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OZET

Anahtar kelimeler: Punica granatum L., Nar kabugu, Antibakteriyel aktivite, Disk

difiizyon metodu, Viridans streptokoklar

Bu calismada, Punica granatum L. (Nar) bitkisinin meyve kabuklarindan elde edilen
ekstraktlarin (etanol, aseton, metanol, etil asetat) Streptococcus mitis CNCTC 4/77,
Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Streptococcus salivarius CNCTC 64/59,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella
abony NCTC 6017, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC

6633 bakteri suslarina kars1 in vitro ortamda antibakteriyel aktivitesi aragtirilmistir.

Kurutulup toz haline getirilen meyve kabuklar1 farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte
edilmistir. Hazirlanan ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon metodu

kullanilarak belirlenmistir.

Ekstraktlarin, en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi 24 mm’lik etki cap1 ile
Staphylococcus aureus ve 30 mm’lik etki cap1 ile Staphylococcus epidermidis
bakterilerine kars1 goOsterdigi tespit edilmistir. Ekstraktlar; Salmonella abony,
Escherichia coli, Streptococcus mitis ve Streptococcus salivarius bakterilerine karsi
sinirlt inhibitor etki (yaklasik 7-12 mm’lik etki cap1) gostermistir. Streptococcus
mutans, Bacillus subtilis,  Enterococcus faecalis ve Salmonella typhimurium

bakterilerine karsi ise antibakteriyel etki gostermedigi belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Punica

granatum L.

SUMMARY

Keywords: Punica granatum L., Pomegranate peel, Antibacterial activity, Disc

diffusion method, Viridans streptococci

In this study, antibacterial activity of Punica granatum L. (pomegranate) extracts
(ethanol, acetone, methanol, ethyl acetate) obtained from fruit peel of the plants
against bacterial strains of Streptococcus mitis CNCTC 4/77, Streptococcus mutans
CNCTC 8/77, Streptococcus salivarius CNCTC 64/59, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella abony NCTC 6017, Enterococcus
Jaecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633 was investigated in vitro.

The fruit peels of the plant were dried and then were extracted by using different
solvents. The antibacterial activity of these extracts was evaluated by disc diffusion

method.

The highest antibacterial activity was observed against Staphylococcus aureus with
an inhibition zone of 24 mm and Staphylococcus epidermidis with an inhibition zone
of 30 mm. The extracts showed limited inhibition effect (about 7-12 mm inhibition
zones) against Salmonella abony, Escherichia coli, Streptococcus mitis and
Streptococcus salivarius, whereas there was no activity against Streptococcus mutans,

Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis and Salmonella typhimurium.
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BOLUM 1. GIRIS

Yirminci ylizyilin baslarina kadar insan organizmasina zarar verilmeden
mikroorganizmalar1 etkilemenin miimkiin olmayacagi diisiiniilmiistiir. Yine de
antimikrobik tedavi yontemleri bilingsiz olarak M.O. 2500 yillarinda baslatilmis ve o
devirlerde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bitki kokleri, sarap, kiif gibi
maddeler kullamlmistir. Ornegin; Cin’de stafilokoksik deri infeksiyonlarinda
lezyonlarin iizerine kiif konularak tedavi uygulanmistir. 1600’lii yillarda Giiney
Amerika’da, insanlar Cinchona (Kinakina) bitkisinin kabuklarin1 yiyerek sitmadan
korunmuslar; Ipeka (Altin kokii) bitkisinin kdk ekstresini kullanarak amipli dizanteri
hastalifin1 tedavi etmislerdir. Yillar sonra Cinchona bitkisinin kabugunda kinin
maddesinin, Ipeka  bitkisinin koklerinde ise emetin maddesinin bulundugu
belirlenmis ve bu maddeler saflastirilarak sitmanin ve amipli dizanterinin tedavisinde

kullanilmuastir [1].

Giinlimiizde hem kirsal kesimde hem de sehirlerde, hastaliklarin tedavisinde ve
hastaliklardan korunmak icin diger tedavi seceneklerinin yani sira bitkiler ve bitkisel
ilaglardan yararlanilmaktadir. Tibbi bitkiler ile tedavi bir kiiltiir ve gelenek varligina
dayandigindan halk ilact olarak kullanilan bitkiler {izerindeki arastirmalar gittikce

onem kazanmaktadir [2].

Tiirkiye; Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan bolgesi olmak iizere ii¢c temel bitki
cografyasinin kesisim bolgesinde yer almasi nedeniyle, tibbi ve aromatik bitkiler
bakimindan zengin bir cesitlilik sergilemektedir. Tiirkiye’de yayilis gosteren 9000

tizerinde bitki tiirlinden 500 kadari ilag ve koku ham maddesi olarak kullanilmaktadir

[3].



Bir tibbi bitkinin etken organi, kurutma gibi bir iglem ile devamli olarak saklanabilir
bir hale getirilirse, istenilen bir yerde, istenilen bir zamanda kullanilmaya hazir bir
drog haline gelmis demektir. Droglardan da hareket edilerek ilaglar hazirlanir.
Ornegin; bir bitkinin cicekleri toplamp kurutuluyor ve bu ciceklerden hazirlanan

enfiizyon ila¢ olarak kullaniliyorsa, kurutulmus bu ¢igek bir drogtur.

Bitkisel droglar, kokenlerine gore iki grup altinda toplanir:

1. Bir bitkinin tamamindan veya herhangi bir par¢asindan ibaret olan droglar.
2. Bitkide dogal veya ikincil olarak gelisen veya bitkiden 6zel bir islem

sonucunda elde edilen droglar [4].

Tibbi bitkilerin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasinin bazi 6nemli sebepleri soyle

siralanabilir;

1. Yeterli diizeyde kimya endiistrisine sahip olmayan iilkelerde bitkilerden
yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanag1 saglanmaktadir.

2. Tedavi alaninda kullanilmaya baglayan yeni sentetik maddelerin bazilarinda
goriillen yan etkiler: Bitkisel droglar ¢cok uzun zamanlardan beri tedavide
kullanildiklar1 icin yan etkileri iyi bilinmektedir. Buna karsilik sentetik
ilaclarin bazi tehlikeli yan etkilerinin bulundugu ancak kullanima
baslandiktan sonra anlagilmaktadir.

3. Bazi bitkisel ilag hammaddelerinin, sentetik olanlardan daha ucuza elde
edilebilme olanaklari.

4. Bitkisel droglarin diger bir {iistiin yam1 da birkac etkiye birden sahip
olmalaridir. Sentetik bilesikler genellikle bir tek etkiye sahiptirler ve bunlarin
bazilarinin yan etkilerini Onlemek icin diger bazi ilaglara ihtiyag

duyulmaktadir [5].

Calismamizda; farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan Punica granatum L. (Nar) meyve
kabuk ekstraklarinin, ¢esitli bakterilere karsi, disk difiizyon metodu ile antibakteriyel

etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nar Bitkisinin Genel Ozellikleri

Diger bitkilerden farkli olarak, nar kendi botanik ailesi olan Punicaceae
familyasindan gelmektedir. Familyada sadece bir cins (Punica) ve baskin bir tiir
(Punica granatum L.) mevcuttur. Punica cinsinin ikinci tiirii olan Punica protopunica
Balf. daha kii¢iik ve daha ilkel bir aga¢ ( 2.5-4.5 m yiiksekliginde, calims1) olarak

yasar [6]. Bu seyrek tiir sadece Socotra adasinda (Hint okyanusu) bulunmaktadir [7].
Tablo 2.1. Nar Bitki Sistematigi [7]

Alem Plantae
Bolim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Takim Myrtales
Sinif Punicaceae
Cins Punica
Punica granatum Linn.

Tiir
Punica protopunica Balf.f.

Nar, tropik ve subtropik bolgelerde yetismektedir. Genel olarak sicak, kurak Akdeniz
ve dogu yoniinde Hindistan ve Cin’e dogru yayilis gostermektedir [8]. Yaygin olarak
Akdeniz iilkeleri (Tiirkiye, Tunus, Misrr, 1spanya ve Fas), Iran, Afganistan, Hindistan,

az oranda da Cin, Japonya ve Rusya’da yetistirilmektedir [9].



2.2. Punica granatum Linn.

2.2.1. Punica granatum L. bitki agac

Mayis-Haziran aylarinda ¢igek acan, parlak ve agik yesil renkli yapraklara sahip, 2-5
m. yiiksekliginde, calimsi, uzun omiirlii bir agactir [10, 11]. Ince, egri ve toprak
yiizeyinden baglayip bir¢ok siirgiin vererek dallanan, birden fazla ve sik dall1 gbvdesi
bulunmaktadir. ince dallarmn uglar1 bazen dikenlidir. Organik maddece zengin, derin,
gecirgen, hafif alkali yada notr pH’daki topraklarda yetismektedir [12]. Agacin
kabugu, bitki gen¢ iken kirmizimsi kahverengi; bitki olgunlastiginda grimsi bir
tondadir [7]. Kok ve gdvde kabugu nisasta, mannit, recineli maddeler, triterpenik
asitler (ursolik asit, betulinik asit ve oleanolik asit), tanen ve tanen ile birlesmis halde
pelletierin (=punicin), isopelletierin ve metilpelletierin ismi verilen alkaloitler tasir
[10]. Alkaloit miktar1 govde kabuklarinda % 0.7 ve kok kabuklarinda ise % 0.5°dir
[13]. Nar agaci kabugu, yiizyillar boyunca insanlarin gastrointestinal bolgesinde

yasayan tenyalara kars1 geleneksel ila¢ olarak kullanilmistir [7].

o0

Sekil 2.1. Punica granatum L. bitkisinin meyve agaci



2.2.2. Punica granatum L. bitkKi cicegi

Portakal kirmizis1 renkte olan cicekler hemen hemen sapsizdir. Teker teker veya 2-3
tanesi bir arada bulunmaktadir. Kaliks ve petaller kirmizi, filament pembe, anter sar1
renklidir [10]. Erdisi olan cicekler, epigin ve aktinomorf simetrilidir. Ovaryum alt
durumlu; iki kath ve katlar iist {istedir. Alt kat, iic bolmeli ve eksensel; iist kat, alti

bolmeli ve ceperseldir [14]. Ciceklerde sepal sayis1i 5-7, petal sayist 5-7 adettir.

Stamenler ise ¢cok sayidadir [8, 11].

Sekil 2.2. Punica granatum L. bitkisinin ¢igegi

Tibbi amagh kullanimlar1 olan ve cay olarak tiiketilen 32 bitkinin (nar cicegi, adagayi,
alic, altin otu, anason, biberiye, civanpercemi, c¢ordiik, feslegen, funda, hatmi,
thlamur, 1sirgan, kantaron, karabas, kekik, kusburnu, lavanta, melisa, mercankosk,
meyan kokii, nane, okse, papatya, rezene, sinameki, siyah ve yesil cay, sahtere, yaban
mersini, zencefil, zerdecal) fenolik bilesik icerikleri ve antioksidan aktivitelerinin
karsilastirildigr bir calismada; nar ¢iceginin en yiliksek antioksidan ozellige sahip

oldugu ve bunu yesil cayin takip ettigi belirtilmistir. Calismada, nar ¢iceginin ve yesil



cayimn antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda; nar ¢iceginin gosterdigi aktivitenin
yesil cayin gosterdigi aktiviteden neredeyse iki kat fazla oldugu gézlenmistir. Toplam
fenolik madde tayininde incelenen bitkiler arasinda, nar bitkisinin ¢icek kisimlarinin
en yliksek diizeyde (165.9+6.0 mg gallik asit / g kuru agirlik), buna karsin 1sirgan otu
bitkisinin saplariin ise en diisiik diizeyde (2.7+0.7 mg gallik asit / g kuru agirlik)
fenolik bilesik icerdigi belirtilmistir [15].

2.2.3. Punica granatum L. bitKki yapragi

Koyu yesil renkli, derimsi ve tiiysiiz olan yapragin kenarlar1 diiz, sekli lanseolattir.
Yaprak, 4-8 cm uzunlugunda ve 1-3 cm genisligindedir [11]. Bilesiminde, tanenler

(punikalin, punikalagin, granitin A ve B, korilagin, punikafolin), flavonoidler

(apigenin, luteolin ve glikozitleri) ve piperidin alkaloidi (dihidroksifenilpiridyum
klorid) bulunmaktadir [16, 17].

