icin ikinci derece onemli olan propolis kaynagi
bitkiler hus, mese agaci, kizilagag, sogiit ve findik agaglaridir. Propolisin yogun olarak
toplandig1 kavak tiirleri Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika ile simirhdir.
Afrika’da propolisin kaynagi akasya (Acacia)’dir. Avusturalya’da Avrupa’da oldugu
gibi kavagin ¢ok smirli olmasi nedeniyle, arilarin bazi1 yorelerde bulunan kavaklarin
tomurcuklarini tahrip ettikleri ve okaliptusun (Eucalyptus) en énemli propolis kaynagi
oldugu bildirilmektedir (Ghisalberti, 1979, Popravko, 1980) Amerika Bilesik
Devletleri’nde kavak tiirleri; camlar ve diger ¢alilar ile birlikte propolisin ana kaynagini

olustururken, Italya’da Kestane'nin (Castaneae), Rusya’nin orta kesimlerinde Hus
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agaci, Hindistan’da Kavak tiirleri propolis kaynagini olusturan bitkilerdir. Tropikal
Bolgelerde Kavak ve Hus agaclarimin bulunmamasindan arilart propolis igin yeni
kaynaklara yonlendirmistir. Bunun yaninda Tunus’da bazi Cistus spp. yaprak
salgilarinin, Brezilya’da ise Baccharis tiirlerinin propolisin asil kaynagi oldugu

belirlenmistir (Ghisalberti, 1979).

Sicak bolgelerde kavak tiirleri ve onun hibritlerinin tomurcuk salgilarinin
propolisin asil kaynagi oldugu kabul edilmektedir. Avrupa, Kuzey Amerika, Asya’nin
tropik olmayan bolgelerinde ve Yeni Zelanda’da kavak tiirleri propolis i¢in kaynak bitki
olarak gosterilmekteyken, Rusya’da ozellikle kuzey bolgelerde hus agaci (Betula

verricosa) dnemli bir propolis kaynagidir (Ghisalberti, 1979; Lavie, 1975)

Propolisin yogun olarak toplandigi bitki c¢esitleri bolgeye ve mevsime gore
degismektedir. Palinolojik analizler sonucu belirlenen bazi 6nemli propolis kaynagi
bitkiler; Abies (Koknar), Acer (Akcgaagac), Aesculus (At kestanesi) , Alnus
(Kizilagag), Betula (Hus), Castaneae (Kestane), Corylus (Findik), Eucalyptus
(Okaliptus), Pinus (Cam), Populus (Kavak), Prunus (Erik), Quercus (Mese) , Salix
(Sogiit) , Tilia (Ihlamur), Ulmus (Karaagac)’tur (Lavie, 1975).

2.5. Geopropolis

Propolisle ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu genellikle Apis mellifera bal arilart
tarafindan toplanan propolisler {izerine yogunlagmistir. Giliney Amerika bulunan
Meliponinae (ignesiz) an tiirlerinin toprak, mum ve bitkilerin recineli kisimlarindan
topladiklart maddeler geopropolis olarak tanimlanmistir (Barth ve ark. 2003).

Cok smirli sayida ¢alisma propolisin bu tiirii iizerinde yapilmistir. Tomas-
Barberon ve arkadaglar1 (Tomas-Barberan ve ark., 1993). Venezuella dan HPLC ile
geopropolis ve propolisin fenolik bilesenlerini arastirmis ve tim Orneklerde prenilat
benzofenonlarin hakim oldugunu bildirmislerdir. Bes yerli balaris1 tiirii ile yapilan
arastirmalada propolisin kimyasal yapilan arasinda belirgin farklarin olmadigi tespit
edilmistir. Yakin donemlerdeki bir yayinda Bankova ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calisgmada (Bankova ve ark., 1996) ii¢ Brezilya ignesiz ar tiiriinden elde edilen
geopropolisin kimyasal kompozisyonu {izerine yaptiklart ¢alismada propolis iceriginin

ar1 tiiri ve bolgeye gore varyasyon gosterdigini tespit etmislerdir. Geopropolisin
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komponentlerinin balaris1 propolisine benzer biyolojik aktiviteye sahip olmasi

arastirmalar i¢in ilging bir alandir (Barth ve ark. 2003).

Sekil 2.4 : Propolis ile kapl ar1 kovan girisi

2.6. Propolisin Kullanmim Sekilleri ve Kullanim Alanlar:

Modern tipta sentetik ilaglarin yaygin olarak kullanimi bilinen dogal ilaglarin
Onemini azaltmistir. Ancak son yirmi yil icerisinde, sentetik ilaclarin yan etkilerinin
ortaya cikmast ve bu hastalik etmenlerinin bu ilacglara direncli hale gelmeleri sonucu
insanlar1 tekrar dogal ilaglarin kullanimina yoneltmistir. Dogal ilaclarin basinda gelen
propolisin kimyasal yapisi, farmokolojik 6zellikleri ile etkili ve hizli bir sekilde fayda
saglamasi ¢esitli sekillerde kullanim1 yayginlastirilmis olup propolis iiriinlerini kapsiil,
tablet, graniil, pastil ve ciklet seklinde bulmak olasidir.
(http://www.propomed.com(erisim tarihi:02.06.2007); http://www.nektararicilik.com
(erisim tarihi:02.06.2007))

Islenmemis ham propolis dogal olarak agizda yumusatilarak cignenebilir veya
dogrudan yutularak kullanilabilir. Insanlarin giinde 10 g kadar propolisi alabilecegi
belirtilmektedir. Bu sekilde alinan ham propolis, sindirim siteminde yavas c¢oziilerek
kana gecmekte, halsizlik durumlarinda, agiz ve bogaz rahatsizliklarinda, sindirim

sistemi mukozasimin diizenlenmesinde ve dis agrilarinda kullanilmaktadir. Propolis
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giivenli bir diyet iirtiniidiir. Diizenli alindiginda herhangi bir yan etkisinin olmadigi,
hemen her tiirlii hastaliga karst olumlu bir direng yarattii belirtilmektedir. Ancak bazi
kigilerde hafif allerjik reaksiyonlara neden olabildigi bu agidan ilk kez kullanildiginda
bir iki damla kullanilarak test edilerek alinmasi Onerilmektedir. Tedavi amagh
kullanimlar i¢in giinde 1-3 kez 250 mg’lik kapsiil seklinde alinmasi tavsiye
edilmektedir. Ticari olarak hazirlanmis ve igerisinde 0.2 gr saf propolis bulunan
kapsiillerden giinde 2-6 adet alinmas1 onerilmektedir (http://www.propomed.com(erigim
tarihi:02.06.2007)).

Propolis %70’lik alkolde coziilerek, %3-30 oraninda su ile seyreltilir. Bu
propolis eriyigi yara, yanik ve egzamaya karsi kullanilmaktadir. Balin iizerine (bir ¢corba
kas181) bu eriyikten birka¢ damla damlatilarak agizdan alinabilir. Saflastirilmis propolis,
9%1-20 arasinda vazelin, bal mumu gibi maddeler ile karigtirilarak krem ve merhem
seklinde cilt rahatsizliklarinda kullanilabilmektedir. (Almas ve ark., 2001)

Anadolu’da geleneksel olarak insanlarin ve ciftlik hayvanlariin ayak
problemlerinde kullanilmaktadir. Propolis kedi, fare ve domuzlarda 1 kg canli agirlik
icin 10-15 g/giin seklinde kullanilmasinin zararli etkisinin olmadigi arastirmalarla
kamitlanmistir.  An dirlinleri tibbin  alternatifi  degil destek¢isi olarak 6nem
kazanmaktadir. (http://www.propomed.com(erisim tarihi:02.06.2007)).

