1. GIRIS

Yaklasik 8-10 bin senelik bir gecmiiolan tarim, insanglunun yarim milyon
senesini kapsayan gocebelik ve bir sonraki Urlranadgl avcilik devresini dés-
tirmistir. insan bilimi (antrapoloji) ile grasanlar insanglunun yeryiiziinde bulundu-

gu devreleri;
a. 3 milyon yil tam yabani bir hayat
b. 10 bin yil cok az d@sikli ge usrayan el ile ekim
c. 150 yil nufus ari ile birlikte modern tarima
geck olarak 3'e ayirmlardir (Akgin, A., 1987).

Kdltire alinmg olan bitkilerin bayuk bir ¢gunlugu sinirli sayidaki bitki famil-
yalarindandir. Bunlar arasind&raminae Leguminosea Salonaceae Aracea

Rosacea&e Cucurbitaceadamilyasi yer almaktadir.

Gunumuzde butin yam bitkilere bglidir. Besinlerimiz ya dgrudan dgruya
bitkilerden, ya da bitkilerle beslenen hayvanlargaglanan urinlerden ofmakta-
dir. Bitkiler uygun zamanda @goudan ya da dolayli olarak insanlarirgydac, giyim

v.s. gibi ihtiyaglarini kanlamaktadir §ehirali ve Ozgen, 1987).

Tarkiye iklim ve c@rafi bakimdan ¢ok farkli 6zelliklere sahip olanngénin
en 6nemli makro ve mikro gen merkezlerinden bwolsp, florasinda yakkak 10 bin
bitki bulunmaktadir (Akgin, A., 1987).

Tibbi bitkiler eski ¢c&lardan beri insanlar tarafindan tanigrilinmis ve ken-

di yasayis tarzina gore s gini korumak icin ilag yapiminda kullanilgtir.

Bununla beraber son 20-30 yildan beri farmokoterapsentetik asilli, yeni
ilac kaynaklarinin kdindeki bagarisi, her Glkede bitkisel kaynaklarin butin yoéinler
ile incelenme ve kullanilma probleminin éneminiaya ¢ikarmgtir. Yakin zamana
kadar bitkilerde bilinmeyen fizyolojik etkenli pejok ilag hammaddesi kiedilmis-
tir (Makakli, 1982).

Gunumuzde de gudan bitkilerden veya bitkisel bir maddenin yabdeatip bir
maddeyi esas alarak eturulan yeni maddelerden ila¢ olarak yararlanilraekit
Yeni tibbi bitkiler, yeni ilagc hammaddeleri bulméakKinenleri bilinmeyen yonleri ile
dezerlendirmek icin bitkiler tizerinde siirekli atamalar devam etmektedir. Ozellik-



le enfeksiyon hastaliklarina kardogal kaynakli aktif bilgikler tizerinde yapilan
calismalar, her donemde bilim adamlarinin ilgisini cekenular arasinda yer algi
bugiin de bu alanda yapilan galalarin hizindan hiey yitirmedgi gérulmektedir
(Malcolm, 1969, Moslenko, 1986).

Bugiinde ulkemizin dgsik bdlgelerinde, hatta her bdlgengehir, kasaba ve
koylerinde, eski Turk Tababeti yaygin olarak kullaraktadir.Sehir ve kasabadan
uzakta, imkansizliklari ve zgartlari yenmek icin kendilerine 6zguiggk metodlar

ve ¢ozUmler Uretngierdir (Karamanj., 1997).

Dogal ortamdan elde edilen aktif maddelerin en ondwyingzini bitkiler olus-
turdusuna gore, binlerce bitki arasinda ginama amaciyla uygun olanlarin segimi
blayuk bir 6nem tamaktadir (Vlientick, A. J., Vanden Berghe, D.A.991).
Antimikrobiyal madde ardirmalarinda bitkiler gedigtizel toplanip, aktif maddeler
bakimindan taranabilegegibi, bitkilerin tibbi yonden 6nemine, mevcutératur
bilgilerine veya bitkilerin kemotaksonomik 6zellddne bakilarak sec¢im yapilabil-

mektedir (Sugfness and Douras, 1979).