Sekil 2.3. Punica granatum L. bitkisinin yapragi



2.2.4. Punica granatum L. bitki meyvesi

Uziimsii meyve olarak kategorilendirilen nar; portakal biiyiikliigiinde, 5-8 cm
capinda, kiire seklinde, perikarp1 derimsi olan ¢ok tohumlu bir bakkadir. Derimsi
kabuk sar1, koyu pembe veya kirmizi renkte olabilir [14]. Meyvenin sulu ve etli olan
kismi1 tohumlarinin testa tabakasidir ve bu durum bitkiler aleminde nar bitkisine 6zel
bir yapidir [13]. Meyvenin tepesinde bulunan ve yesil renkte olan ¢ikintili kaliks,

meyve olgunlaginca kirmizimtrak-esmer bir renk alir [10].

Sekil 2.4. Punica granatum L. bitkisinin meyvesi



Nar meyvesinin % 15’1 karbonhidrat, % 0.8’1 protein, % 12 kadar1 tanen olup; meyve
Bi, B, ve C vitaminleri, kalsiyum, fosfor, potasyum ve demir bakimindan zengindir.
Meyvenin pH’1 2.4-4.4 arasinda belirtilmektedir [12]. Meyvenin kabugu sert ve istah
kaciric1 olsa da sertligi terapotik kullamminda zengin bilesik icerigi anlamina
gelmektedir. Farmakolojik aktivitesinin cogu polifenol bilesiklerin varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler dogal koruyucu ve gii¢lii antioksidan olan tanen ve

flavonoidlerdir [7].

Hem nar kabugunda hem de nar meyve suyunda bulunan spesifik ellagitanenler;
punicalin ve punicalagindir. Punicalagin; hidrolize olabilen tanen grubu (gallik asit
tiirevleri) bilesiklerinden, yiiksek molekiil agirlikli, suda ¢6ziinebilen fenolik bir
bilesiktir [18, 19]. Antioksidan kapasitesi, yapisinda bulunan ve disosiye olabilen 16
adet hidroksil (OH) grubu sayesinde ortaya cikmaktadir [20].

Punicalagin (1) {molecular weight = 1084 g/mol) Ellagic acid (2) (malecular weight = 302 g/mal)

Sekil 2.5. Punicalagin ve Ellagic Asit kimyasal yapisi [21]

Punicalagin; Combretum molle [22], Terminalia myriocarpa [23] ve Terminalia

oblongata [24] bitkilerinde de bulunmaktadir.

Meyvede bulunan flavonoidler; antosiyanin, flavan-3-ols, flavon ve flavonollerdir.
Flavan-3-ols, proantosiyaninlerin yapi taslar1 ve giiclii antioksidan olan katesinleri
icerir. Narda major organik asitlerden sitrik asit, L-malik asit ve okzalik asitin oldugu;
suksinik, tartarik ve kinik asitin ise daha az miktarda bulundugu bildirilmektedir [12,

19].



Meyve kabugunun ekstraktlar1 antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antihelmintik
aktivite gostermektedir. Bu 6zelliklerinden dolayr alternatif antibiyotik ilag¢ olarak

kullanimi tavsiye edilmektedir [18].

Nar meyve kabugunda ve meyve sularinda antimikrobiyal aktivitenin temel
nedeninin, meyvenin icerdigi fenolik maddelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal etkisi; bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
polipeptidlerle reaksiyona girerek onlar1 aktivite kaybina ugratmasi ve
mikroorganizmanin sahip oldugu protein yapisindaki enzimleri inhibe etmesi

mekanizmalarina dayandirilmaktadir [25].

Meyvenin olgunluk derecesine bagli olarak; ham meyveler ‘Eksi nar’, olgun
meyveler ise ‘Tatli nar’ olarak adlandirilmaktadir. Eksi meyvenin kabugu veya
meyve suyu kabizligi Onleyici, tatli meyvenin meyve suyu ise idrar arttiric1 olarak

kullanilmaktadir [5].

Nar meyvesinin taze veya kurutulmus kabuklart ile yiin iplikler (6zellikle angora
yiinii) -kullanilan mordana bagli olarak- sari, esmer sar1 veya siyah renge

boyanmaktadir [5, 26].

Meyvenin i¢indeki taneler, kabugun ice dogru uzantisiyla olusan odaciklarda yer alir.
Iclerinde meyvenin tohumu olan ¢ekirdekleri vardir. Nar tanelerinin icindeki beyaz
tohumlarin kuru agirliginin % 18’1 yagdir [27]. Punisik asitge yiiksek olan yaglar cilt

esnekligini arttiric1 6zelliginden dolayi cilt bakimi i¢in kullanilabilir [28].

Meyvenin suyunda; fenolik bilesikler (gallik asit, protokatesik asit, klorojenik asit,
kafeik asit ve ferulik asit), flavonoidler (katesin, kuersetin, floridzin), organik asitler
(sitrik asit, tartarik asit ve siiksinik asit), ve antosiyaninler (siyanidin, pelargonidin,
delfinidin) bulunmaktadir [19]. Icerigindeki antosiyaninler, meyve suyunun parlak

kirmizi renginden sorumlulardir [7].
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2.3. Nar Bitkisinin Farmasotik ve Kimyasal Ozelliklerine Yonelik Yapilan

Cahismalar

Hicaznar ve genotipleri ile yapilan bir ¢alismada, kurutulan kabuklarin su
ekstraktlarimin antibakteriyel etkisi agar kuyu difiizyon metodu kullanilarak
incelenmistir. Ekstraktlarin gosterdigi en yiiksek inhibitor etkinin, ¢alisilan bakteriler
arasindan Escherichia coli bakterisine karsi oldugu, bunu Staphylococcus aureus ve
Salmonella enteritidis bakterilerinin izledigi belirtilmistir. Calisma sonucunda gram
(+) ve gram (-) bakteriler arasindaki duyarlilik farkliliginin, hiicre duvar icerikleri ve
sitoplazmik membrandan ileri geldigi belirtilmistir. Incelenen genotipler arasinda; en
diisiik antibakteriyel aktivite gosteren genotipin en yiiksek total fenolik bilesik
icerigine ve en diisiik asiditeye sahip oldugu belirlenmistir [29]. Benzer sonuclu bir
calismada, Oliveira ve arkadaslari, ortamda sadece fenolik bilesikler (timol, carvacrol
vs.) bulundugunda Staphylococcus aureus bakterisine karsi inhibitor etkinin diisiik
oldugunu; fenolik bilesikler ile birlikte laktik-asetik asit varliginda inhibit6r etkinin

arttigini belirtmislerdir [30].

2010 yiinda yapilan bir calismada, taze nar kabuklarindan elde edilen metanol
ekstraktinin antibakteriyel etkisi Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae
bakterilerine kars1 disk difiizyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu bakteriler
arasinda en yliksek inhibitdr etkinin Pseudomonas aeruginosa (32 mm), en diisiik
inhibitor etkinin ise Bacillus cereus (12 mm) bakterilerine kars1 oldugu belirtilmistir

[31].

Nar meyve kabuklarinin antibakteriyel etkisinin incelendigi bir baska ¢aligmada,
hidrolize tanen grubundan olan ellagitanen punicalagin maddesini elde etmek icin
kromatografik teknikler ile etil asetat ekstrakti fraksiyonlarina ayrilmistir. Metisiline
direngli Staphylococcus aureus bakterisine karsi punicalagin maddesinin inhibitor
etkisini belirten zon capinin 20 mm, MIC degerinin 61.5 pg/ml oldugu ve bu
degerlere bagl olarak punicalagin maddesinin, narin antimikrobiyal aktivitesinden

sorumlu madde oldugu ileri siiriilmiistiir [32].
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Negi ve Jayaprakasha, kurutulmus nar kabuklarinin etil asetat, aseton, metanol ve su
ekstraktlarinin antibakteriyel etkisini Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerine karsi incelemislerdir. Antibakteriyel 6lciimiin dokme plak metodu ile
yapildig1 calismada en yliksek antibakteriyel aktiviteyi aseton ekstraktinin (150 ppm)
gosterdigi, bunu metanol ve su ekstraktlarinin izledigi belirtilmistir. Ayrica
ekstraktlarin fenolik bilesik icerikleri; etil asetat 170 mg/g, aseton 400 mg/g, metanol
460 mg/g ve su 140 mg/g olarak hesaplanmistir [33].

Duman ve arkadagslar1 calismalarinda, Tiirkiye’de Akdeniz bolgesinde yetisen 6 ¢esit
nar bitkisinin ( Katirbasi, Tatli, Serife, Eksi, Kan, Dikenli Incekabuk )
kullanmiglardir. Antibakteriyel aktivite tayininde agar kuyu difiizyon metodunun
kullamildigt  calismada  Bacillus  megaterium,  Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Enterococcus
Jfaecalis ve Micrococcus luteus bakterilerine karsi meyve drneklerinin zarlar1 bulamag
haline getirilerek kullanmilmistir. En yiiksek antibakteriyel etkinin E. coli, en diisiik
antibakteriyel etkinin ise E. faecalis bakterilerine kars1 oldugu bulunmustur. Yiiksek
antibakteriyel etki gosteren tiirlerin koyu kirmizi renkte oldugu da belirtilmistir.
Calismada en yiiksek inhibitor etkiyi (17-25 mm) ‘Serife’ tiirii gdstermis; bu tiiriin en
asidik kiiltiir ve en yliksek ikinci fenolik bilesik icerigine sahip oldugu belirtilmistir.
Yiiksek asidite ve yiiksek fenolik bilesik (gallic acid) - antosiyanin (cyanidin 3-
glucoside) igerigi, yiiksek inhibitor etki gostermis ve bu etki, narmn antioksidan
kapasitesi ile iliskilendirilmistir. En diisiik asiditeye ve fenolik bilesige sahip tiirler
arasindan; ‘Katirbast’ tiirliniin yalmzca Escherichia coli bakterisine (21.3 mm),
“Tatlr’ tiirliniin ise sadece Rhodotorula rubra fungisine (16.7 mm) kars1 inhibitor etki

gosterdigi gozlenmistir [34].

Gida kaynakli bakterilere karsi, aralarinda Punica granatum bitkisinin de bulundugu
46 adet baharat ve tibbi bitkiden hazirlanan metanol ekstraktlarinin antibakteriyel
etkileri incelenmistir. Shan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada Punica
granatum bitkisinin S. aureus (32.3 mm) ve E. coli (14.5 mm) bakterilerine karsi

giiclii inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir.
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Calismada, kullanilan diger bitkiler arasinda Punica granatum bitkisinin en yiiksek
toplam fenolik bilesik icerigine (22.6 gr gallik asit / 100 gr kuru agirlik) sahip oldugu
belirlenmis ve antibakteriyel aktivite ile fenolik bilesik icerigi arasinda bir iligkinin

var oldugu ileri siiriilmiistiir [35].

Diare ve dizanteri etkeni olan enterik patojenlere (Salmonella thypi, Shigella
dysenteriae ve Escherichia coli) kars1, Punica granatum bitkisinin kurutulmus meyve
kabuklarindan hazirlanan metanol ekstraktlarimin antimikrobiyal etkisinin ve
toksisitesinin incelendigi bir ¢alismada, antibakteriyel etki disk difiizyon ve agar
dilisyon metodu ile belirlenmis ve kullanilan biitiin bakteriler i¢in ekstraktlarin
olusturdugu inhibisyon zonu 25-26 mm, MIC degeri ise 12.5 mg/ml olarak
gozlenmistir. Mehru ve arkadaslari, belirledikleri sonuglar dolayis1 ile enterik
patojenlerin tedavisinde Punica granatum kabuk ekstraktlarmin kullanilabilecegini
ileri siirmiiglerdir. Ayrica ¢calismada kullanilan kabuk ekstraktlarinin toksik olmadigi

gozlenmistir [36].

