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OZET

Bu calsmada Hedera helix, Vitex agnus castus ve Cuscuta monogyna
bitkilerinin methanol ekstraktlarinin antibakterre® antifungal 6zelfii arastirildi.
Hedera helix'in yaprak ekstraktindan hazirlanan preparatlangrozattrreden ileri
gelen oksuruk ve astim tedavisinde kullargichilinmektedir. Vitex agnus castus
bitkisinin hipnotik ve menstruasyon arttirici, kadnastaliklarinda, st salgisini
engelleyici, sekstel hormon salgilanmasini artiieelligi vardir. Calgsmada
kullanilan bitkisel ekstraktlarimizin farkl kongeasyonlari elde etmek i¢in solvent

olarak methanol kullaniingtir.

Gram pozitif bakterilerder&taphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus fecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus ve gram negatif bakterilerden
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteridis
turleri, mayalardanCandida utilis, Candida albicans tirleri ve Penicillium sp.
purpurogenum, Aspergillus terricola, Trichothecium roseum, Aspergillus sp.,
Alternaria alternata, Ulocladium sp.atrum, Aspergillus sp.flavus, Aspergillus niger
ATCC 16404, Cladosporium sp., Penicillium sp.verrucosum var. cyclopium fungus
turleri Uzerinde invitro ortamda farkli bitkisel stkaktin ¢eitli konsantrasyonlarda

denemeleri yapildi

Hedera helix bitkisinin  methanol ekstrakt'inin denemelerind&aureus
bakteride 1/16 konsantrasyona kadar bir bakterigiedme gortlmeni diger

konsantrasyonlarda gorulgtir.

Cuscuta monogyna’'in ve Vitex agnus castusun ekstraktlarin denemesinde
Saureus, P.aeruginosa ATCC 9027 veE.fecalis turlerinde 1/256 konsantrasyonuna
kadar herhangi bir bakteriyel tGreme gorilme@uscuta monogyna methanol
ekstrakt'in deney sonuclarina gd@ealbicans 1/64 konsantrasyona Mecoli 1/32
konsantrasyona kadar Ureme gostermedfitex agnus castusun deneme
sonuclarinda iseE.coli'de 1/256 ve C.albicansta ise 1/16’ya kadar olan

konsantrasyonlarda Greme gozlenmedi.

Kullanilan farkh bitki ekstraktinin funguslar Unede yapilan denemelerinde

herhangi bir etkili sonuca raslanmatm.



\Y,

Arastirma sonuclarimiza gore ¢ farkh bitki ekstraktirdenemelerde bazi
insan patojeni bakteriler Uzerinde etkili sonugl@rdigi ortaya konulmstur. Bu
calismanin biraz daha derinlik kazanabilmesi icin fatkdkteri ve fungus tirlerinin
de denenmesi ve kullanilan ekstraktlarin fraksigonin ortaya konulmasi

dUstndlmelidir.
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SUMMARY

In this study, the anti bacterial and antifungatfees of the methanol extracts
from theHedera helix, Vitex agnus castus and Cuscuta monogyna plants have been
investigated. It is known that the preparationsthed extracts of leaves from the
Hedera helix are used for the treatment of bronchitis, coughoaused by
pneumonia and asthma. Th&éx agnus castus plant has an attribute to increase the
hypnotic and menstruation, to prevent lactationgynaecological diseases, to

increase secretion of sexual hormones.

Various in vitro experiments with different vegetaktracts in various
concentrations have been performed on gram posiaeeeria such a&aphyloccus
aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus fecalis, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus and gram negative bacteria such Bsoteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteridis types, on ferments such as
Candida utilis, Candida albicans types and fungus types such Renicillium sp.
purpurogenum, Aspergillus terricola, Trichothecium roseum, Aspergillus sp.,
Alternaria alternata, Ulocladium sp. atrum, Aspergillus sp.flavus, Aspergillus niger

ATCC 16404, Cladosporium sp., Penicillium sp.verrucosum var. cyclopium.

During the experiments on the methanol extracHedera helix plant, up to
1/16 concentration no bacterial propagation has lodserved irS. aureus bacteria

but in other concentrations bacterial propagaticcuaed.

During the experiments on the extractgCocuta monogyna and Vitex agnus
castus plants, up to 1/216 concentration no battpropagation has been observed
in S aureus, P. aeruginosa ATCC 9027 andE. fecalis types. At the end of the
Cuscuta monogyna methanol extract, no propagation ©f albicans up to 1/64
concentration and no propagation Bf coli up to 1/32 concentration occurred.
However at the end of the experiments whitex agnus castus no E. coli
propagation up to 1/256 concentration andGialbicans propagation up to 1/16

concentration has been observed.

No effective results of different plant extractsieth were used have been
recorded after the experiments on the fungi.
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According to the results of our researches, thiferent plant extracts have
effective results on some human pathogenic bacteriarder to have a better result,
experiments on other different bacteria and furyges should be performed and

suggesting the fractions of extracts that had lsex should be considered
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1. GIRIS

Tarihin ilk ¢glarindan glinumuize kadar insanlar bitkilerden gidasia
aramglardir. Beslenmelerinin yaninda 6nemli hastalikladasifal bitkilerle tedavi
etkilerinin yaninda organizma icin az ya da cokagarmlabilen bgka etkilerinin de

oldugu gortlmigtir (D6kmeci, 1994).

Dunya sglik teskilati (WHO)'nin 91 ulkenin farmokopelerine ve tibtitkileri
Uzerine yapilmy olan bazi yayinlarina dayanarak hazigadir argtirmaya gore,
tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplammiktari 20.000 civarindadir

(Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Tarkiye florasinin 6nemli bir 6zefli, oldukca zengin bir yapiya sahip
olmasidir. Turkiye’de 9000’e yakin bitki tiri ghd olarak yeg§mesine rgmen
bunlardan yeterince vyararlanilmgdi disinulmektedir. Kimyasal icerikleri
Uzerindeki cahmalar ise ¢cok yavaytrimektedir (Davis, 1972).

TUm dunya ulkelerinde olgu gibi, Turkiye'de de tibbi agidan 6nemli olan
bitkiler, yuzylllardan beri halk arasinda hastarkh tedavisi amaciyla

kullaniimaktadir.

Eski Yunan hekimler,Vitex agnus castus'ibazi uterus rahatsizliklarinda
kullanmslardir. Bunun kanitlari, Hippocrates'in gatalarindaki  kapsamli
referanslarda bulunabilir (M.O. 4. yy.). Hippocsatéitex agnuscastu&u, "kanin
akisini durdurmak™" ve "plasentanin ggni kolaylastirmak” icin de kullannytir
(http://www.biomeks.com/agnucastonl.htm#). Diostesi deVitex agnus castus'un
tedavideki avantajlarini anlatgtr. Bitkiyi ve tohumlarini kaynatarak elde gtti
suyu oturma banyosu olarak uterus inflamasyon vstahklarinin tedavisinde
kullanmstir. Lonicerus ve Matthioles bitkinin meyve ve yaklarinin, emenagog ve
galaktogog olarak kullaniimasini 6negterdir. 19. yuzyilda ve 20. yizyilin fsada
doktorlar,Vitex agnus castus’unutmular; yalnizca homeopati uzmanlari bu bitkiyi

kullanmayi surdtrmglerdir. Vitex agnus castuginimuzde yeniden dikkat cekmeye



baslamistir. Farmakolojik ve klinik cagma sonuclar etkileyicidir.

Hedera helixbitkisi ¢cok eski cglardan insan tarafindan cok farkli amaclarla
kullaniimis. Eski Misirda Osiris’in - kutsal gaci olarak belirtiliyor. Eski
Yunanistan’da ve Roma’daairlerin sembolt olarak kullanilg Orta Asya’da
maden paralar Uzerindeledera helixin baskisini yapnglardir, cunki Hedera

helixin 6lmezlik anlamina geldine inaniimaktadir.

Ayni zamanda c¢ok eski zamanlardan itibaren bu ymtkifali bitki olarak
kullanilmaya bglanmstir. ibn-i Sina (Bati diinyasinda "Avicenna" adiyla tanini
(979-1037)) tarafindanHedera heli¥n i¢c strdirme, bitki suyunun istenmeyen
kilarin yok edilmesi ve bitleri yok etme 6zglhin oldusu ifade edilmgtir. Taze
yapraklar sarapla kaynatildiktan sonra yara tedavisinde kulah ve taze
yapraklarin ise yanmiyara tedavisinde kullanilgh bilinmektedir. Orta ¢garin
Ermeni hekim ve bilim adami Amirdoviat Amansias4{B-1482) kendi kitabinda
sifal bitki olarak bilgi verilmitir. Alman ve Bulgar halkHedera helixhakkinda pek
¢cok hastaliklarin tedavisinde kullangtardir (Zuzuk et al 2002).

Uzak gecmyten gunumuize kadar bu bitkiler yeniden bilim adamia
ilgilerini artirmistir. Bu alandaki ardirmalarin amaci bu bitkilerin kimyasal
Ozelliklerini ggrenmek veya bunlardan elde edilen kimyasal maddefreryeni bir
madde sentezlemektir. Bu tezin gnama amacCuscuta monogyna, Hedera helig
Vitex agnus castubitkilerinin methanol ekstraktlarinin anibaktetiyee antifungal

Ozelliklerinin olup olmadiini tespit etmektir.



2. KONU ILGILI YAYINLAR VE
CALI SMALAR

Literatlr bilgilerine gore, bu bitkiler icinde oldamyasallar gesi bir sekilde
argtirilmistir (Bedir ve ark., 1999; Kurutizim-uz ve ark., 2003;dtial, 2002;
Hirobe et al, 1997)Fakat bu maddeler nerede kullanilir ve hangi ikteti tasir bu

gibi calsmalara daha az rastlanmaktadir.

Hedera helixn bitkisinin yapraklarindan izole edilen sapominifunguslara,
parazitlere, yumgakcalara ve leishmanialara kaetkiye sahiptir Timon-David et
al, 1980; Julien et al, 1985).

Anadolu halk tibbind&/itex agnus-castubitkisi ditretik ve antifungal olarak
kullaniimakta, ayni zamaninda midgrigina ve erken damu 6nlemeye kar da
kullanildigi bilinmektedir (Baytop, 1984; Honda et al, 1996).

1949 yilinda A. J. Calabrese isimli bir gtremaci Hedera helixigcinde olan
saponinin ¢ok yiuksek derecede anibakteriyel dgeldahip oldgunu belirlemgtir.
Hederin 4 pg/ml konsantrasyonundgtaphylococcus aureuse Streptococcus
pneumoniadakterilerinin iremesine engel olmaktadir. Kuduzisii enjekte edilen
tawanlaraHedera helixbitkisinin ekstrakti verildiinde, tawanlar hasta olmadiklari
gozlemlenmgtir. (Zuzuk et al. 2009. C. Margineary (1978), P. Timon-David et al.
(1981), G. Balansard et al. (1980) hederinin arkiiobiyal 6Ozelliklerini
argtirmiglardir. Hedera helixten izole edilen hederin ve hederosapo@&ndida
albicans, Microsporum canis, Epidermophyton fluecda kari antimikrobiyal
Ozellik gostermektedir. Fakat en etkili olarak haadoulunmutur (C. albicans ve
Microsporum lanosumcin MIC deseri 50 pg/ml). Laboratuasartlarinda beyaz
fareler Uzerinde yapilan deney sonucglarina gBetera helixXten elde edilen

ekstraktlarleC. albicansile enfekte olan farelerin iyiigikleri gozlemlenmgtir.

Yapilan bu ¢cabmada yukarida 6zellikleri belirtilenledera helix, Vitex agnus
castusve Cuscuta monogynia antibakteriyel ve antifungal etkileri agtarilmistir.
Boylece Turkiye'de dgal olarak yeten ve tibbi Ozellikleri olan bitkileri tespit

etmek, yapilan ve yapilacak olan galalara katkida bulunmak amaclagtm



2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Cuscuta monogyna

Bu calgsmada kullanilanCuscuta monogynditkisinin sistemafii asagidaki
gibidir.

Bolum . Spermatophyta

Alt B6lUm : Dicotyledoneae

Alt Sinif : Asteridae

Ordo : Solanales

Familya : Cuscutaceae
Genus : Cuscuta

Tar : Cuscuta monogyna

Kiskit, asalak ve tek yillik bir bitkidir. Asmayardarak onun gejmesine
engel olur ve onu kurutur. Parazit olan yabanc| loédk tarafindan verem otggytan

sacl, kizil ot gibi isimler verilir.

Bag kuskutinin govdesi 1-3 mm. kalinlikta, koyu kaleve ve sert olmasiyla
diger kuskat tarlerinden ayrilir.

Topraga kendilginden dokulen kiskut tohumlarr uygun toprak nemsaaklik
bulunca c¢imlenir. Sonradan asmanin govde rengifid&51lcm boyunda ¢imlenme
dali uzatarak, ucunda bir kivrilma ile asmaya sarfallarinda bulunan tarak sli
gibi cikintilari ile tutunarak ve bitkinin 6z suyuwemer, buyimeye bar ve toprakla

olan b&lantisini sona erdirir.

Kaskatan ikinci bir ¢galma sekli, tutunmasina yarayan tarak gibi cikintili
kisimlarindan kopan parcaciklarin asma Uzeringerél tutunup gedimesi ile olur.
Bitki Uzerinde tutunup gedimis kiskatun ipliksi dallarinda ¢ok sik tggklinde cicek
acar. Cicekler kimelegeklinde olup renkleri pembe, menekve bazen de sari
renklidir ve temmuz’dan eylul ayina kadar gorulérleler bir top ytzlerce tohum
tasir. Tohumlarin bir kismi olgunfa toprgza diger ve hemen cimlenir. Bir kismi da

toprak ylzeyine yakin kisimda kalir ve 5-15 yilglur bir halde ¢cimlenme gicini



kaybetmeden durur. Yozgat \S8anlurfa yoresindeki Gzumpkar toprak ytzinde
gelistiginden, kuskut topraktan kolayca asmayaiula

Tohumla c@aldigi gibi sa¢ ve sarilici dallarinin parcalari ile degalir.
Topraza digen tohumlar ilkbaharda havaskdlarina gore ¢imlenir, asmay yakalayip
tutunur, topraktan igkisini kestikten sonra asma Uzerinde ortgklgagar, daldan
dala uzanir. Bitkiden bitkiye gecer, bitkinin gogdeden ihtiya¢c duydgu maddeleri

cekerek bitkiyi zayiflatir ve sonug olarak bitkirkarumasina neden olur.

