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OZET

Anabhtar kelimeler: Paeonia, Salix, disk difiizyon metodu, antibakteriyel aktivite

Bu c¢alismada Paeonia peregrina L., bitkisinin yaprak, dal ve kok, Salix alba L.,
Salix babylonica L. bitkilerinin yaprak ve gen¢ dallarin kabuk kisimlarinin etanol,
metanol, aseton, hekzan, distile su, kloroform ve etil asetat ¢oziileri kullanilarak
hazirlanan ekstraktlarin Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterecoccus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphlococcus epidermidis ATCC 12228 ve Salmonella typhimurium ATCC 14028
suslart tizerindeki antibakteriyel etkileri disk diflizyon yontemi kullanilarak
incelenmistir.

Paeonia peregrina L. yaprak ekstraktlarinin S. aureus bakterileri lizerinde yiiksek
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmis ve test bakterileri iizerinde genis
spektrumlu antibakteriyel etki tespit edilmistir. Salix alba L. ekstraklarinin S.
epidermidis ve E. coli bakterileri lizerinde orta seviyede antibakteriyel aktivite
belirlenmistir. Salix babylonica L. ekstraktlariin sinirl antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir.



INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
PAEONIA PEREGRINA L., SALIX ALBA L. VE SALIX
BABYLONICA L. PLANTS

SUMMARY

Keywords: Paeonia, Salix, Disc diffusion method, Antibacterial activity

In this study the antibacterial effects on Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922, Enterecoccus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Staphlococcus epidermidis ATCC 12228 and Salmonella typhimurium
ATCC 14028 strains were investigated by using the extracts prepared from the
leaves, branches and roots of the Paeonia peregrina L. plant, leaves and shell of
young branches of Salix alba L., Salix babylonica L. plants and ethanol, methanol,
acetone, hexane, distilled water, chloroform, ethyl acetate extracts. It was
investigated by using disc diffusion method.

Paeonia peregrina L. leaf extracts showed high antibacterial activity on S. aureus
bacteria and a broad spectrum antibacterial effect on test bacteria was detected.
Antibacterial activity of Salix alba L. extracts were determined on S. epidermidis and
E. coli bacteria. Salix babylonica L. extracts showed limited antibacterial effect.



BOLUM 1. GIRIS

Yeryiiziinde yaklasik 250.000 ile 500.000 arasinda bitki tiirii bulunmaktadir.
Bunlarin kii¢iik bir yiizdesi (% 1 ila% 10) hem insanlar hem de diger hayvan tiirleri
tarafindan gida olarak kullanilmaktadir. Tibbi amaglarla kullanilan bitki tiirleri de
dahil edildiginde bu sayinin daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (Cowan, 1999).
Ulkemiz sahip oldugu bitki ¢esitliligi ve cografik ozellikleri ile ¢evresinde yer alan
bir¢ok iilkeden farklidir. Tiirkiye’de yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisi, Avrupa
Kitasiin tiimiinde yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisina yakindir. Her yil yeni
bulgularin eklendigi Tirkiye florasindaki bitki taksonu sayis1 (tiir, alt tiir ve varyete
diizeyinde) 12.000 civarindadir. Bunlarin yaklasik 3649°u (3/1’lik orani) endemik
taksonlardan olusmaktadir (Ozyavuz, 2011).

Ulkemizin;

1. Avrupa-Sibirya flora bolgesi, Akdeniz flora bélgesi ve iran-Turan flora
bolgesi olmak iizere li¢ flora bdlgesinin ortaya ¢iktigi bir alanda bulunmasi,

2. Giliney Avrupa ile Glineybat1 Asya floralar1 arasinda kprii olmasi,

3. Pek ¢ok cins ve seksiyonun orjin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu,

4. Ekolojik ve fitocografik farklilasma ile ilgili olarak tiir endemizminin yiiksek

olusu,

bitkisel zenginligi olusturmaktadir (Avci, 1993; Toroglu ve Cenet, 2006).

Bitkilerin tedavide kullanilmalari ¢ok eski caglara kadar uzanir. Tiim diinyada
oldugu gibi Tiirkiye’de de cesitli bitkiler yillardan beri halk arasinda cay, baharat ve
tedavi amagli olarak kullanilmaktadir (Kirbag ve Zengin, 2005; Toroglu ve Cenet,
2006). Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)niin hazirladig1 bir arastirmaya gore tedavi
amagcli kullanilan tibbi bitkilerin say1s1 20.000 civarindadir (Ilgim ve ark., 1998).



T1ibbi ve aromatik bitkiler; saglig1 siirdiirmek, hastaliklar1 6nlemek veya hastaliklar
tyilestirmek i¢in ilag olarak kullanilan bitkilerdir. Tibbi bitkiler; ilag, gida, kozmetik,
viicut bakimi, tiitsii veya dini torenler gibi alanlarda; aromatik bitkiler ise gilizel koku
ve tat vermeleri i¢in bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Kiziloglu ve ark., 2017).
Gelismis iilkelerde bitkisel ilaglarin kullanildig1 geleneksel tip yontemleri giderek
yayginlagsmaktadir (Kogtiirk ve ark., 2009).

Glinlimiizde bitkiler ve bitkisel ilagc hammaddeleri, regete ile satilan ilaglarin %25’ini
olusturmaktadir (Kirbag ve Zengin, 2005). Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan
elde edilen aktif maddeler iizerindeki ¢alismalar ve bu dogal iiriinlere kars1 olan ilgi;
ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmaya baslamasi, bitkisel droglarin birkag¢ etkiye
sahip olmalar1, kolay ve ucuz tedavi imkani elde etme istegi gibi baslica sebeplerden

dolay1 artmustir.

Bu amagla bir¢cok bitki mikrobiyolojik ve farmakolojik a¢idan ¢ok yonli
arastirtlmaktadir. Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicti ve insan sagligi i¢in 6nemli
ozellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaya baglanmistir (Aydin,

2012).

Pyrenacanthia staudtii (Icacinaceae) (PSE) yapraklarinin sulu ekstresinin anti-
enflamatuar aktivitesi incelenen bir ¢alismada anti-enflamatuar etkisinin oldugu ve
farmakolojik acidan giivenli bir ajan olarak, iltihabi hastalik tedavisi, kontrolii veya

yonetiminde dogal bir ilag olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Awe ve ark., 2010).

Dubey ve Sao (2018)’nun yapmis olduklari ¢calismada Aloe barbedensis ve Curcuma
angustifolia'nin sulu ekstraktlarinin, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aruginosa ve Candida albicans’a kars1 antibakteriyel ve antifungal
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bauhinia kockiana ¢igeginin metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA)’un iki bakteri susuna
kars1 antibakteriyel etkisi oldugu bildirildi (Chew ve ark., 2018).



Kiikiirt iceren bilesikler agisindan  zengin  Petiveria  alliacea,  diigik
konsantrasyonlarda bakterilere kars1 genis spektrumlu antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu, ayrica P. alliacea kanser hiicresine kars1t hiicresel
zedelenme mekanizmasi ile in vitro olarak sitotoksisite ve antiproliferatif aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Silva ve ark., 2018).

Phalanisong ve ark. (2018) Caesalpinia sappan 6ziinlin gastro-intestinal sistemde alt1
patojenik bakteriye karsi giiclii antioksidan ve antibakteriyel aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

Tropikal meyvelerden elde edilen ekstraktlarinin biyolojik aktivitelerinin arastirildigi
bir calismada Mangifera pajang meyve ¢ekirdeginin biyoaktivitesinin mantarlara
kars1 daha secici oldugunu ve bu nedenle potansiyel olarak yeni antifungal ajanlarin

kaynagi olabilecegi vurgulanmigtir (Ong ve ark., 2018).

Bu ¢alismada Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Paeonia peregrina, Salix alba ve Salix

babylonica tiirlerinin antibakteriyel aktivitesinin arastirilmasi amag¢lanmustir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkisel Sekonder Metabolitler

Bitkiler insanoglunun hayatini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan organik bilesiklerin
(karbonhidrat, yag ve protein) yani primer metabolitlerin ana kaynagini olusturur.
Ayrica; basta ilag sanayi olmak iizere, kimya, gida, tekstil, kozmetik ve tarimsal
miicadele sektorlerinde ekonomik acidan 6nemli sekonder metabolitler bitkilerden

elde edilir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Sekonder metabolit kavrami ilk defa Kossel (1891) tarafindan primer metabolitlerin
karsit1 olarak tanimlanmistir. Sekonder metabolitler bitkiler tarafindan iiretilen ve
bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iliskisi olmayan fakat primer
metabolitler kadar 6nemli maddelerdir. Bitkiler yaklasik 100.000 ¢esit sekonder
bilesik tiretirler (Theis ve Lerdau 2003; Graham ve ark., 2004).

Sekonder metabolitler; bitkide savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini
sirdirme gibi ¢evresel kosullara uyum faaliyetleri sirasinda iiretilmektedir.
Genellikle diisik miktarda {tretilerek bitkinin gelisim siiresince belirli gorevleri
yerine getirirler. Sekonder metabolitler bitki yasaminin farkli evrelerinde cesitli bitki
kisimlarinda farkli miktarlarda sentezlenmektedirler (Karaman, 2011). Bitkisel

sekonder metabolitler birka¢ grup altinda toplanabilir (Segneanu ve ark., 2017).



Tablo 2.1. Bitkisel sekonder metabolitler (Segneanu ve ark. 2017).

Bitkisel Sekonder Metobolitler

Terpenler

Fenolik
Asitler

2.1.1. Terpenler

Taninler

Alkaloidler| | Flavonoidler Saponinler

Terpenler olarak da isimlendirilen terpenoidler, tiim bitkilerde bulunur ve 22.000’in

tizerindeki yapisi aydinlatilmis terpenoid bilesikler sekonder metabolitlerin en genis

sinifin1 olustururlar. Terpenler yaygin olarak igerdikleri izopren birimlerinin sayisina

gore siniflandirilirlar (Evert ve Eichhorn, 2016).

Tablo 2.2. Terpenlerin smiflandirtimasi (Segneanu ve ark., 2017).

Terpenler Ornekler

Hemiterpen Prenol, izovalerik asit
Monoterpen Limonel, mentol
Seskiterpen Absisik asit, farnesol
Diterpen Gibberellin, kasben
Sesterpen Farnesol, nerolidol
Triterpen [B-sitosterol, provitamin A
Tetraterpen B-karoten

Politerpen Vitamin E

Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevler koku, tat ve terapik ozellikteki

maddeler ucucu yag olarak isimlendirilir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar

milyarlarca dolarlik bir endiistri olan parfiimde, kozmetiklerde ve aromaterapide

kullanilir ( Mammadov, 2014).



2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, C¢ — C, aras1 karbohidrogenlerin olusturmus olduklari bilesiklerdir
(Mammadov, 2014). Fenolik asitler; kimyasal olarak, benzoik ve sinnamik asitlerin
hidroksilenmis tiirevleridir (Tuncel ve Yilmaz, 2010). Bitkilerin yapisinda yaygin
sekilde bulunmaktadirlar. Benzoik asit; meyvelerde (kizilcik), tohumlarda, bitkilerin
koklerinde; ayni zamanda birgok dogal recine, sakiz ve balsamlarda bulunur.
Benzoik asit, protokatesik asit, salisilik asit, gallik asit yaygin olarak bilinen fenolik

asitlerdendir (Mammadov, 2014).

COOH

HO OH
OH

Sekil 2.1. Gallik asit (Balasundram ve ark., 2006).

2.1.3. Tanninler

Genel olarak polimerik fenolik madde iceren bilesiklere tanninler denir. Bitkilerin
hemen hemen her kisminda olusur. Tanninler genel olarak; -ellagitanenler,
gallotanenler, kompleks tanenler ve kondanse tanenler olmak {izere dort temel gruba

ayrilirlar (Ozacar ve Sengil, 1998; Ergezer ve Cam, 2008).

Tadi burucu olan tanninler, demir ¢ozeltileri ile renk degistirirler ve proteinler,
minareller, nisasta, sindirim enzimleriyle kompleks olusturarak gidalarin besleyici

degerinde azalmaya neden olmaktadir (Ergezer ve Cam, 2008).



2.1.4. Alkoloidler

Heterosiklik azot bilesikleri alkoloid olarak isimlendirilir. Bu maddelerin 6nemli
ozellikleri kompleks yapili, bitki kokenli maddeler olmalar1 ve giiclii farmakolojik
ozellik gostermeleridir. Glinlimiizde 12.000 kadar alkaloid bilinmektedir. 1806’da
yapisi aydinlatilan ilk alkoloid hashastaki morfin olmustur. Morfin giiniimiizde tipta
agn kesici ve oOksiiriik kesici ilag olarak kullanilmaktadir; fakat bu ilacin yiiksek
dozda kullanim1 bagimliliga neden olabilir (Mammadov, 2014; Evert ve Eichhorn,

2016).