Bu argtirmalarin ¢@u istenilen 6neme yonelik bir sonuc¢ getirmese pite
de ilag yapiminda kullanilacak, kesin etkili yentkisel maddeler bu agarmalarla
ortaya ¢ikmaktadir.

Bitkisel ilaglarin kullanildgl yerlerin genellikle kirsal kesimler olmasing+a
men son zamanlarda bitkisel ilaglar her yerde bekonusu olmaya Bemistir. Bu-
na gerekce olarak bazi kimyasal ilaglarin insarudiiada yan etkileri sebep olgly
bitkisel ilaclarin buyuk bir kisminda ise yan etkiryok denecek kadar az olglu

seklinde aciklamalarin yapiimasidir.

Bitkisel kaynakli maddelerde aktif maddelerinstranasi yapilirken o bitkinin
kok, gbvde, yaprak, cicek, meyve ve tohumlari ianebilir. Kokteki veya cicekteki
aktivite farkli olabilir. Eger bitkinin antimikrobiyal etkileri arduriliyorsa bitkinin
incelenen kismindan elde edilen ekstratin mikrooigaalarin - 6lumine,
inaktiflesmesine neden olup olmagna bakilir. Germisit ya da mikrobisit etkinin
uygulandgl mikroorganizmalari dldirmesi, inaktive etmesiniyau etkinin kalkma-
sindan sonra da artik mikroplarin hi¢ §@kilde gelsme ve ¢galmalarinin s6z konu-

su olmamasi gerekmektedir.



Calismis olduzumuz Ecballium elateriutun anavatani Akdeniz Ulkeleri ol-
makla birlikte, bitkinin Anadolu'da da ystigi bilinmektedir.

Eski Misirlilar déneminden bu yana tedavi amackgldaniimis olan bu bitki-
nin meyve suyundan elde edilen elaterium adi vert@ddenin mashil 6zefi var-

dir. Ayni zamanda idrar arttirici etkisi de bilinkbedir.

Meyvelerin sikilmasiyla elde edilen taze usarenawekilmek suretiyle, sini-
zit tedavisinde kullanilmasi Glkemizde oldukca yalyr. Klinik deneysel agtirma-

larla sinOzitte bir miktar iyilgme sg@ladigl saptanmtir (Baytop 1984).

Bu usarenin ayni zamanda antitimoral etkisi derlbalnistir. Yine halk ara-
sinda bitkinin kokunun i¢ kismi bigakla kazinardfteeedilen usarega kesici ve
yara iyi edici olarak cildin Uzerine sarigibilinmektedir. Bu bitkinin meyve 6zsu-
yunun halk arasinda sagd iyi geldigi de sdylenmektedir. Ancak bu konu hakkinda

herhangi bir argirma yapiimanstir.

Bu dgsrultuda halk tarafindan, giak alaninda oldukcga fazla kullanilan bu bit-
kinin antibakteriyel 6zellikleri daha dnce stnalmamstir. Bu calsmamizda yukari-
da bahsi gecekcballium elateriutun meyve 6zsuyundan elde edilen ekstratlarin

olasi antibakteriyel etkileri bilimsel olarak anailmasi yapilmgtir.