Nar meyvesinin antibakteriyel ve antifungal etkileri {izerine yapilan bir calismada;
meyvenin kabuklari, kirmizi1 ve beyaz tohumlar1 ile meyve suyu materyallerinin
metanol ve su ekstraktlar1 hazirlanmis, Bacillus coagulans, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi ve Aspergillus niger, Mucor indicus,
Penicillium citrinum, Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei mantarlarina karsi
inhibitor etkileri agar kuyu difiizyon metodu kullanilarak incelenmistir. Biitiin
materyallerin metanol ekstraklarinin, su ekstraktlarindan daha etkili oldugu
gozlenmistir. Nar kabugunun metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisinin; en yiiksek
S. aureus’a (25 mm) karsi, en diisiik B. subtilis’e (18 mm) karsi, antifungal etkisi; en
yiiksek Aspergillus niger’e (23 mm) karsi, en diisiik Mucor indicus’a (15 mm) kars1
oldugu belirtilmistir. Calismanin sonucunda, major aktif bilesikler olarak fenoller,
tanenler ve flavonoidleri iceren ekstraktlardaki fitobilesenlerin varliginin, bu

aktivitelerden sorumlu olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
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Aym caligmada kullanmilan diger materyaller incelendiginde; Bacillus coagulans
bakterisine karsi kirmizi tohumun metanol ve su ekstraktlar1 ile beyaz tohumun
metanol ekstraktinin inhibitor etki gostermedigi; meyve suyu metanol ekstraktinin en
yiiksek inhibitor etkisinin Klebsiella pneumomiae bakterisine karsi (25 mm) iken su
ekstraktinin en yiiksek inhibitér etkisinin B. cereus ve S. aureus (26 mm)

bakterilerine kars1 oldugu belirtilmistir [37].

Punica granatum L. ve yabani bir ¢esidi olan ‘daru’ tiirli kullanilarak yapilan bir
caligmada meyvelerin beyaz zar kisimlarinin etanol, petrol eteri ve distile su
ekstraktlar1 hazirlanmig ve agar kuyu difiizyon metodu kullanilarak antibakteriyel
aktiviteleri belirlenmistir. Calismada kullanilmak iizere hastaneden toplanan 150 dis
plak ornekleri Lactobacillus, Proteus, Staphylococcus ve Streptococcus tiirleri olmak
tizere dort bakteri tiirii olarak tamimlanmistir. Ekstraktlardan en yiiksek inhibitor
etkiyi etanol ekstraktinin gosterdigi, bunu petrol eteri ve su ekstraktlarinin takip ettigi
belirtilmigtir. Biitiin ekstraktlarin Strepfococcus sp.’ye karsi en etkili oldugu (24-27
mm), Proteus sp.’ye karsi ise en az etkili (19-24 mm) oldugu godzlenmistir.
Streptococcus sp.’ye karsi; ‘daru’ tiirii ekstraklarindan etanol 27 mm, petrol eteri 26
mm, distile su 24 mm inhibisyon zon cap1 olustururken, Punica granatum L.
ekstraktlarindan etanol 26 mm, petrol eteri 25 mm, distile su 23 mm inhibisyon zon
capt olusturmustur. Devi ve arkadaglari, etanol ‘daru’ ekstraktlarinin dental
bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini ileri

siirmiiglerdir [38].

Kiimes hayvanlarindan izole edilen Pseudomonas stutzeri bakterisine karsi, nar
kabugu su ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesinin belirlendigi bir calismada,
ekstraktin olusturdugu inhibisyon zon c¢apt 21-26 mm olarak belirlenmistir.
Calismada nar kabuklarinin ekstraktlar1 otoklavlandiginda, otoklavlanan ekstraktlarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1 otoklavlanmamis olanlarla esitlik (21-26 mm)
gostermistir. Caligmada, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan aktif bilesenlerin

sicakliga dayanikli oldugu Devatkal ve arkadaslari tarafindan ileri siiriilmiistiir [39].
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McCarrell ve arkadaslar1 tarafindan yapilan benzer bir caligmada da otoklavlanmisg
nar kabugu su ekstraktlarinin Staphylococcus aureus (14 mm) ve Bacillus subtilis

(10 mm) bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir [40].

Nar meyve kabugunun yapisindaki fenolik bilesiklerin antibakteriyel etkilerinin
aragtirilmas1 amaci ile yapilan bir calismada, % 13 ellagic asit iceren standardize nar
kabugu ekstrakti (SPRE) elde edilmistir. SPRE’nin antibakteriyel etkisi, minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIC) ve minimum bakterisid konsantrasyonu (MBC)
Propionibacterium acnes, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis ve FEscherichia coli bakterilerine karsi
belirlenmistir. SPRE’nin bu bakteriler icin MBC degerlerinin (250-1000 pg/ml), MIC
degerlerinden (7.81-15.6 pg/ml) daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ekstraktin gram
pozitif bakterilerden S. aureus’a karst 15.2-19.4 mm ve S. epidermidis’e kars1 19.1
mm inhibisyon zon c¢ap1 olusturdugu; gram negatif bakterilerden E. coli ve S.
typhimurium’a karst inhibitdr etki gostermedigi belirtilmistir. Calismada SPRE’nin
sinirli  spektrumdaki antibakteriyel etkisinden dolayr dogal koruyucu olarak
kullaniminin miimkiin olmayacag: ileri siiriilmiistiir. Ayrica SPRE’nin anti-alerjik ve

anti-inflamator etkilerinin de oldugu belirtilmistir [41].

Punica granatum L. ‘Nar’, Citrus paradisi Mc. Fad. ‘greyfurt’, Cydonia oblonga
Miller ‘ayva’, Musa sapientum L. ‘muz’ meyve sular1 ile kabuk ekstraktlarinin
antibakteriyel ve antifungal etkilerinin Dagci ve Digrak tarafindan arastirildigi
calismada; P. granatum L. aseton, etil alkol ve sulu ekstraktlarinin test edilen
mikroorganizmalara (Bacillus megaterium, Aeromonos hydrophyla, Corynebacterium
xerosis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis bakterileri ve
Kluvyeromyces fragilis, Rodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae mantarlari)
karsi olusturduklart 12-34 mm inhibisyon zonu ile en etkili bitki oldugu tespit
edilmistir. P. granatum L. etil alkol, aseton, sulu ekstraktlarinin E. coli’ye karsi
sirastyla 12, 14, 0 mm, E. faecalis’e kars1 20, 19, 15 mm, S. aureus’a kars1 17, 16, 24

mm inhibisyon zonu meydana getirdigi belirtilmistir [42].
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Punica granatum L. bitkisinin kurutulmus yapraklarinin ve meyve kabuklarinin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlendigi bir calismada; hekzan, etil asetat, metanol ve
su ekstraktlarinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae bakterilerine karsi
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Meyve kabugu metanol ve etil asetat
ekstraktlariin S. aureus’a karst 27-30 mm, B. subtilis’e karst 28-32 mm, S.
typhimurium’a kars1 27-30 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir. E. coli’ye
kars1 metanol ekstraktinda inhibisyon zonu gézlenmemisken etil asetat ekstraktinda
30 mm’lik zon c¢ap1 gozlenmistir. Ayrica S. aureus’a karsi yaprak etil asetat
ekstraktinin (27 mm) ve su, metanol ekstraktinin (32 mm) en yiiksek inhibisyon zon
cap1 olusturdugu belirtilmistir. Calismada meyve kabu@unun biitiin ekstraktlarina
kiyasla yapragin su ve metanol ekstraktlarinin mikroorganizmalara kars1 daha etkili
oldugu belirlenmis; gozlemlenen bu aktivitenin ise terpen, saponin, flavonoid ve
alkaloid gibi bazi metabolitlerin varligina bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica
yaprak ve meyve kabugu ekstraktlarinin antifungal aktiviteye kiyasla antibakteriyel

acidan etkilerinin yiiksek oldugu belirtilmistir [43].

Aralarinda Punica granatum bitkisinin de bulundugu 10 bitkinin (Achillea
millifolium, Caryophyllus aromaticus, Melissa offficinalis, Ocimun basilucum,
Psidium guajava, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Syzygyum joabolanum,
Thymus vulgaris) antimikrobiyal aktivitesinin belirlendigi bir ¢alismada; nar kabugu
ekstrakt1 test edilen mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas aeruginosa ve
Bacillus subtilis’e kars1 inhibisyon zonu olusturmus (zon capt > 7 mm), diger
bakterilere ( Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Candida albicans,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus sp.,
Shigella sp.) kars1 inhibe edici etki gosterememistir. Ayrica calismada Pseudomonas
aeruginosa  bakterisine karsi; ekstraktin @ MIC degeri 70 mg/ml iken
ekstrakt-antibiyotik kombinasyonu (tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol) i¢in bu
deger 50 mg/ml olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan bitkiler arasinda

Caryophyllus  aromaticus ve  Syzygyum  joabolanum  bitkilerinin  test

mikroorganizmalarina kars1 yiiksek aktivite gosterdikleri belirtilmistir [44].
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Punica granatum meyve kabuk etanol ekstraktinin Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella dublin,
Salmonella derby, Salmonella choleraesuis ve Salmonella gallinarum bakterilerine
kars1 antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir ¢aligmada; ekstraktin olusturdugu en
yiiksek inhibisyon zonunun Salmonella paratyphi (18.6 mm ) bakterisine karsi iken
en diisiik inhibisyon zonunun Salmonella typhi (13.3 mm) bakterisine kars1 oldugu

gozlenmistir [45].

Punica granatum L. bitkisinin antisalmonella aktivitesinin arastirildigi bir bagka
caligmada ise nar meyvesinin tohumlarindan hazirlanan su ve metanol ekstraktlarinin,
Salmonella typhimurium’a karst 10-12 mm, Salmonella typhi’e karsi 24-26 mm,
Salmonella paratyphi’e kars1 16-19 mm inhibisyon zon c¢ap1 olusturdugu gézlenmistir

[46].



BOLUM 3. TEST MiIKROORGANIZMALARI

3.1. Giris

Prokaryot hiicre yapisina sahip olan bakteriler tek hiicreli mikroorganizma grubudur.
Tipik olarak birka¢ um uzunlugunda olan bakterilerin; kiiresel (kok), ¢ubuk (basil) ve
spiral gibi cesitli sekilleri vardir. Cekirdek zarlar1 olmadigi icin genetik materyal
niikleoid yapisinda ve sitoplazma icerisindedir. Bir bakteri hiicresinde; cekirdek,
ribozom, sitoplazma, hiicre zari, hiicre duvari, bazen kapsiil, pilus ve fimbrialar yer
almaktadir. Hiicre zar1 olarak da adlandirilan plazma zari, hiicreyi icinde bulundugu
cevreden aywrir. Zarin kimyasal yapisi cift tabaka fosfolipittir. Fosfolipitler polar
molekiiller olup bir uglar1 hidrofob yag asitlerinden diger uclar1 ise hidrofil gliserin ve

fosfattan olusmustur [47, 48].

Kapsiil

Hiicra Duvan

Zar
1
Sitoplazma ~ Pilus
DNA
Plazmid

Ribozom

Kama

Sekil 3.1. Bakteri hiicresinin genel goriiniimii [49]
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Plazma zarinin hemen disinda bulunan ve onu kusatan, kati ve sert 6zelliginden
dolay1 hiicrelerin karakteristik ve belli sekillerde kalmasim saglayan hiicre ¢eperi;
biitin mikroorganizmalarda ayn1 yapida degildir. Kimyasal yap1 ve kalinlik
bakimindan tiirden tiire fark eder. Bu farkliliklar mikroorganizmanin taninmasinda ve

siniflandirilmasinda kullanilmaktadir [47].

Mikroorganizmalarin ceperleri ¢cok sayida kimyasal maddeden olusan kompleks bir
yapidir. Ceperlerin temeli peptidoglikan adi verilen ve aym zamanda miirein veya
mukopeptit olarak da bilinen biiyilk molekiillii bir kimyasaldan olugmaktadir.
Peptidoglikan, peptit zincirlerle birbirine ¢apraz baglanmis polisakkarit zincirlerinden
(N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit) olugsmaktadir. Bu peptitler, hiicredeki

diger protein ve peptitlerden farkli olarak D-aminoasitleri icermektedir [47, 48].