Propolisin olduk¢a genis biyojik ve farmakolojik aktiviteye sahip oldugu cesitli
caligmalarda gosterilmistir. Bu  oOzellikleri arasinda anti-inflamatuar etkilerine
dayanilarak, propolis romatolojik ve diger inflammatuar hastaliklara karsi olasi bir
yardimci {iriin olarak onerilmektedir (Cicala ve ark., 2003; Hegazi ve ark., 2001) Baz1
caligmalarda anti kanserojen Ozelligi ve anti-bakteriyel aktivitesi bulundugu da
bildirilmektedir. Propolisin kismi kalinliktaki yamik yaralarin1 iyilestirmede etkili
oldugu da bildirilmistir (Gregory ve ark. 2002). Viral enfeksiyonlardan zoster kaynakli
kornea komplikasyonlarina karst anti-viral (Vynograd ve ark.2000) ve anti-inflamatuar
etkisinin oldugu da belirlenmistir. Ayrica dis agrisin1 hafifletici etkisinin olduguna dair
(Almas ve ark., 2001), dis tas1 ve diseti iltihabin1 gidermeye yardimci (gargara) (Almas
ve ark., 2001), etkilerinin oldugu da bildirilmistir. Bunun yaninda dis plaklar
olusumuna sebep olan bakterilere karsi antimikrobiyal etkili oldugu da saptanmistir.

Ziihrevi herpes simplex virus (HSV) enfeksiyonlarn1 (Barak ve ark., 2002). Laboratuvar
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calismalarinda propolisin, Herpes simplex viriisii 1 ve 2’ye karsi anti viral etkisinin

varlig1 tiirleri de dahil olmak iizere, anti-viral etkisi (Scifo ve ark., 2004) belirlenmistir.

Propolisin birgok olumlu etkilerinin ortaya konulmasi sonucu giiniimiizde

propolis, diinya ticaretinde diizenli alinip satilan bir iiriin durumuna gelmistir. Cok genis

kullanim alanm olan ve her gecen giin dnemi daha da artan propolisin kullanildig yerler

sOyle ozetlenebilir.

1.

A

Propolis, bakterilerin bir¢oguna kars1 oldiiriicii ya da gelismelerini engelleyici
bilesikler icermesi nedeniyle bazi bakteriyel hastaliklarin iyilestirilmesinde,
vicudun genel c¢alisma sistemi ve i¢ salgt bezlerinin calismalarinin
diizenlenmesinde, bazi fungal hastaliklarin tedavisinde, icerisindeki esansiyel yag
asitleri nedeniyle lokal anestezide, grip, ucuk gibi viral enfeksiyonlara Kkarsi,
antitimor etkisi nedeniyle o©zellikle akciger kanserlerinde, hastalik sonrasi
halsizligin ve yorgunlugun giderilmesinde, doku ve hiicrelerin formasyonunu
diizenlemede, antiromatik 6zelligi nedeniyle romatizmal hastaliklarin tedavisinde,
bagisiklik sistemini diizenlenmesinde hastaliklara karsi viicut direncini arttirmakta
kullanilr.

Ciiriimeyi ve bozulmay1 engelleyici 6zelligi ile gida sanayinde kullanilmaktadir.
Cimlenme engelleyici olmasi nedeniyle yumrulu bitkilerin saklanmasinda kullanilir.
Mobilya sanayinde cila islerinde kullanilir.

Propolis bitki ekstraktlari, ar siitii ve E vitamini ile birlikte kozmetik alaninda giin
gectikgce artan oranlarda kullanilmaktadir. Cildi besleyici, temizleyici ve onarici
iiriinlerden krem, siit ve pomatlarin yapiminda genis Ol¢iide kullanim alanina
sahiptir.

Evcil hayvanlarmm ayak ve deri problemlerinin ¢6ziimiinde, endometritisin

tedavisinde basarili sonuglar vermistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Propolis

Calismada Cukurova bolgesi bitki florast orijinli propolis kullanilmistir.

Propolisin gaz kromatografi ve spektrofotometrik analizi daha ©nce Sahinler ve

arkadaslan tarafindan yapilmig ve propolisin etanol ekstraksiyonunun kimyasal

bilesenleri Cizelge 3.1’de verilmistir (Sahinler ve Kaftanoglu, 2005).

Cizelge 3.1. Adana bolgesinden toplanan propolisin kimyasal kompozisyonu.

Bilesenler Oran(%) Bilesenler Oran(%)
Terpenoidler 10-Metilnonadecan 11.49
Beta-Malien 5.70 Tetratetrakontan 9.06
Beta-Odesmol 5.52 Hekzatriakontane 0.77
Alfa-Odesmol 8.07 n-Hekzatriakontan 11.56
Alfa-Amorfen 0.72 Yag asitleri
Beta-Karyofilin 7.21 Hekzadekanoik asit 2.39
Alfa-Humulen 0.89 Dokosanoik asit 1.49
Alfa-Murolen 1.16 Octadekanoic asit 0.62
v-Kadinen 1.82 9,12,15-Octadektrienoik asit 0.40
0-Kardinen 3.79 Hexakosanoik asit, metil ester  6.22
Karyofilin oksit 2.51 9,12-Octadekanoik asit, metil  3.43
ester (linoleik asit)
Alloaromadendren 0.43 Pentanoik asit, metilester 0.51
v-Kadinen 1.82 2-Hekzadekanoik asit, metil 0.33
ester
Sembren 13.34 Docosanoik asit 1.49
Solanon 1.31 Tetrakosanoik asit, metil ester  10.31
Geranil aseton 0.55 Triakontanoik asit, metil ester 4.13
Metilen-1,3,3-trimetil idolin 0.46 Oktakosanoik asit metil ester 5.10
Alfa-Kopaen-11-Ol 1.78 Hekzadekanoik asit metil ester 1.29
Naftalinl,2,3,4,4a,7- 0.66 Alkoller
hekzahidro-
1,6-dimetil-4-(1-metiletil)
Alfa-Kadinol 4.00 9-Oktadesen-1-01 0.61
Aromadendren- 2 2.59 N-Hentriakontanol-1 10.48
Germakren A 3.03 Octadekan 1.55
Hidrokarbonlar Aldehitler
Dotriakontan 2.82 Desil aldehit 0.26

Calismada ticari olarak satilmakta olan standart antibiyotiklerden; Ampisilin,

(AMP, Faco), standart antifungallerden Flukonazol (FLU, Pfizer) ile Glucantim (Pfizer)
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kullanildi. Bu ilaglar iiretici firmalarin Onerileri dogrultusunda fosfat tamponu
(Ampisilin, pH: 8.0, 0.1 mol/l), ve steril bidistile su (Flukonazol, Glucantim) icerisinde

¢oziilerek kullanilmastir.

3.2. Mikroorganizmalar ve Besiyeri

Calismada referans bakteri ve maya suslar1 temin edildikten ¢alisincaya kadar -70
°C’de gliserollii besiyeri i¢inde muhafaza edilmistir. Calisma yapilacagi zaman 37
°C’lik su banyosunda coziilerek maya suglart iginde %0.5 oraninda kloramfenikol
bulunan Saboraud Dextroz agarda 30 °C’de, bakteri suslar1 ise Mueller-Hinton agarda
ve 37 °C’de inkiibe edilerek cogaltilmistir. Minimal bakterisidal konsantrasyonun

tayininde kanli agar besiyeri kullanilmistir.

Leishmania tropica klinik izolatlarnn daha o6nce izole edilmis ve Novy-MacNeal-
Nicolle (NNN) besiyerinde inkiibe edilmis, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Uygulama ve Saglik Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda Roswell Park

Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) besiyerinde pasajlar1 yapilmistir.