2.1.2. Hedera helix

Bu calsmada kullanilaHedera helixbitkisinin sistematfii asagidaki gibidir.

Bolum . Spermatophyta
Alt B6lUm : Dicotyledoneae
Alt Sinif : Rosidae

Ordo : Araliales
Familya : Araliaceae
Genus : Hedera

Tar : Hedera helix

Yerel adi: Adi Orman Sarmel, Duvar Sarmgigl, Kara Yaprak, Orman
Sarmaigi.

Avrupa’dan, Kafkaslara kadar olan kesimde Ulkemizde mge-kayin
ormanlarinda dgal olarak bulunur. Ayrica,sus bitkisi olarak daiytatlir.

Tirmanici bir bitkidir. Boyu 30 metreyisar. Silindir bicimli odunsu govdesi
Uzerinde gelitirdigi ek kokler yardimiyla gaca tutunur ve tirmanir.@acin tepesine
ulasan odunsu govde, bu sefer yatay olarak uzamayardedar veyasgagiya dgru
sarkar. Buyumesinin belli birsamasindan sonrggac icin tehlikeli olmaya bdar,

govde kalinlatik¢a tehlike gacin 6limune kadar uzanabilir.

Her mevsim ygil yapraklar gévde uzerinde sarmal digitilir. iki tir yaprak

gelistirir. Cicek veren ve gunegoren, dik durumlu surginler Gzerindeki yaprakiari



kenarlari tam, uglari sivri, oval bigimlidir. Burkarsilik gicek vermeyen, ek kokler
yardimiyla yattiklar1 yere tutunan, gélgede kalafatin yapraklari ise 3-5 lopludur.
Lob uclari sivri ve ticgen bicimlidir. Loplu yaprakin taban kismi kalgeklindedir.
Her iki yaprakta tiystz ve derimsidir. Yapraklafist yuzi koyu, alt yuzi acik
yesildir. Pek belirgin olmayan sarimsi- beyaz ciceklétylil- ekim ayinda acar.
Cicek yapilarsemsiye bicimindedir. Olgun meyveleri siyahimsi mamkli, kiremsi
ve ufaktir ( Mataraci, 2002).

2-3 meyve tanesi yenilgi zaman c¢ocuklarda zehirlenmeye yol
acabilir.Sindirim bozukluklari, deride solgunluk.asb dénmesi, eksitasyon gibi
baslangicta gorulen belirtiler, dah&ia zehirlenmelerde yerini solunum gugliiile

seyreden komaya terk eder. Olum asfeksi sogekilienir.

Hedera helixin govde kisminda bulunan saponosidler meyveletiten
daha az toksiktir. Glcli vazokonstriktor ve antzspadik etkileri vardir. Bgmaca

tedavisinde kullaniimaktadir (D6kmeci, 1994).

Yapraklarinda %5 kadar oranda Triterpensaponin’@rlunur. Yapilan
argtirmalarda Saponin karminda Hederacosid B ve C ileHederin bulundgu

saptanmytir (Kaya, 1998).

Yaprak ekstrakindan breit, zaturreden ileri gelen Ooksurik ve astim
tedavisinde kullanilan preparatlar hazirlanmaktafdrnesin, Prospan). Fer

taraftano-Hederin 6dem ¢6zicu etkiye sahiptir (Zeybek, NZegbek, U., 1994).

Taze bitkinin mushil, adet getirici, kurt glirtici, terletici ve kusturucu etkilei
varsa da kullanilmasi oldukca tehlikelidir. Tazepngklari ¢ibanlari olgungairir.

Zehirli etkilerinden dolayi sadece haricen kullanil
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Kozmetikte hafif temizleyici madde 6zgine sahiptir. Bu nedenle makyaj
temizleme drtnlerinde kullanilir. Yenileyici olargkrgun, yipranngi kuru ciltler ve
g0z cevresi kigikhiklarini giderme Urdnlerinde, yiprangnihassas, permall veya

boyali saclar icigampuanlarda kullantlir.
2.1.3. Vitex agnus castus

Bu calsmada kullanilanVvitex agnus castubitkisinin sistemafii asagidaki
gibidir.

Bolum . Spermatophyta
Alt B6lUm : Dicotyledoneae
Alt Sinif : Asteridae

Ordo : Solanales

Familya : Verbenaceae
Genus : Vitex

Tar . Vitex agnus castus

Yerel adi: Hayit, Aci Hayit, Ayid, Rahip Bibetffet calisi

Hayit el seklinde yapraklar olan, yaz aylarinda morumsu l¢egeacan, cal
gorunigunde 1-3 metre yukseklnde bir &acciktir. Yarim cm’ lik kireseklinde,
acimsi meyveleri vardir. Rengi iyice koysgaa meyveler, ekim-kasim déneminde
toplanir ve golgede kurutulur. Akdeniz cevresi lg#kimde, Fransa,italya,
Yugoslavya, Yunanistan, Suriye, LiUbnan ve Turkiy@é Akdeniz ile Ege

bdlgelerinde yaygin olarak ysiti.

Daginik tepeli, geyek yapilidir. Surgunleri dort kéli, gri tayludar. Yapral
uzun saplidir ve 5-7 yaprakciktan @lu. Yapraklar el biciminde, yaprak sapinin
ucundan dalmistir. Mizrak seklindeki her bir yaprakgin ucu sivri, tam kenarl ya
da kaba diidir. Yaprakciklarin Gst yuzi yé, alt yuzi gri-ysil renkli ve beyaz
tayladdar.



Mayis, haziran aylarinda acan cgicekleri, mavimsiavenor (nadiren beyaz )
renklidir. Cicek yapilari bgk seklindedir ve bunlar da bigerek daha buyuk ve
uzun (10-15cm) murekkep salkimlari §bklari) olgturur (Mataraci, 2002).

Yapilan argtirmalara gore meyve ve tohumlari; % 4-6 oraningalieucucu
yaglar (1-8 Cineole, p-cymene[3-caryophyllene terpineol, citronellol, castine,
pinene linalool, limoneen ledol, y-cadinene campheng sabineng Alkaloit
(Viticin), %1 oraninda flavonoidlerCasticin, isovitexin, kaempferol, quercetin,
orientin, isoorientin, penduletin, luteolin-7-gluside, quercetagetin, isorhamnétin
%1-3 oraninda yaasitleri palmitik asit linoleik asit, linolenik asit eykosapentanik
asit, oleik asit sterik asi}, iridoid-glikozitler (% 0,3-1,1 acdubin ve % 0,5
Agnusidg, steroidler progesteron testosteron 17-u-hydroxy-progestergn
androstenedione vitaminler (olik asit thiamine pyridoxine riboflavin,
cholecalcifero) tocopherolstocotrienolg, tanen ve rezin igerir.

Hipnotik ve mensturasyon arttirici, kadin hastahkida, stt salgisini dnleyici ,
seksuel hormon salgilanmasini arttirici etkilereipga. Ayrica ¢ok yeni bilgilere
gore boceklerde deri d@mtirme hormon etkisi gosteren steroidal maddelerden
ecdysone bulundiu kayitli ise de bunu kleulu kasilayanlar da vardir (Zeybek, N.
ve Zeybek, U., 1994).

2.2. Calsmalarda Kullanilan Bakteriler

2.2.1. Staphylococcus

Staphylococcus  genusu Micrococcaceae familyasinin icinde
bulunmaktadir.1880 yilinda Ogston hastadan galderahati boyayarak, Uzim
salkimina benzeyen koklar gormibunlara (staphyle = Gzim salkimi)
gorinamlerinden dolayr stafilokok ismini vegtii. Rosenbach ise 1884 yilinda,
hastalardan alinan o6rneklerden, besiyerlerinde ilaitaklari izole etmgtir.
Stafilokoklar normal olarak, insanin derisinde vékdz membranlarinda bulunurlar
(Kihgturgay, 1994).

Stafilokoklar dizensiz, Uzim salkiigelinde kimeler olgturan gram (+)
hareketsiz, sporsuz 0.8-1.0 mikrometre capinda Yaksinda bakterilerdir. Bazi
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turler normal florada bulunabilgii gibi bazilari ¢ok ciddi infeksiyonlarada yol
acabilir. Butun stafilokoklar katalaz enzimi yagaki bu enzim HO.'yi O, ve HO

ya parcalar.

Stafilokoklarin virulansinda en 6nemli faktérleasmda hiicre gl enzimler ve

toksinler yer alir.

Hucre dgi enzimler arasinda koagullaz enzimi plazmada pshtdya neden
olur. Olwan fibrin bakteriyi fagozitozdan korur ve invazygetengini arttirir.

Koagiloz testi patojen tirlerin ayriminda bir kirdtie.

Penisilin pratikte kullaniimaya bBlandginda stafilokoklarin %90 indan fazlasi
duyarlihk gdstermesine gamen bugin penisilinaz (Beta laktamaz) stlumalari
nedeniyle bircok stafilokok penisiline diren¢ kamag durumdadir. Bu enzim

plazmide bgli olarak bakteriden - bakteriye aktariimaktadir.

Diger stafilokokal enzimler arasinda hiyalorinidazprimolizin, lipazlar,

nukleaz yer alir.

Stafilokoksal ekzotoksinler arasinda alfa, betanma ve delta toksinler yer
alir. Bu toksinler hemolitik aktivitenin yani sirdaticre membranina etkiliyerek
nekroza neden olurlar. Beta toksin spingomiyeliakizvitesi gosterir. TUm toksinler

S.aureudarafindan salgilanir. Protein yapisindadirlarsvga duyarlidirlar.

Eksfoliatif toksin A ve B olarak iki Uniteden alur ve 6zellikle yeni dganda
ve bebeklerde Bnmg deri sendromu (staphylococcol scolded skin synérem
SSSS) nedenidir. Stafilokokkal toksiklerden olgok sendrom toksini hastalarda
ates, hipotansiyon, ve desquamasyona neden olur vesistemi etkiler.

Stafilokoklar tarafindan salgilanan sbeantijenik (A-E) yonden farkli
enterotoksin mevcuttur. Isiya 100°C de 30" dayantddbn bu toksin besin

zehirlenmelerinden sorumludur.

Lokosidin, polimorfoniklear hicrelerin  parcalannmasi neden olur ve

fagositozu Onler (Temel ve Klinik Mikrobiyoloji; 25).
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S. aureusswslar optimum 30-37°C lerde Grerler. Gejine sinirlan 6-4&C
arasindadir. Toksin ofturmalari igcin gerekli minimum ve maksimum sicaklik
dereceleri 10-48C arasindadir. Optimum olarak pH' y1 7.0-7.5 olazdkrS. aureus
pH 4.0-9.3 sinirlar arasinda da gelesini surdirdr. Yiksek tuz konsantrasyonuna
direncli olan bakteriler % 10 tuz icerikli ortamdia rahatlikla gegebilirler, hatta %

20 tuzlu ortamlara tolerans gdsterenlau bulunmaktadir. Tuzdan de; tellurit,
civa Kklorlr, sodyum azid gibi kimyasal maddelereneemisin, polimiksin gibi bazi

antibiyotiklere de direnclidirler.

S. aureugdogal olarak en fazla burun ve gav bglugunu 6rten mukoz dokuda
yer alir. Buradan pek ¢ok yere yayilir. Deride,celk da ellerde, kollarda ve yilizde
bulunur. Insan ve hayvanlarin gilarinda, apseli yaralarda, sivilce ve gibanlarda
yogun olarak bulunmaktadir. Baz kultirlerinde ortamin dominant florasi arasinda
S. aureusda vardir ve buradan izole edilenslamn % 20" sinin enterotoksin

olusturdugu belirlenmitir.

Stafilokoklar basit besiyerlerinde Ureseler de kaekiyerinde daha iyi galir
ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana metB7 °C de ve pH 7.4 de iyi
urer. Jeloz besiyerinde Urer ve yuvarlak kenarlt, nkabarik, parlak ytzeyli, S
tipinde ve | - 2 mm capinda koloniler yap&taphylococcus aureualtin sarisi

renginde pigment okiurur (Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari, 2000).

2.2.2. Proteus

Proteuscinsinde gram negatif, hareketli, aerob baktenjer alir; bunlardan
yalniz birkag tir insani enfekte ed@roteus turleri besiyerinde jeloz Uzerinde ¢ok
cabuk yayilmasiyla ve jelatini kisa strede parcakgia dger bakterilerden ayrilir.
Laktozu fermente etmez.,B olwturur, Ureyi hidrolize eder (Kiligturgay, 1994).
Proteus vulgaris normal olarak insan baggada bulunur, fakat vicudun g
yerlerinde enfeksiyon yapabilir. Bu enfeksiyonlar@davisi énemli sorundur, cunki
proteus bakterileri antibiyotiklerin gona direnclidir. Proteus enfeksiyonlarinin
tedavisi icin en etkili antibiyotikler, kanamisir witrofurantoin’dir (Ang,1990).
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2.2.3. Bacillus

Gram (+), sporlu, buyuk basillerdir. Zorunlu aenab fakultatif anaerobdurlar.

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bakterilerdir.

Cok heterojen bir turdur. Hiucre yapisi, beslenmematabolik 6zellikleri,
dreme isilar, Greme ortamlarinin pHgde ve salgiladiklari enzimler acgisindan
farkhhk gosterirler. 40 dan fazla tur vardiinsan icin en Onemli olanB.
anthracisdir B.cereu&la hastalik olgturabilir. Digerleri kontaminan kabul edilen
bakterilerdir. Ancak nadirde olsa firsat¢l patojelarak ciddi enfeksiyon nedeni
olabilecekleri bildirilmitir. Bazi tirleri bitki ve insekt patojenidir, teofil tirleri ise
55°C den fazla isilarda Ureme Oz#@hlie sahiptir. Tdrin bircok cinsi; alkol,
antibiyotik, vitamin, enzim, ve bazi solventleriensezinde kullanilir. Bu nedenle

endustriyel olarak dnemli bakterilerdir.

Spor olgturmalari 6nemli 6zelliklerindendir. Sporlari 1sigaenclidir. D@gada
yaygin olarak bulunmalarini @ar. Sporlari hiicreden ganiayni kalinlkta, terminal
veya subterminal yeremi olabilir. Bu 6zelliklerinden taksonomik ayrinmlada

yararlanir (Kilicturgay, 1994).