Gram pozitif bakteriler, cok tabakali peptidoglikan ve teikoik asitlerden olusan bir
hiicre duvar yapisina sahiptir. Her tabaka arasinda bulunan ve aminoasitlerden olusan
yogun c¢apraz baglar, ¢eperin direncini arttirir. Teikoik asitler, yapilarinda tekrarlanan
birimler halinde seker ve fosfatlarin bulundugu biiyiik molekiiller olup gram pozitif
bakterilerin baglica yiizey antijenleridir. Gram pozitif bakterilerde ¢eper, kuru

agirhigim % 20’si kadardir [47].

Gram pozitif Gram rJL"f]Eﬂf'l'{

dis zar
. Clipepolisakkarid

+ protein)

periplazm

Sekil 3.2. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapilari [50]
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Gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakas1 gram pozitif bakterilerinkinden ¢ok
incedir. Ceper, hiicrenin kuru agirliginin sadece % 1-2’sini olusturur. Peptidoglikan
tabakasinin dig ylizeyi bir seri tabakadan olusur ve bu tabakalara dig zar adi verilir.
Dis zarm peptidoglikana bakan kismi lipit-protein karigimi bir tabaka olup lipoprotein

tabakasi admi alir [47].

Bakteri hiicre ceperinden disariya dogru bircok yapi bulunmaktadir. Bunlara hiicre
uzantilar1 adi verilir. Baslicalar; flagellumlar (bakterinin hareketini saglar),
periplazmik flagellumlar, piluslar (bakteriler arasinda konjugasyonu ve bakterilerin,
enfekte ettikleri dokularin yiizeylerine yapismalarim1 saglar) ve fimbrialar

(bakterilerin, birbirlerine ve cisimlerin yiizeylerine tutunmalarini saglar) dir [47].

Bakterinin yasadigi sartlarin kotiilesmesiyle endospor olusumu gozlenmektedir.
Ortamda bulunan azot ve karbon kaynaklarinin azalmasi spor olusumu i¢in en 6nemli
faktordiir. Bakteriler icerisinde sadece birkac cins endospor olusturmaktadir. Bunlarin

basinda gram pozitif basillerden Bacillus ve Clostridium cinsleri gelir [47].

Oksijen gereksinimlerine gore bakteriler ti¢ grupta siniflandirilmaktalardir. Bunlar;
lireme ve gelismeleri i¢in oksijene ihtiyag¢ duyan aerop bakteriler, oksijen
bulunmayan ortamda iireyebilen anaerop bakteriler ve hem oksijenli hem oksijensiz

ortamda lireyebilen fakiiltatif bakterilerdir [51].

Cevremizde, hava, su ve toprakta, bitkiler iizerinde, insan ve hayvan viicudunda
binlerce bakteri tiirii bulunur. Bunlardan bir kismi1 infeksiyon olusturmazken bir kismi1

ise yagami tehdit etmektedir [1].

Insan viicudunda yasamakta olan farkli tiirden ¢ok sayida mikroorganizma- bunlarin
arasinda az sayida mantarlar ve diger mikroorganizmalar bulunsa da cogunlugunu
bakteriler olusturur- saglikli bir bireyde normal kosullarda zararsizdir ve hatta yarar
saglayabilir. Bu mikroorganizma toplulugu normal flora olarak adlandirilir [52].
Erigkin bir kisideki normal bakteri florasi yaklasik 10" bakteri hiicresinden meydana

gelmektedir. Bu bakterilerin cogu anaerop veya fakiiltatif anaerobtur [53].
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Normal flora mikroorganizmalarinin yerlestigi viicut bolgeleri; dig ortamla etkilesim
ve temas halinde olan deri, gozler, {ist solunum yollari, sindirim sistemi, iirogenital
sistem gibi viicut bolgeleridir [52]. Normal floranin bulundugu herhangi bir anatomik
bolgede organizmalardan biri daima egemen durumdadir. Mikroorganizmalar
arasindaki bu denge stabil olma egilimindedir; ancak yasa bagh olarak,
antimikrobiyal maddeler verildiginde ya da normal anatomik veya fizyolojik islevin

bozulmasi durumunda degisebilir [53].

3.2. Viridans Streptokoklar

Viridans grubu (oral) streptokoklar gram pozitif, kok seklinde mikroorganizmalardir.

Viridans streptokoklarin dnemli tiirleri;

Tablo 3.1. Viridans Grubu Streptokoklarin Siniflandirilmasi [54]

Sanguinis grubu Mitis grubu Anginosus grubu | Mutans grubu | Salivarius grubu

S. sanguinis S. mitis S. anginosus S. mutans S. salivarius

S. parasanguinis | S. oralis S. constellatus S. sobrinus S. vestibularis

S. gordonii S. pneumoniae S. intermedius S. cricetus S. infantarius

S. sinensis S. pseudopneumoniae S. downei S. thermophilus
S. cristatus S. ratti S. hyointestinalis
S. peroris S. macacae
S. infantis S. ferus

Koyun kanl1 agarda tipik olarak alfa hemolitik (kolonilerin etrafinda yesilimsi bir zon
olusumuna yol acan kismi bir hemoliz) bazen de nonhemolitiklerdir. Bu nedenle
pnomokoklar ve enterokoklar ile karistirilabilirler. Pnomokoklardan optokine direncli
olmalar1 ve safrada (deoksikolat) erimemeleri; enterokoklardan da % 6.5 sodyum

kloriir igeren ortamlarda iireyememeleri ile ayrilabilirler [55, 56, 57].
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Sekil 3.3. Viridans streptokoklarin hemoliz goriintimleri [58]

Katalaz veya koagiilaz iiretmeyen, hareketsiz, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalardir. Amonyak olusturmaz ve jelatini eritmezler. Maltoz, siikroz ve
laktoz genellikle pozitif, mannitol negatiflerdir [59]. Gaz olusturmaksizin
karbonhidratlar1 fermente ederek asit meydana getirirler. Ortamin igeriine ve
inkiibasyon atmosferine bagli olarak kolonilerinin biiyiikliigii ve goriiniimii
degiskenlik gostermektedir. Sivi besiyerinde ikili ya da zincir yapan, yuvarlak veya
ovoid hiicreler seklinde goriiliirler [60, 61]. Uremek icin proteinden zengin

besiyerlerine ve % 5-10 CO-’li ortama ihtiya¢ duymaktalardir [62].

Viridans streptokoklar viriilansi diisiik bakteriler olup; iist solunum yolu, agiz boslugu
florasi, kadin genital yolu ve gastrointestinal kanalda bulunmaktalardir [60]. Saglikli
kisilerde agiz florasinin % 30-60’1n1 olusturmakta ve burada daha patojen
mikroorganizmalarin  kolonizasyonuna engel olmaktalardir [63]. Yerlerini
degistirmeleri ve organizmanin direncinin kirilmasi durumuna bagh olarak; dental
hastaliklar, menenjit, siniizit, seliilit, safra yollar1 ve karin i¢i enfeksiyonlar1 gibi

cesitli hastaliklara neden olmaktalardir [59, 63].

Viridans grubu streptokok suslarinin ¢ogu penisiline yiiksek derecede duyarlilardir.
Meydana gelen enfeksiyonlar penisilin-aminoglikozid kombinasyonlar1 ile tedavi

edilmektedir [61, 64].



22

Streptococcus mitis; oral kavitede, orofarinkste, bukkal mukozada (yanaklarmn ig¢
kismi) ve yeni olusmakta olan dental plakta yer almaktadir. Plakta polisakkarit depo
edebilen mikroorganizmalar arasinda egemendir; bu 6zellik, diyetle karbonhidrat

alimmadig1 zaman plakta asit olusumuna sebebiyet vermektedir [60].

Streptococcus mutans, dis plaginda en sik yer alan mikroorganizmalarin baginda
gelmektedir [52]. Glikozdan olusturduklar1 dekstran sayesinde dis ylizeyine tutunur
ve diglerde bakteri plaklarim ortaya cikarir. Ayrica gidalardaki sekerlerden yiiksek

konsantrasyonlarda asit lireterek minede demineralizasyona ve ardinda da ciiriik

olusumuna neden olmaktadir [53, 56, 57].

Sekil 3.4. Streptococcus mutans bakterisinin genel goriiniimii [65]

Streptococcus salivarius, dilde ve agizin diger yumusak dokularinda en fazla bulunan
viridans streptokok tiiriidiir. Dildeki fakiiltatif streptokoklarin % 47’sini, yanaktaki
fakiiltatif streptokoklarin % 10’unu ve tiikiirlikteki fakiiltatif streptokoklarin
% 47’sini olusturmaktadir. Plak ve digeti olugunda bulunan fakiiltatif streptokoklar
arasindaki orani ise % 1’den daha az (% 0.47-0.66) dir. In vitro olarak, ciiriige benzer
lezyonlar olusturmakta ve boylece bulunus sikligi ile dis ciiriigii arasinda paralellik

oldugu diisiiniilmektedir [66].
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Sekil 3.5. Streptococcus salivarius bakterisinin genel goriiniimii [67]

3.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus; kiiclik, yuvarlak-oval sekilli, fakiiltatif anaerob, gram pozitif,
kapsiilsiiz, hareketsiz ve sporsuz bir bakteridir. Spor olusturmadigr halde viicut
disinda canliligini uzun siire koruyabilen tek insan patojeni olan S. aureus bakterisi,
6-46 °C gibi genis bir 1s1 araliginda ve optimum 7.0-7.5 pH’da iireyebilir. Kanh
agarda beta hemoliz yapmaktadir. Katalaz pozitif, oksidaz negatifdir. Agar, buyyon
gibi basit besiyerlerinde iireyebilirler [56]. Staphylococcus aureus, kolonilerine altin
saris1 renk veren karotenoid bir pigment iiretir. Bu pigment, notrofiller i¢indeki
siiperoksitler ve diger tepkici oksijen tiirlerinin mikrobisit aktivitesini etkisiz hale
getirerek organizmanin patojenitesini arttirir [68]. Mannitoliin fermentasyonu ve
koagiilaz testi S. aureus i¢in ayirt edici bir 6zelliktir. Staphylococcus aureus’un biitiin
suslar1 mannitol ve koagiilaz (plazmay1 pihtilagtirir) pozitiftir [51, 56]. Sekerlerin

cogunu gaz olusturmaksizin, asit meydana getirerek fermente ederler [59].
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Sekil 3.6. Staphylococcus aureus bakterisinin genel goriiniimii [69]

S.aureus’un hiicre duvart ribitol teikoik asitten olusmaktadir. Peptidoglikan
yapisinda, miiramik asit kalintilarina tutunmus halde bulunan tetrapeptidler
pentaglisin kopriileri ile birbirlerine baglanmaktadir. Tiim S.aureus kokenlerinin
yaklagik %33’ii, sindirim enzimlerinin etkisine ve 1siya direngli proteinler olan
enterotoksinleri olustururlar. Bazi enterotoksinlerin yapimi lizojenik fajlar tarafindan

belirlenir.

Protein A; S.aureus izolatlarinin % 90’indan ¢ogunda bulunan ve peptidoglikan
tabakaya kovalent baglarla baglanmis olan bir ylizey proteinidir. Bu madde;
kemotatik, antikomplemanter ve antifagositik etki gosteren spesifik bir antijendir [53,

59].

S.aureus, normal insanlarin yaklasik % 30’unda deri ve mukozalari kolonize eden,
nispeten direncli bir mikroorganizmadir. En sik yerlestigi bolge 6n burun delikleridir.
On burun deliklerinde yerlesme egilimi gostermesinin nedeni, 30-37 °C arasindaki 1s1

derecelerinde iyi iiremesidir [70].
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En sik bulagsma sekli insandan insana bulagsmadir ve hastane enfeksiyonlarinin baslica
nedenlerinden biridir. En sik tasiyicilik deride olmakla birlikte, burun boslugu 6n
boliimiiniin mukozasinda ve vajina gibi bagka bolgelerin mukdz membranlarinda da
bulunmaktadir. Direkt temasla veya besin zehirlenmesine neden olabilecek besinlerin
kontaminasyonu ile tasiyicilar, kendileri ve baskalar1 i¢in enfeksiyon kaynagi
olabilmektedir. S.aureus izolatlari, ¢esitli bakteriyofajlara gosterdikleri direnglilik ve

duyarhiliklarina gore epidemiyolojik tiplendirilmede kullanilmaktadir [52, 53].