Calismada Ankara Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisii, Mersin Universitesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Inénii Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Kiiltiir kolleksiyonlarindan temin edilen standart bakteri ve mantar suslar
ile laboratuar klinik izolatlarimin yaninda Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Uygulama ve Saglik Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali’'nda pasajlari

yapilmakta olan Sanlurfa orijinli 5 Leishmania tropica izolat1 kullanilmistir.

Calismada asagida verilen mikroorganizmalar kullanilmistir

Gram pozitif bakteriler
1 Staphylococcus aureus ATCC 25923
2 Staphylococcus aureus ATCC 29213
3 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

4 Enterococcus faecalis ATTCC 29212

5 Streptococcus pyogenes (Klinik izolat)
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Gram negatif bakteriler

1 Esherichia coli ATCC 25922

2 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

3 Enterobacter cloacae ATCC 13047

4 Proteus vulgaris (Klinik izolat)

5 Enterobacter aerogenes (Klinik izolat)
Mayalar

I Candida albicans ATCC 90028

2 Candida krusei ATCC 6258

3 Candida glabrata ATCC 32554

4 Candida tropicalis ATCC 22019

5 Candida parapsilosis (Klinik izolat)
Leishmania tropica

1 Leishmania tropica (Klinik izolat, 1)

2 Leishmania tropica (Klinik izolat, 2)

3 Leishmania tropica (Klinik izolat, 3)

4 Leishmania tropica (Klinik izolat, 4)

5 Leishmania tropica (Klinik izolat, 5)

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri

Propolis 6rnegini ¢6zmek icin dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck) kullanilmistir.
Dimetil siilfoksitin mikroorganizmalar icin toksik olmayan konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla dimetil siilfoksitin farkli konsantrasyonlardaki miktarlarini iceren
kiiltiirlerle, igerisinde dimetil siilfoksit bulunmayan kiiltiirler (kontrol grubu) birlikte
kiiltiire edilmistir. Calismada %3.125 (v/v) konsantrasyona kadar dimetil siilfoksit ihtiva
eden kiiltiirlerde mikroorganizmalar iizerinde toksik etki olusturmadig tespit edilmistir.

Calismada DMSO nun propolisin optimum ¢oziindiigii en diisilk konsantrasyonu
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kullanilmigtir. Bu amagla DMSO’nun toksik olmadigi tespit edilen %3.125’lik
konsantrasyonundan ¢ok daha diisiik miktarda kullanilmasina 6zen gosterilmistir. Sonug
olarak calismada propolisi ¢cozmek icin DMSO’nun %1°lik konsantrasyonu se¢ilmistir.

Dimetil siilfoksitin bakteri ve mayalar tizerindeki etkilerini test etmek icin diiz
tabanli 12 kuyucuklu pleytlere 1x10® bakteri 1x10° maya olacak sekilde inokiile
edilmistir.

Sonra besiyeri icerisinde son konsantrayon %50, %25, %12.5, %6.25, %3.125,
%1.56 ve %0.78 olacak sekilde dimetil siilfoksit eklenerek inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 48 saat sonra kontrol grubu hiicreleriyle karsilastirmali olarak
kiyaslanarak mikroorganizmalar iizerindeki etkileri kaydedilmistir. En yiiksek non-
sitosidal konsantrasyon %3.125 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle mikrobiyal aktivite
calismalarinda %3.125’nin altindaki propolisi ¢ozebilen en diigiik dimetil siilfoksit
konsantrasyonu se¢ilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

Calismamizin ikinci boliimiinii olusturan Leishmani tropica suslarma karsi
aktivite deneylerinde de aymi islemler RPMI 1640 besiyeri icinde benzer sekilde
uygulanmistir. Dimetil siilfoksitin non-sitositoksik konsantrasyonun da Leishmania
tropica suslarinda da benzer olarak %3.125’e kadar oldugu tespit edilmistir.

Propolisin stok soliisyonu %1’lik dimetil siilfoksit icinde c¢oziildiikten sonra
baslangi¢ konsantrasyonu 4.096 mg/ml olacak sekilde Mueller-Hinton (Difco, USA)
s1v1 besiyerinde ¢oziilmiistiir.

Propolisin ve standart ila¢g orneklerinin test besiyeri icinde 4096, 2048, 1024,
512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pg/ml olacak sekildeki konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Calismada solvent (¢oziicii) olarak kullandigimiz DMSO nun mikrobiyal
tiremeye etkisinin olmadigindan emin olabilmek i¢in ayni diliisyonlarda DMSO bulunan
besiyeri ile birlikte mikroorganizmalarin inkiibasyonu yapilmistir. Deneylerde DMSO
nun secilen konsantrasyonunun mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir inhibitor
etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Deneylerde standart antifungal ajan olarak Flukonazol ile standart antibakteriyel
ajan olarak Ampisilin ve standart anti-protozoonal ajan olarak Glucantim kontrol grubu

ilaci olarak secilmistir.
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3.4. Antibakteriyal Deneyler

Bakteri suslar1 Mueller-Hinton sivi besiyerine inokiile edilerek 37+1°C’de 24
saatlik inkiibasyondan sonra ¢ogaltilarak antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanima
hazir hale getirilmistir. Deneyler pH 7.4 olan Mueller-Hinton siv1 besiyerinde iki kat
seri diliisyon yontemi kullanilarak uygulanmistir. Antibakteriyel testlerde Mueller-
Hinton siv1 besiyeri i¢cinde mikroorganizmalarin final inokiilum miktari 10° cfu/ml
bakteri olacak sekilde ayarlanarak 37+1°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu deney
tiiplerinin yaninda igerisinde sadece besiyeri ve mikroorganizma bulunan kiiltiir tiipleri
de aym kosullarda beraberce deney kontrol grubu olarak inkiibasyona birakilmisgtir.

Inkiibasyondan 24 saat sonra iireme bulanikliginin tespit edilmedigi son tiip
ug/ml cinsinden minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK degeri) olarak tespit
edilmistir.

3.5. Antimikotik Deneyler

Oncelikle ¢aligmada segilen maya formundaki mantarlar Sabouraud dextroz sivi
besiyerinde (Difco, USA) 25+1°C’de 24 saat inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Deneylerde
pH 7.4 olan Sabouraud dekstroz sivi besiyerinde iki kat seri diliisyon yontemi
kullanilmigtir. Sabouraud dekstroz sivi besiyeri i¢inde mikroorganizmalarin final
inokiilum miktar1 10* cfu/ml maya olacak sekilde ayarlanarak 25+1°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Bu deney tiiplerinin yanminda igerisinde sadece besiyeri ve
mikroorganizma bulunan kiiltiir tiipleri de ayni kosullarda beraberce deney kontrol
grubu olarak inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan 48 saat sonra iireme bulanikliginin tespit edilmedigi son tiip

ug/ml cinsinden MIK degeri olarak tespit edilmistir.

3.6. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)’nun Belirlenmesi

Calismamizda propolisin ve antibiyotiklere ait MIK degerlerinin belirlenmesinde
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan onerilen makrodiliisyon
yontemi kullanilmistir (NCCLS, 1997; NCCLS, 1998).

Kisaca, McFarland 1 bulanikligimma gore mikroorganizma siispansiyonlari

yapilmis 1:1000 oranminda diliie edilerek Mueller-Hinton besiyeri iginde iki kat
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diliisyonlar1 yapilmistir. Ureme bulanikliginin tespit edilmedigi en son tiip diliisyonu

MIK degeri olarak tespit edilmistir.