Bu calgmada Bacillus genusundan iki tar kullanildiBacillus subtilis ve
Bacillus cereusBu iki tir bakteriler Gizerindesagida kisa bilgiler verilmtir.

Bacillus subtilis

Kirpikli bir basil oldusu icin hareketli, sporlari oval ve subterminaldir.
Kapsulstz, gram pozitif, aerop, oda sicakive genel besiyerinde rahatlikla
ureyebilen, R tipi koloniler yapan saprofit yanigdda yaygin olarak bulunan bir
basildir.

Saprofit bir bakteri olmakla beraber doku icine aegdz icine bulgarak

enfeksiyonlara ve bazi besin zehirlenmelerine nediilir.
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Bacillus cereus

Toprak, su, sitte ve @gada yaygin olarak bulunan, hareketli, kapstlstz,
sporlari terminal veya subterminal olan, gram phzierop bir basildir. Oda
sicaklginda treyebilme Ozefli gosterir. Saprofit bir bakteri olmasinagraen gida
zehirlenmelerine ve firsat¢gl patojen olarak abselgbz ici enfeksiyonlar,
osteomiyelit, endokardit ve uriner enfeksiyonlabigiesitli enfeksiyonlarin etkeni

olabilir (Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari, 200.

2.2.4. Pseudomonas

Nonfermentatif basiller icinde insanda en sik dtaraastalik olgturan
bakteridir. Konakgi direncinin bozulmasi halindeldgdikla hastalik olgtururlar.
Antibiyotiklere kagl oldukca direncli bakterilerdir.

0.6-2 um boyutlarinda gram negatif basillerdir. Tek, c¢ift veya kisazincirler
halinde bulunabilirler. Polar flagellalari ile h&etlidirler. Bakterinin c¢evresinde
ekstraselliler, polisakkarid yapida bir “slime Idyetabaka bulunur. Klinik
orneklerden izole edilen gdarda, bakterinin konak hiicreye tutunmasinda yacdim
olan pilileri bulunur. Fermentasyon yapmaz. Glikonlside edebilir. Oksidaz

pozitiftir.

Somatik O antijenlerine gore gruplandirilirlar. Bugbre 17 tipe ayrilirlar. Bu
siniflama genellikle epidemiyolojik amaclidir. Agrifaj ve pyosiyanin tiplendirmesi

de bu nedenle kullanilabilir.

Pseudomonasiremek icin 80'den fazla organik maddeyi kullan#ir
bakteridir. Enterik bakterilerin izolasyonunda llmilan besiyerlerinde treyebifli
gibi, alkali yapidaki vibrio izolasyon besiyerledia de treyebilir. Sadece glikoz veya
asetat gibi tek bir karbon kay#aiceren besiyerlerinde Ureyebilen nadir patojen
bakterilerdendir. Kanli besiyerinde, 1-5 capindassya yuzeyi buzlu cam
gorinaminde, kenarlari ondulan yapida kolonilestalur. Genellikle 3 hemoliz
meydana getirirler. 2 tlr pigment gtururlar. 1. Pyocyanin: Phenazine yapisindadir.
Koloniye mauvi-yail bir renk verir. Kloroform ve suda erime 6zglhe sahiptir.
Phenazine, kirmizidan, siyaha kadagigken farkli renklerde pigment aiturabilir
(Pyorubin, Pyomelanin gibi). 2. Fluorescein: Pyaleryapisindadir. Soluk sarigye
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bir pigmenttir. Kanli besiyerinde iyi gorulmez. Msgyum ve fosfatla
zenginlgtirilmis 6zel besiyerlerinde meydana gelir. Giime Pseudomonaslari P

agarda ultraviolesikta iyi gozlenir.

20-24°C arasinda ureyebilirler. Bazi turlerin 42°@ Uremeleri djer

pseudomonas turlerinden ayriminda yardimci olur.

Pseudomonalar, kimyasal dezenfektanlargedivejetatif bakterilere oranla
daha direnclidir. Biraz nem ol@u takdirde farkli yerlerde yamini surdurebilirler
(6rnezin, respirator, su kaplari, banyo, kivet gibi). Qemer amonyum bikgi ve
hexachlorophene iceren dezenfektanlarin icinderle izedilebilirler. Fenol ve

glutaraldehitli dezenfektanlardan etkilenirler.

Antibiyotiklere, kimyasal ve fiziksel ajanlara dmmg plazmidler araci ile
olur. Ornegin, karbenisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, sulfamid, aminoglikozidler
gibi antibiyotiklere, borat, kromat, civa iyonlatellurit, ultraviole ginlarina direng
gibi (Kiligturgay, 1994).

2.2.5. Enterococcus

Lancefield’in d grubundaki bu gram pozitif, hareket streptokoklar,
karakteristik bir grup olup genellikle diplokokseklinde bulunurlar, 1siya
direnclidirler, hemen daima mannitollii ve ender altarafinozu parcalarlar. Safra

bulunan ortamda Ureyebilirler vestarin cgu kanli jelozda hemoliz yapmaz.

Enterokoklar insanda bircok enfeksiyonda bulunndikiaBunlardan di
selltliti, trismus, farinjit, otitis media, mastgidneninjit, peritonit, septisemi ve

endokardit sayilabilir.

Enterokoklar penisiline oldukca direncli olabilirjeancak,streptomisin de

birlikte kullanilirsa penisiline cok daha hassaslar (Ang,1990).
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2.2.6. Escherichia

E.coli, mikrobiyoloji laboratuarlarinda en sik izole edil bakterilerdendir.
Insan ve sicak kanli hayvanlardagdmu takiben 1-2 saat veya gin iginde su ve
gidalar ile alinarak ince barsaklarin son kismkalen barsak mukozasina tutunurlar.
Bir E. coliswu yerlatikten sonra aylar veya yillarca normal floradaikake zararli
mikroorganizmalarin kolonizasyonununa mani olurcaknenterik enfeksiyonlar ve
antibiyotik kullanimi ile kolaylikla ortamdan kayloolar. Gegici olarak yerken
E.coliler ise, ancak birka¢ gun veya hafta kalabik:. coli normal floranin temel
elemani olmakla beraber bazen, bazlasu ile intestinal patojen olarak kamiza
ctkabilir. Ayrica ekstraintestinal enfeksiyonlatasta gelen nedenleri arasinda yer
alir. intestinal enfeksiyonlarinda rol oynayarslbza faktorler; fimbrial adhesinleri,

enterotoksin yapimi ve kapsul yapisidir. Ayricasolve hemolizinin de rold vardir.

Bakteri c@unlukla hareketlidir (%95), glikozdan gaz giurur, laktozu
fermente eder (%95), indol pozitif, sitrat negatiftMV IC reaksiyonu (++--)dir.

EMB besiyerinde; kic¢uk koyu renkli ve metalik refleren, SS besiyerinde ise;

pembe renkli koloniler okiurur.

Bakterinin O, H, K antijenleri vardir.Bunlarin farkkombinasyonlari ile
yuzlerce dgisik serotip ortaya c¢ikabilir.Ancak,bunlarin sadecars sayidaki kismi
klinik 6neme sahipti(Kilicturgay, 1994).

E.coli normal barsak florasinda bulunmakla birlikte, Isgapabilir. Bunu
cssitli yollarla yapar. Bu agidak.coli degisik tiplere ayrilmaktadir:

1. Enteropatojenik tipler (EPEC): Daha cok st é&teunda ishal yapar.
Antibiyotiklere kagl oldukca direncli sglar icerir;

2. Enteroinvaziv tipler (EIEC): Epitel hicresinikéeyerek dizanteri benzeri

hastalik olgturur. Ates, karin &risi, kanh ve mukuslu ishal yapar;

3. Enterotoksijenik tipler (ETEC):Invazyon yapmadan eksotoksinleri
aracllglyla ishal yapar. Turist ishal etkenidir. Enteratiter iki caittir: Bazi E.coli
turleri tarafindan i1siya duyarl ve plasmideslbdabil toksin (LT) yapilir. Koleraya
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benzer etki gosterir. A ve B alt birimi vardir. Bsttyici rol oynar, A ise toksijenik
etkiden sorumludur. Epitel hiicresine giren subiéiadenil siklazi aktive ederek,
cAMP (Siklik Adenozin Monofosfat) miktarini arttrriSonucta, barsak hicresi sivi
ve elektrolit kaybina grar; bazi E.coli’lerin toksinleri ise cGMP (Sikli&uanozin
Monofosfat) tizerinden benzer mekanizma ile ishalayaHer iki komponenti iceren
koliler vardir. Plasmidler aracghyla diger bakterilere gegiolabilir;

4. Enterohemorajik tipler (EHEC): Sitotoksinleri efotoksin) aracifiiyla
hemorajik kolit yapar. Ciddi karingasi ve kanli ishal gorulir. Ateaz veya yoktur.
5 yain altindaki cocuklarda gorulme sigulifazladir(Temel ve Klinik Mikrobiyoloji;
1995).

2.2.7. Candida

Firsat¢l petojen funguslar arasinda candida tinkeri bunlar arasinda da
Candida albicansen sik hastalik nedeni olanlardir. Maya benzeifolojide olan
bu mantarlar bgaz, Gst solunum yollari, gastrointestinal kanalvegenin normal
florasinin Gyesidirler. Herhangi bir nedenle bulukldri boélgedeki miktarlar artarsa
veya florasiz bolgelere ulalarsa hastalik okiurabilirler. Son yillarda gelen tedavi
teknikleri (organ nakli ve kanser tevdisinde uyg@a imminosupresyon ve
sitostatikler, invazif gigimler, yosun intraventz besleme vs.) candidalarin 6nemini
arttirmstir. Hastallk etkeni candida turleri arasinda ek gorilenler olanC.
albicansdan bagka C. krusej C.parapsilosis C.tropicalis C.pseudotropicalis
C. glabratg C. stellatoidea ve C. guillermondii bsslicalaridir. C. albicans

disindakiler toprakta yarlar ve nadiren florada bulunabilirler.

C. albicansmaya benzeri, 2-3 x 4-6 um boyutlarinda, oval, umuklanan
(maya fazi), gram (+) bir fungustur. Zengin bedgende ve insan viicudunda
tomurcuklar (blastospor) uzayarak hifa benzeri (dedypha) olgumlar yapar. Bu
yalanci hiflarin u¢ uca eklenmesiyle septali hifaigelyal faz) goérinimu okwr.
Sabouraud dekstroz agarda oda isisinda yapiladrleiibde, yumsak, krem rengi
koloniler yapar. Gen¢ kultirlerde agar yuzeyindekirinimunde purizli olup
besiyerinin icine dgru uzanan blastosporlar vejetatif micel gérinumiirles ve
psodohifalarda kalin duvarli yuvarlak ara ve uc nktdosporlar olgur. Bu

klamidospor olgumu en iyi corn meal agarda gorulir @ealbicans’idiger candida
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turlerinden ayirmada 6nemlidi€. albicansglukoz ve maltozu hem asit hem de gaz
olusturarak fermente eder, sukrozdan asitstoiur. Fakat laktoza etki etmez. 24
saatlik kilttrlerden alinan drneklerin 2-3 saaegle, icinde serum bulunan tiplerde
37°C’de bekletiimesiyle okan “germ ttp”,C. albicansve C. stellatoideadisindaki
candida turlerinde gorulmez (gyun ve Ulg, 1999).

Absorbe serumlarla yapilan aglitinasyon testleralbicanssularinin A ve B
olmak Uzere 2 ayri antijenik yapida ofdunu gostermsiir. A serotipi C. tropicalis
ile, B serotipiC. stellatoideale antijenik olarak identiktir. Serolojik testtds ve deri
testlerinde candida kudltir ekstraktlarinin - bu a@miigrin - kargimi  oldusu

belirlenmitir.
2.2.8. Salmonella

Insanlar ve besi hayvanlarinin mutlak patojenidiun@ dginda kiglardan,
surtingenlere ve insektlere kadar uzanan,sgeinikonak yerlgimi vardir. 3 grupta

siniflandirilabilirler.

1. insanda enfeksiyon ajturan serotiplerS. typhj S. paratyphiA, B,C veS.

sen@i’nin insan dginda bilinen kong yoktur.

2. Insan dyinda enfeksiyon okiuran serotiplerS. pullorumve S. gallinarum
kanatllarda,S. dublinsigirda, S. choleraesuisiomuzda enfeksiyon yapar. Bazen

insanda da hastalik ghurabilirler.

3. Konak spektrumlu gepiolanlar:S. typhimuriumS. enteritidisgibi serotipler
insan ve dgisik hayvanlarda enfeksiyon yaparlar. galugu bu gruba dahildir. Bir

kismi asemptomatik g¢eyici bazilari ise ciddi olgulageklindedir.

Glikozdan genellikle gaz oftururlar S. typhiharictir). Laktoz negatiftirler
(%98). S meydana getirirler §. typhihafif H,S oluturur, S. paratyphiA %10
oraninda HS meydana getirir). Sitrat pozitiftirler. Lizin vernitin dekarboksilaz

reaksiyonlari pozitiftirS. gallinarumve S. pullorumdisindakiler hareketlidirler.

Laktoz iceren besiyerinde ( 6gie: EMB) laktoz (-) olglari nedeniyle renksiz

ve seffaf koloniler, SS besiyerinde ise %l olisumu nedeniyle ortasi siyah renkli,
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kenarlanseffaf koloniler olgtururlar. Salmonellalarda Laktoz (+) lik nadir olkha
beraber, bu tur slar elde edebilmek igin gesik besiyerleri kullanilabilir (6rng@n:
Bismuth sulfite agar (BS), burada ortasi siyah liesian yesil koloniler olusturur.)

Salmonellalarin antijenik yapilari oldukca kaktir. Cok sayidaki O ve H
antijenlerinin dgisik kombinasyonlari ile olgan 2000 den fazla serovari mevcuttur.
Bu serovarlar Kauffman ve White tarafindan klasfgdilmitir ve bu isimle anilir,

O antijenleri, A, B, C,... diye isimlendirilir digsik faktdrlerden olgur ve grup adini
belirler. H antijenleri ise 1 faz 2 antijenleri chi Gizere 2 gruptur ve serovarlari
belirler (Kiligturgay, 1994).

Serolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gbére Ewirgniflamasi ile 3 tipe
ayrilirlar:
Ewing Siniflamasi
1. Salmonella typhi
2. Salmonella choleraesuis
3. Salmonella enteritidis
Salmonellalar, sigellaya gore safra tuzlarina direng gostgrdien, bu
ortamlarda secici olarak trer. Maitayesil, lityum Kklorur, tetratiyonat, brillant yali
ve selenit tuzlarina da direng gosterir. Bu maddsteici besiyerlerinde kullanilirlar.
Klorlama ve pastdrizasyona duyarlidir. 55°C’de 4t 60°C’de ise 15-20 dakikada
Olurler. S@ukta aylarca canl kalabil{iTemel ve Klinik Mikrobiyoloji; 1995).

2.2.9. Streptococcus

Streptokoklar 1877 yilinda Billroth ve Ehrlich thradan kefedildiklerinden bu
yana hem cok sayida enfeksiyona neden olmalari, ienakut hastalik tablosu
ortadan kalktiktan sonra meydana getirdikleri Ropmadl Ates ve Akut
Glomertulonefrit gibi komplikasyonlar nedeniyle Orlerpatojenler olarak kabul

edilmiglerdir.

Streptokoklari siniflandirmak icin; yaptiklari halgtlar, antijenik benzerlikleri,
fizyolojik Ozellikleri ve hemolizinleri goz 6nuneliamistir. 1930’lu yillara kadar
streptokoklarin siniflandiriimalari yapgrolduklar klinik tabloya ve izole edildikleri

yerlere gore vyapiliyor idi. Sherman tarafindan iiletrtlen siniflandirmada
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streptokoklar dort gruba ayrilir.

1. Piyojenik streptokoklar
2.Viridans streptokoklar
3. Laktik streptokoklar

4. Enterokoklar

Streptokoklar Uremeleri sirsinda 6nemli miktarda&ksin ve enzimlerini
Uredikleri ortama salgilamaktadirlar. Bunlar ardain eritrositleri lize eden
hemolizinler bulunmaktadir. Bu 06zelliklerine gorede  streptokoklar

siniflandiriimglardir.

1. Alfa Hemolitik Streptokoklar: Streptokok koloerinin etrafinda
eritrositlerin hemoliz dereceleri ile ilgili olarayesil-kahverengi bir zon meydana

gelir (Alfa-hemoliz).

2. Beta Hemolitik Streptokoklar: Streptokok kol@mihin etrafinda
eritrositlerin tam hemolizine & olarak berrak renksiz bir zon meydana delir éBet

hemoliz).

3. Gama Hemolitik Streptokoklar: Streptokok kolenihin agar besiyerinde

bulunan eritrositler tGizerine hemolitik etkileri ytok.

1933 yilinda Rebecca Lancefield streptokoklari nmdamak icin serolojik
tabana dayanan bir siniflandirma yapti. Bu sindilama, streptokoklarin hicre
duvarlarindan ekstrakte edilen (C substans) dijieen grup spesifik antijenlerin

tawanlara verilmesi ile elde edilen anti-serumlarireptokoklarla kaglastiriimasi

sonucu olgan antijen-antikor birkgmesi esasina dayaniyor idi. Boylece streptokoklar

A dan O ya kadar géli serolojik gruplara ayrilmstir.

Bu calsmalarda kullanilanStreptococcus pyogenes grubu Streptokoklar
icindedir. A grubu Streptokoklar, bakteriyel fartnjimpetigo, piodermi, kizil gibi
akut hastaliklara neden olabildikleri gibi, Akutd&ierulonefrit ve Romatizmal Age
gibi supuratif 6zellikleri olmayan post streptokdk$astaliklarinda nedeni olurlar.

Gram-pozitif hareketsiz koklardir. @onlukla uzun eksenine dikey olarak bir ylzey
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Uzerinde ¢g@aldiklarindan zincirler geftirirler. Dogada geny olarak yayilmglardir.

A grubu streptokoklar 0.5-1.0 um capindgdkez yuvarlak koklardir. Sivi
besiyerlerinde Uretildikleri zaman uzun zincirleklinik nimunelerden yapilan
preparatlarda ise kisa zincirler veya ciftler haéingérintrler. Kanl besiyerlerinde
kolay urerler. Besiyerinde yuksek oranda glikoz \s®& tremeleri inhibe olur. 24
saatlik inklibasyon stresi sonunda 1-2 mm capindasggdam grimsi koloniler ve
bu kolonilerin etrafinda geqibir Beta-hemoliz halkasi goérulir. Taze hazirlapmi
besiyerlerinde kapsulli A grubu streptokoklar, midkkoloniler halinde, yuzeyleri
kurumu besiyerlerinde ise buguk (mat gérinumli) koloniler halinde gorinurler.
Mat koloniler mukoid kolonilerin hyaltronik asit gesinda olan kapsdullerinin
dehidrate olmasindan meydana gslerdir. Kapsulsiiz olan A grubu streptokok

kolonileri parlak ve kucuk goruntrler (KiligturgalQ94).

Grup A streptokoklar hiicre duvarinda gruba 6zgibaahidrat icerirler. Bunu
olusturan peptidoglikan tabakasindaki N-asetil glukoramwe ramnoz olur. Tipe
0zgul antijeniteyide M proteini odturur ki bu protein virulan streptokoklarin en
onemli antijenidir. Ayrica T, R ve F proteinlerintiif edilmistir.

Kapsul grup A streptokoklari fagositozdan korur. gvoteinide fagositozu
engeller. F proteini bakterinin farinks ve epitéizgyine tutunmasini ve ygmasini
sgilar. Lipoteichoic asit'te adherens’de rol alir. dfénik ekzotoksin olan eritrojenik
toksin ise atg olusumuna, gecikmi tip asiri duyarliligin artsina, sitotoksik etkiye,
T-lenfositlerinde mitojenik etkiye, B-lenfosit foekonlarinin baskilanmasina ve
kizil hastalginda dokintuye neden olur.

Grup A streptokoklarin okiurdugu streptolizinler S ve O diye iksekilde
gruplandinlir. Streptolizin S oksijene dayanikintigenik olmayan, |okositleri,
trombositleri ve eritrositleri eriten, bir ekzoendir. Streptolizin O reversibl olarak
oksijen ile inaktive olur. Antijenik 6zellik t&r ve olwan antikorlar Anti-streptolizin
O ( ASO ) testi ile saptanir.

Streptokoklar patojenitede rol oynayan ayrica $tkdpaz, DNase ve

hiyolurinidaz gibi enzimleride mevcutt{femel ve Klinik Mikrobiyoloji; 1995).
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2.3. Calsmalarda Kullanilan Funguslar

2.3.1. Penicillium

Penicillium tarleri ¢cevrede yaygin olarak bulunan kif mantartdup en sik
gorulen laboratuvar kontaminanlarid®enicilliumve buna benzer bir kiif mantarinin
hasta 6rngnden izole edilmesi yeterli olmayip enfeksiyonun imantarlara b#i

oldugu, ancak doku 6rneklerinde mantarin varin gosterilmesi ile mimkundur.

Penicillium cinsinde saded®. marneffeiinsan ve hayvanlarda primer patojen
olarak bilinen ve termal dimorfizm goésteren tek tiir olup cg@rafi olarak Uzak

Dogu’nun c¢aitli bolgelerinde bulunur.

Ilk kez 1959 yilinda sicandan izole edititi 1990 yilina kadar insanlarda 30
kadar olgu rapor edilngiir. Olgularin tamami Uzak Om’'da ya da bu bdlgelere
seyahat eden $ler de gelsmistir. Enfekte hastalarda atebelirgin kilo kaybi,
anemi, yaygin papuler deri lezyonlari, lenfadenippaepatomegali en bilirgin
bulgular olup tedavi edilmegii takdire prognoz oldurtciudir. Endemik bolgelerde
yasayan ya da buralara seyahat edejidtde gelsen non-spesifik ateve papuler
deri lezyonlar hastall akla getirmeli ve koéti prognozlu olgu icin mimkin
oldugunca hizli tedaviye Rnmaldir. Ozellikle deri lezyonlarindan yapilan
biyopsilerin GMS (Gomori metanamin gumi ve PAS (Periyodik Asit Schiff)
Yontemleri ile boyanarak bdlmeli maya benzeri hleme histopatolojik olarak
gOsterilmesi, ayrica balgam veya aspirasyon oOrneklen de deri biyopsi
orneklerinden Sabouraud- dekstroz- agara ekim w&pab°C ve 37°C’de termal
dimorfizmin belirlenmesi tani koydurucudur. Amfasen B secilecek olan ilactir.
Mantarin flusitozine de duyarl olarak gérilmesdesiyle kombine tedavi olabilir
(Ustacelebi, 19990

P. marneffeidisindaki Penicillium spp.cogu kontaminant olarak kabul edilir
fakat Ozellikle vicut direnci kirilgi konaklarda enfeksiyona neden olabilir.
Ozellikle AIDS hastalarind®. marneffeipatojeniktir ve endemik bolgelerde kanda
bulunmasi HIV marker olarak kabul edilir. enfeksaaypotansiyellerine ek olarak

Penicillium spplerin mikotoksin Urettgi bilinir (Pitt et al, 2000).
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Penicillium cinsinin ¢ok c¢gitli ttrleri bulunur. En yaygin olarak bulunanld?:
chrysogenum, P. citrinum, P. janthinellum, P. méi®ieve P. purpurogenunikoloni
morfolojisi ve mikroskobik 6zelliklerine gore turldirbirinden ayrilirlar (de Hoog
ve Guarro et al, 2000).

Penicillium spp insanlarda bazen enfeksiyona neden olup persillolarak
bilinen hastalikla sonuclanabilir. Keratitli, entidfith, otomikozisli, nekrotizan
ozofajitli, pndmonili, endokarditli, peritonitli veuriner sistem enfeksiyonlu
hastalardarfPenicilliumizole edilir. C@u Penicilliumenfeksiyonuna immunosuprese
konaklarda kaglasilir. Korneal enfeksiyonlar genellikle travma saosiraolusur
(Deshpande and Koppikar, 1999). Infeksiyoz potatisig ek olarakP. verrucosum
mikotoksin ve nefrotoksik, karsinojenik olan okrdegon A Gretir. Toksin yapimi

genelde sguk iklimlerde tahil tanecikleri Gzerindeyken ol@itf et al, 2000).

P. marneffeidisindaki dger Penicillium kolonileri hizl Grer., tek sira halinde,
filamentoz ve kadifemsi, yin goérinimli veya pamultskuya sahiptir. Bdgangicta
koloniler beyazdir fakat zamanla mavisye gri-yesil, zeytini gri, sar veya
pembemsi olurlar. Besiyeriningdr taraflari genelde soluk sarimsidir (Larone,1995)

P. marneffedisindaki dger turlerin septali hiyalinli hifleri (1,5-5 um cequla),
bdlmesiz veya dallanmikonidyoforlari, metulae, fialidleri ve konidyalagrulir.
Metulae konidyoforlar Uzerinde dlan ikincil dallardir. Metulae mantargekilli
fialidleri tasir. Konidyoforlarin ucunda fialidlerin siralamasokg tipiktir. Bunlar
penicilli olarak da bilinen firca benzeri kiimeldugurur. Sporlar (2,5-5um capinda)
fialidlerin ucunda yuvarlak, tek htcreli ve boélnmeszincirler olarak goruntr
(St-Cermain, 1996).

P. marneffeiktf halindeyken mikroskobik olarak ghr tirlere benzer. Rer
taraftan maya halindeyken yuvarlaktan sogilli (3-5 um) ortadan boélinerek

cogalan hicrelere benzemek icin uzar.

P. marneffénin BHI gibi zenginlatirilmis bir ortamda kalturia yapilarak ve
35°C ‘de inkibe edilerek artrosporunun maya bengskiini olusturmasi kolayca
induklenebilir ve bir hafta icinde maya benzerisoimlar ortadan ikiye bolinerek

hifli artrosporlari olgtururlar.
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Enfekte dokulardaki makrofajlarda intraselluler maypenzeri artrospor

hiicreleri gorulur.

Buglne kadar penicillosis marneffei tedavisindeasrisin B, oral itrakonazol
ve oral flukonazol kullanildi (Cheng et al, 1998)JIV pozitif hastalarda oral
itrakonazolun P. marnefféye karsi profilaktik olarak kullanimi etkili bulwu
(Rimek et al, 1999).

2.3.2. Aspergillus

Aspergillus turleri , Sabouraud Dekstroz Agar vegeli bakteriyolojik
besiyerlerinde kolayca Urerldik izolasyonu icin ortamlara antibiyotikler (penisi
streptomisin ve kloramfenikol) katilabilir. Ancagyclohexamid’e duyarlidirlar. Kati
ortamlarda, gorilebilecek kadar buytklikte koloml24-30 saat icinde rastlanabilir.

Baz! turler daha gec bir ireme gosterirler (Arc@97).

Aspergillus turlerinin sporlari havada ve toprakta bol mik&ardébulunur.
Aspergillustirlerinin ¢cok sayida enzimlere sahip olmalarieregdle, organik madde
ve rutubetin bulundgu her yerde bunlari ¢cok fazla miktarda rastlanndiktdir cok
enzim preparasyonlari, bu mantarlar kullanilarakilyaaktadir. Ayrica bunlardan
organik asitler, antibiyotikler, alkol elde edil&hektedir. Aspergillus turlerinin
boyle faydali faaliyetleri olmakla beraber, zar&alliyetleri de vardirA. fumigatus
A.flavus, A.nigerve diger bazi turler insana Aspergillosis hagadinin neden
oluyor. Hayvanlarda da bu turler aspergillosiseepetlurlar. Bu hastalik en ¢ok ku
cigerlerinde gorilmekle beraber, at, koyurgisgibi hayvanlarda da rastlanir (Oner,
1980).

2.3.3. Trichothecium

Trichothecium curimi bitkilerde ve toprakta yaygin olarak bulunan
filamentoz mitosporik mantardir. @onlukla kontaminant olarak kabul edilirler.
Trichotheciumelmalarda pembe renkli ¢ci@ neden olur ve ete benzer (dolgun)
mantar parazitidir. Trichotheciunta ait insan ve hayvan hastaliklari rapor

edilmemitir.
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Trichotheciumkolonileri hizli Grer. 25°C’de patates dekstroarga koloniler
tek sira, grantller ve tozludur. 8angicta beyazken, zamanla soluk pembe/ seftali

rengine donglr. Alt tarafi solukturTrichothecium37°C’de Uremez (Larone,1995).