S. aureus bakterisinin yaptig1 baslica hastaliklar; deri ve mukoza enfeksiyonlart (ter
bezleri ve yag bezlerinde iltihaplanma, sivilce, sakal kil kokleri yangisi, goz kapagi
yangisi, arpacik, bademcik iltihaplanmasi), yaygin deri dokiintiilii stafilokok
enfeksiyonlar1 (toksik sok sendromu, haglanmis deri sendromu), sistem ve organ
enfeksiyonlar1 (stafilokok pnomonisi), sepsis, endokardit, besin zehirlenmeleri ve
enteritlerdir. S.aureus enfeksiyonlar1 sonrasinda giiclii veya uzun siireli bir bagisiklik
olusmaz; bunun en belirgin gostergesi bireylerin yasamlar1 boyunca S.aureus

enfeksiyonlarina duyarl olmalaridir [52, 63].

S.aureus’un identifikasyonunda koloni morfolojisi ve boyanma, pigment iiretimi,
hemoliz, mannitol fermentasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonlu ortamda iireme,

koagulaz varligi ve faj 6zelligi gibi kriterler arastirilir [59].

Koagiilaz negatif koklardan daha viriilan olmakla birlikte S. aureus suslarimin
viriilans1 ¢ok yiiksek degildir ve genelde enfeksiyon olugmasi icin derinin hasar
gdrmiis olmasi veya viicuda yabanci bir cismin girmis olmasi (yara ve cerrahi
enfeksiyon esnasinda) gerekmektedir. En ©nemli viriilans faktorleri; hiicre
duvarindaki viriilans faktorleri (Protein A ve fibronektin baglayici protein), sitolitik

ekzotoksinler ve siiperantijen ekzotoksinleridir [52].
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3.4. Staphylococcus epidermidis

Cogu kez deri ve iist solunum yollar1 mukozasinda bulunabilen koklar olup; kiiltiir ve
irin icerisinde dortlii veya ikili ya da diizensiz gruplar halinde, nadiren de tek tek
goriiliirler. Gram pozitif olup jelozda kirli beyaz renkte ve aureus stafilokoklara gore
daha kiiciik, konveks, diiz diiz ya da graniil yiizeyli koloniler yaparlar. Sadece birkag

susu kanli agarda hemoliz olusturur. Fakiiltatif anaerob olmalarina ragmen oksijenli

ortamda daha iyi iirerler. Ureme dereceleri 15-45 arasi olup en iyi 30-37 °C de iirerler

[63].

Sekil 3.7. Staphylococcus epidermidis bakterisinin genel goriiniimii [71]

S.epidermidis normal insanlarin % 85-100’tinde bulunur. Firsat¢i patojen olarak
enfeksiyonlara neden olur [53]. Insanlarda normal mukozada bulunmalarma karsilik
en fazla bulunduklar1 yer insan derisidir. Yumusak dokularm abseleri, yara ve
konjonktiva enfeksiyonlari, pndmoni, artrit, menenjit, ampiyem, sepsis, endokardit ve
bazen idrar yolu hastaliklar1 gibi enfeksiyonlarina rastlanmaktadir. Hiicre duvarimin
teikoik asitleri, S. epidermidis bakterisinde poligliserol fosfattir [59, 63]. Virulansi
diisik olmasina ragmen kalp kapakc¢iklart ve kateterler gibi implantlardan
kaynaklanan enfeksiyonsiyonlarin sik rastlanan etkenidir. Plastik yilizeylere

tutunmada rol oynayan hiicre yiizeyi faktorleri, virulans faktorlerindendir [52].



27

3.5. Escherichia coli

Escherichia coli, yaklagik 0.3-1.0 pm eninde ve 1.0-6.0 pum boyunda, diiz, uglar
yuvarlak comakgiklar seklinde bir bakteridir. Fakiiltatif anaerob, katalaz pozitif,
endospor olusturmayan, bakteriyolojik boyalarla kolay boyanabilen, gram negatif bir
bakteridir. Genellikle etraflarinda bulunan kirpikleri araciligi ile hareketli olmakla
beraber hareketleri yavastir. Hatta hareketsiz goriinebilirler. Laktozu fermente
etmeleri ile Shigella ve Salmonella gibi diger iki ana bagirsak patojenlerinden ayirt
edilebilmektelerdir. Epidemiyolojik incelemelerde organizmayi tiplendirme icin
kullanilan {i¢ antijeni (hiicre duvar antijeni, kam¢1 antijeni ve kapsiil antijeni) vardir

[63, 68].

Sekil 3.8. Escherichia coli bakterisinin genel goriiniimii [72]

E. coli buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde kolayca iirerler. Buyyonda homojen
bulaniklik yaparlar. Jelozda hafif kabarik, yuvarlak, diizgiin 1-2 mm capinda parlak S
tipi koloniler yaparlar. Optimal iireme 1s1s1 37 °C olup 15-45 arasi 1s1 derecelerinde de

ireyebilirler. Ortalama pH 7.2°de iyi iirerler.
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Oldukga direngli bir bakteri olan E. coli 60 °C 1sida 30 dakika, oda 1sisinda uygun
ortamda olmak kosulu ile uzun siire canli kalabilir. Soguga direncli, dezenfektanlara
kars1 ise direngsizdir. Malasit yesili, brillant yesili ve fuksin gibi boyalar, safra, safra
tuzlari, sodyum tetratiyonat, bizmut sitrat, sodyum siilfat, sodyum dezoksikolat ve
selenit tuzlarma kars1 direncleri, Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerin

gosterdikleri direngten daha azdir [63].

Escherichia coli, sindirim sistemindeki toplam bakteri populasyonunun % 0.1’inden
azini olusturur. Endojen bir bakteri olan E.coli, idrar yolu infeksiyonlarinin en 6nemli

etkenlerindendir [63].

Insan ve hayvanlarin bagirsaginda yasayan normal flora iiyesidir. Diger flora
bakterileri ve organizma ile bir denge altinda kaldig: siirece hastalik yapmaz. Belirli
kosullar altinda insan ve hayvanlar icin patojen olup gerek yangi gerekse siirgiin
seklinde ortaya c¢ikan bagirsak hastaliklarina neden olmaktadir. Insan ve sicakkanli
hayvanlarda dogumu takiben 1-2 saat veya giin icinde bagirsak mukozasina
tutunurlar. Bir E. coli susu yerlestikten aylar veya yillar sonra normal florada kalir.
Ancak antibiyotik kullanimi ile ortamdan kaybolur. Idrar yollari, safra kesesi ve safra
yollar1, akciger, periton ve menenjlere ulasan E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara

yol agarlar [63, 73].

Bagirsaklarin mekanik ya da biyolojik etkilerle yaralanmalar1 ve organizmanin
savunma mekanizmasindaki bozukluklar nedeniyle bakteriler degisik dokulara
gecebilirler. Koli basillerinin safra ve safra yollarina yerlesmeleri ile kolesistit ve
kolanjit enfeksiyonlar1 olusur. Bunlarin disinda E. coli’nin yaptigi enfeksiyonlar
arasinda cesitli perianal abselere, prostatitlere, daha az olmak iizere tonsillit, siniizit,

yara enfeksiyonlar1 gibi lokalize iltihaplanmalara rastlanmaktadir [63].

E. coli kokenlerinin ¢ogu streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikol gibi bircok

kemoterapotiklere karsi direnclilerdir [63].
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3.6. Enterococcus faecalis

Yaklagik 1 um biiyiikliigiinde, goriiniimleri daha ¢ok ikiserli diplokoklar ya da kisa
zincirler seklinde olan gram pozitif koklardir. % 6.5 sodyum kloriirlii besiyerlerinde,
% 40 safrali ortamlarda ve 45 °C 1s1 derecesinde iireyebilirler. Karbonhidratlarin
cogunu fermente ederek, gaz olusturmaksizin laktik asit olustururlar. Katalaz negatif,

laktoz pozitiflerdir. Kanli agarda alfa ve gamma hemoliz gosterirler.

Enterococcus faecalis

Sekil 3.9. Enterococcus faecalis bakterisinin genel gortintimii [74]

Enterokoklar icerisinde enfeksiyonlarina en ¢ok rastlanan tiirdiir. Agiz boslugu ve
bagirsaklarda firsatc1 patojen olarak bulunurlar. idrar yolu ve yara enfeksiyonlarina,
intra-abdominal abselere, subakut bakteriyel endokardite, hastane kaynakli pndmoni,
kolesistit, nadiren menenjit ve septisemiye neden olurlar. Safra yollar

enfeksiyonlarinda E. coli’den sonra ikinci siray1 alirlar.
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3.7. Bacillus subtilis

Sporlar1 dogada cok yaygin olup toz, toprak, giibre, bitki ve hayvanlar ile siit ve
sularda bulunan, yaklasik 1.5-3 um boyunda, 0.5-0.8 um eninde, tek tek, bazen
zincirler yapan, comakgik seklinde, aerob, gram pozitif bir bakteridir. Peritrih
kirpikleri bulundugundan hareketli olup; sporlari oval sekilde ve subterminaldir.
Kirpikler bakterinin kalinligin1 agsmaz ve hiicre seklini bozmazlar. Genellikle kapsiilii
yoktur. Uygun sartlarda (bikarbonath ve CO,’li ortamda) polipeptid yapisinda kapsiil
gelistirir. Jelozdaki kolonileri kirli-beyaz, gri renkte, mat olup kenarlar1 piirtiiklii,

yiizeyi bol graniillii R tipindedir.

Anthrax Spore
045 x 0.45

e I
Baﬂjﬂus Su.bﬁﬂs Anthrax family "."Fm
Infectious dose: approx. 10° Size: 3.5 x 0.5 microns

Sekil 3.10. Bacillus subtilis bakterisinin genel goriiniimii [75]

Genellikle zararsiz, fakat bagisik yetmezligi olanlar1 enfekte edebilen bir bakteridir.
Sinonimleri ve varyantlari: Bacillus aterrimus, Bacillus butyricus, Bacillus

mesentlericus, Bacillus ganis, Bacillus vugatus [53, 59, 63].
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3.8. Salmonella Bakterileri

Salmonella bakterileri yaklasik olarak 2.0-3.0 pm boyunda ve 0.7-1.5 pm eninde
comakcik seklinde, peritrih kirpikleri aracilign ile hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz
bakterilerdir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar ve gram negatiftirler. Aerop ve
fakiiltatif anaeropturlar. 37 °C’de en iyi iireseler de iireme 1silarinin sinirt oldukga
genigtir (20 °C-42 °C). Ortalama pH 7.2 ortaminda iiremeyi severler. Buyyon ve
benzeri sivi besiyerlerinde homojen bulaniklik yaparlar. Jelozda 2-3 mm capinda,
yuvarlak ¢ogu kez kabarik, diizgiin ylizeyli ve diiz kenarli koloniler yaparlar.
Salmonella bakterileri 1s1ya direngsizdirler. 55 °C’de 20 dakikada oliirler. Kuruluga
direngleri yoktur. Ancak giin 1s18indan uzak, nemli ortamlarda, lagim sularinda ve

toprakta uzun siire canli kalabilirler. Soguga cok direnclidirler [63].

Sekil 3.11. Salmonella typhimurium bakterisinin genel goriiniimii [76]

Salmonella smiflandirmasinda cesitli yenilemeler, diizeltmeler yapilmis ve son
olarak, tiim suslar Salmonella enterica olarak tek bir tiir icinde siniflandirilmistir. Bu
tiir; hiicre duvari, kirpik ve kapsiil antijenlerine gére 1500 serotipi kapsamaktadir.
Salmonella typhimurium ve Salmonella typhi bakterileri bunlarin icinde Onemli

olanlaridir.
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Lipopolisakkarit (Lipit A ve O antijeni) ve kapsiil antijeni virulans faktorleridir.
Salmonella cinsine ait suslarin ¢cogu laktozu fermente etmez, glikozu ise asit ve gaz
olusturarak fermente ederler. Siilfiir iceren aminoasitlerden hidrojen siilfiir gazi

olustururlar [52].