3.7. Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) Dgerlerinin Belirlenmesi

Bulanikligin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri
olarak kabul edilmistir. MBK degerlerinin belirlenmesi amaciyla inkiibasyon siiresinin
sonunda ilireme goriilmeyen tiim kuyucuklardan iki kere 10’ar pl alinarak bakteri
ornekleri Mueller-Hinton ve kanli agar plaklarina, mantar ornekleri ise Sabouraud
dextroz agar plaklarina ekilerek bakteriler 37+1°C’de mantarlar ise 25+1°C’de 48 saat
inkiibe edilerek MBK degerleri tespit edilmistir. Inkiibasyonun sonucunda olusan
koloniler sayilmis, baslangi¢ inokulumunun % 99.9’unu 6ldiiren en diisiik antibiyotik

konsantrasyonu MBK degeri olarak belirlenmistir (NCCLS, 1999).

3.8. Antiprotozoonal Deneyler

Daha ©once alinmig ve NNN besiyerinde 24 °C’de 20 giin inkiibe edilmis
ornekler burada pasajlanarak parazitlerin yogun olarak iiretilmesi saglanmistir. Bu
pasajlar icin RPMI 1640 (Sigma) besiyeri kullanilmistir.

Parazitlerin enfektif formlar1 ile deneyleri uygulamayr garantilemek icin
parazitlerin en fazla 5 pasaja kadar alt kiiltiirleri yapilmistir. (Cysne-Filkelstein ve ark.,
1998). Parazitler gec log fazinda 4000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek toplanmistir.
Siipernatant RPMI 1640 besiyeri icinde resiispanse edildikten sonra Thoma laminda
sayilarak 1x10° /ml olacak sekilde test edilecek tiiplere eklenmistir.

Leishmania tropica suslarinin promastigot formlan icerisinde %10 oraninda
fetal dana serumu (Gibco, USA) bulunan RPMI-1640 besiyerinde 26 C’de Kkiiltiire
edilmistir. Leishmania tropica promastigotlari 1x10° parazit/ml olacak sekilde
icerisinde propolis bulunmayan ve degisen konsantrasyonlarda propolis ihtiva eden
besiyerleri ile 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Calismada sekonder fazindaki
Leishmania tropica’nin intakt ve canli hiicreleri kullanilmistir. inkﬁbasyonun 24., 48.,
ve 72. saatlerinde Kkiiltiirlerden alinan orneklerde Thoma laminda parazit sayimi
yapilmistir. Deneylerde igerisinde propolis ihtiva etmeyen (negatif kontrol) ve icerisinde

150 mg/ml oraninda Glucantim bulunan pozitif kontroller de kullanilmstir.
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3.8.1. Giemsa Boyasi

Leishmania izolatlarinin besiyerinde inkiibasyonu sirasinda iiremenin olup
olmadiginin anlagilmasi icin besiyerlerinden alinan Ornekler Giemsa ile boyanarak
incelenmistir.

3.8.1.1. Boyanmin Hazirlanmasi

Boya 15 ml Onceden hazirlanmis stok Giemsa soliisyonundan 35 ml fosfat
tamponu karistirilarak taze olarak hazirlanmistir.

3.9. Degerlendirme

Icerisinde propolis bulunmayan besiyerindeki koloni sayilari ile propolis ihtiva
eden besiyerindeki koloni sayilar karsilagtirilmistir. Propolis ihtiva eden besiyerindeki
tireme propolis ihtiva etmeyen kiiltiirlerdeki iiremenin %1 ya da daha az1 oraninda ise
denenen konsantrasyona mikroorganizma duyarli olarak tespit edilmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programindan yararlanilmistir. Olgulardan elde edilen degerler ortalama + SD olarak
verilmigtir. Gruplar arasi ortalamalarin farkliliginin incelenmesinde Kruskal Wallis
varyans analizi ve Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. Gruplar arasi oranlarin
karsilastirilmasinda da Ki-Kare testi kullamlmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi igin

p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Propolisin antibakteriyel, antifungal ve Leishmania tropica’ya karsi anti

protozoonal etkisini arastirmak amaciyla, sivi makrodiliisyon yontemi ve minimal

inhibisyon konsantrasyon deneyleri yapilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Mikroorganizmalar iizerinde propolisin MiK tayininde kullanilan genel bir
tilp diliisyon yonteminin sonucu (tiipler soldan saga: kontrol, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256
Wg/ml propolis ihtiva etmektedir).

Calismada Gram pozitif bakterilere karsi propolisin MIK degerinin 64-1024
pg/ml arasinda, Gram negatif bakterilere karst MIK degerinin 256-1024 pg/ml olarak
tespit edilirken maya izolatlarna karst ise MIK degerinin 128-1024 pg/ml oldugu
saptanmaigtir.

Sekil 4.2.’de de goriildiigii gibi propolisin Gram pozitif bakteriler arasinda en
yiiksek antibakteriyel aktiviteyi Staphylococcus epidermidis’ e kars1 gosterdigi tespit
edilmistir (MIK: 64 pg/ml)(Sekil 4.3.) Bunu Streptococcus pyogenes (klinik izolat),
Staphylococcus aureus ATCC 25923(Sekil 4.4.), ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 (Sekil 4.5.) suslarmin 128 pg/ml’lik MIK degerleri ile takip ettigi saptanmustir.
Deneylerde propolisin Gram pozitif bakteriler arasinda en diisiik antimikrobiyel

aktivitesi Enterococcus faecalis ATCC 29212’e kars1 saptanmustir.
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Bakteri suslari

Sekil 4.2. Propolisin Gram pozitif bakterilere kars1 MIK degerinin Ampisilin ile kiyaslanmasi

Sekil 4.3. Propolisin Staphylococcus epidermidis ATCC 12228’e karst MIK tayininde
bulanikligin goriilmedigi ilk tiip (64 pg/ml) ile kontrol tiipiiniin kiyaslanmasi.



30

Sekil 4.4. Propolisin 128 pg/ml’lik konsatrasyonunun Staphylococcus aureus ATCC
25923 susuna kars: etkisi.(soldaki tiip: S.aureus kontrol, sagdaki tiip: propolis 128g/ml)

Sekil 4.5. Propolisin Staphylococcus aureus ATCC 29213’e karst MiK tayini.
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Sekil 4.6.’da ise propolisin baz1 Gram negatif bakterilere karst MiK degerlerinin
standart ila¢ olarak secilen Ampisilin ile birlikte kiyasli sonuglari verilmistir. Genel
olarak bakildiginda propolisin Gram negatif bakterilere kars1 tespit edilen
antimikrobiyal aktivitesi Gram pozitif bakterilere kars1 saptanan antimikrobiyal
degerden daha diisiikk olarak bulundu. Deneylerde Gram negatif bakteriler arasinda
propolis en yiiksek aktiviteyi (MIK: 128 ug/ml) Enterobacter aerogenes (klinik
izolat)’e kars1 gosterirken, Enterobacter cloacae ATCC 13047 izolatina kars1 MIiK
degeri 512 pg/ml olarak tespit edildi. Calismada kullanilan diger Gram negatif suslara
kars1 (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Sekil
4.7.) ve Proteus vulgaris (klinik izolat)) ise MIiK degeri 1024 pg/ml olarak bulundu.
Kontrol grubunda standart ilag olarak secti§imiz Ampisilinin Gram negatif bakterilere
kars1 MIK degerleri ise asagidaki sekilde tespit edildi. Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 icin 1.5 pg/ml, Escherichia coli ATCC 25922 i¢in 3.12 ug/ml olarak tespit
edilirken, Proteus vulgaris (klinik izolat) ve Enterobacter aerogenes (klinik izolat) i¢in

6.25 pg/ml olarak saptandi.
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Bakteri suslari

Sekil 4.6. Propolisin Gram negatif bakterilere karst MiK degerinin Ampisilin ile kiyaslanmasi
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Sekil 4.7. Propolisin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’e karst MIK tayininde
bulanikligin goriildiigii son tiip (1024 pg/ml) ile kontrol tiipiiniin kiyaslanmas.