Septali hiyalinli hifler, konidyoforlar ve konidyal goéraltur. Konidyoforlar
uzun ve dallanmargtir. Bunlar konidyalari olgtururlar. Sporlar (8-10x12-18 pm)
iki hiicreli, purtiksitz, az kalin duvarli, hiyalinde acik renkli ve armut veya comak
seklindedir. Bunlarin konidyoforlarla ski noktasi acikca kesiktir. Sporlar yanyana
siralanir ve uzayan kumeler eglurur. Bunlar Ustlste biner ve konidyoforlarin
ucunda zigzag paterni ghururlar. Yeni konidya uUretilir ve zigzageklindeki
kolonun dibine eklenir (St-Germain and Summerld&B6; Sutton et al,1998).

2.3.4 Ulocladium

Ulocladiumtoprakta ve curimbitkilerde sik rastlanan kiuf mantardir. g2ala
cok yaygin olarak bulunur ve g, tekstil Grtnleri, tahtadan izole edilebilir.
Ulocladiumun ¢ogu kez kontaminant oldiw kabul edilir. Insanlarda cok nadir

hastalga neden olur.

Ulocladium cinsinin iki aktif tara vardir; U. chartarum , U. botrytis
Konidyoforlar ve konidyumlarinin morfolojik Ozellidri iki tlrin ayrimina ve

tanimina neden olur.
Ulocladium sppsubkutan (derialt) enfeksiyonlarina neden olabili

Ulocladium kolonileri orta dereceli hizda drer. 25°C’de veagbes dekstroz
agar'da yun yuma-pamuksu koloniler okturur. Onden ve alttan rengi zeytini

yesilden siyaha kadar gesebilir (Larone, 1995; St-Germain and Summerbel86)9

Septali kahverengi hifler, kahverengi konidyoforke sporlar goralir.
Konidyoforlar bolmesiz ve ya dallangpipurtiksiz, cgunlukla dik aci yapmstir
(sporlari olgturduzu noktada bukuldr, zigzag gorinuminde)ve sporlargtarur.
Konidyumlar (13-30 x 6-19 um ) kahverengi-siyahyauak-ovalsekilli, ptrtzsiz
veya purizli ve verrukoz olabilir. @onlukla yumurtaseklinde ve tepesine gore
daha da bir tabana sahiptir. Bu konidyumlar tipierak muriformdur, enine ve

uzunlamasina septalari bulunur. Bunlar tektit. potrytig veya kisa zincirler
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(U. chartarun) olusturabilir. Zincirler olgtugu zaman ikincil konidyum okum
noktasinda konidyumda tubuler, kisa cikintisolu(Sutton et al, 1998; de Hoog ve
Guarro et al, 2000).

Soluk pigmentli elipsoit yapi gézlenebilir.

Ulocladium¢ogunlukla dik aci yapngikonidyoforlari ve konidya ucunda gaga
benzeri ince yapisinin olmamasiykiternariadan ayrilir. Muriform konidyum
olusturmasi ileBipolaris, Curvularia ve Drechsleradan ayrilir. Stemphyliunden ise

dik acI yapmy ve yapsik konidyoforlari ile ayrilir.

Cok sinirli veri mevcut. Amfoterisin B, Ketokonazole itrakonazol'un
MIC’leri U. botrytisde U. chartaruma gore daha djiilk olduzu kabul edilir. Her iki
tur icin de flusitozin ve Flukonazolun MIC’leri cokiksektir (Pujol et al, 2000).

2.3.5. Cladosporium

Cladosporiumhavada ve curimgiorganik materyallerde yaygin olarak bulunan
ve siklikla yiyeceklerden kontaminant olarak izadilen dematiyoz (pigmentli)
kaftar. Bazi turleri tropikal ve subtropikal bolgetle predominanttir (de Hoog ve
Haase et al, 2000; Dixon and Polak-Wyss, 1991).1 Agmanda bazTladosporium
spp baliklardan izole edilmi ve enfeksiyonlar arasindaki ganti argtiriimis
(Bocklisch and Otto, 2000).

Cladosporiumcinsinin 30'un Uzerinde turd bulunu€. elatum, C. herbarum,

C. sphaerospermum ve C. cladosporioidasyayginlaridir.

Cladosporium sppderi enfeksiyonlarina, keratite, onikomikozis, gitél ve
pulmoner enfeksiyonlara neden olan ajanlardir ¢Raitd and Muir, 1987).

25°C’de patates dekstroz agardaladosporium kolonilerinin Greme hizi
yavastir ve dokusu kadifemsi/tozludur. §8r dematiyoz mantarlar gibi basindan
rengi zeytini yeil- siyah, sonunda ise siyahtir. gloCladosporium spp35°C’'nin

Ustindeki sicakliklarda Gremez.

Cladosporium spgseptali kahverengi hifler, dik ve pigmentli konadgrlar ve
konidya Uretir.
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C. cladosporioidesve C. sphaerospermunom konidyoforlari dik aci
yapmazkenC. herbarununkiler buktalm@ goérinime sahiptir. Ayric&. herbarum
konidyoforlart terminaldir ve interkalasislikleri bulunur. Cladosporium spp.
kolonleri genellikle eliptik/silendirikgekilli, soluk/ koyu kahverenkli ve koyu hifalari
vardir. Hazir olarak dizartikule olan dalli zineirlolwtururlar. Konidyanin duvari
purtzsuz ve ggunlukla kenarlari dikenlidirC. cladosporioidestek htcreli spor
olusturur. Diger taraftanC. herbaruntunki 2-4 hicrelidir. C sphaerospermum

ramokonidya olarak da bilinen uzayan ve koruyuquaehifler Gretir.

Infekte doku drneklerinde kahverenkli hifler goddiler (Collier et al,1998).

2.3.6. Alternaria

Alternaria ¢ogunlukla bitki, toprak, yiyecek ve ev icindeki ortdan izole
edilen kozmopolit mantardir. Melanin benzeri pigmefiretmesi baslica

Ozelliklerinden biridir.

Bugun icinAlternaria’nin yaklasik 50 tirt biliniyor. Bunlar arasinda insanlarda
enfeksiyona neden olanlardan en sik izole edilealternatadir. Bazi otoritelerA.
alternatanin kompleksten ziyade ¢#li heterojen ve basit tlrlerin temsilcisi
oldugunu ileri surer.A. chartarum A. dianthicola A. geophilia A. infectorig A.
stemphyloidesre A. teunissimaenfeksiyonlarindan izole edilirken bazi Alternaria

turlerinin tanimlanamayan etkileri olgu rapor edilmy.

Firsatci patojen olaAlternaria spp 6zellikle immunosupresif hastalardan ¢ikar
(kemikiligi transplanth hastalar gibi). Feohifomikoza ned#an ajanlardan biridir.
Onikomikoz, sinuzit, Glsere deri enfeksiyonlarikezatite ilaveten viseral enfeksiyon
ve osteomiyelite de neden ofglurapor edilmg (Anaissie et al, 1989; Garau et al,
1977). Alternaria immunokomptanlarda paranasal sinislerde koloniaeaklkronik
hipertrofik sintizite yol acabilir. Bu kolonizasyariicut direnci kirllmg hastalarda
invaziv hastalik ge§imiyle sonlanabilir. Alternaria ttrleri kosmopolit ve dgada
yaygin bulundgundan beridir, ziraatsgilerinde otitis medyaya neden olabilen
ajandir ve ayni zamanda laboratuvar kontaminaata&lkabul edilir. Bundan dolayi
saf kultar uretmek igin dikkatli olunmasi gerekir.
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Alternaria spp hizh trer ve 25°C ‘de 7 gun patetes gilikoz atgr
inkubasyonu takiben koloni ¢capt 3 cm’den 9 cm’e dadesisebilir. Koloni yin
yumazl seklinde tek sira ve zamanla grimsi, kisa aenyiéé kaplanir. Balangicta
grimsi beyazimsi olan yiizey zamanla koyulae acik renkli sinirli yglimsi siyaha

olarak kahverenginden siyaha kadagigebilir (Collier et al,1998).

Alternaria spp. septali, kahverengi hiflere sahiptir. Ayni zamanda
konidyoforlar da kahverenkli ve septalidir, bazenzigzag gérinimi oftururlar.
Konidyoforlar Gizerinde enine ve uzunlamasina septalan geni , dallanmg veya
bdlmesiz sporlar (7-10 x 23-34 um) geli Bu sporlar tek veya akropedal zincirler
seklinde izlenebilir ve germ tlpleri Uretebilir. Blan ovalseklinde, koyu pigmentli,
muriform, purizsiz veya purtikliadar. Konidyanin ueypesine dgru incelirken,
konidyoforun yanina dgu yuvarlaklgir. Bu, konidyaya tipik gaga veya comak

seklini verir (Larone, 1995).

H&E ‘le boyanms enfekte doku parcalarinda koyu renkli filamentaterh
gorultr. Ezer pigment belli dgilse, melanie spesifik olan Fontana-Masson gfimi

boyasi uygulanabilir (Collier et al,1998).
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3. MATETYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Ekstraktlar

Bu calsmada Hedera helix Vitex agnus castusre Cuscuta monogyna
bitkilerinin methanol ekstraktlari kullanildi.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizma sar Gebze Yiksek Teknoloji
Enstitisi Fen Fakultesi Biyoloji Boluma Mikrobiyglo Laboratuvart  Kultar
Koleksiyonundan alinrgtir. Arastirmada kullanilan bakteri ve fungus turleri stamda

turleridir.
Bakteriler:

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Enterococcus fecalis ATCC 29122

Proteus vulgaris KUEN 1329 Escherichia coli
Bacillus subtilis ATCC 6633 Candida albicans ATCC 1213
Bacillus cereus DMS 4312 Candida utilis KUEN 1031

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Salmonella enteridis ATCC 14076

Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785%treptococcus pyogenes ATCC 13076



Funguslar:

Alternaria alternata
Aspergillus terricola
Aspergillus sp.flavus
Aspergillus niger ATCC 16404

Aspergillus sp.

3.1.3. Besiyerleri
1. Nutrient Agar
2. Patates Dekstroz Agar (PDA)
3. Nutrient Broth
3.1.4. Kimyasallar
1. Methanol
2. Distile su
3.Azitromisin (azalid grubu antibiyotik)
4.Siklopiroksolamin (antifungal)
3.1.5. Kullanilan Cihazlar

1. Etlv

2. Otoklav

3. Rotary evaporator
4. Soxhlet extractor

5. Vortex

29

Trichothecium roseum
Ulocladium sp.atrum
Cladosporium sp.

Penicillium sp. purpurogenum

Penicillium sp.verrucosum var.
Cyclopium

6. Magnetik kagtirici

7. Mantolu isiticilar (zaman ve sicaklik
ayarlamal)

8. Klavenger aparati

9. Blander (parcalayict)



30

3.2. Metod

3.2.1.Extractlar'in Elde Edilmesi

Bu calsma icin 3 tane bitkinin ekstraktlar hazirlantiedera helixbitkisinin
ekstrakti yapraklardan hazirlandvitex agnus castuye Cuscuta monogyran

ekstraktlarinin elde edilmesinde bitkilerin gévdesicicekleri kullanildi.

Ekstrakt hazirlanmadan o©nce bitkilerin kisimlarilggdle kurutulmstur.
Kurutulma sleminden sonra blandir (parcalayici) da iyice parga (yaklgik 2 mm
capinda parcalar haline getirilir). Kurutulgwe toz haline getirilngi bitki parcalari (
500g. &rlikta) Soxhlet cihazda 1:1 oraninda methanoldulbrak 72 saat sire ile
ve ¢Ozucunun kaynama nokta sicgkla yakin bir sicaklikta ekstrakte edildi (Lin et
al 1999). Soxhlet cihazinda elde edilen ekstralRlatary evaporator’da ve solventin
kaynama noktasi sicaginda solvent ortamdan aytirildi ve sonucta bitkiye ait olan

kisim elde edildi (Karaman ve ark., 2003).

Hedera heli%n ekstrakti siyah renkte ( sivi halinde koyusij)e Cuscuta
monogynan ekstrakti kahverengi v&/itex agnus castus’umkstraktl ise siyaha
yakin, sivi halinde kahverengi olarak elde editmi

3.2.2. McF Ayarlama

Mikrobiyolojik calismalarda kullanilan bakteri gdarinin (saf kaltar) kati
besiyerine pasajl yapilip, etivde 18 saatlik inkybaundan sonra, sivi besiyerine
inokule edilir. inokulasyondan sonra bakterileringgémasi ile besiyerinde belli bir
bulaniklik olgur. Bu bulaniklgin tonu farkli olabilir. Bulanukfiin tonu sivi
besiyerindeki bakteri sayasina goregidie. Bu bulaniklgl anlamak icin McF
(McFarland) standartlar kullanilir. McF standamtlabbi malzeme satan firmalarda
hazir olarak satilir veya labaratuarda hazirlamalcF bulanik standartlarina gore
0.5 McF, 1 McF ve 10 McF ayrilir. Bu ¢ginalarda bakteri siispansiyonu 0.5 McF'a
gore ayarlanmstir.Bu sekilde hazirlanny bakteri stispansiyonu yakla 1 ml 16

(KOE/mI) bakteri icerir ( Stesyuk et al,1999)
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3.2.3. Bakteriler ve Bakterilericin Besiyerinin Hazirlanisi

Bakteriler icin yaygin olarak kullanilan Nutrientgar'dir. Nutrient Agar
otoklavda 121 C° sicaklikta 15 dakika bekletiregriize edildi. 50-60 C°’de sivi

halde steril plastik petri kabina 20 ml konuldulvgece oda sicaklinda bekletildi.

Kullanilan bakteriler mutlaka saf ve standart ozl Stoktan alinan 12 farkli
standart bakteri tirt ilk 6nce Nutrient agara ekiBonra ekilmg olan bakteriler
etivde 37 C°de 1 gecelik (18 saat) inkubasyonaakiddi. Bir gecelik
inkubasyondan sonra her bir farkli bakteri tiringétin 6ze ile alinip, iclerinde 5
ml Nutrient broth bulunan tiplere inokulasyonu Ydpve 1 gece etivde 37 C°de
inkube edildi. Bir gecelik inkubasyondan sonra aler deneyler de kullaniimak

Uzere hazir hale getirildi.
3.2.4. Funguslar ve Funguslaicin Besiyerinin Hazirlanisi

Funguslar icin Patates Dekstroz Agar kullanildi.