Salmonella bakterileri ince bagirsak epitel hiicrelerine niifuz ederler. Hastalik lokalize
kalabildigi gibi, bazen yaygin odaklarla sistemiklesebilir. Bu bakteriler fakiiltatif
hiicre i¢i parazitleri olup fagositik hiicrelerde canliliklarin1 koruyabilirler. Klinik
belirtilerin ortaya ¢ikisi; enfeksiyonun dozuna (susa bagl olarak degisebilir), bagirsak
epitel hiicrelerinin endositoz yapmasim indiikleyerek bakterinin hiicre i¢inde canli
kalmasim1 saglayan bakteri faktorlerine ve konak faktorlerine (mide sivisinda
hidroklorik asit yoklugu, orak hiicreli anemi, hiicresel bagisikligin zayifligi) baghdir
[52].

Salmonella bakterileri; bakterinin sevorma, susun viriilans derecesine ve
organizmanin savunma reaksiyonuna baglh olarak cesitli tip enfeksiyonlara neden
olurlar. Temel olarak genel enfeksiyonlar, entero-kolitler (besin zehirlenmeleri),
gastro intestinal entoksikasyonlar, sepsis ve organ lokalizasyonlar1 seklinde belirtilen
tim Salmonella enfeksiyonlarinda bakterilerin giris kapis1 agiz-mide-bagirsak
yoludur. Salmonella bakterilerinden bir kism1 yalmz insanlarda (Salmonella typhi),
bir kismi1 hem insan hem hayvanlarda, bir kism1 da yalmz hayvanlarda hastalik
yaparlar. S. typhimurium’un farelerde barinan bir bakteri olmast nedeniyle
epidemiyolojisinde bu hayvanlarin ¢ikartilarinin besin maddelerine karigmasi da
Onemli rol oynamaktadir. Ayrica Salmonella bakterilerinin kemoterapétiklere karsi
gittikge artan oranda diren¢ kazanan kokenleri hastane ortaminda yuvalanmakta ve
basta prematiire ve yeni dogan klinikleri olmak {izere tiim hastane kliniklerinde

hastane enfeksiyonu tipindeki salginlara yol agmaktalardir [63].

Salmonella bakterilerinin enfeksiyon kaynaklari; insan ya da hayvan digkisi ile
kirlenmis sular, bunlarin icilmesi ile olusan ufak veya biiyiik capta salginlar, siit ve
siit iiriinleri (dondurma vb.), cesitli kiimes hayvanlarinm et ve yumurtalari, et ve etle

yapilan iiriinler, deniz ve tatli su kabuklular1 (midye, istiridye vb.) dir [63].



BOLUM 4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Materyal eldesi

Calismamizda, Punica granatum L. (nar) bitkisinin meyve kabuklar1 ana materyal
olarak secilmistir. Bitki materyali Diizce ilinin Cigekpinar kdyiinden, 2011 yilinin
Ekim ayinda toplanmistir. Toplanan meyveler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji  Arastirma Laboratuarina getirilmis ve deney hazirliklarina

baslanmustir.

4.1.2. Deneylerde kullanilan mikroorganizmalar

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar Istanbul Universitesi Mikroorganizma
Kiiltiir Koleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi (KUKENS) nden ve Sakarya
Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuari’ndan temin

edilmistir.

Istanbul Universitesi Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama

Merkezi (KUKENS)’ nden temin edilen bakteri suslari;

Streptococcus mitis CNCTC 4/77
Streptococcus salivarius CNCTC 64/59
Streptococcus mutans CNCTC 8/77
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Sakarya Universitesi Biyoloji Boéliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuari’ndan

temin edilen bakteri suslart;

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella abony NCTC 6017
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bacillus subtilis ATCC 6633

4.1.3. Kullanilan maddeler

Deneyler siiresince kullanilan maddeler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii

Mikrobiyoloji Aragtirma Laboratuari’ndan temin edilmistir. Bu maddeler;

Nutrient Agar (MERCK)
Mueller Hinton Agar (MERCK)
Triptik Soy Broth (MERCK)

% 5 Koyun Kanli Mueller Hinton Agar
Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Etanol

Aseton

Metanol

Etil Asetat

Steril distile su

Antibiyotik Diskler;
Klindamisin

Tetrasiklin

Amoksisilin - Klavulanik asit
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4.1.4. Kullamlan arac ve gerecler

Deneyler siiresince kullamlan arag ve geregler Sakarya Universitesi Biyoloji ve

Kimya Boliimiinden temin edilmistir. Bu arac ve gerecler;

Inkiibator (Friocell MMM)

Otoklav (Alp CL-32L)

Elektronik hassas tart1 (Radwag AS 220/C/2)
Vorteks (Biosan V-32)

Densitometre (Biosan Den-1)

Manyetik karistiric1 (IKA RCT Classic)
Rotary Evaporator (Heidolph laborota 4000-efficient)
Ogiitiicii (Premier PRG 259)

Mikropipet 100-1000 ul (CAPP Aero Single)
Mikropipet 5-50 ul ISOLAB)

Bos diskler (ROTILABO @ 6 mm)
Anaerocult C (MERCK)

Dijital fotograf makinesi (SAMSUNG PL20)
Anaerobik kavanoz

Petri kab1 ve tasiyicisi

Mikropipet ucu

Pipet

Cam balon

Cam tiip

Beher

Erlenmayer

Oze

Baget
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4.2. YONTEM

4.2.1. Bitkinin Oziitlenmesi

Punica granatum L. bitkisi meyve kabuklarinin antibakteriyel etkisinin arastirimasi

amaci ile yapilan oziitleme islemi i¢in direk 6ziitleme metodu kullanilmigtir.

4.2.1.1. Nar meyve kabuklarinin 6ziitleme icin hazirlanmasi

Ekim ayinda toplanan meyveler laboratuar ortamina getirildikten sonra, meyvenin
kabuklar1 soyularak oda sicakliginda, agik havada, gdlgede, 7 giin boyunca kurumaya
birakilmustir.

4.2.1.2. Direk oziitleme

Meyve kabuklar1 kurutulduktan sonra ogiitiicii yardimu ile toz haline getirilmistir. Toz
numunelerin tartimlar1 yapilmig (15 gr); farkli ¢coziiciiler (aseton, metanol, etil asetat,
kloroform) kullanilarak belirlenen oranlarda (150 ml) kapakli cam kavanozlar

icerisinde 2 giin boyunca bekletilmislerdir.

4.2.2. Coziiciiniin Uzaklastirilmasi

Kurutma kagidi yardimi ile cam balonlara siiziilen numunelerin ¢6ziiciilerini
uzaklastirma islemi icin doner buharlastirici kullanilmistir. Coziiciiler vakum altinda
40-45 °C’de buharlastirilmistir. Islemlerden 6nce ve sonra kullanilan balonlarin
tartimlar1  yapilarak ekstrakt miktarlar1 belirlenmis ve boylece numuneler

antibakteriyel aktivite tayini icin hazir hale getirilmistir.



37

4.2.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyeri olarak Triptik Soy Broth, Mueller Hinton Agar, Koyun Kanl1 Agar ve % 5
Koyun Kanli Mueller Hinton Agar kullamilmigtir. Koyun Kanli Agar ve % 5 Koyun
Kanli Mueller Hinton Agar besiyerleri, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden
kullanima hazir halde temin edilmistir. Mueller Hinton Agar ve Triptik Soy Broth

besiyerleri laboratuarda aseptik sartlar altinda hazirlanmigtir.

Mueller Hinton Agar besiyerini hazirlamak i¢in 34 gr toz besiyeri lizerine distile su
ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlandi. Besiyeri ¢ozeltisi iyice karistirildiktan sonra
erlenmayer’in agzi aliminyum folyo ile kapatilarak 121 °C’de, 1 atm. basing altinda
15 dk steril edildi. Otoklavdan cikarilan besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik
sartlarda steril petri kaplarina 4 mm (~20 ml) kalinhiginda dokiilerek katilasmasi
beklendi. Hazirlanan besiyerleri kullanilacaklar1 zamana kadar +4 °C’de buzdolabinda

bekletildi.

Triptik Soy Broth besiyerini hazirlamak icin 30 gr toz besiyeri iizerine distile su ilave
edilerek 1000 ml’ye tamamlandi. Erlenmayerde iyice karistirilan besiyeri ¢ozeltisi
vida kapakli kisa deney tiiplerinin her birine 5 ml aktarildiktan sonra 121 °C’de,
1 atm. basing altinda 15 dk steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerlerinin kapaklar1

sikica kapatilarak kullanilacaklar1 zamana kadar +4 °C’de buzdolabinda bekletildi.

4.2 4. Test Mikroorganizmalarinin Hazirlanmasi

Antibakteriyel aktivite tayininde kullanilacak olan bakteri suglar1 Triptik Soy Broth
besiyerine asilanmigs ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen bakteriler Koyun Kanli Agar’a ¢izgi yontemi ile ekilerek taze kiiltiirler
hazirlanmigtir. Bakteri ekimi yapilan petriler 37 °C’de, 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bakteri yogunlugu 0.5 Mc Farland’a (10* CFU/ml)

ayarlanarak calisma icin hazir hale getirilmistir.
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4.2.5. Antibakteriyel Aktivite Tayini

4.2.5.1. Disk difiizyon metodu

Disk difiizyon yontemi (Kirby-Bauer yontemi) antibiyotiklere duyarliligin saptanmasi
amaciyla uygulanan kalitatif bir yontemdir. Bakteriyostatik etki gosterir [77]. Bu
yontemde farkli antimikrobik maddelerin bilinen belirli miktarlarim1 iceren diskler,

incelenecek mikroorganizmanin bulundugu besiyeri yiizeyine yerlestirilir.

Mikroorganizmanin iiremesi (maddeye direng) veya iirememesi (maddeye duyarlilik)
gozlenir. Inhibisyon zonunun boyutunu (capr) diskteki antimikrobiyal maddenin

konsantrasyonu ve difiizyon oram etkiler [52].

Tablo 4.1. Kirby — Bauer yonteminin standartlar1 [1]

Kullanilan besiyeri Mueller Hinton Agar
Besiyerinin petrideki kalinlig1 4 - 6 mm
Besiyerinin pH’1 72-74
Bakteri siispansiyonunun bulanikligi 0.5 Mc Farland
Bakteri siispansiyonunun miktar1 0.2 ml
Disklerin birbirine uzaklig 2-25cm
Disklerin petrinin kenarina uzaklig 1.5 cm
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4.2.5.2. Deneyin yapihsi

Elde edilen kabuk ekstraktlarina belirlenen oranlarda DMSO eklenerek istenilen
konsantrasyonlar (6400 pg/10ul, 3200 pg/10ul, 1600 pg/10ul, 800 ug/10ul, 400
pug/10ul) disklere emdirilmek iizere hazirlanmistir. Ticari olarak temin edilen 6 mm
capindaki, antibiyotik icermeyen bos steril disklere hazirlanan ekstraktlardan 10
ul/disk emdirilerek diskler bir gece kurumaya birakilmistir. Hazirlanmis olan bakteri
stispansiyonlarindan steril ekiivyon ¢ubuk ile Mueller Hinton Agar ve % 5 koyun
kanli Mueller Hinton Agar besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekstraktlarin emdirildigi
diskler steril pens yardimiyla, besiyerleri tizerine hafifce bastirilarak esit mesafede
yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak DMSO emdirilmis diskler kullanimistir.
Pozitif kontrol olarak ise Klindamisin (10 pg), Tetrasiklin (10 pg) ve Amoksisilin-
Klavulanik asit (30 pg) antibiyotik diskleri kullanilmistir. Hazirlanan petriler,
viridans streptokoklar icin anaerobik inkiibasyon kosullarinda (% 5-10 CO») ; diger
test mikroorganizmalar1 i¢in ise aerobik inkiibasyon kosullarinda 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda meydana gelen inhibisyon zon
caplarinin Ol¢iimil yapilmistir. Bu calisma her bakteri ve ekstrakt icin ii¢ paralelli

olarak ayr1 ayr1 denenmistir.