Propolisin mayalara kars1 antifungal aktivitesi incelendiginde ise Gram negatif
bakterilere yakin degerlerde aktivite gosterdigi, Gram pozitif bakterilere karsi belirlenen
antibakteriyel aktiviteden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Mayalara karsi propolisin
MIK degerinin 128 pg/ml ile 1024 pg/ml arasinda degistigi tespit edilmistir. En yiiksek
antifungal aktivite 128 ug/ml’lik MiK degeri ile Candida tropicalis ATCC 22019’
(Sekil 4.8) karsi tespit edilirken en diisiik aktivite ise Candida glabrata ATCC 32554
susuna karst (MIK degeri 1024 pg/ml) tespit edilmistir. Candida parapsilosis (klinik
izolat) ve Candida albicans ATCC 90028’a karst MIK degeri 512 pg/ml olarak
saptanmuigtir.

Deneylerde standart ila¢ olarak kullandigimiz Flukanazolun mantar suslarina
kars1t MIK degerinin; Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC 22019
icin 6.25 pg/ml, Candida parapsilosis (klinik izolat), Candida krusei ATCC 6258 ve
Candida glabrata ATCC 32554 i¢in 3.12 pug/ml olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Propolisin Candida tropicalis ATCC 22019 e karsi MIK tayini.
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C.albicans (ATCC C.krusei (ATCC C.glabrata (ATCC C.tropicalis (ATCC C.parapsilosis
90028) 6258) 32554) 22019) (Klinik izolat)

Maya suslan

Sekil 4.9. Propolisin cesitli maya suslarina kars1 MiK degerinin Flukanazol ile kiyaslanmas1

MIiK degerlerinin belirlenmesinin ardindan MBK degerleri belirlenmistir. Bunun

icin lireme goriilmeyen tiim kuyucuklardan kanl agar plaklarina ekim yapilmistir (Sekil
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4.10). Bulunan MBK degerleri MIK degerlerini dogrular niteliktedir. Tiim MBK
degerleri MIK degerleri ile 6rtiismektedir.

Sekil 4.10. Bakterilerin minimal bakterisidal konsantrasyonun tayininde bakteri
diliisyonlarindan alinan 6rneklerin kanli agar plaklarina ekimi.

Calismamizin ikinci kisminda propolisin leyismanyasidal etkisi 5 farkli klinik
izolat iizerinde incelenmistir. Bu klinik izolatlar; Leishmania tropica (klinik izolat 1),
Leishmania tropica (klinik izolat 2), Leishmania tropica (klinik izolat 3), Leishmania
tropica (klinik izolat 4), Leishmania tropica (klinik izolat 5) dir. Kontrol grubunda
Leishmania tropica hiicrelerinin tipik morfolojik goriiniimde olduklari, hiicrelerinin

kuyruklu ve diizenli hareketli olduklar tespit edilmistir (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. Kontrol grubu Leishmania tropica Xkiiltiirlerinde, Giemsa boyamasi
sonrasinda hiicrelerin tipik morfolojilerini gosteren mikrograf (x1000)

Sekil 4.12°de Leishmania tropica (klinik izolatl)’ye karst propolisin farkli
konsantrasyonlarda (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 750
ug/ml) anti-protozoonal aktivitesi sonuclar1 goriilmektedir. Inkiibasyondan 24, 48 ve 72
saat kiiltiir orneklerinden alinan 6rneklerin Thoma lamiyla hiicre sayisi, hiicre canlilig
(hareketliligi incelenerek) ve mikroskobik olarak hiicre morfolojileri degerlendirilmistir.
Baslangicta tiim kiiltiir kaplarina yaklasik 1x 10° hiicre/ml olacak sekilde parazit
inokiile edilmistir.

Leishmania tropica (klinik izolat 1)’nin kiiltiire edildigi besiyeri icinde 25 ug/ml
propolis ihtiva eden Kkiiltiirlerde inkiibasyondan 24 saat sonra hiicre sayisi ve
canliliginda herhangibir azalma olmadig1 gibi say1 olarak da baslangigtaki inokiile
edilen hiicre sayisindan anlamli derecede artis oldugu tespit edilmistir (p=0.005). Hiicre
morfolojisi agisindan degerlendirildiginde ise 24. saat sonunda hiicre biitiinliigiiniin tam,
hiicrelerin tipik hiicre morfolojisinde ve hiicrelerin kuyruklu ve hareketli olduklar tespit

edilmistir. Hiicre hareketlerinin de tipik oldugu goriilmiistiir. Inkiibasyonun 48. ve 72.
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saatlerinde de Kkiiltiire edilen hiicrelerden alinan 6rneklerde de hiicre sayisinin arttigi
tespit edilirken 48. ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde canli hiicre sayisinda anlamli bir

artisin ( p<0.05) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 1)’ya kars1 antiprotozoonal aktivitesinin
kontrol grubuyla kiyaslanmasi

Icerisinde 50 pug/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda propolis bulunan iiretme
besiyerleriyle kiiltiire edilen 6rnekler arasinda da igerisinde 25 ug/ml oraninda propolis
bulunan besiyeriyle inkiibe edilen 6rneklerdekine benzer bulgular elde edilmistir. Bu
kiiltiirlerden alinan orneklerde de benzer olarak baslangictaki hiicre sayisiyla 24. saat
sonundaki hiicre sayis1 arasindan istatistiksel olarak anlamli derecede bir farkin
(p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Yine benzer sekilde 48. saatte alinan Orneklerdeki
canli hiicre sayis1 ile 72. saatlerde alinan 6rneklerdeki canli hiicre sayis1 bakimindan da
anlaml1 derecede farkin oldugu saptanmistir (p<0.05).

Icerisinde 250 pg/ml oraninda propolis ihtiva eden Kkiiltiir besiyeriyle kiiltiire

edilen parazitlerin baslangicta inokiile edilen hiicre sayisi ile 24 saat sonraki hiicre



37

sayilar1 arasinda daha diisilk konsantrasyonlarda propolis bulunan kiiltiirlerden farkli
olarak anlaml bir artis gézlenmemistir (p=0.143). Hatta inkiibasyon siiresi arttikca bu
konsantrasyondaki propolisin hiicreler iizerinde leyismanyasidal etkisinin de giderek
arttig gozlenmistir. Inkiisyonun 24. saatinde (Sekil 4.13), 48. saatinde (Sekil 4.14) ve
72. saatinde (Sekil 4.15.) hiicre canliliginda azalmanin yaninda hiicre morfolojisinde de
tipik formdan farklilagmanin goriillmeye baslandigr tespit edilmistir. Hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer yapmin biiyiimesi, stoplazmik alanin daralmasi, hiicre
hareketliliginde azalma ve kuyruk kaybi gibi cesitli morfolojik degisimler saptanmastir.
Yetmis ikinci saatte alinan 6rneklerde ise biitiin parazitlerin 6lii oldugu belirlenmistir.

Icerisinde 750 pg/ml oraninda propolis bulunan Kkiiltiirlerde ise 24. saatte alinan

orneklerde hiicrelerin tamaminin 6ldiigii goriilmiistiir.

Sekil 4.13. Inkiibasyonun 24. saatinde alinan 6rneklerden hazirlanan Giemsa boyamasinda,
propolisin Leishmania tropica suslan iizerinde olusturdugu morfolojik degisimleri gosteren
mikrograf (x1000).



Sekil 4.14. inkiibasyonun 48. saatinde alman orneklerden hazirlanan Giemsa
boyamasinda Leishmania tropica hiicrelerinin tipik morfolojik goriiniimlerinden uzaklastigini,
bazi hiicrelerin yuvarlaklastigini, bazilarinin kuyruklarimi kaybettiklerini goteren mikrograf
(Propolis konsantrasyonu: 250 pg/ml. Biiyiitme: X4000).