Tablo 2.3. Alkoloid ¢esitleri (Mammadov 2014).

Alkoloid grubu Alkoloidin ana c¢ekirdegi
Non- heterosiklik alkoloidler Efedrin

Heterosiklik alkoloidler Nikotin, piperin,kokain, kinin,

morfin, kafein, atropin

Psodo alkoloidler Solanidin

2.1.5. Flavonoidler

Flavonidler, polifenolik bilesikler olup ¢ok sayida meyve ve sebzede bulunabilir.
Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince sar1 anlamina gelen ‘flavus’ sozciiglinden
tiiretilerek flavonoid adin1 almistir. Bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Yasamsal gereksinimleri i¢in kullandiklar1 karbonhidratlar, aminoasitler

gibi birincil metabolitlerden tiirerler.

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, antimikrobiyal, fotoreseptor, gorsel ¢ekici ve 151k
perdeleyici olarak davranirlar. Flavonoidlerin, serbest radikal olusumunu azaltma ve
soniimlendirme yetenegi, bunlarin antioksidan islevini 6nemli kilmaktadir (Beker,

2011; Mammadov, 2014).



Tablo 2.4. Tirevlerine gore flavonoidler (Beker, 2011).

Flavonoidler Cekirdekleri
Flavonol Kuersetin
Flavanon Naringenin
Flavanol(Flavan) Katesin
Flavon Apigenin
izoflavon Genistein
Antosiyanidin Siyanidin

2.1.6. Saponinler

Saponin ismi ‘sapo’ kelimesinden tiiretilmis olup Latince sabun anlamina
gelmektedir. Saponinler; genellikle triterpenoid veya steroid lipofilik bir ¢ekirdek ile
bir veya daha fazla sayida karbonhidrat yan zincirine sahip glikozitlerdir. Sulu
cozeltileri ¢alkalandiginda kalici kopiik veren, alyuvarlart hemoliz eden sekonder

metabolitlerdir (Kiigiikkurt ve Fidan, 2008).

Saponinler, Triterpenik saponinler ve Steroidal saponinler olmak iizere iki gruba
ayrilir. Steroidal yapidaki saponinler tibbi bitkilerde, tritepenik saponinler ise kiiltiir
bitkilerinde daha ¢ogunluktadir. Asya’da yayilis gdstermekte olan bitki tiirlerinin %
76’s1 saponin igermektedir. Bir¢ok bitki tiirii iireme, gelisme ve biiyiime amaci ile
saponin sentezler. Saponinlerin kuvvetli antimikrobiyal aktiviteleri oldugundan,
bitkileri toprakalti mikroorganizmalarin saldirilarina karsi korumaktadir. Saponinler
bitkileri olas1 insektisit saldirilarina, sicak ve soguga karsi muhafaza eder

(Mammadov, 2014).



Tablo 2.5. Dogal bilesiklerin ana gruplarinin biyolojik aktivitesi (Segneanu ve ark., 2017).

Bilesik tiirleri
Terpenoid

Fenolik asitler

Alkoloidler

Flavonoidler

Saponinler

Tanninler

Farmakolojik etkileri

Antimikrobiyal,  antiviral, antihelmit, antibakteriyel,  antikanser,
antiinflamatuvar

Antikansorejen, antimutagenik, antiinflamatuvar ve anti-allerji
Antispazmolitik, antimalaryal, analjezik, diiiretik, lokal anestezik,
antihipertansif, antiastim, bakterisidal

Antioksidan aktivite, kardiovaskular koruyucu, antiinflamatuar, karaciger
koruyucu, antiviral, antibakteriyal

Antitimor, antiviral, antifungal, antiinflamatuar, immunostimulan,
antihipoglisemik, antihepatotoksik ve karaciger koruyucu, antikoagulant,
sinir koruyucu, antiokidan

Antioksidan, antikanserojen, diiiretik, hemostatik, antimutajenik,

Antiseptik
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2.2. Paeoniaceae

Paeoniaceae familya liyeleri Kuzey Yarim Kiire’de genis bir alana yayilmistir. Fas,
Ispanya, Avrupa ve Akdeniz'in daglik bélgeleri; Kafkas daglar1 vasitasiyla Orta
Asya, Cin ve Japonya ve Amerika Birlesik Devlet’lerine kadar dagilis gosterir

(Fulton ve ark., 2001).

Paeoniaceae familyasi ¢ok yillik otsu ya da c¢ali formunda yapraklar: alternat, bilesik,
stipulasiz, cigekleri genellikle tek olup serbest olarak bulunmaktadir. Familyanin 1

cins ve 35 tiirti mevcuttur (He ve ark., 2013).

Tablo 2.6. Paeonia cinsinin sistematigi

Alem Plante
Sube Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida

Takim Dilleniales
Aile Paeoniaceae
Cins Paeonia

2.2.1. Paeonia L. Cinsi

Paeonia L. (Sakayik) tiirleri ¢cok yillik otsu veya odunsu bitkilerdir. Yapraklar
biternat veya daha da boliinmiistiir. Cicekler 7-14 cm capinda, petaller serbest
kirmizi veya beyazdir. Stamenler c¢ok sayida ve sarmal dizilisli, ovaryum iist
durumludur. Meyve her biri birkag tohum igeren 2-8 folikiilden olusur (Akman ve
ark., 2007; Koyuncuoglu, 2008). Tiirkiye’de yetisen Paeonia cinsi 12 taksondur
(Unlii, 2010).
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Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Paeonia tiirleri (Unlii, 2010):
P. mascula ( L.)Miller

P. daurica

P. arietina

P. kayae

P. tenuifolia L.

P. peregrina Miller

P. kesrouanensis

P. turcica

P. wittmanniana

2.2.1.1. Paeonia peregrina

Trakya'nin kuzeyi ve Karadeniz Bolgesi’nde 1000-1200 m yiiksekliklerde taslik,
kayalik yamaglarda ve orman altlarinda yetisen ¢ok yillik bir bitkidir (Baytop, 1996;
Tanker ve ark., 2007; Koyunoglu, 2008). Alt yapraklar1 17-30 adet daralan eliptik
segmente boliinmiis, u¢ uctaki segmentler kisa iiggensi, testere disli iri goriiniimlii,
zayif ince uzun yumusak tiiyliiden altta tliysiize dogru bir tiiy Ortlisii mevcuttur.
Cigekleri 7-13 cm canak seklindedir. Petaller kirmizidir. Nisan ve Mayis aylarinda
ciceklenir (Kaynak ve ark., 2005).
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Sekil 2.2. Paeonia peregrina (URL-1, 2018).

2.2.2. Paeonia tiirlerinin iizerine yapilan farmakolojik calismalar

Paeonia’nin kimyasal bilesenleri ve biyoaktiviteleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada
Paeonia cinsinin 13 monoterpen, 45 monoterpen glikozit, 22 triterpenoid, 8
flavonoid, 26 fenol ve fenolik glikozit ve 31 tanen i¢erdigi bildirilmistir (Wu ve ark.,
2010). Yapilan bagka bir ¢alismada P. peregrina’nin koklerinden paeonidanin isimli
bir monoterpen glikozit izole edilmis ayrica bilinen bes madde paeoniflorigenon,
benzoilpaeoniflorin, benzoik, p-hidroksibenzoik ve gallik asitler de tanimlanmistir

(Kostova ve ark., 1997).

Paeonia peregrina ve Paeonia tenuifolia koklerinden elde edilen asidik
fraksiyonlarin GC-MS analizinde yiiksek miktarda benzoik asit ve monohidroksi,
dihidroksi ve trihidroksi tiirevleri bulunmustur (Ivanova ve ark., 2002).

Paeonia emodi GC-FID, GC-MS ve NMR ile yapilan calisma sonunda kok ugucu
yag bilesimi; salisilaldehit (% 85,5), cis-myrtanal (% 4,9), myrtenal (% 1,8), trans-
myrtanol (% 1,6) ve nopinon (% 1,4) olarak bildirilmistir. Salisilaldehit diger ¢esitli
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Paeonia tiirlerinin kok ugucu yaglarinin ana bileseni olarak da tanimlanmistir

(Verma ve ark., 2015).

Zhang ve ark. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada P. rockii ve P. decomposita subsp.
rotundiloba’nin yiiksek oranda fenolik igerige sahip oldugu ve giiclii antioksidan

aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Paeonia mascula L. Miller subsp. arietina (Anders) toprak iistii kisimlar1 infiizyon
seklinde astim hastaligi tedavisinde kullanildigr bildirilmistir (Melikoglu ve ark.,
2015).

Cin, Kore ve Japonya'da, Paeonia lactiflora Pall romatoid artrit, sistemik lupus,
hepatit, yiiksek ates, dismenore, kas kramplar1 ve spazmlarin tedavisinde 1200 yildan
uzun siiredir kullanilmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde analjezik etki
gostermistir. Hem akut hem de subakut inflamasyonun hayvan modellerinde, hiicre
ici kalsiyum iyonu konsantrasyonunun artmasini baskilayarak, prostaglandin E 2,
l6kotrien B 4 ve nitrik oksidin liretimini inhibe etmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle

anti-enflamatuar etkisini bildirilmistir (He ve Dai, 2011).

Yapilan bir diger calismada P. lactiflora ve P. suffruticosa’nin her ikisinde paeonol,
paeoniflorin, benzoylpaeoniflorin ve benzoiloksifoniflorin majér ortak aktif
bilesenler olarak bulunmustur ve bunlar hem trombosit agregasyonu hem de kan
pihtilagsmasi {izerindeki inhibitor etkileriyle kan akisini arttirdiklart gézlenmistir

(Koo ve ark., 2010).

Anadolu’da yetisen yedi Paeonia L. taksonu ile yapilan ekstratlar, asetilkolinesteraz
(AChE), biitirilkolinesteraz (BChE)’a karst kuvvetli inhibisyon olusturdugu
bildirilmistir (Sevim ve ark., 2013).

P. lactiflora PALL'1n ana bilesenleri olan paeoniflorin ve paeonol ile fareler {izerine
yapilan bir ¢aligmada, kasinma davranislarini giiclii bir sekilde inhibe ettigi ve

antialerjik oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2008).
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P. peregrina’nin kokleri Radix Paeoniae, peonol isimli heterozidi vardir, astrenjan ve
antispazmodik, antikoagiilan, kadin genital hastaliklari, antiinflamatuar, analjezik ve
sedatif ajan olarak kullanilir. Halk arasinda ise infiizyon halinde sara ve bogmacada
yatistirict olarak kullanildigr bildirilmistir. Bulgar tamamlayic1 tibbinda psiko-
ndrolojik hastaliklarin tedavisinde de kullanildigi bildirilmistir (Ivancheva ve ark.,

2006; Tanker ve ark., 2007).

Sakayik (Paeoniae) bitkisinin kok ve tohumlarindan elde edilen kiirlerle mesane
taglari, menstiirasyonun tesviki, sarilik, mide agrisi, ishal, kas agrilarinin
giderilmesinde ve ani psikolojik tepki verme, hafiza kaybi, bogmaca, epilepsi
tedavisinde ve kisilik degisimi gibi histerik bozukluklarin tedavi edilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica bogmaca tedavisi sirasinda, siipozituvarlar bazen anal ve
bagirsak spazmlarini, hemoroidleri ve wvarisli damarlart rahatlatmak iginde
kullanilmistir. Deneysel olarak antihipertansif, abortifakt eylem ve anti iilser

aktivitesi oldugu kanitlanmistir (Ahmad, 2012; Onal ve ark., 2014).