2. KONU ILE ILGILI YAYINLAR VE
CALISMALAR

2.1. GENEL BILGILER

2.1.1.Ecballium eaterium'un Sistematigi
Bo6lum :SPERMATOPHYTA

Alt Bolum : ANGIOSPERMAE

Alt Sinif  : Dilleniidae

Takim :Cucurbitales

Familya :Cucurbitaceae

Cins :Ecballium

Tar : Ecballium elaterium
2.1.2.Ecballium daterium

Halk arasinda aci dilek, cirtatan, aci kavun ygatsani hiyar olarak ta bilin-
mektedir. Cucurbitaceadamilyasindan, ¢ok yillik ve sirinicl, otsu ve wmi&rbir
bitkidir. Mayis-Eylul aylarn arasinda, acik sarnké cicekler acan bitkiye daha ¢ok
viraneliklerde arsa ve yol kenarlarinda rastla@oévdesi etli bir yapiya sahip olup
yatik Uzeri sert kaba ve cengelli tiylerle ortuliidBioyu 1-2 m'ye kadar uzayabilir.
Yapraklar alternan dizgli, stipulasiz, uzun sapli, lamina hemen hemen rigg&-
linde, Ust tarafi koyu yd renkli ve seyrek tuyll, alt tarafi ise mavimsasy ve ¢ok
sik sert tuylerle kaphdir. Damarlar yaprak kisimida daha ¢ok belirgindir. Cigekler
tek cinsli, aktinomarf ve pentamerdir. sDticek kisa sapli ve tek baadir. Erkek
cicekler uzun saph olup, salkigeklindedir. Kaliks 5 dili ve tuyludr. Korolla yal-
niz alt tarafta yagik olan 5 petalden ibarettir. Erkek cicekte bulubastamenden 4
tanesi ikger ikiser birlesmis durumda olup, bgncisi serbesttir. Anterler (Seklinde
bir yarik ile acilir. Stilus Ust tarafta 3 kismariémpis olup, her kisim 2 parcal bir
stigma tair. Ovaryum 3 g6zIu ve ¢ok tohumludur. Meyveninriizert tiylerle orti-
ludur. Meyve ovalsekilli, 3-5 cm uzunlgunda, sarimsi-yd renklidir. Meyveler

olgunlginca, iclerinde meydana gelen basing yuzindem Is@fandig yerden ko-



par ve icindeki 6zsuyuyla birlikte kahverengi toHammi 3-6 m uzga firlatabilir
(Baytop, T., 1963, Baytop, A., 1983). Bu firlatreayeden olan meyve icindeki ba-

sing dgeri, 5 deney sonucunda 160 mm/Hg olarak saptgmmi

Bitkinin, meyvesinin suyu gucli katartik bir etkigahiptir. Bu usar&uccus
elaterii (elaterium) adini alir ve mushil 6zglinden dolay! eski zamanlarda da kulla-
nilmistir. Bu drog 1949 yilina kaddngiliz Farmostatikal Kodex'inde yeralgtr.
Mushil doz fareler icin 0,5-0,4mg/100g iken oraDL5mg/100g'dir.

Bitkinin meyvesi ve kok gindaki basing¢l suyu inaktiftir. Elaterium'dan bill

seklinde bir bilgik izole edildi (Morries and Hannel, 1831). Bu Bifge a-elaterin

adini verdilera-elaterinin emperik formuli £gH3s07 olarak aciklandi (Berg, 1906).

Ayni kisi yaptgl calsmalardaa-elaterini kisa bir siire alkolik NaOH ile mua-
mele etmg ve bunun sonucunda 1 molekil asetik asidin paneaék amorf, fenolik

bir madde olan elateridinin meydana ggidi aciklamstir.

CH,COOH
a-elaterin+alkolik NaOH—Y » Elateridin

Eger NaOH ile kaynatmaya devam edilirse, elaterigk@abir kristal bilgik
olan ecballic acid'e dogébilir.

Ham elaterinin safkdirilmasi esnasinda, kicuk miktarlarda ikinci biefk,

B-elaterin izole edilmitir (Power and Moore, 1909).

Belkin ve Fitzgerald tumor nekroz kapasitesine gahaddelerle ilgili bir arg
tirmalarinda, bitki ekstratlarini elerkeacballium elateriudun belirgin bir aktivite-
sinin oldwgunu buldular. Bu agirmalarinda neoplazma kullandilar. Sarkoma 37,
melez CAR, farelerinin, arka gabacaklarina, kas icine yegteildi. a-elaterin deri
altina zerkedildiinde, herhangi bir toksite ve 6nemli bir anti-tinaktivite goster-
mez ikenf-elaterin aktifti.a ve 3-elaterin her ikisi birlikte periton tuguna veril-
diginde ise oldukga aktif bulundu. Bu en sonsalu 6zel bir etki idi ve bu etkinimy-

elaterinin hidroliziyle meydana gelen elateridimeoédugu bulundu.

Ecballium elaterim'un meyve suyunun amorf ekstiait kromotografisinde

iki nokta olwturdu.