Sekil 4.15. Inkiibasyonun 72. saatinde alinan orneklerden hazirlanan Giemsa
boyamasinda Leishmania tropica hiicrelerinin kuyruklarini kaybettiklerinin, niikleer yapinin
biiytidiigtiniin, stoplazmik alanin olduk¢a daraldiginin ayrica parazitlerin farkli bolgelerde bir
araya gelerek agregatlar olusturduklarinin saptandigini  gosteren mikrograf (Propolis
konsantrasyonu: 250 pg/ml. Bilytitme: X1000).
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Leishmania tropica (klinik izolat 2) susunun kullanildig1 deneylerde propolisin 3
farkli konsantrasyonunun ( 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml) Leishmania hiicrelerinin
tiremeleri iizerinde kontrol grubu hiicreleriyle (igerisinde propolis bulunmayan, sadece
RPMI 1640 ve % 10 oraninda fetal dana serumundan olusan besiyeri) kiyaslandiginda
24., 48. ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde kontrol grubuna benzer sekilde hiicre sayilari
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklarin oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ayrica
hiicre canliligi yaninda hiicre morfolojileri ve hareketliliginde de kontrol grubu

hiicrelerinden farksiz oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 2)’ya kars1 antiprotozoonal aktivitesinin
kontrol grubuyla kiyaslanmasi

Fakat propolis konsantrasyonu 500 pupg/ml diizeyine cikarildiginda
inkiibasyondan 24 saat sonra gerek hiicre sayisinda ve gerekse de hiicre morfolojileri
bakimindan kontrol grubu hiicre sayis1 ve morfolojisileri ile anlaml derecede farkliligin
oldugu tespit edilmistir. Hiicre sayis1 bakimindan degerlendirildiginde baslangicta
inokiile edilen hiicre sayisinin 24. saat sonunda anlamli derecede artis gostermedigi
tespit edilirken (p=0.075), hiicre yuvarlaklasmasi, hareketsizlik, kuyruk kaybi gibi
morfolojik deformasyonlarin da goriildiigii saptanmistir. Kirk sekizinci saatte alinan
orneklerde ise canli hiicreye rastlanmamis, hiicrelerin tamamimin 6li oldugu

saptanmustir.
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Leishmania tropica (klinik izolat 3) susu ile yapilan denemelerde ise Leishmania
tropica (Klinik izolat 2) ile elde edilen bulgulara benzer sonuglar alinmustir. Ug farkl
propolis konsantrasyonu bulunan (25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml) kiiltiirler ile
kontrol grubu hiicreleri arasinda herhangi bir fark tespit edilmezken, propolis
konsantrasyonu 250 pg/ml diizeyine cikarildiginda ise 24. saatte canli hiicre sayisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadigi belirlenmistir. Ayrica
baslangicta inokiile edilen hiicre sayisi ile 48. ve 72. saatlerde belirlenen hiicre sayilar
anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir (p=0.59). Bunlarin yaninda hiicre
morfolojilerinin Leishmania tropica (klinik izolat 2)’da oldugu gibi atipik (hiicre
yuvarlaklasmasi, kuyruk kaybi ve hareketsizlik gibi) forma doniiserek hiicrelerin
morfolojik olarak degisime ugradiklar da tespit edilmistir.

Icerisinde 750 pg/ml propolis bulunan kiiltiir hiicrelerinde ise 24. saatte hiicre
sayilarinda 6nemli bir azalma tespit edilirken hiicrelerin tiimiiniin atipik formda (resim)

oldugu 48. saatten itibaren de biitiin hiicrelerin 6lii oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4. 17. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 3)’ya karsi antiprotozoonal
aktivitesinin kontrol grubuyla kiyaslanmasi
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Leishmania tropica (klinik izolat 4) ile yapilan deneylerde elde edilen bulgular
Leishmania tropica (klinik izolat 3)’min bulgulariyla olduk¢ca uyumlu olarak
bulunmustur. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 4)’ya karst 100 pg/ml’ye
kadar olan konsantrasyonlarinin (100 pg/ml’de dahil) hiicre iiremesini inhibe etmedigi,
yapilan mikroskobik incelemelerde ise hiicre morfolojileri iizerinde herhangi bir
deformasyon meydana getirmedigi tespit edilmistir. Propolis konsantrasyonu 50 pg/ml,
500 pg/ml ve 750 pg/ml diizeyine ¢ikarildiginda ise leyismanyasidal etkisinin oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.18.). Benzer sekilde Leishmania tropica (klinik izolat 5) susu ile

yapilan denemelerde de benzer bulgular saptanmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4. 18. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 4)’ya karsi antiprotozoonal
aktivitesinin kontrol grubuyla kiyaslanmasi
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Sekil 4. 19. Propolisin Leishmania tropica (klinik izolat 5)’ya kars1 antiprotozoonal

aktivitesinin kontrol grubuyla kiyaslanmasi

Deneylerde propolisin RPMI 1640 besiyeri i¢cinde homojen olarak ¢oziilebilmesi
icin kullandigimiz DMSO’nun secilen konsantrasyonunun hiicrelerin iiremesini inhibe
etmedigi ve morfolojik olarak da herhangi bir deg§isim meydana getirmedigini,
icerisinde DMSO ihtiva etmeyen besiyerleriyle ayn1 anda kiiltiire edilen kontrol grubu
hiicreleriyle kiyash olarak degerlendirilerek tespit edilmistir.

Ayrica deneylerde standart ilag olarak kullandigimiz Glucantim (150 pg/ml)’in
Leishmania tropica klinik zolatlarina kars1 anti protozoonal etkisi de kontrol grubuyla
kiyash olarak verilmistir (Sekil 4.20). Sekil 4.20’de de goriildiigii gibi Glucantim’in 24.
saatten itibaren kontrol grubu hiicre sayist ile kiyaslandiginda istatistiksel bakimdan
anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.05). Hiicre sayisindaki bu diismenin
kiiltivasyonun 48. saatinde alinan Orneklerde daha da belirgin olarak azaldigi
saptanirken, 72. saatte alian orneklerde Leishmania tropica 6rneklerinin tiimiiniin 6li
oldugu tespit edilmistir. Ayrica ila¢ kontrol grubunda Glucantim’in parazitlerin tiremesi
izerindeki inhibitor ve baskilayici etkisinin kiiltivasyonun 24. saatinden itibaren
hiicrelerin morfolojilerinde meydana getirdikleri degisimlerin tespit edilmesi ile

belirlenmistir.
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Sekil 4. 20. Glukantim ve DMSO’nun propolis icermeyen kontrol grubuyla kiyaslanmasi
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S.TARTISMA

Recine benzeri ar1 kovan maddesi olan propolis cok eski zamanlardan beri halk
arasinda bir¢ok hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilmistir (Castaldo ve ark., 2002;
Bankova ve ark., 2000).

Propolisin kimyasal yapisi oldukca kompleks olup toplandigi bolgenin bitkisel
florasina bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Bankova ve ark., 2000). Bu yiizden
propolisin orijinine bagli olarak antimikrobiyal etkinliginde de degisiklikler
goriilmektedir (Hegazi ve El Hady, 2001; Hegazi ve ark., 2000).

Propolisin antimikrobiyal 6zellikleri ¢esitli caligmalarda arastirilmis olmasina
ragmen, calisma sonuclarinin birbiriyle kiyaslanmasi son derece zordur. Ciinkii
propolisin kimyasal kompozisyonu bolgeden bolgeye farklilik gostermektedir (Drago ve
ark., 2000). Hatta propolisi olusturan bilesenlerin ayni1 bolgenin farkli alanlarinda, ¢cok
uzak olmayan alanlarinda dahi enteresan olarak degistigi bildirilmistir (Kilic ve ark.,
2005) Propolisi olusturan bazi bilesenler diger bazi bilesenler ile sinerjistik etki
olusturabildiklerinden teorik olarak propolisin mikrobiyal aktivitesi ile ilgili kesin bilgi
vermek dogru olmamaktadir. Bir bolgeden toplanan propolis Orneginin gercek
antimikrobiyal aktivitesinin hakkinda bilgi verebilmek icin mutlaka test edilmesi
gerekmektedir.