2.3. Salicaceae

Salicaceae familyasinin Salix, Populus ve Chosenia olmak {izere ii¢ cinsi bulunur.
Daha cok kuzey 1liman kusakta yayilis gosteren kisin yapraklarini doken,
entomogam ya da anemogam olan aga¢ veya c¢al1 halinde odunsu bitkilerdir (Ansin
ve Ozkan, 1993; Akkemik ve ark., 2018). Yapraklar sarmal, nadiren karsilikli
dizilmis, basit ve genellikler kulakeikli; tam kenarli, digli veya nadiren de diizdiir.
Yaprak damarlan tiiysii ya da el goriiniisiindedir. Cigekler tek eseyli, iki evcikli ve
brahteli olup bir yillik siirgiinlerin yan, az sayida da tepe siirgiinlerindeki
tomurcuklarin ilkbaharda patlamasiyla olusur. Bircok cicekten olusmus basak
kurulusunda ¢igek tipindedir. Kedicik (¢icek kurulu) dik yada sarkiktir (Akkemik ve
ark., 2018). Meyve c¢ok tohumlu bir kapsiil i¢inde olup, tohumlar kadife tiyliidiir
(Akman ve ark., 2007). Cimlenme Ozelliklerini ¢abuk yitirler ve ¢elikle kolay bir
sekilde iiretilirler (Ansin ve Ozkan, 1993).
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Familyanin Populus ve Salix adinda iki cinsi lilkemizde dogaldir. Bu cinslere ait tani

anahtar1 asagida verilmistir (Davis, 1982).
1. Tomurcuklar tek bir dis pullu; brahteler tam; tozlasma entomogam... Salix

2. Tomurcuklar birkag¢ dis pullu; brahteler disli veya sagakli; tozlasma anemogam...

Populus

Salicaceae'nin fitokimyasi 19. ylizyildan beri, baslangigta farmasdtik amagli ve daha
sonra ekolojik nedenlerle sistematik olarak arastirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
fenolik bilesenlerden salisilik asit iizerine birgok calisma yapilmistir (Boeckler ve
ark., 2011). Salisilik asit ilk glikozit seklinde Sogiit (Salix) bitkisinden izole
edilmigtir (Mammadov, 2014). Diger fenolik bilesikler gibi salisilik asitte bitki
bliylimesinin diizenlenmesi, gelisimi ve diger organizmalarla etkilesimde rol
oynadig1 bilinmektedir. Bitkiler savunma ve diger siireglerde salisilik asidi aktif olan
bir sinyalleme molekiilii olarak kullanirlar. Patojenlere karst savunmada rol aldigi
gibi fitohormanlarin iiretiminde de katkist belirtilmistir (Davies, 2010). Salisilik asit
bitkilerin tiim kisimlarinda her zaman bulunmaktadir. Salisilik asit etilen
biyosentezini engellemek ve yaslanmay1 geciktirmektir (Ozeker, 2005). Salisilik asit
tohum c¢imlenmesi, fide olusumu, hiicre biiylimesi, solunum, stoma kapanmasi,
yaslanmaya bagli gen ekspresyonu, baklagillerde nodiillasyon ve meyve verimini

etkiler (Yusuf ve ark., 2013).

Salisilik asit (SA) veya 2-hidroksibenzoik asit, genellikle bir hidroksil grubu ya da
onun fonksiyonel tiirevini tasiyan, aromatik bir halkaya sahip bitki fenolik

bilesiklerindendir (Rodas-Junco ve ark., 2013).
O
OH
OH

Sekil 2.3. Salisilik Asit (Zhou ve ark.,2011).
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Sogiit (Salix) bitkisinden izole edilen salisilik asitin (ticari formu sodyum salisilat)
farmakolojik yan etkileri ve hos olmayan tadi bilim insanlari1 bu maddeyi
gelistirmeye yoneltmistir. Hoffmann fenol grubunu asetilleyerek asetilsalisilik asiti

saf bir bigimde elde etmistir (Jack, 1997).

O OH
N O\ e
OH
(CH,C0),0 OCOCH;
P
H4PO,
A
salisilik asit asetil salisilik asit
o hidroksi benzoik asit o asetoksibenzoik asit

Sekil 2.4. Salisilik asitin asetillenmesi (URL-2, 2018).

2.3.1. Salix L. cinsinin ozellikleri

Salicaceae familyasindan olup yaklasik 520 tiirii vardir (Akkemik ve ark., 2018).
Kuzey Yarim Kiire’'nin soguk ve iliman bolgelerinde yayilis gosterirler. Sogiitler;
agac, agaccik ya da c¢ali durumunda bulunurlar. Nadiren siirliniicli, calimsi
goriiniimde olan odunsu bitkilerdir. Genellikle yapraklarin1 dokerler. Ender olarak
her dem yesildir. Tomurcuklar tek bir dis pullu olup siirgiine tamamen yatmis
durumdadir. Yaprak sapi1 kisa ya da yoktur. Yaprak sinirleri daha ¢ok tiiysii, nadiren
el bi¢iminde goriiliir. Yaprak ylizeyleri cogunlukla tiiysiiz ya da 6zellikle alt yiizleri
tiiylii, cogunlukla kulak¢ik vardir ve genellikle erken dokiiliir, bazen de hig
bulunmaz. Cigekler bir cinsli iki evcikli olup boceklerle tozlasma gerceklesir.
Kedicikler yapraklardan oOnce veya yapraklar ile beraber gorlinlir. Meyve 2
kapakegikli, kapsiill meyve durumunda; tohumlar kiiciik, tiiysiiz veya tlyli,
kahverengi veya koyu yesil renktedir (Ansin ve Ozkan, 1993; Segmen ve ark., 1995;
Akkemik ve ark., 2018). Mayis-haziran aylarinda tohumlar dagilirken agaclarin

etrafin1 pamuksu bir goriiniim alir (Bigaket, 2014).
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Tablo 2.7. Salix L. cinsinin sistematigi

Alem Plante
Sube Magnoliophyta
Sinf Magnoliopsida

Takim Salicales
Aile Salicaceae
Cins Salix L.

Cogunlukla su ve dere kenarlarinda, diiz alanlarda yetigir. Sogiitlerin 151k istegi
fazladir. Genellikle serin ve nemli topraklar1 severler. Ancak kurak yerlerde yetisen
tiirleri vardir. Cabuk biiylirler ve donlara karsi dayaniklidirlar. Odunsu ag¢ik renkli,
hafif, kolay yarilir ve elastikidir. Kerestesinden kagit hamuru, kutu, kibrit ve

dallarindan da sepet yapilmaktadir (Mengii¢, 1995; Se¢men ve ark., 1995).

Akkemik (2018) Tirkiye’nin Aga¢ ve Calilar1 isimli kitabinda Tirkiye’de Salix
cinsine ait 27 taksonun dogal yayilis gosterdigini bildirmistir. Bunlardan dort tanesi

endemiktir (Terzioglu ve ark., 2014).



18

Tablo 2.8. Salix tiirleri

S. acmophylla S. triandra S. pentandra

S. pentandroides S. alba S. fragilis

S. babylonica S. hastata S. trabzonica

S. apoda S. myrsinifolia Salisb. S. caucasica

S. pedicellata S. caprea S. aegyptiaca

S. cinerea S. pseudomedemii S. pseudodepressa
S. anatolica S.viminalis S. armenorossica
S. elaeagnos S. elbursensis S. amplexicaulis
S. purpurea S. rizenensis S. wilhelmsiana

2.3.1.1. Salix alba (Aksogiit, Koy sogidii)

Yeryliziindeki en yaygin sogiit tiirlerinden birisini olusturan Salix alba Avrupa-
Sibirya elemanmidir. S. alba’nin yayilis alam batida Ispanya’dan baslayarak doguda
Sibirya’ya kadar uzanir. Ozellikle Tiirkiye, Kibris ve Liibnan’da; Israil’in kuzeyinde,
Irak’in kuzeydogusunda, Kafkaslarda ve iran’mn kuzeybatisinda ¢ok yaygindir. Salix
alba tlkemizin farkli iklim 6zelliklerine sahip cografi bolgelerinin hepsinde genis

yayilis gosterir (Avci, 1999).

Govdeleri diizglin silindir bigiminde, kabugu boz renkte olup yaslandikca
uzunlamasina yariklar goriilen ve tiirler icinde en ¢ok boylanabilen (25-30) uzun dalli
agaclardir. Ak sogiitiin en belirgin 6zelligi geng siirgiinler, tomurcuklar ve geng
yapraklarin alt yiizleri ipek gibi yumusak beyaz tiiyler ile oOrtiilmiistiir. Ad1 da bu
botanik 6zelliginden kaynaklanir. Tomurcuklar mizraksi-dikdortgenimsi sekilde,
sarmal dizilisli, kiigiik, yandan basik, sivri uclu ve hafif tiiyliidiirler. Yapraklar dar-
mizraksi veya serit seklinde orta kismi genis, sap ve u¢ kismina dogru sivrilesir,
kenarlar1 ¢ok ince disli, onceleri her iki ylizi tiiylli, sonraki donemde {ist yiiziindeki
tiiyler dokiiliir ve koyu yesil renkte, alt yiiz ise tiiylii olup mavimsi renktedir. Yaprak
orta ve yan damarlar her iki yiizde de belirli ve sar1 renktedir. Erkek ¢icek kedicikleri

dik durur ya da hafif¢e biikiiktiir. Disi ¢igegin ovaryumu c¢ok kisa sapli olup, tlizeri
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tiiyli tiiyld degildir. Cigeklenme yapraklanma ile birlikte nisan-mayis aylarinda olur

(Ansin ve Ozkan 1993; Akkemik ve ark., 2018).

Yetisme kosullar1 bakimindan derin, nemli, kuvvetli topraklarda iyi sonug verir. Isik
istegi fazladir ve cabuk biyiir. S. alba “Vitellina pendula” dallar1 sarkik olan
formudur ( Mengiig, 1995).

Sekil 2.5. Salix alba

2.3.1.2. Salix babylonica L. (Salkim s6giit)

Salkim so6giitiin Anavatani Cin olan bu tiire Tiirkiye’de de hemen her yerde, park ve
bahgelerde, havuz kenarlarinda sik goriilen dekoratif siis bitkisidir. Erkek

bireylerinde ender rastlanir (Akkemik ve ark., 2018).

10-15 m’ye kadar boylanabilen sarkik dalli bir agactir. Siirgiin ve dallar ¢ok ince ve

elastik oldup dik durmaz, asagiya sarkarlar. Yaslt govdelerin uzunlamasina catlakli,
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boz renkli kabuklar1 vardir. Siirglinler sarimtirak-yesil renkte, cilalanmis gibi
parlaktir. Yapraklar1 dar-seritsi sekilde, uzunlugu genisliginin ortalama 10 kat1 kadar,
ucu sivri olup kenarlari ince disli, her iki yiizii de tliysiiz, st yiizii koyu, alt yiizii
mat, agik gri- yesil renktedir. Cogunlukla yapraklar kivrik, damarlar belirgin ve
tiiysiizdiir. Ciceklenme zamani1 Nisan ayidir (Ansin ve Ozkan, 1993; Akkemik ve

ark., 2018).

Sekil 2.6. Salix babylonica

2.3.1.3. Salix tiirlerinin iizerine yapilan farmakolojik calismalar

Salix alba’nmin kabugunda fenolik glikozitlerden; salisin, asetillenmis salisin,
salisilik alkol, salisilik asit, salisortin ve salirepozidin esterleri ile pesin ve
triandrin, taninler, katesin, p-coumarik asit, flavonoidler ve polisakkaritler igerdigi

bildirilmistir (Du ve ark.,2004).

S. babylonica’nin yapraklarinda delfinidin, siyanidin, fragilin, salisin, salisilas,
salidrosid, tremuloidin, triandrin, vimalin igerdigi, saplarda ve yapraklarda salisin

igeriginin % 3 ila % 4 oldugu bildirilmistir (Khare, 2007).
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Yapilan bir ¢alisma da S. purpurea kabuk ekstraktinda HPLC yontemi ile analiz
edildi. Analiz sonucu edilen tiim genotiplerin kabugunda, salisilik glikozitler:
salisin, salikortin ve tremulasin; flavanonlar: naringenin 5-O-glukosid, naringenin
7-O-glukosid, naringenin, chalcone izosalipurposid ve flavan-3-ol: katesin tespit

edildi (Sulima, 2017).

Zeybek (1994), sentetik Salisilat preparatlar1 (Aspirin vb.) bulunmadan 6nce ates
diisiiriicli, romatizmal ve sinirsel agrilar1 giderici olarak sogiit kabugunun biiyiik

onem tasidigi bildirilmistir.

Salix tirleri geleneksel olarak, giiclii antipiretik, analjezik ve anti-inflamatuar
Ozelliklerinden dolayi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Siiryanlar ve
eski Misirlilar, kas iskelet sistemi agrisi i¢in yapraklari ve kabugu kullandilar (Mahdi
ve ark., 2006). Cesitli Salix tiirleri lizerinde yapilan bir calismada, HPLC ile yapilan
analizler sonucunda salisin miktarinin tiire, yasa ve mevsime gore degisim

gosterdigi belirtilmistir (Kenstaviciene ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada S. alba’nin antioksidan ve antiasetilkolineraz aktivitesi tespit
edilmistir. AChE inhibisyon 6zelligi ile Alzheimer tedavisinde dogal ajan olarak

kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir (Zaiter ve ark., 2016).