Kolon kromotografisinde bu iki saf madde izole ddite bu iki maddenin bu-
tun franksiyonlarinin ger test edilen maddeler arasinda anti-timor akgreitsahip
oldugu bulundu. Ve bu iki trln elatericin (cucurbitacik)ve B olarak adlandirildi.
Bu bilesikler daha 6nce Enslin tarafindad@ucurbita peptdan izole edilmi ve

cucurbitaein D ve | olarak isimlendirilgtir (Oskoui, M.T.1979).

Cucurbitacin (elatericin) B'nin 6nemli bir anti-lamatuar aktiveteye sahip ol-

dugu da yapilan agtirmalar sonunda ortaya cikarikr.

Dondurularak (liyofilize edilerek) kurutulnguiecballium elateriunmeyve suyu
ekstrati 4 farkh dozda oral yoldan farelere verskm Ekstratin farelere verilmesin-
den 30 dakika sonra, her fareye kuyruk venalarirfdgamlojik soltiisyon icerisinde
0,1 ml %4'lik pontamine sky blue enjekte edglimi Tablo 1'e bakildinda farelerin
vicut a&irhgina, kg'a 50mg'dan blayan dozlarla verilngi ve dozaj arttiriidiinda,
aktivitenin de artfii gbzlenmgtir. Buna r&men en yiksek inhibisyon 400 mg/kg'da
gozlenmgtir. Bu dozaj farelerde yuksek bir toksik etki map@ getirmektedir. Dozaj

inflamatuar aktivite yikselmektedir.

Tablo 2.1. Farede boya sizintisi GizerindeBcballium elaterium meyve

suyunun oral yoldan verildiginde etkileri

Doz Boya Sizintisi Inhibisyon
(mg/kg) (Hg/Fare) (%)
Ortalama + SE
Kontrol ........cccceeeeeenne. 0 238,3+ 33,8 -
Meyve Suyl ................ 50 163,3+ 13,8 31,3
(Dondurulmy) 100 151,4 + 152 36,3
200 70,4+ 9,2 70,3
400 64,2+ 4,6 72,7
Kontrol..........ccoeeeevvnnnn. 0 101,22+ 4,1 -
Acetylsalicylic acid ... 200 535+ 3,3 46,6
a<0,05
bp < 0,001

Aktif maddenin izolasyonunda dondurularak kurutuynmueyve suyu kD

icinde ¢ozinmgive fraksiyonlar CHGl EtOAc ve n-BuOH ile muamele edilgtir.



Her ekstrat liyofilize durumda 400mg'adeger miktarda oral yoldan farelere veril-
mistir. CHCl; eksrati farelerde kg'a 20mg vergdtaktirde HOAc'nin garip bisekil-

de vascular permeabilitinin inhibe edilmesine medielyzu gozlenmgtir.

CHCI; ekstrati U¢ gt parcaya ayrilarak, tic(ince tabaka kromotografisygu-
lanmg ve CHCIs-MeOH (1:1) kargimi ile Si-gel tabakasindan c¢ikarilan her fraksi-
yon, 40mg CHQ ekstratina tekabil edecek miktarda farelere véiim Bunun

sonucunda yalnizca fraksiyon Il énemli bir antilamatuar etki gosterrsgir.

[ll. Fraksiyon tic'ye tabi tutulmyive 4 fraksiyon vermgtir. Her parca CHG}H
MeOH (1:1) ile ayri ayri si-gel'den ayrilgnwve yalnizca fraksiyon Ill.2'de 6nemli bir

anti-inflamatuar etki gozlenmtir.

Tablo 2.2. Farelerde boya sizintisi tizerinden CHgIfraksiyon
[II'Gn 4 alt fraksiyonunu etkileri

Doz Boya sizintisi Inhibisyon
(mg/kg) (no/fare) (%)
Ortalama + SE

Kontrol ..........cceeeeennn. 0 191,8+ 15,3 -

Fraction llI-1 .............. 22,6 195,7+ 20,3 -2,0
Fraction llI-2 .............. 5,9 57,5 + 11,3 69,6
Fraction llI-3 .............. 4,3 198,4+ 17,7 -3,5
Fraction lll-4 .............. 22,3 226,4+ 14,6 -17,9

Daha sonra onemli bir anti-inflamatuar etki gosteba bilgen mp. , U.V.
absorbsiyonu ve spektra geleri incelenmgtir. Netice de bu bilggin streoidal ve

triterpenoidal bir yapiya sahip olgu ileri stiraIimitar.