Koru ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklarn bir calismada Tiirkiyenin farkl
dort bolgesinden toplanan propolis ¢rneklerinin flavanoid oranlarinin birbirlerine yakin
oldugu ancak, bazi 6zel bilesenlerinin oranlarinin birbirlerinden farkli oldugunu
bildirilmistir. Aym1 c¢alismada Brezilya orijinli propolisin flavanoid yiizdelerinin
ilkemizden toplanan propolis drneklerinin flavanoid oranlarindan daha diisiik oldugu da
belirlenmistir. (Koru ve ark.,2007). Cizelge 3.1'de de goriildigii gibi Adana
bolgesinden toplanan propolis Orneginde terpenoidlerin oraninin %39.78 oldugu
goriiliirken, bu oranin Hatay bolgesi propolis Orneklerinde %44.84, Mersin bolgesi
propolis 6rneklerinde ise %19.09 oldugu bildirilmistir (Sahinler ve Kaftanoglu, 2005).
Benzer olarak Hatay bolgesi propolis orneklerinde benzil sinnamet (9.37%), metil
sinnamet (6.23%), kafeik asit (5.98%), sinnamil sinnamet (27.99%) ve sinnamolglisin
(0.83%) icerdigi bildirilirken c¢alismamzda kullanilan propolis orneklerinin bu

bilesenleri ihtiva etmedigi goriilmektedir (Sahinler ve Kaftanoglu, 2005). Calismamizda



45

kullanilan propolis Orneginin ana bilesenlerinin terpenoidler (sembrene, n-
hekzatriakontan  10-metilnonadecan, beta-malien, beta-0desmol, alfa-6desmol,
karyofilin oksit), yag asitleri (pentanoik asit, hekzadecanoik asit, tetrakosanoik),
hidrokarbonlar, alkoller ve aldehitler oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.1).

Bosio ve arkadaslariin 2000 yilinda yaptiklari bir caligmada Italyamn iki
degisik bolgesinden toplanan propolisin Streptococcus pyogenes’ e Kkarsi antibakteriyal
aktivitesinden baglica Pinosembrin and Galanjin sorumlu oldugunu bildirmislerdir
(Bosio ve ark., 2000). Bizim calismamizda da bolgemizden elde edilen propolisin
yapisinin onemli bir kismini olusturan sembrinin antibakteriyal aktivitede énemli rolii
oldugunu diisiinmekteyiz (Cizelge 3.1.).

Daha oOnceden yapilan cesitli calismalarda kafeik asit esterlerinin degisik
propolis Orneklerinde bulundugu ve onemli antimikrobial madde olarak bilinmesine
ragmen Anadolu orijinli propolis 6rneklerinde kafeik asit miktarlar1 olduk¢a diisiik
oldugu bildirilmistir (Banskota ve ark., 2002; Miorin ve ark., 2003). Bu ¢alismalarla
uyumlu olarak bolgemizden toplanan propolisinde bilesenlerinin oranlarina bakildiginda
kafeik asit esterlerinin oraninin yiiksek olmadigi goriilmektedir.

Granje ve arkadaslarimin yaptigt bir calismada propolisin Gram pozitif
bakterilere Gram negatif bakterilerden daha etkili oldugu bildirilmistir (Granje ve ark.,
1990) Giintimiize kadar yapilan cesitli calismalarda, ¢alismamiz sonucunda elde etmis
oldugumuz sonuglara paralel sekilde propolis bilesenlerinin Gram pozitif bakterilere
Gram negatif bakterilerden daha duyarli oldugu bildirilmistir (p<0.05) (Duran ve ark.,
2006; Oksuz ve ark., 2005; Drago ve ark., 2000; Sforcin ve ark., 2000 Marcucci, 1995;
Koru ve ark.2007).

Bir¢ok ¢alismada propolisin Staphylococcus aureus (Scazzocchio ve ark., 2006;
Miorin, 2003; Kili¢, 2005) ve mutans streptokoklar (Duarte ve ark., 2006; Uzel ve ark.,
2005).) iizerinde biofilm olusturmasinda, koagiilaz ve lipaz gibi Onemli virulans
faktorleri tizerinde inhibitor etkisinin oldugu bildirilmistir. Calismamizda propolisin en
yikksek antimikrobiyal aktiviteyi Staphylococcus epidermidis’e karst gosterdigi
bulunmusken bunu Streptococcus pyogenes klinik izolat, Staphylococcus aureus ATCC
25923, ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslarinin takip ettigi tespit edilmistir.
Propolisin 6zellikle Staphylococcus suslarina karsi giiclii bir inhibitor etki gosterdigi

saptanmustir.
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Giiniimiize kadar yurdumuzun c¢esitli bolgelerinden toplanan propolis drnekleri
ile cok cesitli antimikrobiyal aktivite calismalar1 yapilmistir (Duran ve ark., 2006;
Oksuz ve ark., 2005; Drago ve ark., 2000; Sforcin ve ark., 2000 Marcucci, 1995; Koru
ve ark.2007). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Bursa bolgesinden toplanan propolis
orneklerinin Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus gibi oral patojenler ile
Enterococcus faecalis ve Candida albicans’a kars1 timit verici derecede etkili oldugu
tespit edilmistir. Aym calismada dental ¢iiriiklerin 6nlenmesi i¢in propolisin yeni bir
ilacin kaynagi olabilecegi de belirtilmistir (Uzel ve ark., 2005). Calismamizda Gram
pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilerden propolise daha duyarli oldugu tespit
edilmistir. Gram negatif bakterilere kars1 yiliksek konsantrasyonda propolis aktivite
gosterirken Gram pozitif bakterilere kars1 propolisin oldukga kiigiik konsantrasyonlar
aktivite gdstermistir.

Ayrica calismamizda daha 6nce yapilan calismalarla (Kujumgiev ve ark., 1999;
Dobrowolski ve ark., 1991; Uzel ve ark., 2005) uyumlu olarak propolisin test edilen
Candida suslarma kars1 oldukca etkili oldugu da tespit edilmistir. Ozellikle Candida
tropicalis ATCC 22019 susuna kars1 yiiksek oranda bir aktivite saptanmistir.

Propolisin mayalara kars1 gostermis oldugu antifungal etkiyi, bakterilere karsi
gostermis oldugu antibakteriyal etki ile kiyasladigimizda antifungal etkinin Gram
negatif bakterilere karsi tespit edilen antimikrobiyal aktiviteden daha gii¢clii, Gram
pozitif bakterilerden ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda yeni ila¢ arastirmalarinin, daha az yan etki ve non-toksik olmalar1
sebebiyle sentetik olmayan bitki ve doga kaynakli iiriinler iizerinde yogunlastig
goriilmektedir (Rates, 2001). Dogal iiriinler protozoonlarin sebep oldugu Onemli
tropikal hastaliklarin tedavisinde yeni ve selektif ajanlarin arastirllmasinda oldukga
onemli yer tutmaktadir. Protozoon parazitlerinin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
halk arasinda kullanilan tibbi bitkiler modern ilaclarinin gelistirilmesine 11k tutmustur
(Rates, 2001).