S. alba, ¢esitli insan karsinom hiicrelerinde apoptoza neden olarak tiimdr inhibitorleri
olarak davranan ve DNA’ya hasar verebilen, hiicre membranlarini etkileyen veya

proteinleri denatiire eden belirli metabolitleri igerir (Islam, 2015).

Fas’in kuzeybatisindaki hastaliklarla miicadele etmek i¢in yapilan etnofarmakolojik
bir ¢alismada S. alba’nin antidiabetik, antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik ilag
olarak kullanildig1 belirtilmistir (Bouyahyaa ve ark., 2017). Adana Karaisal
bolgesinde yapilan etnofarmakolojik calismada S. alba’nin bolgede antidiabetik
olarak kullanildig1 bildirilmistir (Glines ve ark., 2017). S. alba’nin yaprak 6ziitii (Au-
WASs) ile islevsellestirilen altin nanopartikiilleri ile yapilan bir calismada S. alba’nin

yaprak Oziitliniin, c¢esitli biyomedikal ve farmasotik uygulamalar igin potansiyele
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sahip altin nanopartikiillerin sentezi i¢in ¢ok iyi bir biyo-indirgeyici oldugunu

belirlenmistir (Islam, 2015).

Salix alba, Malva sylvestris ve Althaea officinalis bitkilerinden elde edilen
gargaralarin gingivitli hastalar lizerinde olumlu etki gdsterdigi bildirilmistir. Bu
gargaralarin sentetik gargaralara alternetif olabilecegi Ongoriilmiistiir (Radvara ve
ark., 2016). Salem ve ark. (2017) yapmis olduklar1 calismada Salix babylonica
ekstraktlarinin gastrointestinal ve pulmoner parazitlere karsi antihelmitik olarak iyi

bir alternatif olacagini bildirilmislerdir.

Baytop (1999) S. alba’nin dahilen yatistirici, kuvvet verici, ates diisiiriicli, kabiz ve
romatizma agrilarim1 giderici etkileri oldugu, ayrica zehirli bilesikler tasimamasi

nedeniyle 1yi bir halk ilac1 olarak kullanildigini belirtilmistir.

Salix babylonica antispazmodik, kan temizleyici, cilt temizleyici ve ates diisiiriicii

olarak halk arasinda kullanilmaktadir (Ishtiaq ve ark., 2015).



BOLUM 3. TEST MiKROORGANIZMALARI

Bakteriler prokaryot organizmalardir ve prokaryot hiicre 6zelligi gosterirler. Nukleus
zarl, mitokondri, golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum tasimayan basit yapida
hiicreleri vardir. Tek hiicrelidirler ve hiicre duvari olarak tanimlanan kompleks bir
zarla cevrilidirler. Mikroskoptaki goriinlimlerine gore kok, comak ve sarmal (spiral)

sekilli bakteriler olmak iizere ii¢ morfolojik gruba ayrilir (Agagfidan ve ark., 2002).

Bakterilerin ¢ogu 1-5 um uzunlugundadir. Spiral sekilli bakteriler ise kendi
eksenlerinden birkag kat daha uzundur. Ornegin uzun zincirler, diizensiz kiimeler

veya kristallere benzeyen diizenli kiimeler olustururlar (Strohl ve ark., 2006).

Prokaryot hiicre yapisi

kapsiil
h.duvar

sitoplazma
zari
ribozom

pili

Sekil 3.1. Bakterinin genel yapist (URL-3, 2018).
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Diger hiicrelerde oldugu gibi bakteri hiicresinde sitoplazma, nukleus, sitoplazma zar1
ve ¢ogunda hiicre duvar1 bulunur. Sitoplazmada elektron mikroskopla goriilebilen
ribozomlar vardir. Bazi1 bakterilerde hiicre duvarmin disinda ve onu gevreleyen bir
koruyucu tabaka olan kapsiil bulunur. Kapsiil ¢ok ince ise mikrokapsiil adini alir

(Agacfidan ve ark., 2002).

Bakteriler boyanma 6zelliklerini veren hiicre duvari yapilarina gére siiflandirilirlar.
Diinyada en yaygin kullanilan boyama yontemi Gram boyamadir. Hiicre duvarinda
balmumu yapisindaki mikomik asitleri igeren bakteriler ise diger bakterilerden, bir

direngli boyama yontemi ile ayirt edilebilir (Strohl ve ark., 2006).

Gram-pozitif bakterilerde kalin ¢ok tabakali, peptidoglikan yapisinda hiicre duvari
bulunur. Bir¢ok gram-pozitif tiirde bulunan peptidoglikan, temel olarak fosfodiester
baglarla birlesmis gliserol birimlerden olusan polimer olan taikoik asitlerle kovalent
olarak baglanmistir. Tiim gram-pozitif tiirlerin sitoplazma zarinda da glikolipide
kovalent olarak baglanmis durumda teikoik asit bulunur (Strohl ve ark., 2006). Hiicre

duvarmin kuru agirhiginin %30’unu olusturur (Kayser ve ark., 1997).

Gram-negatif bakterilerin bir dis zar ve bir i¢ zar olmak iizere iki zar1 vardir.
Peptidoglikan tabakasi bu zarin arasinda periplazmik bosluk adi verilen boélgenin
icinde yer alir. Periplazmik bosluk, enzimleri ve farkli maddeleri de igerir.
Peptidoglikan incedir ve hiicreler bu 6zelligin sonucu olarak, fiziksel hasara daha
fazla duyarhdir. Dis zar igine yerlesmis olan ¢esitli lipopolisakkaritlerin varligina
gore farklilagir. Polisakkarit bolimii (Q-polisakkaridi) antijeniktir. Lipit boliimii
(Lipit A) toksik etkilidir (Strohl ve ark., 2006).

Bakterilerde sitoplazma zari, iginde proteinlerin gomiilii oldugu c¢ift tabakali
fosfolipitten olusan birim zardir (Kayser, 1997). Dis tabaka fosfat grublari, i¢ tabaka
ise non-polar lipit zincirinden olusmustur. Sitoplazma zar1 segici gegirgendir (Strohl

ve ark., 20006).
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Dogal ortamlarinda, bakterilerin ¢ogu, hiicre dis1 enzimlerin yardimiyla bir
polisakkarit polimeri sentezlerler; bu polimer, mukdz bir tabaka seklinde hiicreyi
cevreler ve kapsiil olarak adlandirilir. Kapsiil, bakteriyi fagositozdan korur. Hareketli
bakterilerin kirpikleri vardir. Kirpikler, flagellin adi verilen lineer proteinlerden
olusurlar. Kirpikler kompleks bir yapilanmayla hiicre duvarinda yer alirlar ve
eksenleri etrafinda donerek ileri dogru hareketi saglama yetenegindedir. Pilus veya
fimbriya olarak adlandirilan bakterilerin pek ¢ogunda, hiicre basina 50-400 adet
olabilen ve hiicre yiizeyinden disartya dogru uzanan ylizey yapilarina sahiptir

(Kayser ve ark., 1997).

Baz1 gram-pozitif ¢comak seklindeki bakteriler, ¢cevre kosullarinin olumsuzlastig
donemlerde canli kalmayr siirdiirebilmek i¢in, Onemli yapisal ve metabolik
degisimlere ugrarlar. Sonugta orijinal hiicrenin i¢inde endospor adi verilen ve uykuda
olan bir hiicre meydana gelir. Sporlar bilinen en direngli canli yapilardir (Strohl ve

ark., 20006).

Bakteri metabolizmasinin ayirici bir 6zelligi; karbon kaynaklarindan enerji tiretmek
icin ¢esitli mekanizmalarin kullanilmasidir. Bakteri metabolizmasi, kullanilan
biyokimyasal mekanizmaya bagli olarak aerop solunum, anaerop solunum ve

fermantasyon {i¢ gruba ayrilir (Strohl ve ark., 2006).

Insan ve hayvan viicudunda binlerce farkli bakteri tiirii bulunur. Aym sekilde
cevremizde; bitkiler tizerinde, hava, su ve toprakta ¢esitli bakteriler vardir. Bunlarin
bir kismi enfeksiyon olusturmayan bakterilerdir, bir kismi ise virulansdir ve yasami
tehdit edebilen agir enfeksiyonlar olusturabilme yetenegindedir. Erigkin bir insanda
100 trilyon mikroorganizma hiicresinin varoldugu bilinmektedir, bunlarin ¢ogu
bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar i¢in insan viicudu dogal yasam ortamidir.
Insanla birlikte yasayan bu mikroorganizmalarin tiimiine viicudun “normal floras1”
ad1 verilir. Normal floray1 olusturan mikroorganizmalarin bir kismi deride, ¢cogu ise
viicutta burun, agiz, iist solunum yollari, sindirim sistemi ve genitoiiriner sistemin
mukoza yiizeylerinde yasarlar. Saglkli insan viicudunda, viicut bosluklari, i¢

organlar, dokular, kan, beyin-omurilik sivisi, idrar ve diger viicut sivilar1 sterildir.
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Bakterilerin konakta hastalik yapabilme yeteneklerine patojenite, bu yetenege sahip
bakterilere patojen bakteri adi verilmektedir. Patojenitenin derecesi virulans olarak
adlandirilmaktadir. Giiniimiizde patojenite ve virulans, ¢ogu kez, esanlamli olarak
kullanilmaktadir ve bakterilerin hastalandirict 6zelliklerine de patojenite faktorleri

veya virulans faktorleri adi verilmektedir (Agacfidan ve ark., 2002).

3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ortalama 1um biiylkligiinde yuvarlak, hareketsiz, sporsuz,
kapsiilsiiz bakterilerdir. Gram preparatinda iiziim salkimi seklinde duran koklar tek

tek, ikili veya dortli gruplar halinde de goriilebilir (Agagfidan ve ark., 2002).

Cobkv ta.og\t,ahf)%o x )s)'eés 8 3(~

y Carr/CDC Staphylococcus aureus

Sekil 3.2. Staphylococcus aureus bakterisinin genel goriinimii (URL-4, 2018).

S. aureus bilinen basit besiyerlerinde ve optimum 37°C sicaklikta iiretilebilir. S.
aureus subsp. anaerobius hari¢ fakiiltatif anaeroptur. Kanli Jeloz besiyerinde 24
saatte porselen goriiniimlii, konveks, dlizgiin yilizeyli, siklikla sar1 pigmentli koloniler
olusturur. Kolonilerin etrafinda, genellikle karakteristik hemoliz zonlar1 olusur

(Kayser ve ark., 1997).
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Birgok karbonhidrati parcalayarak son {iriin olarak laktik asit olusur. Mannitole etki
eder ve nitratlari nitrite indirger. Ureaz (zayif) ve katalaz pozitif, genellikle oksidaz
pozitiftir. %10 NaCl’i iirer ve Chapman besiyerinde (tuz katilmis) izolasyon orani

yiiksektir (Agacfidan ve ark., 2002).

Hiicre duvarinin temel maddesi olan peptidoglikan gram negatif bakteri duvarina
gore S.aureus’ta daha kalindir ve hiicre duvariin total agirligiin yaklasik %50-
60’11 olusturur. Bazit S. aureus suslarinda hiicre duvarinin etrafinda bakteriyi
fagositozdan koruyan polisakkarit yapida bir kapsiil bulunur. Ayrica bazi bakterilerin
etrafinda elektron mikroskopunda goriilebilen ince miikdz bir tabaka (slime) vardir.
Daha ¢ok klinik arag¢ kullananlardan izole edilen suslarda saptanan slime bakterilerin

kateter gibi yardimci cihazlara tutunmasini saglar (Agacfidan ve ark., 2005).

Antibiyotik maddelere karsi diger bakterilere gore dayanikli olduklart gibi
stafilokoklar hizla kemoterapddiklere diren¢ kazanarak onlardan etkilenmeyen
kokenler haline doniisiirler. Her yeni ¢ikan antibiyotik baslangicta etkili oldugu halde
zamanla stafilokoklar diren¢ kazanirlar. Bu olay 06zellikle kemoterapinin ¢ok
kullanildig1 hastaneler ortaminda gelisir (Bilgehan, 1995). Penisilinin ilk kullanildigi
yillarda en etkili antibiyotik iken, salgiladig1 beta laktamaz ile etkisini kisa siirede
kaybetmistir. Bu direnci 6nlemek icin yar1 sentetik penisilinler (metisilin, oksasilin,
nafisilin) gelistirilmis, ancak bu antibiyotiklerede kisa siirede diren¢ kazanmislardir

(Agactidan ve ark., 2005).