Kabakagillerin, lanostanetype triterpenolcballium elateriurtun ise esas an-
lamda bir triterpenoid oldiu ve meyve suyunun CHgékstratindan cucurbitacin E,

B, D ve | izole edildgi rapor edilmstir.

Karakteristik cucubitacinlerin U.Vsigi altinda kitle girligi 23'tr. Bu mad-
denin U.V. spektrumu 228nm'de maximum bir pik gistktedir. Bu maddenin tim
bunlara bgh olarak cucurbitacin B ile ayni madde ofgdurapor edilmgtir. Yapilan
tum analizler de bu sonucu gtalamstir. Cucurbitacin B'nin ¢gtli fizyolojik aktivi-
teleri (purgative etkisi ve anti-timoér aktivited)linmektedir. Bunun yaninda anti-



inflamatuar bir aktiviteye de sahip olglubu calymada rapor edilngtir (Yesilada, E.
et al, 1988).

Ecballium elateriurtun taze meyve suyu Turk halk tibbinda nasal asyporaa
sindizit tedavisinde kullaniimaktadir. Ancak beliolianda dilie edilmeden kullanil-
digl taktirde 6lim olaylarinin oldiw rapor edilmgtir. Dilie edilmeden kullanilgan-
da yuksek toksitesiddetli ggr1 ve aci, tst solunum yollarinda tikanma, nefad gla
ve bg agrisi gibi durumlar meydana gelebilir. Bu yizden neguyu mutlaka dilie
edilerek dgru sekilde kullaniimahdir. Meyve suyunun bir non-taksiozu tanim-
lanmstir. Hacettepe Universitesi Hastanesinde, siniziteayetci 49 gondilli ile
calisiimistir. Konsultasyon ve Xsinlari ile tibbi tghisten sonra hastalara, bir seri
dilisyona tabi tutulmgimeyve sularindan uygulanarak non-toksik ve etkilz bu-
lunmustur. Bu dozaj uygulamasinda hastalarin %71'indestyie meydana geli
%20'sinde ise klinik olarak i¢ rahatlamasi not mdgjtir. Buna r&men rontgenler
sintslerin tamamen balmadgini gostermgtir. Hastalarin %91'inde iyifgne mey-

dana gelebildi.

Bu calsma esnasinda cucurbitacin B'nin guclu bir antiamfatuar etkiye sahip
oldugu ve vascular permeabiliteyi arttigd) test modellerinde dikkate alingtir.
Halen devam etmekte olan gahalar cucurbitacin B'nin, in vivo bir test modeled

sinlzit Uzerindeki etkilerini agarmaya yoneliktir (Sezik, E., 1995).

Ecballium elateriurtun meyve suyunun etkisi Uzerine birska aratirma ise
bazi balik turlerinin kalpleri Gzerinde yapiktr. Yapilan argtirmalarda meyve su-
yunun kalp hareketlerini inhibe edici bir etkiyehgaoldusu gozlenmgtir. 1 ml suda
maximum doz 0,5 cc olup dldurtctgildir. Fakat bazen gecici kalp durmasi mey-

dana getirmektedir.

Ecballium elateriutun meyve suyundan elaterase enzimi izole eglimi
Elateridinin bu enzimle maximum hidrolizi acetateffer de pH 5,1 - 5,6'da,
phosphate bufferde 4,9-5,3'de meydana géimi

Ecballium elateriurtun kdklerinde, yapraklarin da ve meyvelerindeki gait-
leri aratirilmis, koklerde ve meyvelerde onemli yasitleri olan lauric acid ve
palmitic acid, yapraklarda ise palmitic acid veelwic acid tespit edilngtir
(Gonzalez, 1966).



Ecballium elateriumbelirgin cucurbitacinler i¢in iyi bir kaynak oldcdulun-
mus olup, bitkinin meyve suyunda buyuk miktarlardaguarbitain D (elatericin A) ve
cucurbitain | (elatericin B) oldtu gosterilmgtir (Lavie, 1958).