Literatiir aragtirmalart yapildiginda propolisin Leishmania tiirleri iizerinde anti
protozoonal aktivitesinin arastirildigi ¢ok smirli sayida caligmaya rastlanmaktadir
(Ayres ve ark., 2007; Machado ve ark., 2007). Leishmania’nin degisik tiirleri tizerinde
yapilmis calismalara az da olsa rastlanilsa da, propolisn Leishmania tropica’ya karsi

etkinliginin arastirildig1 bir caligmaya rastlayamadik.
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Leishmaniasisin giivenli bir insan agsisinin olmamasi ile birlikte, parazit
vektorlerinin ve rezervuarlarimin kontroliiniin zorlugu, tedavinin sadece organik
pentavalen antimon bilesikleri kullanilarak yapilmasi, bunun disinda kemoterapik
tedavisinin ¢ok sinirli olmasi sebebiyle tedavisinde zorluklar yasanmaktadir (Guerin ve
ark., 2002). Bununla birlikte direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, sik ve siddetli yan etkileri
sebebiyle etkinligi de bozulmustur (Herwaldt, 1999).

Tedavide antimon bilesikleri yaninda alternatif tedavi olarak bir¢cok yan etkisi
olmasina ragmen Amfoterisin B, paramomisin, allopurinol ve son donemlerde
miltefosine de tedavide kullanilmaktadir (Guerin ve ark., 2002; Croft ve Yardley, 2002).
Tedavide kullanilan biitiin bu ilaclarin ciddi yan etkileri olup ilag¢ direngli suglarin ortaya
cikmasi, HIV ile infekte hastalar arasinda visseral leishmaniasis sayilarindaki son
zamanlardaki hizli artis Leishmaniasisin tedavisinde yeni ajanlarin arastirilmasindaki
hizli artisa sebep olmustur (Satoskar ve Russel, 1999; Croft ve Yardley, 2002; Alvar ve
ark., 1997).

Kemoterapotiklerin yan etkileri ile ilgili problem hala c¢oziilememis olsa da,
diinya ¢apinda olduk¢a yaygin antileishmaniasis aktiviteye sahip yeni ila¢ caligmalar
hem dogal hem de sentetik bilesenlerle devam etmektedir (Rates, 2001). Son yillarda
alternatif terapilere ve dogal iiriinlerin kullanimi, o6zellikle bitkilerden elde edilen
rriinlere artan bir ilgi vardir (Rates, 2001). Bu nedenle yeni ilaglara acil olarak
gereksinim duyulmaktadir. Yeni leyismanyasidal ajanlarin temel kaynaklarindan birisi
bitki ve bitkisel bilesenlerdir (Chen ve ark., 2001; Fournet ve Munoz, 2002; Cysne ve
ark., 1998).

Ayres ve arkadaslar1 Leishmania amazonensis iizerinde yaptiklar1 bir caligmada
Brezilya propolisinin Leishmania amazonensis suslarinin makrofajlar {izerinde
enfeksiyon olusturmasin azalttigim gostermistir (Ayres ve ark., 2007).

Benzer sekilde Machado ve arkadaslar1 da 2007 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada
Leishmania tiirlerinden Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania
chagasi ve Leishmania major suslar1 kullanarak yaptiklar caligmalarinda propolisin 2.8
ile 229.3 pg/ml konsantrasyonlarda parazitler iizerinde inhibitor etkilerinin oldugunu
gostermisler ve propolisin kompozisyonunun ekstrakte edildigi yere gore degistigi ve
parazitler {izerindeki etkisinin de propolis kompozisyonundaki farkliliga gore

degistigini bildirmislerdir (Machado ve ark., 2007).
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Bizim calismamizda da bu iki ¢alismayla uyumlu olarak propolisin Leishmania
tirlerinden Leishmania tropica’ya karsi leyismanyasidal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Bes farkli hastadan izole edilen 5 klinik izolat {izerinde yaptigimiz
deneylerde 250 pg/ml ile 750 pg/ml arasinda propolisin leyismanyasidal etkisinin
varlig1 kontrol gruplariyla kiyaslandiginda parazit sayilarinda istatiksel olarak anlamli
derecede azalma saglayarak aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu etkinin propolisinin
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak arttig1 saptanmustir.

Sonug olarak bu ¢alismada; propolisin etkin bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle Gram pozitif bakteriler ve Leishmania tropica suslari
tizerindeki etkilerinin oldukg¢a timit verici oldugu saptanmustir.

Literatiirde ¢esitli bolgelerden toplanan propolis 6rneklerinin kullanildigi bir¢ok
antimikrobiyal aktivite calismasina rastlanilsa da, propolis bilesenlerinin cografik
bolgelerdeki bitki ortiisiine bagl olarak degisebilmesi nedeniyle her bolgeden toplanilan
orneklerle yapilan caligmalar ayr1 bir deger olmaktadir. Adana bolgesinden toplanmis
propolis ornekleri kullanilarak yapilan bu arastirma hem oldukga fazla sayida bakteri ve
maya, hem de Leishmania tropica suslart icermesi bakimindan c¢ok kapsamli

calismalardan biri olmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Adana bolgesinden toplanan propolis orneklerinin in vitro
kosullarda antimikrobiyel aktivitesinin varligi oldukca genis mikroorganizma grubuna
kars1 (5 Gram negatif, 5 Gram pozitif, 5 maya ve 5 Leishmania tropica) arastirilmistir.
Calisma insanlarda olusturduklar enfeksiyonlar nedeniyle insan sagligi1 acisindan biiyiik
Onem tasiyan bakteri, mantar ve Leishmania suslari kullanilarak yapilmistir. Gerek
bakteri ve maya, gerekse de bolgemizde endemiler olusturan Leishmania tropica
izolatlarina kars1 olduk¢a carpici sonuglar elde edilmistir.

Bolgemizden toplanan propolisin se¢ilen Gram pozitif bakteri suslarina karsi
oldukg¢a giiclii, Gram negatif bakteri suslarina kars1 ise orta derecede antibakteriyal
etkisinin varlig1 tespit edilmistir. Bunun yaninda maya suslarina karsida olduk¢a da
giiclii antifungal aktivitesinin oldugu saptanmistir. Ayrica, Leishmania tropica
izolatlarina karst da Onemli derecede anti protozoonal aktivitesinin varligi tespit
edilmistir.

Propolisin baz1 Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler ile baz1 maya suslar ve
Leishmania tropica‘ya karsi etkili bulunmasinin propolisin yapisinda bulunan
sembrene, n-hekzatriakontan 10-metilnonadecan, beta-malien, beta-6desmol, alfa-
odesmol, karyofilin oksit gibi terpenoidler, pentanoik asit, hekzadecanoik asit,
tetrakosanoik asit gibi yag asitleri bilesenlerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Giiniimiizde antibiyotik direncinin her gecen giin daha da yayilarak artmasi
dogal kaynakl1 yeni ila¢ caligmalarina verilen 6nemin artmasina yol agmistir. Bakteriyal
ya da anti-leishmanyal ilaglarin etkisiz kaldig1 ya da antimikrobiyal direncin goriildigi
durumlarda enfeksiyonun erken safhasinda antimikrobiyal ilacla birlikte propolis
uygulamasinin da faydali olabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun yaninda propolisin eski
antibiyotiklerin iyilestirilmesinde, ekonomik problemlerin azaltilmasi bakimindan
olduk¢a 6nemli olabilecegi kanaatineyiz.

Propolisin mevcut kullanilmakta olan cesitli antibiyotiklerle additif veya
sinerjistik aktivite gOsterebilece@ini diisiinmekteyiz. Daha sonraki yapilacak

calismalarda bu 6zelligin gosterilebilmesi miimkiindiir.
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Bu calismanmin en 6nemli iki sonucundan biri; Gram pozitif bakteriler ile
mantarlara kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite digeri ise Leishmania tropica’ya karsi

anti protozoonal etkidir.
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