Deneylerde kullaniimak tzere 12 farkl fungus tiuglya farkli sy derin
dondurucudan alindiktan sonra saf olduklarindamestmak icin PDA'ya gne 6ze
ile ekimi yapildi. Funguslarin ekili olgu petriler oda sicakiinda 4 gunluk
inkubasyona birakildi ve deneylerde kullanma hiaalle getirildi.

3.2.5. Dilusyonlarin ( Makro ve Mikro Dilisyon) Haarlanisi

Asagidaki sekilde birinci tipte 6 ml, ikinciden itibaren dokuzcuya kadar 3 ml
methanol bulunmaktadir. Birinci tipe 500 mg bitks&akti (kati halinde) koyulngu
Maddenin ¢dzungiinden sonra birinci tipten Pasteur pipet ile 3 rabde dgerine
aktarilarak seri dilusyon yapildi. Bglem Hedera helix, Cuscuta monogynee Vitex
agnus castuan bitki ekstraktlari icin makro dilisyon ayri ayrazirlandi.

Methanol icin makro dilisyon sivi oldu icin birinci tipe 6 ml methanol
koyduktan sonra ikinci tupten itibaren dokuzunckegaar her tipe 3 ml steril su
koyuruz. Birinci tapten 3 ml alinip sirasiylagdr maddelerde olgw gibi seri
dilisyon gerceklgirilmi stir.
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6 ml methanol
’ l_ 500 mg bitki extrakti

_
i

/ 3ml 3ml 3ml 3ml
L L
[ 1 2

Stok
11 112 1/4 1/¢ 1/1¢€ 1/37 1/64 1/12¢ 1/75¢

Sekil 3.1. Diliye etme (Seyreltme)emi

Antibiyotik icin birinci tipe 6 ml steril su ve 50fhg azitromisin konuldu.
Ikinciden dokuzuncuya kadar sadece 3 ml steril swikio ve bu hazirliktan sonra

Pasteur pipet ile 3 ml alinip sirasiyla seri ditirsyapildi.

Funguslar icin bitki ekstraktlari ve methanol'un krma dilisyonlari ayni
sekilde hazirlanmstir. Antifungal ilacin dilisyonu sivi halde olg icin su sekilde
hazirlanmg: birinci tipe 6 ml antifungal konuldu, ikinci tigat itibaren dokuzuncuya
kadar 3ml steril su konulduktan sonra birinci tirpbelayarak Pasteur pipet ile 3 ml
alinip seri dilusyon yapildi.

Dilusyonu bitirdikten sonra bir diskin icerisindelan madde miktari

hesaplandi.
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a-b 1 20 pl- 500.000 pg
-1 6000 pl

X — bir diskte madde miktari,

a — bir diske tupten konulgu madde miktari, (20 pl)
b — st@a konulan madde miktari (500.000 pg)

¢ — ¢Ozucunin miktar1 (6000 pl)

n=1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 586/2

Tablo 3.1. Madde konsantrasyonlarina gore bir digktlunan madde miktari

(H9).
Maddeler Madde konsantrasyonlari
U1 | 12 [ wa] w8 11e] 130 164 1138 1/256

Hedera helix ekstrakti, 1666 | 833 | 416| 208/ 104 52 26 13 6.5
Cuscuta monogyna ekstrakt|, 1666 | 833 | 416| 208/ 104 52 26 13 6.5
Vitex agnus castus ekstrakti| 1666 | 833 | 416| 208| 104 52 26 13 6.5
Antibiyotik 1666 | 833 | 416| 208 104 52 26 13 6.5
Antifungal 200 | 100 | 50 25 | 125 6.2 3.1 1.5  of

Minimal Inhibe-edici Konsantrsyon ()

Calsmalarda plastik mikropleytler kullanildi. Her pl&stmikrotip kutu
birbirine dikey ve yatay 96 sayida cukur (mikrotlipgrir. 96 cukur (mikrotip)
iceren bir plastik kutuda 12 dikey ve 8 yatay cukutunur. 12 dikey cukurda, 12
farkl bakteriler ve bir maddenin 8 farkli dilisyan (256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2
miktarlarinda) yapilarak bakterilerin duyagilkontrol edildi. Her dikey sira (1, 2, 3
ve digerleri) kontrol edilen her bir bakteriyi temsil edéler yatay siranin solundaki
harfler (A, B, C ve dierleri) her bir cukur icinde bulunan maddenin farkl

konsantrasyonu icerir.
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Aseptik koullarda mikrotip kutusu, bakterilerin kdlttri 6zgtyuvarlak
cukurlara sirasiyla 20-200 pl sivi cekme kapasigesiahip mikropipet yardimyla 5
ul halinde koyulur ve her bir yatay siradaki kuykiewa maddenin farkli
konsantrasyonundan 100 pl madde koyularak hazirlBaiigslemi bitirdikten sonra
onceden hazirlangsteril N.Broth'tan 96 gukurun her birine 95 pl ikat Broth her
cukura katildiktan sonra, mikrotip kutusu bir plastapak ile iyice kapatilir.

Bdylece inkubasyon sirasinda kurumaya engel olunur.

Butin kutular 18 saat 37 C° etive ystiddi. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra sonuglari gorebilmek icin mikropleytlerdekr bir kuyucuktan ayri ayri olarak
petri kutusundaki NA besiyerlerine, aseptiksidbarda gne metodunu kullanarak
ekim yapildi. Ekilm§ petri kablarn 37 C° 18 saat inkiibe edildikten sonokta
ekimin yapildg yerlerde Gremenin olup olmaglikontrol edilir ve sonuglar istenilen
sekilde tablo halinde hazirlanir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriler Uzerinde Yapilan Deneylerinin

Sonuglari

Deney sirasinda bakteriler Gzerinde bitki methagkdtraktlarin antibiyotik
Ozelliklerinin incelenmesi icin ayni zamaninda biyotik ve bitkilerin ekstraktlari
methanol’lu oldgu icin methanol de kontrol olarak denendi. 12 téktbrilerden her
bir bakteri tirti NA'ya ekildi. Ekimden sonra 3 tabéki ekstrakti, antibiyotik ve
methanol igin her birine bakteri ekili iki petri e kullanildi. Bir petri kabina 5
digerine 4 tane steril disk yeskwrildi (Sekil 4.1 ve 4.2). Diskler yergirildikten
sonra diskler Uzerine dilisyon yonteminde hazirlgnwian bitki ekstraktlarin,

antibiyotigin ve methanol’'un 9 farkli konsantrasyondan 20 qyutdu.

Antifungal 6zelliklerinin incelenmesinde 3 tanekbiekstrakti, kontrol olarak
methanol, antifungal ila¢ (siklopiroksolamin) dederHer bir fungus sgu icin 10
adet, PDA besiyeri kullanildi. Funguslarin tdremésikterilerden farkhdir ve
sonuglar iyi gorebilmek icin funguslarin ekim viskdyerlgim metotlar farklidirilk
once kati besiyeri tzerine diskler yatigldi sonra dilisyon yonteminde hazirlanmi
olan bitki ekstraktlarin methanol'un, antibiy@ti ve antifungal'in 9 farkh
konsantrasyonundan 20 pl disklerin Gzerine koyuMaddeler koyduktan sonra her

petri kabinin tam ortasinda tek ¢izgi metot ilenekiapildi ve inkiibasyona brakildi.

Uc tane bitki ekstraktlarinin antibakteriyel ozd#irinin olup olmadgini
argtirmasinda 12 bakteri Gzerinde yapilan deneylerisionuclari tablolarda
gorulimektedir. Methanol'a kar P. vulgaris ve C. utilis diginda duyarlilik
gorulmedi.P. vulgariszon 6lgiimleri 10 mm v€. utilis 6 mm gdsterildi (Stesyuk et
al 1999) gore bu iki tir bakteri methanol’a duyzlian.



Tablo 4.1. Methanol’'un minimal inhibisyon zonlanrdlgiimleri (mm)
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Bakteri tlrleri

Dilusyonlar

11

1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

1/12

1/2p6

Staphylococcus aureus

Proteus vulgaris

10

Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginog
ATCC 9027

a

Enterococcus fecalis

Candida utilis

Escherichia coli

caplar(mm)

Candida albicans

Bacillus cereus

Zon

Pseudomonas

aeruginosaTCC
27859

Salmonella enteridis

Streptococcus pyogenes

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)

Ayni bakteriler Gzerinde de antibiygin denemeleri yapildi. Antibiyotik geqi

spektrumlu oldgu icin ¢qgu bakterilerde farkli derecede etkisi ortaya ciligu

sonugclar gagidaki tabloda verilnstir.

En duyarli E. coli batin konsantrasyonlarda zon giudu. P. aeruginosa

ATCC 9027,B. cereusSt. pyogene&/64 konsantrasyona kadar zonstdudu, onlar

da duyarhdir.P. vulgaris ve E. fecalis 1/32 konsantrasyona kadar duyagiru
gosterdi.P. aeruginosaATCC 27659 en son 1/8 konsantrasyona kadar dugamh

gosterdi.S. aureusl/4 veB. subtilis1/2 konsantrasyonda antibiygei duyarlilgini

gosterildi. C. utilis , C. albicansve S. enteridisdenemede kullanilan antibiygé

duyarsizlardir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas aeruginosATCC 9027 Sekil 4.2. Pseudomonas aeruginos&TCC 9027
methanol’a kan 1/1-1/16 konsantrasyonlarindamethanol’a kan 1/32-1/256 konsantrasyonlarinda

olusturdugu zonlarin gérungl olusturdugu zonlarin gérungt

Sekil 4.3.Bacillus cereusmethanol’a kan 1/1-1/16 Sekil 4.4Bacillus cereusmethanol’'a kan 1/32-1/256

konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi
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Tablo 4.2. Antibiyotgin (azitromisin) minimal inhibisyon zonlarinin éigleri

(mm)
Bakteri turleri Dilusyonlar
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16| 1/32 1/64 1/128 1/2b6

Staphylococcus aureus 14 8 6 - - - - - R
Proteus vulgaris 12 10 6 6 4 2 - - -
Bacillus subtilis 4 2 - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa__ 14 14 12 12 10 8 8 - -
ATCC 9027 \E/
Enterococcus fecalis ; 8 6 4 4 4 4 - - -
Candida utilis o - - - - - - - - B
Escherichia coli S« 26 26 24 20 16 16 14 12 10
Candida albicans c - - - - - - - - R
Bacillus cereus "\7‘ 14 12 12 8 6 4 4 - -
Pseudomonas aeruginosa 12 12 10 10 - - - - -
ATCC 27859
Salmonella enteridis - - - - - - - - R
Streptococcus pyogenes 14 12 10 8 6 4 2 - -

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)

Sekil 4.5. Proteus vulgarisantibiyotige (azitromisin) Sekil 4.6 Proteus vulgarisantibiyotige (azitromisin)
kargl  1/1-1/16 konsantrasyonlarinda gludusu karsi 1/32-1/256 konsantrasyonlarinda ghludusu
zonlarin goringii zonlarin goringii

Proteus vulgarisl/1-1/32 konsatrasyonlarda zon guken, 1/64, 1/128, 1/256
konsantrasyonlarinda zon glurmadi.
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Sekil 4.7. Pseudomonas aeruginos&dTCC 9027 Sekil 4.8. Pseudomonas aeruginosaTCC 9027
antibiyotige (azitromisin) karsi 1/1-1/16 antibiyotige (azitromisin)  Kkarsl 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 1/1-1/64 konsgoftrar arasinda zon
olusturdu.

Sekil 4.9. Escherichia coliantibiyotige (azitromisin) Sekil 4.10.Escherichia coliantibiyotige (azitromisin)
karsl 1/1-1/16 konsantrasyonlarinda glirdusu karsi 1/32-1/256 konsantrasyonlarinda golurdusu
zonlarin gorungi. zonlarin goringi.

Escherichia coli 1/1-1/256 konsantrasyonlar arasgt#lili zonlar olgturdu.
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Sekil 4.11. Pseudomonas aeruginosATCC 27859 Sekil 4.12. Pseudomonas aeruginosaTCC 27859
antibiyotise  (azitromisin) kargi 1/1 - 1/16 antibiyotige (azitromisin) karg 1/32 - 1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goéringi

Sekil 4.13. Streptococcus pyogenesantibiyotige Sekil 4.14. Streptococcus pyogenesantibiyotige

(azitromisin) karsi 1/1-1/16 konsantrasyonlarinda(azitromisin) karsi 1/32-1/256 konsantrasyonlarinda

olusturdugu zonlarin géringu. olusturdugu zonlarin géringu.

Streptococcus pyogenes 1/1-1/64 konsantrasyordairaia zonlari okiurdu,
1/128 ve 1/256 konsantrasyonlarda zorytoltmadi.

Hedera helix bitki ekstraktlarinin ortaya cikan deney sonuclalo 4.3.
gorulmektedir. 6 tir bakteri butin konsantrasyatdafarkli derecede duyarfini
gOsterilmgtir. Duyarli olan bakteri turleri bunlardi. aureus, P. aeruginosal CC
9027, E. fecalis, C. utilis, E. coli, C. albicanBeney sonuclari okugunuz zamanda
bir ilging sey ortaya c¢ikti. Madde bakimindangym olan konsantrasyonda zon
Olcimleri yggun olmayan konsantrasyonlara gére daha kicuktuolByE. fecalis,
C. utilis bakterilerde rastlandi. 1/1, 1/2 konsantrasyondada miktari ygun oldu
icin diffizyon problemi oldgu anlgiimaktadir.C. utilis ve C. albicansantibiyotige
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karsi duyarsiz, amddedera heliXn ekstraktlarina kar duyarliligini géstermy. Ve

kalan 6 tUr bakteriP. vulgaris B. subtilis B. cereusP. aeruginosaATCC 27859,

S.enteridisve St .pyogeneduyarsizlardir.