Bitkinin meyve, kdk ve yapraklarindaki aci maddedagilimi ve kompozis-
yonu gosterilmgtir (Gonzalez, 1966). Acl maddeler idioblast adiilea hiicrelerde
birikmekte ve bu htcreler bitkinin en fazla yapred& koklerinde bulunmaktaydi.
Yapilan aratirmalarda benzer aci maddel@eassicaceaeBegoniacead-amilyalari

ile Scrophulariacea¢-amilyasindarGratiola officinalis tiriinde de rastlangtir.

Cucurbitaceaddtrlerinin act maddeleri Gizerinde yapilansaranalarda glikozit
bagli tekrakiklik Triterpen olan Cucurbitacin'lerin kaciligr olusturdusu ortaya ¢ik-
mistir. Familya Uyelerinde Cucurbitacin'denska, yine aci tadi veren pentakiklik

Triterpen-Saponinlerin bulugu da karakteristiktir.

Daha sonra yapilan atamalarda Ecballium elateriurtun yaprak, kok ve
meyvelerinden saf Cucurbitacin E, B, C, |, D, G Weelde edildgi agiklanmstir
(Gonzalez, 1966).

Ecballium elateriunun ham etheral ekstratindan cucurbitacin D, E 'wen |

kristalizasyonu esnasinda 5 fenolik kristal gkezole edilmitir (Lavie, 1974).
Bunlar;
1. Hydroquinone

2. 4-Hydroxy-acetophenone

HO

COCH;

3. 4-Hydroxy-3-metboxy-acetophenone

OCH;
HO

COCH;
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4. 2-Nitroquinol (Sentetik olarak bilinmesinegmaen ilk kez dgal olarak

meydana geldi rapor edilmstir.)

NO;

HO

OH

5. 4-Hydroxyphenyl-bisepoxy lignan (ilging bir hilketir. Dogal olusan
lignanlar icin tek Oksijenli aromatik halkaya sallipdrnektir.)

Bu calsma esnasinda ana eriyikten 5 tane daha cucurbitaataedilms olup,

bunlar da;
1. Cucurbitacin L
2. Cucurbitacin R (dihydrocucurbitacin D)
3. Anhydro-22 deoxo-3-epi-isocucurbitacin D
4. Hexanocucurbitacin |
5. 16-DeoxyD16-hexanocucurbitacin O'dir.

Ecballium elateriurtun icerdgi steroller argtinldiginda, bitkinin elasterol,
dihydroelasterol ve tetrahydroelasterol icgréhulunmutur (Gonzalez, 1966).

Bu bulgular uzun sire tagtimis, fakat bu konuda yeni bir atama yapilma-
digi icin Gonzalez'in buldgu sonuclar kabul edilrgiir.
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Son yillarda bitkinin taze meyve suyu Uzerinde laparatirmalarda, meyve
suyunun methanol ekstratindan oleanolic asit giekteristik bg triterpenoid

glikozides elde edildi. Bunlar;
1. 3-O-beta-D-glucopyranoside

2. 3-O-beta-D-glucopyranosyl-3-beta-hydroxyolean-1228roic acid 28-O-
beta-D-glucopyranoside

3. Oleanolic acid 3-O-beta-Dglucopyranosyl (1...>2)abB-glucopyranoside

4. 3-O-beta-D-glucopyranosyl-3-beta-hydroxy-11-oxoamlel 2-en-28-oic

acit 28-o-beta-D-glucopyranoside

5. Oleanolic acid 3-O-beta-D-glucopyranosyl (1...>83¢tg-D-glucopyranosyl
(1...>2)-beta-D-glucopyranoside

Son bulunan iki bilgk elateroside A ve elaterosidesBklinde yeniden diizen-
lenmistir. Bilesiklerin yapilari 2D-nmr ve gier spektral analizlerle aydinlatilgtr
(Chakravarty, A.K. et al, 1997).

Uzun yillardan beri bitkilerin icinde bulunan bamptidlerin proteolitik enzim-
lerin aktivitelerini inhibe edilebildii biliniyordu. 1980 yilinda Cucurbitaceae famil-
yasina ait bitkiler Uzerinde yapilan bir gatayla serine proteazlarin, 6zellikle
tripsinin aktivitesini inhibe eden diik kitle numarali, polipeptitler kidildi.