Enfeksiyon yapan patojen stafilokoklarin kaynagi daha ¢ok insanlardir. Normal insan
toplulugunun %10-40’1nin, hastanelerde calisanlarinin ve hospitalize hastalarinin

%70’inin burun deligi mukozasinda kolonize olmuslardir (Bilgehan, 1995).

Stafilokoklar normal olarak deri ve mukozalar iizerindeki florada bulunmaktadir.
Bunlarin veya dis kaynakli stafilokoklarin derinin igerisine girmeleri, ya dogrudan
dogruya ter bezlerinin agizlari, kil folikiilleri yoluyla ya da bir travma sonucu agilmis

bir giris kapis1 araciligi ile olur (Bilgehan, 1995).
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S. aureus’un yaptig1 hastaliklar; stafilokoksik soyulmus deri sendromu (toksik sok
sendromu, haslanmis deri sendromu), deri ve mukoza enfeksiyonlari, sepsis ve akut
endokardit, sistem ve organ enfeksiyonlart (Pndmoni, ampiyem, osteomiyelit, septik
artritmenenjit, beyin absesi), besin zehirlenmeleri ve enteritlerdir (Tiinger ve ark.,

1998).

3.3. Staphylococcus epidermidis

Genellikle deri ve iist solunum yollar1 mukazasinda bulunabilen koklar dortlii veya
ikli ya da diizensiz gruplar halinde nadiren tek tek goriliirler (Bilgehan, 1995).

Sekil 3.3. S. epidermidis bakterisinin genel goriintiisii (URL-5, 2018).

Insanlarda normal mukozada bulunmalarma karsin en fazla bulunduklar1 yer insan
derisidir. Bagka bakterilerle birlikte ortak enfeksiyonlarda bulunabilirler.
Enfeksiyonlarmin ¢ogunlugu hastane kdkenli olup bulagsma hastanin kendi derisi ve
personelin deri ve burun florasindaki stafilokoklardandir (Bilgehan, 1995). S.
epidermidis koagiilaz negatif stafilokoklar i¢inde hastalik etkeni olarak en sik izole
edilen tiirdiir. Bu bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlar kural olarak yabanci
cisimlerin varhigiyla iligkilidir. Kalp kapake¢ig1 takildiktan sonra endokardid,
intravasal kateter ve likorsuntlarla iligkili enfeksiyonlar, eklem ve damar

implantasyonlarindan sonra veya osteosentezlerin ardindan ortaya ¢ikan
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enfeksiyonlar. Bu enfeksiyonlarin patogenezinde, stafilokoklarin, yabanci cisimlerin
yiizeylerine yapisma ve bunun sonunda bu yiizeylerde biyofilm olusturma
yetenekleri rol oynar. Yabanci cisimler fibronektin, fibrinojen, vitronektin gibi konak
proteinleri tarafindan sarilirlar. Bu proteinlerle kapli yiizeylere yapisan stafilokoklar
tirerler ve ayn1 zamanda i¢inde gomiildiikleri mukoz bir madde firetirler. Boylelikle
bakteriyi kemoterapotiklerin etkisinden, bagisiklik sisteminin humoral ve hiicresel
mekanizmalarindan koruyan biyofilm olusur. Boyle bir odaktan bakteriler kana
karisarak septisemi benzeri hastalik tablolar1 olustururlar; bu durumlarda yabanci
cismin uzaklagtirlmas1 gerekir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin pek c¢ok
kemoterapotige karst direngli olduklarindan etken olduklari enfeksiyonlarin
antibiyotik tedavisinde genellikle sorunlar ortaya c¢ikar (Kayser ve ark., 1997). S.
epidermidis penisilin ve metisiline biiyilkk oranda direng gosterir ve metisiline
direncli sus orani metisiline direngli S. aureus’tan daha fazladir (Agagfidan ve ark.,

2005).

3.4. Escherichia coli

E. coli, insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak kanalinin normal florasinda bulunur.
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bu bakteri yaklasik 2-6 pm boyunda ve 1-
1,5 um eninde, diiz, uglar1 yuvarlak ¢omake¢ik seklindedir. Bu bakteri fakiiltatif
anaerob, sporsuz, katalaz pozitif ve oksidaz negatif 6zelliktedir. E. coli kisa peritrik
flagellalarini ile tipik harekete sahip olmasina karsin bazilar1 flagellalarinin olmamasi

nedeniyle hareketsizdir (Bilgehan, 1995; Erol, 2007).

Basit besiyerinde 18-24 saatte lirerler. Kati besiyerinde S, M veya R tipi koloni
olusturlar. Optimum iireme derecesi 37° C’dir. Ozellikle 44°C’de iireyebilmeleri baz1

bakterilerden ayirtedici bir 6zelliktir (Bilgehan, 1995; Agacfidan ve ark., 2005).
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Sekil 3.4. E. coli bakterisinin genel goriintiisii (URL-6, 2018).

E. coli'nin DNA yapist Shigelle ile biiylik benzerlik gosterir. Shigelle ve
Salmonella’dan ayrimindaki temel 6zelliklerden birisi, laktoz ve sakkarozu fermente

ederek asit ve gaz olusturmasidir (Erol, 2007).

Oldukca direngli bir bakteri olan E. coli 60°C 1s1da 30 dakika, oda 1sisinda uygun
ortamda olmak kosulu ile uzun siire canli kalabilir. Soguga direngli, dezenfektanlara
karsi ise direngsizdir. Malasit yesili, brillant yesili ve fuksin gibi boyalar, safra, safra
tuzlari, sodyum tetratiyonat, bizmut sitrat, sodyum siilfat, sodyum dezoksikolat ve
selenit tuzlarina kars1 direngleri, Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerin
gosterdikleri direngten daha azdir. E. coli kdkenlerinin ¢ogunda bakteriden bakteriye
kolayca gecebilen bulasic1 diren¢ plazmitleri tasirlar. Digskidan izole edilen E. coli
bakterilerinin bir kismi ve Ozellikle hastane ortamlarindan ayrilanlarin 6énemli bir
kism1 ampicillin, cephalothin, streptomycin, tetrasiklin ve sulfonamide, bir kism1 da
chloramphenicol, kanamycin ve trimetoprime ve baska kemoterapotiklere karsi

diren¢ kazanmislardir (Bilgehan, 1995).

E. coli bagirsak kanali disina ¢ikip bagka viicut dokularina yerleserek idrar yollari,

safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve menenjitlere ulasarak Onemli
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hastaliklara yol agar. Organizmanin zayif olmasiyla koli basiline bagli septisemiler
tipik sepsis tablosu verirler ve olduk¢a agir seyrederler. Bunlarin disinda ¢esitli
perineal abseler, daha az olmak {zere tonsilit, faranjit, siniizit, otit, yara

enfeksiyonlar1 gibi lokalize iltihaplanmalara rastlanmaktadir (Bilgehan, 1995).

3.4. Enterococcus faecalis

Yaklasik 1 pm biiytikliigiinde oval sekilli goriiniimleri daha ¢ok ikiserli diplokoklar
ya da kisa zincirler seklinde olan gram pozitif koklardir. Hareketsiz, sporsuz,
kapsiilstiz bakterilerdir. Cok seyrek olarak bazilarinin kirpigi vardir, dolayisiyla
hareketli suslarida vardir (Agacfidan ve ark., 2005). Kanli agarda alfa hemoliz yapan
fakiiltatif anaerop bakterilerdir. Optimum iireme derecesi 37°C’dir. Karbonhidratlarin
cogunu fermente ederek, gaz olusturmaksizin laktik asit olusturduklarindan ortam
pH’s1 4,2-4,6 ya doniisiir. Katalaz negatiftir ve nitratlari nitrite indirger. Enterokoklar
klasik virulans faktorlerinden herhangi birine sahip degildirler. Bulunduklar1 ortam
kosullarina oldukga direnclidirler. Cogul antibiyotik direnci gosteren suslarin doga
kosullarina daha da dayanikli olduklar1 gdsterilmistir. Cogul direngli enterokok
suslarinin etken oldugu hastane enfeksiyonlarindaki artis, hastanelerde yaygin
antibiyotik kullaniminin neden oldugu seleksiyon sonucudur (Agacfidan ve ark.,

2005; Strohl ve ark., 2006).

Enterococcus faecalis P 1pm

’ 6
Infectious dose: approx. 10 Size: 1.0 micron sphere

Sekil 3.5. E. faecalisbakterisinin genel gortintiisii (URL-7, 2018).
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Insanlarda &zellikle kalin bagirsaklarda, iist solunum yollarinda ve bazen de vajinal
sekresyonlar ve perineal bolgede de flora elemani olarak bulunurlar. Enterokok
enfeksiyonlarmin %85-90’inindan E. faecalis sorumludur. Ozellikle yogun bakim
tinitelerinde ortaya ¢ikan hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agarlar.
Gastrointestinal sistemlerinde etkeni bulunduran hastane personelinin elleri, bazen de
tibbi ara¢ ve gerecler araciligr ile hastalara bulasir. Enterokoklar, daha ¢ok iiriner
sistem, yara, safra yollar1 ve kanda enfeksiyon etkeni olmakta, ayrica yenidoganlarda

bakteremi ve menenjitlere yol acabilmektedirler (Serter ve ark., 2000).

3.5. Bacillus subtilis

Sporlar1 dogada ¢ok yaygin olup toz, toprak, giibre, bitki ve hayvanlar ile siit ve
sularda bulunan bu bakteri, yaklasik 1,5-3 pm boyunda, 0,5-0,8 um eninde, tek tek,

bazen zincirler yapan, comakg¢ik seklinde, aerob, gram pozitif bir bakteridir.

CCM 1999 (ATCC 6633)

Sekil 3.6. B. subtilis bakterisinin genel gortintiisii (URL-8, 2018).
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Bazi tiirleri peritrik kirpikli ve hareketli olup; sporlar1 oval sekilde ve subterminaldir.
Kirpikler bakterinin kalinligin1 agsmaz ve hiicre seklini bozmazlar. Genellikle kapsiilii
yoktur. Jelozdaki kolonileri kirli-beyaz, gri renkte, mat olup kenarlar1 piirtikli,
yiizeyi bol graniillii R tipindedir. Baz1 kokenleri kirmizimsi ve kahverengi daha az
olarak turuncu ve siyah pigment olusturabilirler. Katalaz pozitifligi ve aerobik spor
olustururlar. Sporlar1 ¢esitli etkilere kars1 direnglidir. Sporlar1 otoklav ve etilen oksit
sterilizasyonunda kontrol bakterisi olarak kullanilir. Baz1 Bacillus tiirleri antibiyotik
iretir. B. subtilis basitrasin Uretir (Bilgehan, 1995; Agacfidan ve ark., 2005; Kisa,
2014).

Saman basili, toprak 6rnekleri ve bitkilerden kolaylikla izole edilir. Saman ¢opleriyle
g0ziin saydam tabakasinda olusan yaralanmalar sonrasindaki iltihabi enfeksiyonlarda
siklikla etken olarak bulunur (Kayser ve ark., 1997). Baz1 besin zehirlenmelerinden
sorumlu olduklarindan kuskanilmaktadir. Ekmegin yumusayarak bozulmasina neden

olur (Bilgehan, 1995).

3.6. Salmonella

Enterobacteriaceae familyasina ait diger cinsler gibi 2,0-5,0 um boyunda 0,7-1,5 pm
eninde ¢comakgik seklinde peritrik kirpikleri araciligi ile hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz

bakterilerdir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanir ve gram negatiftirdirler.

Sekil 3.7. S. typhimurium bakterisinin genel goriintiisii (URL-9, 2018).
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Salmonella bakterileri birgok besiyerinde kolay {irerler. Aerop ve fakiiltatif
anaeropturlar. Ureme 1s1 dereceleri olduk¢a genis (20-42°C), optimum iireme
derecesi 37°C’dir. Optimal pH degeri 7,2 dir. Buyyon ve benzeri sivi besiyerinde
homojen bulanik yaparlar. Jelozda biiyiicek 2-3 mm c¢apinda yuvarlak c¢ogu kez
kabarik, diizgiin yiizeyli ve kenarli koloniler yaparlar. Salmonella typhi bazen ilk 24
saatte ancak 0,2-0,3 mm ¢apina ulasabilen ciice koloniler de yapabilir (Bilgehan,

1995).