Tablo 4.3 Hedera helixbitkisinin methanol ekstrakt'inin minimal inhibisy

zonlarinin olgtimleri (mm)

b6

Bakteri turleri Dilusyonlar
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16|] 1/323 1/64 1/128 1/2

Staphylococcus aureus 8 8 4 4 4 8 8 8 8
Proteus vulgaris - - - - - - - - -
Bacillus subtilis - - - - - - - - R
Pseudomonas aerugino sa,g 6 6 6 6 4 6 2 2 2
ATCC 9027 =
Enterococcus fecalis E 2 2 2 2 8 6 6 6
Candida utilis % 6 8 10 10 10 10 10 8 8
Escherichia coli < 10 8 6 6 4 6 6 6 6
Candida albicans c 4 4 8 8 8 8 6 6 6
Bacillus cereus '(\3‘ - - - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - R
ATCC 27859
Salmonella enteridis - - - - - - - - R
Streptococcus pyogenes - - - - - - - - B

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)

Sekil 4.15. Staphylococcus aureusHedera helix Sekil
1/1-1/16 bitkisinin
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi.

bitkisinin

konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi.

ekstraktina

kar

4.16. Staphylococcus aureusHedera helix
1/32-1/256

ekstraktina

kar
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Staphylococcus aureus1-1/256 kadar bitliin konsantrasyonlarinda ethiazo
olusturdu. 1/4, 1/8, 1/16 konsantrasyonda zon cap! 4 layiklizginde ve 1/32,
1/64, 1/128, 1/256 konsantrasyonda etki zonlattiytikligti 8 mmdir.

Cuscuta monogynaitkinin methanol ekstrakt'in deney sonuclari tald.4.
icindedir. Zon olgumleri okurkeidedera helikn ekstraktlarin deney sonuclarinda
da ayni olaya rastlandi. Maddenin diffizyon probtemoldugu gercéi ortaya cikti.

S. aureus P. aeruginosaATCC 9027, E. fecalis C. utilis, E. coli, 1/1-1/256
konsantrasyon arginda duyarldirP. vulgarisve C. albicansl/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16
konsantrasyonda duyuarsiz aqidu gozlendi (Diffizyon problem olmasa duyarli
olmasi gerekmektedir) ve 1/32 konsantrsyondan ritbaduyarlidir.P. aeruginosa
ATCC 27859 1/1 konsantrasyonda duyarl gedierde duyarsizdirB.subtilis
B.cereus S. enteridis St. pyogenesbhitin konsantrasyonda duyarsiz olduklari
anlgimistir.

Tablo 4.4. Cuscuta monogynabitkisinin methanol ekstrakt’'inin minimal

inhibisyon zonlarinin dlgtimleri (mm)

Bakteri turleri Dilasyonlar
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16| 1/33 1/64 1/128 1/2b6
Staphylococcus aureus 4 6 6 6 4 6 4 2 6
Proteus vulgaris - - - - - 8 8 8 8

Bacillus subtilis

Pseudomonas aerugino ;a’g 4 4 4 4 4 6 6 6 6
ATCC 9027 3

Enterococcus fecalis p 4 4 4 4 4 4 6 6 6
Candida utilis (_c;. 10 10 12 12 6 10 10 10 10
Escherichia coli < 8 6 ° ° 4 4 4 4 4
Candida albicans - - - - - 6 6 6

Bacillus cereus g

Pseudomonas aerugino ;aN 8

ATCC 27859

Salmonella enteridis

Streptococcus pyogenes

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)
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Sekil 4.17.Staphylococcus aureus, Cuscuta monogyrgekil 4.18.Staphylococcus aureus, Cuscuta monogyna
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin géringu. konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin géringt.

Sekil 4.19. Candida utilis, Cuscuta monogynaSekil 4.20. Candida utilis, Cuscuta monogyna
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi. konsantrasyonlarinda ghurdugu zonlarin gorungu.

Sekil 4.21.Streptococcus pyogenes, Cuscuta monogy8akil 4.22.Streptococcus pyogenes, Cuscuta monogyna
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi. konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi.
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Vitex agnus castusbitkinin 12 tir dzerinde antibakteriyel 06zellikier
argtirmasinda ortaya c¢ikan deney sonuclagagalaki tablodadir.P. vulgaris
C.utilis, E. coli, S.enteridisbutiin konsantrasyonlarda duyarlild. aeruginosa
ATCC 27859 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, konsantrasyaid maddenin diffiizyon
problemi oldgu icin sonu¢ okunamadi, fakat glik konsantrasyonlarda duyarl ve
dolayisiyla yukarda gosterilen yiksek konsantrakyda da duyarli oldiunu kabul
edebiliriz. B. subtilis 1/16, ve B. cereus1/2 konsantrasyona kadar duyarlilar.
Denemede kullanilan bitki ekstraktlarinagdt. fecalis, P. aeruginosATCC 9027,
St.pyogenes duyarsizlardir.  Bitki ekstraktinin  antibiyotik sgglan ile
karsilastirildiginda C. utilis, C.albicansve S. enteridisbitki ekstraktlarina duyarli,

ama antibiyo@e duyarsiz olduklari gézlemlenmektedir.

Tablo 4.5. Vitex agnus castusbitkinin methanol ekstrakt'inin  minimal

inhibisyon zonlarinin dl¢imleri (mm)

Bakteri ttrleri Dilusyonlar
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/2p6

Staphylococcus aureus 8 8 8 - - - - - -
Proteus vulgaris 10 10 10 10 4 4 4 4 4
Bacillus subtilis 12 12 14 14 12 - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - R
ATCC 9027 E
Enterococcus fecalis — - - - - - - - R
Candida utilis c_:- 10 6 4 4 4 6 6 6 6

©
Escherichia coli < 4 6 8 4 6 8 6
Candida albicans - 10 10 6 6 4 - - -
Bacillus cereus ,3 12 6 - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - 6 6 6 6
ATCC 27859
Salmonella enteridis 12 10 10 8 8 10 8 8 8
Streptococcus pyogenes - - - - - - - - R

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)
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Sekil 4.23. Pseudomonas aeruginosaTCC 27859, Sekil 4.24. Pseudomonas aeruginos&TCC 27859,
Vitex agnus castulitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 Vitex agnus castuditkisinin ekstraktina kar 1/32-
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin géringt. 1/256 konsantrasyonlarinda giurdusu  zonlarin

goranl.

Sekil 4.25. Proteus vulgaris, Vitex agnus castusSekil 4.26. Proteus vulgaris Vitex agnus castus
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin géringt. konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin géringu.

Sekil 4.27. Bacillus subtilis, Vitex agnus castusSekil 4.28. Bacillus subtilis Vitex agnus castus
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/32-1/256

konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi. konsantrasyonlarinda glurdugu zonlarin goringi.
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Bakteri turleri Dilusyonlar

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/12 1/25
Staphylococcus aureus + + + + + +
Proteus vulgaris + + + + + + + +
Bacillus subtilis + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosacc + + + + + + + +
9027
Enterococcus fecalis + + + + + + + +
Candida utilis + + + + + + + +
Escherichia coli + + + + + + + +
Candida albicans + + + + + + + +
Bacillus cereus + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosSeCcC + + + + + + + +
27859
Salmonella enteridis + + + + + + + +
Streptococcus pyogenes + + + + 4 4

+ Ureme var

- Ureme yok



Tablo 4.7.Antibiyotgin (azitromisin) MIC dgerleri

a7

Bakteri turleri Dilusyonlar

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/12 1/25
Staphylococcus aureus - - - - - R R
Proteus vulgaris + + + + + + + +
Bacillus subtilis + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginoSacC - - + + + + + +
9027
Enterococcus fecalis - - - + + + + +
Candida utilis + + + + + + + +
Escherichia coli + + + + + + + +
Candida albicans + + + + + + + +
Bacillus cereus + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosecC - - + + + + + +
27859
Salmonella enteridis + + + + + + + +
Streptococcus pyogenes - + + + + A 4

+ Ureme var

- Ureme yok



Tablo 4.8 Hedera helixbitkisinin methanol ekstrakt'inin MIC derleri
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Bakteri turleri Dilusyonlar

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/12 1/25
Staphylococcus aureus - - + + + +
Proteus vulgaris + + + + + + + +
Bacillus subtilis + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginoseCC + + + + + + + +
9027
Enterococcus fecalis + + + + + + +
Candida utilis + + + + + + + +
Escherichia coli - + + + + + + +
Candida albicans + + + + + + +
Bacillus cereus + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosSeCcC + + + + + + + +
27859
Salmonella enteridis + + + + + + +
Streptococcus pyogenes + + 4 n 4

+ Ureme var

- Ureme yok
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Tablo 4.9.Cuscuta monogynkitkisinin methanol ekstrakt'inin MIC derleri

Bakteri turleri Dilusyonlar

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/12 1/25
Staphylococcus aureus - - - R R
Proteus vulgaris + + + + + + + +
Bacillus subtilis + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginoSacC - - - - - - - -
9027
Enterococcus fecalis - - - - - - B
Candida utilis + + + + + + + +
Escherichia coli - - - - - + + +
Candida albicans - - - - - - T T
Bacillus cereus + + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosSeCcC + + + + + + + +
27859
Salmonella enteridis + + + + + + + +
Streptococcus pyogenes + + + 4 1

+ Ureme var

- Ureme yok
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Tablo 4.10Vitex agnus castusitkisinin methanol ekstrakt'inin MIC derleri

Bakteri turleri Dilusyonlar

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/25%6
Staphylococcus aureus - - - - - - - B

Proteus vulgaris + + + + + T T T

Bacillus subtilis + + + + + + + +

Pseudomonas aeruginoSacC - - - - - - - -
9027

Enterococcus fecalis - - - - - - - R

Candida utilis + + + + + + + +

Escherichia coli - - - - - R - R

Candida albicans - - - - + + + ¥

Bacillus cereus + + + + + + + +

Pseudomonas aeruginosaCcC + + + + + + + +
27859

Salmonella enteridis + + + + + + n n

Streptococcus pyogenes + + + + n n n "

+ Ureme var

- Ureme yok

4.2. Funguslar Uzerinde Yapilan Deneylerinin

Sonugclari

Bu calsmalarin ikinci 6nemli kisimi 3 tane bitki ekstrahin funguslar
uzerinde denenmesidir ve bu deneylerde methanal&uantifungal ilacin kontrol

olarak denemesi yapildi. Methanol'un funguslarasikaeya onlarin Gremesine hic
etkili olmadi. (Tablo 4.11.)
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Tablo 4.11. Funguslarda methanol’'un minimal inhybis zonlarinin élgimleri

(mm)

Fungus tirleri Dilusyonlar

11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128  1/2%6

Penicillium sp. purpurogenum

Aspergillus terricola

Trichothecium roseum

Aspergillus sp.

Alternaria alternata

Ulocladium sp.atrum

Aspergillus sp. flavus

Aspergillus nigelATCC 16404

Cladosporium sp.

Penicillium  sp.verrucosum var.

cyclopium

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)

Antifungalin denemesinde c¢ok iyi sonuclar ortaykticiSonuclari tablo 4.12.
ve sekillerde 4.29.-4.38. verilnglir. Funguslarin bircgu deneyde kullangimiz
antifungal ilaca kan duyarl olduklari tespit edilngiir. En duyarh Ulocladium
sp.atruml1/256 konsantrasyona kadar duyarligekil 4.31.,4.32.)Aspergillus niger
ATCC 16404 1/64 konsantrasyona kadar duyarlidspergillus sp. flavusl/32
konsantrasyona kadar duyarliSekil 4.33., 4.34.). Aspergillus terricola
Trichothecium roseumAlternaria alternata Cladosporium sp(Sekil 4.29., 4.30.),
ve Penicillium sp.verrucosum vacyclopium1/16 konsantrasyona kadar duyarlidir.
Aspergillus sp sadece 1/4 konsantrasyona kadar duyaRenicillium sp.
purpurogenundenemede kullanilan antifungala §aduyarsizdir §ekil 4.35-4.38.).
Sekilde 4.35. 1/1-1/16 konsantrasyonda zorsmladgini gordyoruz, buna keifik
antifungalin etkisi dgilk derecede gortuyoruz 1/1, 1/2 ve 1/4gyo olan
konsantrasyonda Ureme hizini ygdat ve 1/32-1/256 konsantrasyonda antifungalin

etkisi gbzlemlenmediSekil 4.38).
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Tablo 4.12. Funguslarda Antifungal’in (siklopiroksmin) minimal inhibisyon

zonlarinin dl¢gimleri (mm)

Fungus tarleri Dilusyonlar

171 1/2 1/4 1/8| 1/1 1/32 1/64  1/128 1/25

Penicillium sp. purpurogenum - - - - - - - - -
Aspergillus terricola 50 40 30 20 20 - - - -
Trichothecium roseum = 34 30 28 24| 24 - - - -
Aspergillus sp. £ 28 28 18 - - - - - -
Alternaria alternata ‘:" 38 38 34 12 10 - - - -
Ulocladium sp.atrum % 30 30 30 30 30 24 24 20 20
Aspergillus sp. flavus o« 28 26 24 10 16 10 - - -
Aspergillus nigeliATCC 16404 g 32 32 32 22 22 14 12 - -
Cladosporium sp. N 40 36 32 26 30 - - - -
Penicillium sp.verrucosum vatr. 40 36 28 24 10 - - - -
cyclopium

- zon olymadi (maddeye duyarsiz)
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Sekil 4.29. Cladosporium sp antifungala Sekil 4.30. Cladosporium sp antifungala
(siklopiroksolamin) kargi 1/1-1/16 (siklopiroksolamin) karsi 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda alurdusu zonlarin petri konsantrasyonlarinda ahlurdugu zonlarin petri
kabinin arka kismindan gor Uil kabin 6n kismindan gorusiil

Sekil 4.31. Ulocladium sp.atrum antifungala Sekil 4.32. Ulocladium sp.atrum antifungala
(siklopiroksolamin) kagt 1/1-1/16 (siklopiroksolamin) kan 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda aglurdusu zonlarin  petri konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin
kabinin arka kismindan gordii 6n kismindan gorusi.
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Sekil 4.33. Aspergillus sp. flavus, antifungala Sekil 4.34. Aspergillus sp. flavus, antifungala
(siklopiroksolamin) kan 1/1-1/16 (siklopiroksolamin) kan 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda glurdusu  zonlarin  petri konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin
kabinin arka kismindan gordii 6n kismindan gorusi.