4.2.5.3. Zon caplarimn ol¢iilmesi

37 °C’de 24 saat inkiibatdrde bekleyen mikroorganizmalara karsi, bitki materyalinin
antibakteriyel aktivitesinin olup olmadigimin belirlenmesi icin disklerin etrafinda
olusan inhibisyon zon caplari (mm) olgiilmiistiir. U¢ paralelli yapilan deneylerde zon
caplarinin ortalamasi aliarak sonuclar kaydedilmistir. Disklerin etrafinda olusan zon
caplarina bakilarak bitki materyalinin, calismada kullanilan bakteriler {izerinde

antibakteriyel aktivitesinin olup olmadig1 belirlenmistir.



BOLUM 5. BULGULAR

5.1. Deneysel Sonuclar

Punica granatum Linn. bitkisinin meyve kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin
(etanol, aseton, metanol, etil asetat) Streptococcus mitis CNCTC 4/77, Streptococcus
salivarius CNCTC 64/59, Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella abony NCTC 6017, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 bakteri
suslarina karst in vitro ortamda antibakteriyel etkisinin arastirildigi bu calismada;
antibakteriyel aktivite tayininde disk diflizyon metodu kullanilmistir. Meyve kabuk
ekstraktlarimin meydana getirdigi en yiiksek inhibisyon zon ¢aplarimin (18-30 mm)
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi oldugu
gozlenmistir. Ekstraktlar, Salmonella abony, Escherichia coli, Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius bakterilerine karsi sinirli inhibitor etki (7-12 mm) gosterir
iken; Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis ve Salmonella
typhimurium bakterilerine karsi inhibitor etki gdstermemistir. Gozlemlenen etkilerin
¢oOziiciilerden kaynaklanip kaynaklanmadigini anlamak icin negatif kontrol olarak
Dimetil siilfoksit ¢oziiciisii bos disklere emdirilip kurutulmus ve higbirinde zon c¢api
gozlenmemistir. Bu da ekstratlarin antibakteriyel etkilerinin ¢oziiciilerden degil, bitki
Oziitinden kaynaklandigini gostermistir. Ayrica kullanilan bitki ekstraktlarinin
miktarlar1 arttikga olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplarinin biiylidiigii yani
antibakteriyel etkilerinin arttig1 gozlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
antibiyotik diskler farkli bakterilerde farkli zon ¢aplar1 olusturmustur. Sonuglar her

bakteri i¢in tablolar halinde verilmistir.
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5.2. Punica granatum L. bitKisinin Staphylococcus epidermidis lizerine etKisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarimin S. epidermidis bakterisine karsi antibakteriyel

etkisi incelenmistir.

Tablo 5.1. Punica granatum L. bitkisinin S. epidermidis iizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari
Ekstrakt ke conma | DA TE | AMC
cesitleri (10ug) | (10ug) | (30pug)
| 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400
:
Etanol = | 14|16 | 20| 24 | 30 0
>
<
Aseton = | 15|19 | 22 | 25 | 29 0
< 35 8 32
O
Metanol % 12 | 15 | 20 | 24 | 28 0
N
Etil asetat 0 10 15 19 24 0

Etanol ekstraktinin 400 pg’lik diski 14 mm, 800 pg’lik diski 16 mm, 1600 pg’hk
diski 20 mm, 3200 pg’lik diski 24 mm, 6400 pg’lik diski 30 mm inhibisyon zon c¢ap1
olusturmustur. Aseton ekstraktinin 400 pg’lik diski 15 mm, 800 pg’'lik diski 19 mm,
1600 pg’lik diski 22 mm, 3200 pg’lik diski 25 mm, 6400 pug’lik diski 29 mm
inhibisyon zon cap1 olusturmustur. Metanol ekstraktinin 400 ug’lik diski 12 mm, 800
pg’lik diski 15 mm, 1600 pg’lik diski 20 mm, 3200 pg’lik diski 24 mm, 6400 pg’lik
diski 28 mm inhibisyon zon c¢api olusturmustur. Etil asetat ekstraktinin 400 pg’lik
diskinde etki gozlenmezken 800 ug’lik diski 10 mm, 1600 pg’lik diski 15 mm, 3200
pg’lik diski 19 mm, 6400 pg’lik diski 24 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur.
Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO emdirilmis disklerde etki gdzlenmemistir.
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(a) (b)

(d)

(e) ®

Sekil 5.1. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Staphylococcus epidermidis iizerine etkisi:
a-b) Etanol ekstrakti, c-d) Aseton ekstrakti, e¢) Metanol ekstrakti, f) Etil asetat ekstrakti,
g-h-1) Antibiyotikler
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Sekil 5.1. (Devam)
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5.3. Punica granatum L. bitKisinin Staphylococcus aureus iizerine etkKisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarinin S. aureus bakterisi iizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.2. Punica granatum L. bitkisinin S. aureus iizerine etkisi

Ekstrakt Ekstrakt miktarlar (ug) DA | TE | AMC
o Kontrol
gesitleri | 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10pg) | (10ug) | (30ug)
g
Etanol E | 4|16 |17]2 | 22 0
Aseton % 9 15 20 22 24 0
= 31 19 30
Metanol lZ)” 12 | 15 | 17 | 18 | 20 0
<
Etil asetat 0 0 9 15 18 0

Etanol ekstraktinin 400 pg’lik diski 14 mm, 800 pg’lik diski 16 mm, 1600 pg’hik
diski 17 mm, 3200 pg’lik diski 20 mm, 6400 pg’lik diski 22 mm inhibisyon zon c¢ap1
olusturmustur. Aseton ekstraktimin 400 pg’lik diski 9 mm, 800 pg’lik diski 15 mm,
1600 pg’lik diski 20 mm, 3200 pg’lik diski 22 mm, 6400 pug’lhik diski 24 mm
inhibisyon zon cap1 olusturmustur. Metanol ekstraktinin 400 pug’lik diski 12 mm, 800
pg’lik diski 15 mm, 1600 pg’lik diski 17 mm, 3200 pg’lik diski 18 mm, 6400 pg’lik
diski 20 mm inhibisyon zon cap1 olusturmustur. Etil asetat ekstraktinin 400 pg’lik ve
800 pg’'lik diskinde inhibitor etki gdzlenmezken 1600 pg’lik diskinde 9 mm, 3200
pg’lik diskinde 15 mm, 6400 pg'hk diskinde 18 mm inhibisyon zon c¢ap1
gozlenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO emdirilmis disklerde etki

gozlenmemistir.
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(a) (b)

(d)

() ®

Sekil 5.2. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Staphylococcus aureus tizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, c-d) Aseton ekstrakti, ) Metanol ekstrakti, f) Etil asetat ekstrakti, g-h-1) Antibiyotikler
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Sekil 5.2. (Devam)
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5.4. Punica granatum L. bitkisinin Streptococcus mitis iizerine etkisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarinin S. mitis bakterisi iizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.3. Punica granatum L. bitkisinin S. mitis tizerine etkisi

Ekstrakt miktarlar (ug)

Ekstrakt DA TE AMC

. Kontrol

cesitleri (10ug) | (10ug) | (30ug)
2 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400
£

Etanol 5 0 0 7 9 12 0
—

Aseton [a» 0 0 0 0 10 0
< 34 31 42
O

Metanol Z|lo|o]o]| 8|10 0
N

Etil asetat 0 0 0 0 0 0

Etanol ekstraktinin 400 upg’lik ve 800 pg’lik disklerinin inhibisyon zonu
olusturmadigi; 1600 pg’lik diskinde 7 mm, 3200 pg’lik diskinde 9 mm, 6400 pg’lik
diskinde 12 mm inhibisyon zon ¢ap1 gozlenmistir. Aseton ekstraktinin 6400 pg’hik
diskinde 10 mm inhibisyon zon ¢ap1 gbzlenmistir. Metanol ekstraktinin 3200 pg’hik
diskinde 8 mm, 6400 pg’lik diskinde 10 mm inhibisyon zon cap1 gozlenmistir. Etil
asetat ekstraktinda antibakteriyel etki gozlenmemistir. Negatif kontrol olarak

kullanilan DMSO emdirilmig disklerde inhibitor etki gdzlenmemistir.
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Kontrol

Amoks-klavunat
Tetrasiklin

o
L

Kontrol

\

N\

Klindamisin

®

Sekil 5.3. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus mitis iizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti c) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler



5.5. Punica granatum L. bitKisinin Streptococcus salivarius iizerine etkisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarinin S. salivarius iizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.4. Punica granatum L. bitkisinin S. salivarius iizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari

Ekstrakt ke comro| DA | TE | AMC
cesitleri (10pg) | (10ng) | (30ug)

= 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400

£ 0
Etanol 5 0 0 0 0 8
Aseton i 0 0 0 7 9 0

3 40 28 45
Metanol % 0 0 0 0 0 0

N
Etil asetat olo| ol o] o 0

Etanol ekstraktinin 6400 pg’lik diski 8 mm inhibisyon zon c¢api olusturmustur.
Aseton ekstraktinin 3200 pg’lik diskinin 7 mm, 6400 pg’lik diskinin 9 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu gézlenmistir. Metanol ve etil asetat ekstraktlarinda

antibakteriyel etki gozlenmemistir. Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO

emdirilmig disklerde inhibitor etki gozlenmemistir.
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Kontrol

(b)

Kontrol

& ) 3200 pg

6400 pg

Amoks-klavunat Tetrasiklin

o

Klindamisin

Sekil 5.4. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus salivarius tizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, ¢) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler



5.6. Punica granatum L. bitKkisinin Streptococcus mutans iizerine etkisi
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Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,

metanol ve etil asetat ekstraktlarimin S. mutans iizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.5. Punica granatum L. bitkisinin S. mutans tizerine etkisi

Ekstrakt
cesitleri

Ekstrakt miktarlar (ug)

Etanol

Aseton

Metanol

Etil asetat

ZON CAPLARI (mm)

coreor| DA | TE | AMC

10 10 30

400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10ng) | (10ug) | (0ng)
ol ol ol o] o 0
olol ol o] o 0

48 26 5
ol ol ol o] o 0
olol ol o] o 0

S. mutans bakterisine kars1 ekstraktlar antibakteriyel etki gosterememistir. Negatif

kontrollerde etki gbzlenmemistir.
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-

¥ Kontrol

(b)

Kontrol \
" Kontrol
L) 3200 pg

6400 pg

(d)

Kontrol | | Kontrol

. 3200 ug : .

6400 pg 6400 g

(e) ®

Sekil 5.5. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus mutans iizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, ¢) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, g-h-1) Antibiyotikler
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Sekil 5.5. (Devam)
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5.7. Punica granatum L. bitKisinin Escherichia coli iizerine etKisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,

metanol ve etil asetat ekstraktlarinin E. coli izerine antibakteriyel etkisi incelenmistir.

Tablo 5.6. Punica granatum L. bitkisinin E. coli iizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari
Ekstrakt (1g) Komo | PA TE | AMC
gesitleri = 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10ug) | (10ug) | (0ug)
E
Etanol % 0 0 0 8 10 0
—
Aseton A 0 0 0 0 0 0
< 7 17 24
Cr
Metanol % 0 0 0 0 0 0
Etil N
asetat 0 0 0 0 0 0

Etanol ekstraktinin 3200 pg’lik diski 8 mm, 6400 pg’lik diski 10 mm inhibisyon zon
cap1 olusturmustur. Aseton, metanol ve etil asetat ekstraktlarinda antibakteriyel etki

gozlenmemistir. Negatif kontrollerde etki gozlenmemistir.
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(a) (b)

®

Sekil 5.6. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Escherichia coli iizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, ¢) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler
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5.8. Punica granatum L. bitKisinin Salmonella abony iizerine etKisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,

metanol ve etil asetat ekstraktlarinin S. abony tizerine etkisi incelenmistir.