Laktoz fermentasyonunun negatif olmasi saptanan ilk 6zelliktir. S. #yphi hari¢ diger
tiirler glikoz, maltoz ve mannitolii asit ve gaz yaparak fermente eder. Fermentasyon
sirasinda gaz yapmayan tek tiir S. #yphi dir. indol olusturmaz, iireyi pargalayan
enzimleri bulunmaz, H,S olusumu kuvvetli pozitiftir (Agacfidan ve ark., 2005).
Salmonella bakterileri 1siya direnglidirler. 55°C’de 20 dakikada oliirler. Kuruluga
direngsiz, soguga c¢ok direnglidirler. Malasit yesili uygun yogunluklarda E. coli’yi
oldiirlir veya liremesini yavaslatir, buna karsin S. #yphi’yi etkilemez. Aynmi sekilde
brillant yesili boyasina kars1 paratifo basilleri ¢ok, tifo basili de oldukg¢a direncli
olmalarina karsin dizanteri basilleri ve koliformlar ¢ok duyarlidirlar. Lityum kloriir
de ayni1 sekilde E. coli’yi inhibe ettigi halde Salmonella typhi’ye etkisizdir (Bilgehan,
1995).

Genel enfeksiyon tipindeki hastaliklarda enfeksiyon kaynagi genel olarak insanlardir.
S. typhimurium aym zamanda farelerde barinan bir bakteri olmasi nedeniyle
epidemiyolojisinde bu hayvanlarin ¢ikartiklarinin besin maddelerine karigmasi da
Oonemli rol oynar. Ayrica bu bakterilerinin kemoterapotiklere karsi gittikce artan
oranda diren¢ kazanan kokenleri hastane ortaminda yuvalanmakta ve basta prematiire
ve yeni dogan klinikleri olmak iizere tiim hastane kliniklerinde hastane enfeksiyonu

tipindeki salginlara yol agmaktalardir.

Enterit ve enterokolit niteligindeki salmonellozlar, bir kismi1 insanlarda bir kismi1 da
hayvanlarda patojen olan veya bu canlilarda bulunan salmonella bakterilerinin et, siit,
yumurta gibi ¢esitli besin maddelerine bulagmalari, uygun ortamda ¢ogalmalari ve bu

besinlerin yenilmesi ile insanlarda goriilen kisa siireli akut atesli veya ¢ogu atessiz
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siddetli siirgiin, bulanti ve kusma ile seyreden enfeksiyonlardir. Salmonella
bakterileri i¢in enfeksiyon kaynaklari; insan ya da hayvan diskist ile kirlenmis sular,
siit ve siit tirtinleri (dondurma vb.), ¢esitli kiimes hayvanlarinin et ve yumurtalari, et
ve etle yapilan iriinler, deniz ve tatli su kabuklular1 (midye, istiridye vb.) dir

(Bilgehan, 1995).



BOLUM 4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Materyalin toplanmasi

Calismamizda kullanilan P. peregrina L. Yalova’daki Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Merkez Arastirma Enstitiisii'nden alinmistir. Salix alba ve Salix babylonica Sakarya
Serdivan ilgesi, Bahgelievler Cark Deresi gevresinden alinarak Sakarya Universitesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvart Bitki Koleksiyon’unda

saklanmistir.

4.1.2. Deneylerde kullanilan mikroorganizmalar

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvar1 koleksiyonunda bulunan B. subtilis ATCC 6633, S. aureus
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC
25922 ve S. epidermidis ATCC 12228 bakteri suslar1 kullanilmgtir.

4.1.3. Kullanilan arac¢ ve gerecler

Deneyler sirasinda kullanilan arac ve gerecler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. Bu ara¢ ve geregler

Tablo 4.1.’de verilmistir.
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Tablo 4.1. Calismada kullanilan ara¢ ve gerecler

Inkiibatdr (Friocell MMM) Dijital kumpas (Stainless Hardened)
Mikropipet 5-50 ul (ISOLAB) Mikropipet ucu

Otoklav (Alp CL-32L) Baget

Elektronik hassas tart1 (Radwag AS Rotary Evaporator (Heidolph laborota
220/C/2) 4000-efficient)

Petri kabi1 ve tastyicisi Oze

Densitometre (Biosan Den-1) Pipet

Cam balon Manyetik karistirict (IKA RCT Classic)
Cam tiip Beher

4.2. Yontem

4.2.1. Bitki ekstraktlarmin hazirlanmasi

Salix tiirlerinin geng dallarimin kabuk kismi soyularak ayrilmistir. Alinan tiim bitki
ornekleri temizlenerek golgede oda sicakliginda yedi giin boyunca kurumaya
brrakilmigtir.  Kuruyan ornekler bitki kisimlarina ayrilarak elektrikli ogiitlicii

yardimiyla toz haline getirilmistir.

4.2.1.1.Direkt oziitleme

Paeonia peregrina’nin toz haline getirilen kok, yaprak ve sap kisimlarindan 15 g
tartilarak vida kapakli cam siselere aktarilmistir. Uzerine 150 ml (metanol, etanol,
aseton, kloroform, hekzan, distile su, etil asetat) ¢oziicii eklenerek ii¢ giin boyunca

karanlik ortamda bekletilmistir.
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4.2.1.2. Soxhlet yontemiyle oziitleme

S. alba ve S. babylonica kabuk ve yaprak kisimlari toz haline getirildikten sonra 10 g
tartilarak kartujlara konulmustur. Kartujlar soxhlet cihazina yerlestirilerek 12 saat
boyunca belirlenen ¢oziiciilerde (metanol, etanol, aseton, kloroform, hekzan, distile

su, etil asetat) ekstrakte edilmistir.

4.2.2. Coziiciilerin uzaklastirnlmasi

Whatman kagidi yardimiyla cam balonlara siiziilen bitki ekstraktlar1 ¢oziiciilerden
uzaklastirma islemi igin 40- 45°C’de rotary evaporatdr kullanilmistir. islem &ncesi ve
sonrasinda kullanilan balonlarin tartimlar1 yapilarak ekstrakt miktarlar1 belirlenerek

numuneler antibakteriyel aktivite tayini i¢cin hazir hale getirilmistir.

4.2.3. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri olarak Triptik Soy Broth, Mueller Hinton Agar ve Koyun Kanli Agar
kullanilmistir. Laboratuvar ortaminda aseptik sartlar altinda dehidre Triptik Soy
Broth ve Mueller Hinton Agar hazirlanmistir. Kanli Agar besiyeri ise hazir olarak
kullanilmistir. Triptik Soy Broth besiyerini hazirlamak i¢in 30 g toz besiyeri {lizerine
distile su ilave edilerek 1000 mL’ye tamamlanmigtir. Vida kapakli kisa deney
tiiplerinin her birine 5 mL aktarilarak 121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dk boyunca
steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerlerinin kapaklar1 kapatilarak kullanim

zamanina kadar +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

Mueller Hinton Agar besiyeri hazirlamak i¢in 34 g toz besiyeri lizerine distile su
ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlanmistir. Erlen mayerler besiyeri ¢ozeltisi iyice
karistirildiktan sonra aliiminyum folyo ile agizlar1 sikica kapatilan erlen mayerler
121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dk steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyerleri 50°C’ye kadar sogutularak biyogiivenlik kabinde steril petri kaplarina 4
mm kalinliginda dokiilerek katilagsmasi beklendi. Hazirlanan besiyerleri kullanilana

kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
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4.2.4. Test mikroorganizmalarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan bakteri suglar1 Triptik Soy Broth besiyerine aktarilmis
ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen bakteriler Koyun
Kanl1 Agara azaltma yontemi ile ekilerek 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Elde edilen taze kiiltiirlerden alinan bakteriler 9 mL’lik Triptik Soy Broth besiyeri
iceren tiiplere inokule edilerek 0,5 McFarland ( 10° CFU/mL) bakteri yogunlugu

ayarlanmigtir.

4.2.5. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

4.2.5.1. Disk difiizyon yontemi

Antimikrobiyal aktivenin dl¢limii i¢in en yaygin kullanilan yontem disk difiizyon
testidir (Brooks ve ark., 2010). Kirb—Bauer disk difiizyon yontemi antibiyotiklere
duyarhi@in saptanmasi amaciyla uygulanan klasik bir kalitatif yontemdir. Bu
yontemde farkli antimikrobik maddelerin bilinen belirli miktarini igeren diskler, kati
besiyeri yiizeyine test mikroorganizmasi inokiile edilmis yiizeye yerlestirilir.
Mikroorganizmanin iiremesi (maddeye direng) veya iirememesi (maddeye duyarll)
gbzlenir. Inkiibasyon sonrasinda disk etrafindaki inhibisyon zon ¢api &lgiilerek

maddenin bakteriye etkisine iliskin degerlendirilmesi yapilir (Strohl ve ark., 2006).

4.2.5.2. Deneyin yapilisi

Calismada hazirlanan bitki ekstraktlarina belirli oranlarda etanol, metanol, distile su,
aseton, etil asetat, kloroform, hekzan ¢oziiciileri eklenerek istenilen konsantrasyonlar
(6400 pg/mL, 3200 pg/mL, 1600 ug/mL, 800 pg/mL) hazirlanmistir. Hazirlanan
ekstraktlardan herbir diske 10 puL emdirilerek 24 saat oda sicakliginda steril
biyogiivenlik kabinde kurumaya birakilmistir. 0,5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan bakteri siispansiyonundan Mueller Hinton Agar kat1 besiyerlerine steril
ekiivyon yardimiyla aseptik sartlarda ekim yapilmistir. Hazirlanan diskler bakteri

ekilmis Mueller Hilton Agar besiyerlerine yerlestirilerek 37°C’de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Negatif kontrol olarak her ekstraktin hazirlandig1 c¢oziici disklere
emdirilmistir. Pozitif kontrol olarak Gentamisin ve Basitrasin yiiklii diskler
kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin 6l¢iimii

yapilmistir.Her bakteri ve ekstrakt i¢in bu ¢alisma tii¢ paralel olarak tekrarlanmistir.

4.2.5.3. Zon ¢aplarinin olciilmesi

37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda bitki ekstraktlarinin mikroorganizmalara kars1
antibakteriyel aktivitesinin olup olmadigmin belirlenmesi i¢in disk etrafindaki
inkibisyon zon caplar1 (mm) dijital kumpas ile dl¢iilmiistiir. Inhibisyon zon ¢aplarina
bakilarak bitki ekstraktlarinin ¢alismada kullanilan bakteriler iizerinde antibakteriyel

aktivitesinin varolup olmadigi belirlenmistir.



BOLUM 5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Deneysel Sonuclar

Calismada Paeonia peregrina L. , Salix alba L. ve Salix babylonica L. bitkilerinin
kok, yaprak, dal ve kabuk kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin (etanol, metanol,
distile su, aseton, etil asetat, kloroform, hekzan) disk diflizyon yontemi kullanilarak
in vitro ortamda antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Bakteri suslar1 olarak B.
subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S.
typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 ve S. epidermidis ATCC 12228

kullanilmistir.

Yapilan calismada Paeonia peregrina L.’min kokiinden etanol ¢oziictisiiyle
hazirlanan ekstraktin en yiiksek antibakteriyel etki 12,1 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile
S. epidermidis bakterisi lizerinde gOstermistir. Hekzan ve kloroform ile hazirlanan

ekstraktlarinda antibakteriyel etki gdzlenmemistir.

Paeonia peregrina L.’nin yapraginin aseton c¢oziiclisii ile hazirlananan
ekstraktlarinin S. aureus bakterisi lizerinde 17,3 mm inhibisyon zon ¢ap1 gosterdigi
belirlenmistir. Hekzan ile hazirlanan esktraktinda ise antibakteriyel etki

belirlenememistir.

Paeonia peregrina L.’nin dal kisimlarindan etanol, aseton ve hekzan coziiciileri ile
ekstrakt hazirlanmistir. Aseton ¢oOziiciisii ile hazirlanan ekstraktin en yiiksek
antibakteriyel etkiyi S. aeurus ve E. faecalis bakterilerine karst 9 mm inhibisyon zon
cap1 gosterdigi belirlenmistir. Hekzan ile hazirlanan esktraktinda ise antibakteriyel

etki belirlenememistir.
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Salix alba L. yaprakta en yliksek antibakteriyel aktivite etil asetat ile hazirlanan
ekstrakta S. aeureus bakterisi lizerinde 9 mm inhibisyon zon c¢apr gosterdigi
belirlenmistir. Salix alba L. yaprak kismindan kloroform ve aseton ile hazirlanan
ekstraktlarinin test mikroorganizmalar lizerinde antibakteriyel etki gostermedigi
belirlenmistir. Salix alba L. kabuk etanol ile hazirlanan ekstraktin S. epidermidis,
aseton ile hazirlanan ekstraktin E. coli bakterileri lizerine 10,5 mm inhibisyon zon

¢ap1 olusturdugu gézlenmistir.