Sekil 4.35.Penicillium sp. purpurogenunantifungala Sekil 4. 36.Penicillium sp. purpurogenunantifungala
(siklopiroksolamin) karsl 1/1-1/16 (siklopiroksolamin) karsi 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda glurdusu  zonlarin  petri konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin
kabinin arka kismindan gordi 6n kismindan gorusi.
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Sekil 4. 37.Penicillium sp. purpurogenunantifungala Sekil 4.38.Penicillium sp. purpurogenunantifungala
(siklopiroksolamin) karsi 1/32-1/256 (siklopiroksolamin) karsl 1/32-1/256
konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin

arka kismindan goruga. on kismindan gorus.
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Hedera heli¥n methanol ekstraktinin funguslar Uzerinde ekisidusu tespit
edildi (Tablo 4.13. vaekil 4.39, 4.40).

Tablo 4.13. Funguslarddedera helixoitkisinin methanol ekstraktinin minimal

inhibisyon zonlarinin dl¢imleri (mm)

Fungus tarleri Diltsyonlar

11 1/2 1/4 1/8 1/16] 1/32 1/64 1/128 1/256

Penicillium sp. purpurogenum - - - - - - - R R

Aspergillus terricola - - - - - - - - -

Trichothecium roseum

Aspergillus sp.

Alternaria alternata

caplar(mm)

Ulocladium sp.atrum

Aspergillus sp. flavus - - - - - - - - -

Aspergillus nigelATCC 16404 - - - - - - - - -

on

Cladosporium sp. N - - - - - - - R R

Penicillium sp.verrucosum var. - - - - - - - - -

cyclopium

- zon olymad (maddeye duyarsiz)

Sekil 4.39. Ulocladium sp.atrum, Hedera helixSekil 4.40Ulocladium sp.atrum, Hedera helix
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda ghurdusu zonlarin petri kabin konsantrasyonlarinda ghurdusu zonlarin petri kabin
arka kismindan gorisi. 6n kismindan gorusi.
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Cuscuta monogynditkinin methanol ekstrakt'in funguslar Uzerindikigiz

oldugu tespit edildi. Sonugclari tablo 4.14 verilmektedir

Tablo 4.14. Funguslard@uscuta monogynaitkisinin methanol ekstaktinin

minimal inhibisyon zonlarinin élgtimleri (mm)

Fungus tarleri

Diltsyonlar

171

1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

}

1/12

1/2b

Penicillium sp. purpurogenum

Aspergillus terricola

Trichothecium roseum = - - - - - - - - -
- S

Aspergillus sp. = - - - - - - - - -
- ©

Alternaria alternata - - - - - - - - - -
o

Ulocladium sp.atrum ‘3 - - - B - - - - -

Aspergillus sp. flavus - - - - - - - - -

Aspergillus nigelATCC 16404 g - - - - - - - - -
N

Cladosporium sp.

Penicillium sp.verrucosum vatr.

cyclopium

- zon olymad (maddeye duyarsiz)
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Vitex agnus castusnethanol ekstraktinin funguslar tzerinde etkididugu
tespit edildi (Tablo 4.15 vgekil 4.41, 4.42).

Tablo 4.15. Funguslard"itex agnus castubitkisinin methanol ekstraktinin

minimal inhibisyon zonlarinin élgtimleri (mm)

Fungus tarleri Diltsyonlar

11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128  1/2%6

Penicillium sp. purpurogenum - - - - - - - - -

Aspergillus terricola - - - - - - - - -

Trichothecium roseum T - - - - - - - - -

Aspergillus sp. \f/ - - - - - - - - -

Alternaria alternata ° - - - - - - - - -

Ulocladium sp.atrum E - - - - - - - - -

Aspergillus sp. flavus - - - - - - - - -

Aspergillus nigelATCC 16404 S - - - - - - - - -
N

Cladosporium sp. - - - - - - - - -

Penicillium sp.verrucosum var. - - - - - - - - -

cyclopium

- zon olymad (maddeye duyarsiz)

Sekil 4. 41.Ulocladium sp.atrum, Vitex agnus castu$ekil 4.42.Ulocladium sp.atrum, Vitex agnus castus
bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16 bitkisinin ekstraktina kar 1/1-1/16
konsantrasyonlarinda aghlurdusu zonlarin petri kabin konsantrasyonlarinda glurdusu zonlarin petri kabin
arka kismindan gorisi. 6n kismindan goruni..
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5. TARTISMALAR

Literatlr bilgilerine géreHedera helixbitkisi’nin antifungal Timon-David et
al, 1980; Julien et al, 1985). ve antibakteriyel (Zuztkal, 2002 6zelligi vardir.
Vitex agnus castusbitkisinin antifungal 06zelfiinin oldugu literattrlerde
gorulmektedir (Baytop, 1984; Honda et al, 1996)k&aCuscuta monogynau ¢
bitki arasinda en az atailmis bir bitkidir ve bu bitkinin 6zellikleri hakkindaok

fazla bilgiye rastlanmargtir.

Bizim calsmalarimiz ise bu Ug¢ bitkinin yaprak, gévde ve clegkalinip
methanol ile ekstrakte edildikten sonra invitroaontda bazi gram (+) pozitif, gram
(-) negatif ve bazi funguslar Uzerinde antifungal antibakteriyel 6zeliinin olup
olmadgini argtirldi.

Kontrol amaci ile hazirlami oldusumuz  methanolun  farkh
konsantrasyonlarinin denemesinde bakterilerin gredjorulmistir. Methanol
kontroli yapmamizin nedeni bakteriler tGizerindekinogtkisinin ekstraktan mi yoksa
methanol’den mi olup olmagini anlamak icindir. Antibiyotik ve antifungal’in

denemesinin amaci denemelerde alinan sonuclarldgarmak icindir.

Hedera heliin denemelerinde alinan sonuglara g6 aureus 1/16
konsantrasyona kadar etkisinin ofdugorildi. A.J.Calabrese’e goHedera helix
icinde olan saponin ¢ok yiksek derecede antibaldiedizellikleri sahiptir. Hederin 4
ng/ml konsantrasyonund&taphylococcus aureuse Streptococcus pneumoniae
bakterilerinin blyumesine engel olmaktadir (Zuzuk a¢, 2002). Fakat bizim
calismamizda kullanggmiz bitki methanol ekstrakt saf halinde olmadicin 104
png/ml  konsantrasyondétaphylococcus aureudakterisinin blylimesine engel

oldugu gorulmitar.

Cuscuta monogynaitkisinin methanol ekstrakt'inin denemesin8e aureus,
P.aeruginosaATCC 9027,E. fecalistirleri Uzerinde 1/256 konsantrasyonuna kadar
hi¢ bir treme gorulmedC. albican&a 1/64 veE .colide 1/32 konsantrasyona kadar
hic bir bakteriyel treme gorulmeili gozlemlendi. Dger bakterilere kar bu

ekstrakt'in antibakteriyel 6zeflinin olmadg gosterildi.
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Vitex agnus castubitkisinin methanol ekstrakt'inin antibakteriyezaliginin
argtirmasinda ortaya ¢ikan sonuclara gBreaureusP. aeruginosaATCC 9027 E.
fecalis E. coli 1/256 konsantrasyonuna kadar herhangi bakterigehé gozlenmedi.
C. albicanga 1/16 konsantrasyona kadar Ureme goérulmedieDbakterilere kar

etkili olmadg) tespit edildi.

Bu Uc¢ bitkinin methanol ekstrakt'inin funguslarargal/l’den ve 1/256

konsantrasyona kadar hi¢ etkili olmgidortaya konulmgtur.

Sahin ve ark. ardirmacilarinin yapfii deney sonucund&atureja hortensism
methanol ekstrati farkli bakteriler Gizerinde 300 mgdde iceren disklerde yapilan
denemelerdeB. subtilis 8-12 mm, E. coli 6-8 mm zon olgturdusu ortaya
konulmutur. Bu calgmadaB. cereus, P. vulgaris, P. aeruginosa S. aureus St.
pyogenes,bakterilerinde Satureja hortensisbitkisinin etkisi gérinmengtir. Bu
bitkinin methanol ekstrakt'inin funguslar UzerindienemesindeC.albicans, A.
alternata, A. flavusre Penicilliumturler arasinda sade€albicanga 7-9 mm zon
olusturdusu go6zlenmgtir. Bu calsmada MIC dgerleri B. subtilista 31.25-125
pg/ml, E.colide 250-500 pg/ml ve C.albicans’ ta 125 250ug/ml sonuglarina
ulasiimistir (Sahin ve ark., 2003).

Juniperus oxycedrusitkisinin methanol ekstrakt'inin bakteriler Uzete
yapilan denemelerde disklere 300 ug madde korgiimuDenemelerin ortaya cikan
sonucunda. cereusl3 mm,B.subtilis9-17 mm,E.coli 9 mm,P. aeruginosal0-15
mm, S. aureus8-11 mm c¢apinda zon cwrdusu gozlendi.St. pyogenete bu
bitkinin ekstrakt'inin etkisi olmagi ortaya ciktl. Juniperus oxycedruditkisi
methanol ekstrakt'inin funguslar Uzerinde yapilaenamesindeC.albicans, A.
alternata, A. flavuwe Penicilliumtirler arasinda sade€ealbicang&a 7-15 mm zon
olusturdusu gozlenmgtir. Bu deneylerde MIC deerleri B.cereus 250 pg/mi,
B.subtilista 31.25 pg/mlE.colide 250 ug/ml, P. aeruginosdl25 pg/ml,S. aureus
250pg/mlve C.albicans’ta 31.25 pg/ml sonuglarina gienistir (Karaman ve ark.,
2003).

Bizim yaptgimiz deney sonuclarina gore, bir diskte 300Heglera helixbitki
ekstrakti bulundgundaS. aureugt mm,P. aeruginosaATCC 9027 6 mmeE. fecalis

2 mm,C. utilis 10 mm,E.coli6 mm,C. albicans8 mm zon olgturmaktadir Cuscuta
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monogyna bitkisi methanol ekstrakt'inin denemesinde disi380 pg madde
konsantrsyonund&. aureuss mm,P. aeruginosaATCC 9027 4 mmE. fecalis4
mm, C. utilis 12 mm,E.coli 6 mmlik zon olgturmaktadirVitex agnus castusitkisi
methanol ekstrakt'inin denemesir@evulgaris10 mm,B. subtilis14 mm,C. utilis4
mm, E.coli 7 mm, C. albicans6 mm, S. enteridis9 mm zon olgur. Hedera helix,
Cuscuta monogynae Vitex agnus castubitkilerinin methanol ekstraktlarGram

negatif bakterilere kan Gram pozitif bakterilere gére daha etkili olgu ortaya
ctkmistir.

Bu sonuclara goreiHedera helix,Cuscuta monogyna&e Vitex agnus castus
bitkilerinin methanol ekstraktlarinin denemelerdell&nilan mikroorganizmalara

karsi bu alanda yapilan catnalarda kullanilan bitkilere gore oldukca etkildogu
gozlemlenmytir.



62

6. SONUCLAR

Hedera helix Cuscuta monogynae Vitex agnus castubitkilerinin methanol
ekstraktlarinin antibakteriyel ve antifungal OZdérinin olup olmadil calsma
esasini tgil etmektedir. Bunun igin gram pozitif bakterileml Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus dedadicillus subtilis, Bacillus
cereus, ve gram negatif olan Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella enteridis, Candidalisiti Candida albicansbakteri
turleri ve Penicillium sp. purpurogenum, Aspergillus terricol@richothecium
roseum, Aspergillusp., Alternaria alternata, Ulocladium sp.atrum, Aspehgd sp.
flavus, Aspergillus niger ATCC 16404, Cladosporium sp., Penicillium
sp.verrucosum var. cyclopiumfungus turleri Gzerinde denemeler yapildi.

Denemelerden ortaya ¢ikan sonuglar bulgular boligetuerilmitir.

Hedera helix bitkisinin methanol ekstrakt'inin antibakteriyelzaliginin
araggtirimasinda 12 tane farkh bakteri tird kullanildu trler Gzerinde yapilan
denemelerden ortaya c¢ikan sonuglara gore ekstmag&tkisi sadeceés.aureusl/16
konsantrasyona kadar olkglu belirlendi. Dger bakteri turlerinin Gzerinde etkisinin

olmadgi anlgilmistir.

Cuscuta monogynaitkisinin methanol ekstrakt'inin denemesinékedera
helixXin ekstrakt'ina gore daha etkili oldunu gosterdi.S.aureus, Ps.aeruginosa
ATCC 9027,E.fecalisturleri tUzerinde 1/256 konsantrasyonuna kadarbfrigireme
gorulmedi. C.albicanga 1/64 ve E.colide 1/32 konsantrasyona kadar hi¢ bir
bakteriyel Greme gorulmegli gozlemlendi. Dger bakterilere kar bu ekstrakt'in

antibakteriyel 6zelfiinin olmadgi gdsterildi.

Vitex agnus castugin durumCuscuta monogyndan farkl desildir. Yaklasik
olarak ayni sonuclar elde edilMitex agnus castuisitkisinin methanol ekstrakt’inin
antibakteriyel 6zelfinin aratirilmasinda ortaya c¢ikan sonuclara g8reaureusPs.
aeruginosaATCC 9027,E. fecalis E. coli 1/256 konsantrasyonuna kadar herhangi
bakteriyel Ureme gozlenmedC. albicanga 1/16 konsantrasyona kadar treme
gorulmedi. Dger bakterilere kar etkili olmadgl ortaya koyulmstur.
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Bu ¢ bitkinin methanol ekstrakt'inin funguslarargkal/l’den ve 1/256’ya
kadar olan konsantrasyonlarda yapilan denemeleidkir hetkisinin olmadgl,

antifungal kontrolinde ortaya konulgtur.

Bu calsmadan ortaya c¢ikan sonuca gdfedera helixbitkisinin methanol
ekstrakt'inin antibakteriyel 6zedli sadeceS. aureusiizerinde godzlendiCuscuta
monogynave Vitex agnus castubitkilerinin methanol ekstrakt'inin antibakteriyel
etkisi ayni tur bakterilere karHedera helixin ekstraktina gore daha fazla etkilerinin
oldugu goOzlendi. Denemelerin neticesinde elde edileruglana dayanarak bu Ug¢
ekstrakt'in genel olarak antibakteriyel 6zgin oldugu tesbit edildi. Bu ¢cajmada
kullanilan fungus tirleri tGzerinde deneylerde atirsmnuclara gorédedera helix,
Cuscuta monogynave Vitex agnus castuitkilerinin methanol ekstraktlarinin

antifungal 6zelkinin olmadg! ortaya konuldu.
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