Tablo 5.7. Punica granatum L. bitkisinin S. abony tizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari
Ekstrakt (ug) conro) | DA TE | AMC
gesitleri = | 400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10ug) | (10ug) | (30ug)
E
Etanol 5 0 0 0 8 10 0
—
Aseton A 0 0 0 7 8 0
< 7 17 30
O
Metanol Zlo|lo|o|lo]o 0
N
Etil asetat 0 0 0 0 0 0

Etanol ekstraktinin 3200 pg’lik diski 8 mm, 6400 pg’lik diski 10 mm inhibisyon zon
cap1 olusturmustur. Aseton ekstraktinin 3200 pg’lik diski 7 mm, 6400 pg’lik diski 8
mm inhibisyon zon capi olusturmustur. Metanol ve etil asetat ekstraktlarinda

antibakteriyel etki gozlenmemistir. Negatif kontrollerde etki gbzlenmemistir.
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(a) (b)

(© (d)

®

Sekil 5.7. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Salmonella abony tizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, c) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler
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5.9. Punica granatum L. bitKisinin Salmonella typhimurium tizerine etkisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarimin S. typhimurium iizerine antibakteriyel etkisi
incelenmistir.

Tablo 5.8. Punica granatum L. bitkisinin S. typhimurium tizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari

Ekstrakt (1e) komro| PA | TE | AMC
esitleri 10 10 30
§es = [400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10ug) | (10ng) | B0ug)

g
Etanol 5 0 0 0 0 0 0

—
Aseton % 0 0 0 0 0 0

< 0 0 29
Metanol % 0 0 0 0 0 0

N
Etil asetat 0 0 0 0 0 0

Ekstraktlar S. typhimurium bakterisine kars1 antibakteriyel etki gosterememistir.

Negatif kontrollerde etki gbzlenmemistir.
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(a) (b)

(© (d)

®

Sekil 5.8. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Salmonella typhimurium izerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, ¢) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler



5.10. Punica granatum L. bitKisinin Bacillus subtilis iizerine etkisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan elde edilen etanol, aseton,

metanol ve etil asetat ekstraktlarimin B. subtilis lizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.9. Punica granatum L. bitkisinin B. subtilis lizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari
Ekstrakt 1e) comro | DA | TE | AMC
esitleri 1 1
ees = [400 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 (10ug) | (10ug) | BOug)
El ool o] o] o
Etanol 5 0
—
Aseton % 0 0 0 0 0 0
S| 10 8 38
Metanol % 0 0 0 0 0
N
Etil asetat 0 0 0 0 S 0

Etanol, aseton ve metanol ekstraktlarinda antibakteriyel etki gozlenmemistir. Etil

asetat ekstraktinin 6400 pg’lik diski 9 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur. Negatif

kontrollerde etki gbzlenmemistir.
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(a) (b)

(© (d)

Sekil 5.9. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Bacillus subtilis iizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, ¢) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler
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5.11. Punica granatum L. bitkisinin Enterococcus faecalis iizerine etkisi

Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan etanol, aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlarinin E. faecalis iizerine antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.10. Punica granatum L. bitkisinin E. faecalis tizerine etkisi

Ekstrakt miktarlari
Ekstrakt (1g) Kontrol DA TE AMC
o
gestient = |#00 | 800 | 1600 3200 | 6400 (10ug) | (10ug) | (30ug)
Elolo]lol o] o
Etanol — 0
=
Slololololo
Aseton % 0
< 14 8 24
Metanol % 0 0 0 0 0 0
N
Etil asetat 0 0 0 0 0 0

E. faecalis bakterisine kars1 ekstraktlarda antibakteriyel etki gozlenmemistir. Negatif

kontrollerde etki gbzlenmemistir.
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(a) (b)

(d)

(e)

Sekil 5.10. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Enterococcus faecalis iizerine etkisi: a-b) Etanol
ekstrakti, c) Aseton ekstrakti, d) Metanol ekstrakti, e) Etil asetat ekstrakti, f) Antibiyotikler



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Bu calismada, iilkemizde dogal olarak yetisen, Punicaceae familyasina ait Punica
granatum L. bitkisinin, meyve kabuklarindan cesitli cozgenlerle hazirlanan
ekstraktlarin, yedi tanesi gram (+), ii¢ tanesi gram (-) olmak {izere toplam on adet

bakteri susuna kars1 antibakteriyel etkileri belirlenmistir.

Ekstraktlarin gosterdigi en yiiksek antibakteriyel etkinin S. aureus ve S. epidermidis
bakterilerine karsi oldugu gozlenmistir. Ekstraktlar; S. abony, E. coli, S. mitis ve S.
salivarius bakterilerine kars1 simirl inhibitor etki gosterir iken S. mutans, B. subtilis,
E. faecalis ve S. typhimurium bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gostermemistir.
Elde edilen bulgular gbz oniine alindiginda; meyve kabuk ekstraktlarinin gram pozitif

bakteriler iizerinde gram negatif bakterilere kiyasla daha etkili oldugu gdzlenmistir.

Literatiir ¢alismalarinda; Punica granatum L. bitkisinin ¢esitli kisimlarimin (yaprak,
meyve kabugu, zar,) farkli bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkileri denenmis,

viridans streptokoklara kars1 antibakteriyel etkileri incelenmemistir.

Dagc1 ve Digrak, bazi meyve ekstraktlarinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda; Punica granatum L. ‘Nar’, Citrus paradisi Mc. Fad.
‘greyfurt’, Cydonia oblonga Miller ‘ayva’, Musa sapientum L. ‘muz’ meyve sular1 ile
kabuk ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisini cesitli bakteri ve mantarlara karsi
incelemislerdir. Punica granatum L. aseton, etil alkol ve sulu ekstraktlarinin test
edilen mikroorganizmalarina kars1 12-34 mm inhibsyon zonu ile en etkili bitki oldugu
tespit edilmistir. P. granatum L. etil alkol, aseton ve sulu ekstraktlarinin E. coli’ye
kargt sirasiyla 12, 14, 0 mm, E. faecalis’e kars1 20, 19, 15 mm ve S. aureus’a karsi

17, 16, 24 mm inhibisyon zonu meydana getirdigi belirlenmistir [42].
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Taze nar meyve kabuklarinin antibakteriyel etkisinin incelendigi bir bagka ¢aligmada,
hidrolize tanen grubundan olan ellagitanen punicalagin’i elde etmek igin
kromatografik teknikler ile etil asetat ekstrakti fraksiyonlarina ayrilmistir. Metisiline
direngli Staphylococcus aureus bakterisine karsi punicalagin maddesinin inhibitor
etkisini belirten zon ¢ap1 20 mm olarak bulunmustur. Calisma sonucunda punicalagin
maddesinin, narin antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu madde oldugu ileri

siiriilmiistiir [32].

Nar meyve kabugunun yapisindaki fenolik bilesiklerin antibakteriyel etkilerinin
aragtirilmas1 amaci ile yapilan bir baska calismada, %13 ellagic asit iceren
standardize nar kabugu ekstrakti (SPRE) elde edilmistir. Standardize nar kabugu
ekstraktinin, gram pozitif bakterilerden S. aureus’a kars1 15.2 mm ve S. epidermidis’e
kars1 19.1 mm inhisyon zon ¢ap1 olustururken, gram negatif bakterilerden E. coli ve
S. typhimurium bakterilerine kars1 inhibitor etki gostermedigi saptanmistir [41]. Bu
caligmanin sonuglar1 ile bizim calismamizin sonuglar1 paralellik gostermistir.
Calismamizda S. aureus’a karst 15-24 mm ve S. epidermidis’e karst 19-30 mm
inhibisyon zon cap1 gozlenirken, S. fyphimurium bakterisine karsi inhibitor etki

gozlenmemistir.

Gida kaynakli bakterilere karsi, aralarinda Punica granatum L. bitkisinin de
bulundugu 46 baharat ve tibbi bitkiden hazirlanan metanol ekstraktlarinin
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Shan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada
Punica granatum bitkisinin S. aureus (32.3 mm) ve E. coli (14.5 mm) bakterilerine
kars1 gii¢lii inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir. Calismada, kullanmlan diger bitkiler
arasinda Punica granatum bitkisinin en yliksek toplam fenolik bilesik icerigine (22.6
gr gallik asit / 100 gr kuru agirlik) sahip oldugu belirlenmis ve antibakteriyel aktivite

ile fenolik bilesik icerigi arasinda bir iligkinin oldugu ileri stiriilmiistiir [35].

Punica granatum L. bitkisinin kurutulmus yapraklarinin ve meyve kabuklarinin
antibakteriyel etkisinin belirlendigi bir ¢calismada; hekzan, etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarimin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae bakterilerine karsi
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antibakteriyel etkileri incelenmistir. Meyve kabugu metanol ve etil asetat
ekstraktlariin S. aureus’a karst 27-30 mm, B. subtilis’e karst 28-32 mm, S.
typhimurium’a karst 27-30 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir. E. coli’ye
kars1 metanol ekstraktinda inhibisiyon zonu gozlenmemis; etil asetat ekstraktinda 30
mm’lik inhibisyon zonu gdzlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari ile bizim ¢alismamizin
sonuclar1 bazi bakteriler i¢in paralellik goOsterirken bazilar1 icin paralellik
gostermemigtir. Calismamizda etil asetat ve metanol ekstraktlar1 S. aureus’a karsi
sirastyla 18, 20 mm inhibisyon zonu olusturmus; fakat S. typhimurium, E. coli ve B.

subtilis bakterilerine karsi inhibitor etki gbzlenmemistir [43].

Calismamizda, Punica granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan
ekstraktlarin, ozellikle cilt florast ve burun mukozasinda bulunan Staphylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterilerine kars1 giiclii antibakteriyel etki
gosterdigi  gozlenmistir. Ayrica agiz ve bogaz florasinda bulunan viridans
streptokoklardan Streptococcus mitis bakterisine kargi bitkinin antibakteriyel etkisinin
oldugu ilk kez bu ¢alismada belirlenmistir. Ilerideki calismalarda, Punica granatum
L. ham bitki ekstraktimin etken madde gruplar1 elde edilerek farkli bakteriler

izerindeki antibakteriyel etkisi arastirilabilir.

Sentetik yapilt maddelerin saglik iizerine olan yan etkilerinden dolay1 insanlarin dogal
antimikrobiyal maddelere ilgisinin her gegen giin arttig1 ve bu nedenle son yillarda
bitkilerin tibbi amacghh  kullanimlarina  yonelik caligmalarin  yogunlastigi
diisiiniildiigiinde; Punica granatum L. bitkisinin, yeni sentezlenecek kemoterapdotikler

icin kaynak olabilecegi kanaatindeyiz.
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EKLER

Ek. A.1. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Staphylococcus epidermidis bakterisine karsi
olusturduklar1 zon ¢ap: verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.2. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Staphylococcus aureus bakterisine karsi
olusturduklar1 zon ¢ap1 verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.3. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus mitis bakterisine karsi olusturduklari
zon ¢api verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.4. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus salivarius bakterisine karst
olusturduklar1 zon ¢ap1 verilerinin grafiksel gdsterimi
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Ek AS.

Inhibisvon zon capi (mm)

zon ¢api verilerinin grafiksel gosterimi
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Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Streptococcus mutans bakterisine karst olusturduklari
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Ek A.6. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Escherichia coli bakterisine karsi olusturduklari zon
capt verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.7. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Salmonella abony bakterisine karsi olusturduklari
zon ¢api verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.8. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Salmonella typhimurium bakterisine karsi
olusturduklar1 zon ¢ap1 verilerinin grafiksel gosterimi

30 +
25 -
= 6400 pg
m3200 pg
’g 20 -
21600 pg
)
8 2800 pg
g
15 -
§ 400 pg
Z
E m Kontrol
=
10 =DA
= AMC
5 - uTE
0 = r r r .

Etanol Aseton Metanol Etil asetat Antibiyotik



Ek A.9.

inhibisyon zon cap1 (mm)
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Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Bacillus subtilis bakterisine karsi olusturduklar:

zon ¢api verilerinin grafiksel gosterimi
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Ek A.10. Punica granatum L. bitki ekstraktlarinin Enterococcus faecalis bakterisine karsi
olusturduklar1 zon ¢ap: verilerinin grafiksel gosterimi
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