Salix babylonica L. yaprak distile su ile hazirlanan ekstraktlarin S. epidermidis ve E.
faecalis  bakterileri lizerinde antibakteriyel etki gosterdegi belirlenmistir. Diger
coziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarin test mikroorganizmalar lizerinde antibakteriyel
etki gostermedigi tespit edilmistir. Salix babylonica L. kabuk distile su ve aseton ile
hazirlanan ekstraktlar test bakterileri tizerinde antibakteriyel etki gostermistir. Diger
coziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarin test mikroorganizmalar lizerinde antibakteriyel

etki gostermedigi belirlenmistir.

Calismada elde edilen verilerin ¢oziiciilerden kaynaklanip kaynaklanmadigini tespit
etmek i¢in negatif kontrol olarak metanol, etanol, aseton, distile su, hekzan,
kloroform ve etil asetat ¢oziiciilerinin emdirildigi diskler kullanilmistir. Yapilan tim
caligmalardaki negatif kontrollerde inhibisyon zon ¢ap1 gozlenmemistir. Bu da
ekstraktlarin  antibakteriyel etkilerin ¢oziiciiden degil, bitki ekstraktindan

kaynaklandigini gdstermistir.

Bitki ekstrakt konsantrasyon yogunlugunun ve c¢oziicii ¢esidinin antibakteriyel
aktiviteyi etkiledigi gozlenmistir. Ekstrakt yogunlugu artik¢a antibakteriyel etkinin
de arttign belirlenmistir. Hekzan, etil asetat ve kloroform ile hazirlananan
ekstraktlarin diisiik diizeylerde antibakteriyel etki gosterdikleri belirlenmistir.
Metanol, etanol, distile su ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin ¢alisilan
bakteriler lizerinde genis capli antibakteriyel etki gosterdikleri tespit edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotik diskler farkli bakterilerde farkl
inhibisyon zon c¢ap1 Slgiilmiistiir. Sonuclar her bir bitki kismi1 i¢in tablolar halinde

verilmigtir.
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5.2. Paeonia peregrina’nin Antibakteriyel Etkisi

Paeonia peregrina L. yaprak, dal ve kok ile hazirlanan metanol, etanol, aseton,
distile su, etil asetat ve hekzan ekstraktlarinin E. coli, S. epidermidis, B. subtilis, S.
aureus, E. faecalis ve S. typhimurium bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.1.’de en yiiksek antibakteriyel aktivite, aseton ile hazirlanan ekstraktlarda
goriilmiistiir. Aseton ekstraktinin S. aureus bakterisi lizerinde 17,3 mm inhibisyon
zon ¢ap1 olarak belirlenmistir. Distile su ile hazirlanan ekstraktin ise S. aureus
bakterisi i¢in 15,5 mm inhibisyon zon ¢api1 olustugu gézlenmistir. Metanol ve etanol
ile hazirlanan ekstraktlarin S. aureus bakterisi i¢cin 13 mm inhibisyon zon c¢ap1
olustugu gozlenmistir. Hekzan ile hazirlanan ekstraktin herhangi bir antibakteriyel
etkisinin olmadig1 gozlenmistir. P. peregrina yaprak aseton ile hazirlanan ekstraktin
diger coziiciilerle hazirlanan ekstraktlara gore antibakteriyel etkisinin daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.
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Tablo 5.1. Paeonia peregrina L. yaprak ekstraktlarmin ¢aligilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplari

Ekstrakt Test mikroorganizmalari
Ec Se Bs Sa Ef St

(ng/10pL) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Metanol
6400 10 10,2 8 13 9 11
3200 8 6 6 11,5 6,5 8,5
1600 6 0 0 10,5 0 7,5
800 0 0 0 8 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etanol
6400 12 8,5 9 13 12,5 10,5
3200 10 7,5 7,5 11 10 9
1600 9 7 6 9 9 7
800 8,5 6 0 7,5 8 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 14,2 11 10 17,3 14 12
3200 11,5 8 8 14,4 12,5 10
1600 8 7 7.5 12 11 8
800 7 6 6,5 9 8.5 6
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Distile su
6400 8 8 7 15,5 9,5 8
3200 7 7 0 12 8 7
1600 0 6 0 10 6 6
800 0 0 0 8 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etil asetat
6400 10 9,5 9 8,5 9 8.5
3200 8 7 7 7,5 7,5 7,5
1600 6 6 6 6 6 6
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Hekzan
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 28 0 26 28 23 25
120 mg
Basitrasin 10 0 27 23 23 0 25
U

Ec:Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus, Ef:

Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium



45

Sekil 5.1. P. peregrina yaprak ekstraktlarinin ¢alisilan bakteriler tizerinde olusturduklart inhibisyon zon ¢aplari:

a) Su ekstraktinin S. typhimurium bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Aseton ekstraktinin
E. faecalis bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi, c) Aseton ekstraktin S. aureus bakterisi
tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Etil asetat ekstraktinin S. aureus bakterisi {izerindeki
antibakteriyel aktivitesi, ) Aseton ekstraktinin E. coli bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, f)

Metanol ekstraktinin S. aureus bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi.



Tablo 5.2. P. peregrina (L) kok ekstraktlarinin test bakterileri {izerinde olusturduklar: inhibisyon zon gaplar1

Ekstrakt Test mikroorganizmalari

Ec Se Sb Sa Ef St
(ng/10pL) .

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Metanol
6400 8,2 10,3 7,3 7,3 7,5 8,6
3200 7 7 6,1 6,5 6 6,5
1600 0 6 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etanol
6400 9,3 12,1 9,5 9,7 8,5 9,5
3200 7,6 8,5 7,5 7,5 7 7,4
1600 6 7 6 6 6 6
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 9,8 10 9,2 9 9 9,5
3200 7,4 7,4 6,7 6,5 7 7
1600 6 6 0 0 6 6
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Distile su
6400 6 6 6 6 6 6
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Hekzan
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Kloroform
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin120mg 28 0 26 28 23 25

Basitrasinl0 U 0 27 23 23 0 25

Ec: Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus,
Ef: Enterococcus faecalis, St:Salmonella typhimurium.
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Tablo 5.2.°de en yiiksek antibakteriyel aktivite, etanol ile hazirlanan ekstrakta
belirlenmistir. Etanol ekstraktinin S. epidermidis bakterisi lizerinde 12,1 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir. Metanol ekstraktinin S. epidermidis
bakterisi iizerine 10,3 mm inhibisyon zon ¢ap1 olustugu goézlenmistir. Aseton ile
hazirlanan ekstraktta ise S. epidermidis bakterisi iizerinde 10 mm inhibisyon zon ¢ap1
olustugu belirlenmistir. Distile su ile hazirlanan ekstraktlarin genel olarak diisiik
antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir. Hekzan ve kloroform ile hazirlanan
ekstraktlarin herhangi bir antibakteriyel etkisinin olmadigi tespit edilmistir. P.

peregrina kok ekstraktlarinin S. epidermidis izerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.2. Paeonia peregrina kok ekstraktlarmin calisilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplart: a) Etanol ekstraktinin S. epidermidis bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Metanol
ekstraktinin E. coli bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, ¢) Metanol ekstraktin S. typhimurium
bakterisi {lizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Etanol ekstraktinin S. aureus bakterisi lizerindeki
antibakteriyel aktivitesi, e)Aseton ekstraktinin S. epidermis bakterisi iizerindeki antibakteriyel

aktivitesi, f) Distile su ekstraktinin S. aureus bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi
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Tablo 5.3. P. peregrina dallarinin ekstraktlarinin caligilan bakteriler {izerinde olusturduklar: inhibisyon zon

caplari

Ekstrakt Test mikroorganizmalari

Ec Se Bs Sa Ef St
(ng/10pL) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Etanol
6400 6 6,5 0 7,5 6 7
3200 0 0 0 6 0 6
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 8,8 8 7,5 9 9 8
3200 8 7 6,5 7 7,5 7
1600 6 0 0 0 6 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Hekzan
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 28 0 26 28 23 25
120mg
Basitrasinl0 U 0 27 23 23 0 25

Ec: Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus,
Ef: Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium

Tablo 5.3.de en yiiksek antibakteriyel aktivite, aseton ekstraktininda tespit
edilmistir. Bu ekstraktin S.epidermidis ve E. faecalis bakterileri lizerinde 9 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir. Hekzan ile hazirlanan ekstraktlarin

herhangi bir antibakteriyel etkisinin olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 5.3. Paeonia peregrina dal ekstraktlarmin ¢alisilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplart: a) Hekzan ekstraktinin B. subtilis bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Metanol
ekstraktinin E. faecalis bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, c) Aseton ekstraktin E. faecalis
bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Aseton ekstraktinin S. aureus bakterisi lizerindeki

antibakteriyel aktivitesi
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5.3. Salix alba L. Antibakteriyel Etkisi

Salix alba L. yaprak ve kabuk ile hazirlanan metanol, etanol, aseton, distile su, etil
asetat ve hekzan ekstraktlarinin E. coli, S. epidermidis, B. subtilis, S. aureus, E.

faecalis ve S. typhimurium bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkisi incelenmistir.

Tablo 5.4.’de en yiiksek antibakteriyel aktivite, etil asetat ile hazirlanan ekstrakta S.
aureus bakterisi iizerinde 8 mm inhibisyon zon ¢ap1 olarak belirlenmistir. Metanol ile
hazirlanan ekstraktin S. typhimurium bakterisi lizerine 7,5 mm inhibisyon zon cap1
olusturdugu gozlenmistir. Distile su ile hazirlanan ekstraktlarin genel olarak diisiik
antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir. Aseton ve kloroform ile hazirlanan

ekstraktlarin herhangi bir antibakteriyel etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
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Tablo 5.4. Salix alba L. yaprak ekstraktlarinin ¢aligilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon caplari

Ekstrakt Test mikroorganizmalari

Ec Se Bs Sa Ef St
(ng/10uL) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Metanol
6400 6 0 6.5 6,5 6,5 7,5
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etanol
6400 0 0 0 0 7 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Distile su
6400 0 0 0 0 6,5 6.5
3200 0 0 0 0 0 6
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etilasetat
6400 0 0 0 8 0 0
3200 0 0 0 7 0 0
1600 0 0 0 6 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Kloroform
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 28 0 26 28 23 25
120 mg
BasitrasinlOU 0 27 23 23 0 25

Ec: Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus
Ef: Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium
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Sekil 5.4. Salix alba yaprak ekstraktlariin calisilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon caplari: a)
Distile su ekstraktinin S. fyphimurium bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Kloroform
ekstraktinin S. aureus bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, ¢) Etil asetat ekstraktin E. coli
bakterisi tlizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Aseton ekstraktinin E. coli bakterisi iizerindeki
antibakteriyel aktivitesi, e) Distile su ekstraktinin E. faecalis bakterisi tizerindeki antibakteriyel

aktivitesi, f) Etanol ekstraktinin E. faecalis bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi



Tablo 5.5. S. alba kabugunun ekstraktlarinin galigilan bakteriler iizerinde olusturduklart inhibisyon zon c¢aplari

Test mikroorganizmalari

Ekstrakt Ec Se Bs Sa Ef St
(ng/10uL) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Metanol

6400 7,5 7 7 7,5 7 7

3200 6,5 6,5 6,5 6,5 6 6

1600 6 0 6 6 0 0

800 0 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Etanol

6400 8,5 10,5 7 10 8 8,5
3200 6,8 7 6 6,5 7 6,5
1600 6 0 0 6 6 6

800 0 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Aseton

6400 10,5 10 9,5 8,5 10 9

3200 9 8 8 7 8 7,5
1600 7,5 6 6 6 7 6

800 6 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Distile su

6400 9,5 8,6 8 7 8 6,5
3200 8 7 6 6 7 0

1600 6 6 0 0 0 0

800 0 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Etil asetat

6400 7 0 0 0 0 0

3200 6 0 0 0 0 0

1600 0 0 0 0 0 0

800 0 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Kloroform

6400 0 0 0 0 0 0

3200 0 0 0 0 0 0

1600 0 0 0 0 0 0

800 0 0 0 0 0 0

N.kontrol 0 0 0 0 0 0

Gentamisin 28 0 26 28 23 25
120mg

Basitrasin 10U 0 27 23 23 0 25

Ec: Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus
Ef: Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium



55

Tablo 5.5.°de en yiiksek antibakteriyel aktivite, aseton ve etanol ile hazirlanan
ekstraktlarda tespit edilmistir. Bu ekstraktlar sirasi ile E. coli bakterisi lizerinde 10,5
mm ve S. epidermidis bakterisi iizerine 10,5 mm inhibisyon zon ¢ap1 gosterdigi
belirlenmistir. Distile su ile hazirlanan ekstraktin E. coli bakterisi i¢in 9,5 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olustugu belirlenmistir. Metanol ile hazirlanan ekstraktlarin .
coli ve S. aureus bakterisi lizerinde 7,5 mm inhibisyon zon c¢ap1 olustugu
gozlenmistir. Etil asetat ekstrakti tek bir bakteri lizerine antibakteriyel aktivite
gosterirken, kloroform ekstraktin ise herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermedigi

gozlenmistir.
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Sekil 5.5. Salix alba kabuk ekstraktlarinin ¢aligilan bakteriler {izerinde olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari: a)
Aseton ekstraktinin E. coli bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Aseton ekstraktinin E.
faecalis bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, ¢) Etanol ekstraktin S. aureus bakterisi tizerindeki
antibakteriyel aktivites, d) Distile su ekstraktinin E. coli bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, e)
Etanol ekstraktininZ. faecalis bakterisi izerindeki antibakteriyel aktivitesi, f) Metanol ekstraktinin E.

coli bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi
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5.4. Salix babylonica L. Bitkisinin Antibakteriyel Etkisi

Salix babylonica L. yaprak ve kabugun metanol, etanol, aseton, distile su, etil asetat
ve hekzan ¢oziiciileriyle yapilan ekstraktlarin E. coli, S. epidermidis, B. subtilis, S.
aureus, E. faecalis ve S. typhimurium bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkisi

incelenmistir.

Tablo 5.6.’da en yiiksek antibakteriyel aktivite, distile su ile hazirlanan ekstraktta S.
epidermidis ve E. faecalis bakterileri lizerinde 7 mm inhibisyon zon ¢ap1 olarak
Olclilmiistiir. Diger ¢oziicliler ile yapilan ekstraktlarda herhangi bir antibakteriyel etki

goriilmemistir.
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Tablo 5.6. S. babylonica kabugunun ekstraktlarinin calisilan bakteriler iizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplart

Ekstrakt Test mikroorganizmalari

Ec Se Sb Sa Ef St
(ng/10pL) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Metanol
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etanol
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Distile su
6400 0 7 0 0 7 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etil asetat
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Kloroform
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 28 0 26 28 23 25
120 mg
BasitrasinlOU 0 27 23 23 0 25

Ec: Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus
Ef: Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium
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Sekil 5.6. Salix babylonica yaprak ekstraktlarinin ¢alisilan bakteriler tizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplari: a) Su ekstraktinin S. epidermidis bakterisi tlizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Su
ekstraktinin S. typhimurium bakterisi {izerindeki antibakteriyel aktivitesi, ¢) Etanol ekstraktin E.
faecalis bakterisi lizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Etil asetat ekstraktinin S. aureus bakterisi
tizerindeki antibakteriyel aktivitesi, e) Aseton ekstraktinin S. aureus bakterisi tizerindeki antibakteriyel

aktivitesi, f) Kloroform ekstraktinin E. faecalis bakterisi izerindeki antibakteriyel aktivitesi
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Tablo 5.7. S. babylonica kabugunun ekstraktlarinin galigilan bakteriler tizerinde olusturduklari inhibisyon zon

caplart
Ekstrakt Test mikroorganizmalar1
Ec Se Bs Sa Ef St
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Metanol
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etanol
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 8 6 7 7 8 7
3200 7 0 6 6 7 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Distile su
6400 8 6 8,5 0 0 8,5
3200 6 0 6 0 0 6,5
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Etil asetat
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Kloroform
6400 0 0 0 0 0 0
3200 0 0 0 0 0 0
1600 0 0 0 0 0 0
800 0 0 0 0 0 0
N.Kontrol 0 0 0 0 0 0
Gentamisin 120 28 0 26 28 23 25
mg
Basitrasin 10U 0 27 23 23 0 25

Ec:Escherichia coli, Se: Staphylococcus epidermidis, Bs: Basillus subtilis, Sa: Staphyloccus aureus Ef:
Enterococcus faecalis, St: Salmonella typhimurium

Tablo 5.7.’de en yliksek antibakteriyel aktivite, distile su ile hazirlanan ekstraktta B.
subtilis ve S. typhimurium bakterileri lizerinde 8,5 mm inhibisyon zon ¢ap1 olarak
gozlenmistir. Aseton ile hazirlanan ekstraktin E. coli ve E. faecalis bakterileri
tizerinde 8 mm inhibisyon zon cap1 olustugu belirlenmistir. Metanol, etanol, etil
asetat, kloroform ile hazirlanan ekstraktin herhangi bir antibakteriyel etkisinin

olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 5.7. Salix babylonica kabuk ekstraktlarinin ¢aligilan bakteriler {izerinde olusturduklari inhibisyon zon
caplart: a) Aseton ekstraktinin E.faecalis bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, b) Aseton
ekstraktinin E. coli bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, ¢) Kloroform ekstraktin E. coli
bakterisi iizerindeki antibakteriyel aktivitesi, d) Su ekstraktinin B. subtilis bakterisi {lizerindeki
antibakteriyel aktivitesi, e) Su ekstraktinin S. fyphimurium bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitesi,

f) Su ekstraktinin E. coli bakterisi izerindeki antibakteriyel aktivitesi
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Sekil 5.8. Antibiyotiklerin a) B. subtilis, b) E. faecalis, c) S. epidermidis, d) E. coli, €) S. typhimurium, f) S.aureus

suslari tizerindeki antimikrobiyal etkisi



BOLUM 6. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Paeonia peregrina L. yaprak,
kok ve dal kisimlari, Salix alba L. ve Salix babylonica L. bitkilerinin yaprak, geng
dallarin kabuk kisimlar1 kullanilarak metanol, etanol, aseton, etil asetat, kloroform,
hekzan ve distile su coziiciileri ile ekstraktlar1 hazirlanmistir. Elde edilen
ekstraktlarin B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212, S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 ve S. epidermidis ATCC
12228 iizerindeki antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon yontemi kullanilarak

belirlenmistir.

P. peregrina yaprak ekstraktlarinda en yiiksek antibakteriyel aktivitenin S. aureus ve
E. coli bakterileri lizerinde oldugu belirlenmistir. P. peregrina kokten elde edilen
ekstraktlarin S. epidermidis bakterisi lizerinde daha yiiksek antibakteriyel etkiye

sahip oldugu gozlenmistir.

Ivanova ve ark. (2002) Paeonia peregrina ve Paeonia tenuifolia koklerinden elde
edilen asidik fraksiyonlarin S. aureus, E. coli ve C. albicans’a karst antimikrobiyal
aktivitelerini incelemislerdir. Tiim fraksiyonlarin S. aureus iizerine antibakteriyel
etkisinin oldugu, E. coli lizerinde diisik ve C. albicans iizerine herhangi bir

antimikrobiyal etkisinin olmadigi bildirilmistir.

Kunduhoglu ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada Eskisehir bolgesinden topladiklar P.
peregrina’nin yaprak ve koklerinden soxhlet yontemini kullanarak ekstraktlar
hazirlamislardir. En yliksek antibakteriyel aktivitenin aseton ¢oziiciisii ile hazirlanan
yaprak ekstraktinda oldugu ve bu ekstraktin B. subtilis ve S. epidermidis iizerinde 11
mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu bildirmislerdir. Kok aseton ile hazirlanan

ekstraktin ise B. subtilis, S.typhimurium fiizerinde 8 mm inhibisyon zonu
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olusturdugunu belirlemislerdir. Yaprak ile hazirlanan etanol ekstraktinin B. subtilis
ve S. epidermidis tizerine 10 mm, kok ile hazirlanan etanol ekstraktinin B. subtilis, S.
aureus ve S. epidermidis ilizerine 8§ mm inhibisyon zon ¢api olusturdugunu

bildirmislerdir.

Calismamizda P. peregrina yaprak aseton ile yapilan ekstraktinin S. aureus’a karsi
17,3 mm inhisyon zon ¢ap1 olusturdugu gozlenirken, kok aseton ile hazirlanan
ekstraktta S. epidermidis’e karst 10 mm inhibisyon zon ¢ap1 Ol¢iilmiistiir. Yaprak ile
hazirlanan etanol ekstraktinda en yiiksek antibakteriyel aktivite S. aureus’a kars1 13
mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu goézlenmistir. Bu farkliligin ekstrakt hazirlama
yontemlerinden olacabilecegi gibi bitkilerin yetisme sartlarindaki farkliliklardan da

olabilecegi diisliniilmektedir.

Sahin (2007) yaptig1 calismada Canakkale’den toplanan P. peregrina’nin yaprak,
govde ve kok kisimlarindan aseton, metanol ve etanol kullanarak elde edilen
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini incelemistir. Kokte en yliksek antibakteriyel
etkinin etanol ve metanol ¢oziiclileriyle hazirlanan ekstraktlarda E. coli bakterisi
tizerinde oldugu bildirilmistir. Yaprakta ise en yliksek etki etanol ile hazirlanan
ekstraktta S. aureus bakteri lizerinde oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma yaptigimiz
caligmayla pararel olarak kokiin etanol ve metanol ¢oziiciilerinin E. coli lizerinde
etkili oldugunu gostermektedir. Yaprakta en yiiksek antibakteriyel etkinin S. aureus

bakterisi lizerine oldugu belirlenmistir.

Calismamizda Salix alba’nin yapragi ile hazirlanan ekstraktlarin genel olarak diisiik
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Qureshi ve ark. (2015) yara pansuman
uygulamalari i¢in Salix alba yapraginin etil asetat ¢oziiciisii ile 6ziitlenmis kitosan
bazli hidrojel filmin antimikrobiyal aktivite calismasini yapmislardir. Calismada ham
S. alba ckstraktinin S. aureus bakterisi i¢in 8 mm, E. coli bakterisi i¢in 9 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz calismada da S. alba
yapraginin etil asetat ile hazirlanan ekstraktinin S. aureus iizerinde 8§ mm inhibisyon

zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir.
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Soumia ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 20 tibbi bitkinin metanol ekstraktlarinin
B. subtilis, S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa bakterileri lizerinde antimikrobiyal
aktivitelerini ve antioksidan Ozelliklerini arastirmislardir. S. alba kabuktan metanol
coOzeltisi ile yaptiklar1 ekstraktin B. subtilis bakterisi iizerine 7 mm inhibisyon zon
capt olusturdugunu belirlemiglerdir. Calismamizla elde edilen sonuglar paralellik

gostermektedir.

Sulaiman ve ark. (2013) Salix alba kabugunun etanolik ekstraktlarmin fenolik
iceriginin sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir.
Ekstraktin S. aureus bakterisi ilizerinde 14,6 mm inhibisyon zon capt gosterdigini
bildirmislerdir. E. coli bakterisi lizerinde ise antibakteriyel etki belirlenmedigini
saptamislardir. Yaptigimiz ¢alismada ekstraktin E. coli bakterisine iizerine 8,5 mm,
S. aureus iizerine 10 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir.
Sonuglardaki farkliliklar cografik ve iklimsel farkliliklardan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Sanders ve ark. (1945) Hindistan’dan yaz aylarinda toplanan 120 bitkinin ham
ekstraktlarinin B. subtilis ve E. coli bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitesini
arastirmislardir. S. babylonica’nin aragtirilan bakteriler iizerine antibakteriyel aktivite
gostermedigini bildirmislerdir. Bonjar ve ark. (2004) iran'in giiney dogu bélgelerinde
tibbi olarak kullanilan 98 familyanin 221 tiirinii antibakteriyel ve antifungal
aragtirmasini yapmislar. S. babylonica’nin metanol ile yapilan yaprak ekstraktlarinin
S. aureus, S. epidermidis ve E. coli bakterileri iizerine antibakteriyel aktivite
gostermedigi bildirilmistir. Elde ettigimiz veriler ve literatiir incelemeleri sonucunda

Salix babylonica min antibakteriyel aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir.

Calismamiz ¢oziicii ¢esitliligi ve farkli ekstrakt yogunlugunun antimikrobiyal
aktivite tzerindeki etkisini ortaya koyan dikkat ¢ekici bir arastirma oldugu

diistiniilmektedir.
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Yapilan bu tip ¢alismalarin yayginlastirilarak, bitkilerin dogal antimikrobiyal madde
kaynaklar1 olarak sentetik antimikrobiyal maddelere alternatif olabilecegi goriilebilir.
Bitkiler i¢ersinde antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan maddelerin izolasyonu ve
tanimlanmasinin tip, gida ve endiistride kullanimlar1 agisindan 6nemli bir olgu

oldugu diislincesindeyiz.
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