Bu calsmadaCucurbita maximaan iki tripsin inhibitorl izole edildi. Bunlara
CMTI | ve CMTI Il kodlari verildi ve daha sonra ama asit dizilimleri aciklandi
(Kuprysewski, 1983).

Cucurbita maxima'dan boyle bir sonu¢ alinmasi, dgmilyadanEcballium
elaterium Uzerinde de calmalari y@unlastirmis ve ¢@u proteolitik enzimler Gze-
rinde inhibitdr aktiviteye sahip, zengin bir polpé kayna oldugu kesfedilmistir.

En yUksek etkiyi de tripsin aktivitesi Gzerinde tgimistir.

Bu calsmada tripsinin immobilize edilmesiyle, affinity krwtografide
tripsinin inhibisyonundan sorumlu 3 peptit izoleiledstir. Bunu ion-exchange
kromotografi takip etmsi ve sonuctaEcballium elateriurtdan tripsin aktivitesinin
inhibisyonun da esas fonksiyonu olan EETIHEballium elateriuntrypsin inhibitor
II) HPLC ile saflgtirilarak elde edilmitir (Le-Nguyen et al, 1989).
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EETI Il'yi daha buylk noktalarda elde etmek ve ldrani incelemek igin bu
konudaki cajmalar halen devam etmektedir.

2.2. Calsmalarda Kullanilan Patojen Bakteriler

2.2.1.Staphylococcus aureus

insan ve hayvanlarda g#i hastaliklara yolacabilerStaphylococcugienusu
bakterileri olduk¢a eski zamanlarda bazisareilar tarafindan iltahaplarda gorul-
mis olmakla beraber illStaphylococcuadi 1880'de Ogston tarafindan kullangmi
tir. Uremeleri esnasinda birbirinden ayrilmayarakind salkimiseklinde, diizensiz

kiimeler olgturulmalarina bakilarak bu bakterilere bu ad uygulunmugtur.

Staphylococcus aureuadi altinda anilan tir 6Ozellikle, koagulaz olumlu,
mannitoll aerop ve anaeropskdarda asit olgturarak parcalayan alfa toksin yapan,
novobiocin'e duyarll, insan ve gdir sicak kanli hayvanlarda gergapta piyojen
toksik ve besin zehirlenmesi nitgihde enfeksiyonlara neden olan stafilokoklar top-
lanir. Dgzada oldukcga yaygin olan tozda, topraktgaela insan ve hayvan deri mu-
kozas! @1z ve nazofarinks floralarinda bulun&tapylococcus aureaumakterilerinin
guinimuz icin en 6nemli yonleri kullaniimakta olaankoterapétik maddelerin bir
coguna hizla dayanikliik kazanmalari ve bu nedenleyesoranla enfeksiyonlarin
daha sik rastlanmasidir (Jawest,E. et al., 1989).

2.2.2. GOorinum ve Boyanma Ozellikleri

Teker teker incelendiklerinde stafilokok hiicreléiger koklara gore daha ¢ok
olmak Gzere tam yuvaga yakinsekildedir. Stafilokoklar yaklgk 1um capindadir-
lar. Ureme esnasinda béliinme sonucu meydana gétaelér birbirlerinden ayril-
mazlar ve U¢ boyut yoniuncegadiklarindan Gzim salkimina benzer kiimeler yapar-
lar. Burada koklarigeklinin tam yuvarlak ve bakterilerin birbirine bemzyorinim-
de olmasi stafilokoklar i¢in karekteristik ise deeptokoklarla birarada bulunduklari
zaman ikisini goérinumlerine gére ayirdetmek olameks. Bu taktirde stafilokoklari
streptokoklardan ayirdetmekte kullanilan en yangshtem katalaz testi olup, stafi-

lokoklarda deney olumlu olgw halde, streptokoklarda olumsuzdur.

Stafilokoklar caitli bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar veagm (+) pozi-
tiftirler. Sporsuz, hareketsiz ve kapsulstuzdurazi kokenlerinde belirgin bir kap-
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sul ya da mukus katmani olur. Hiucre ceperleri gzgdida olup peptidoglycan,
teithoic acid ve tlre 0zgu presipitinogen proteirinfderini icerir. Bazi kimyasal
maddeler ve 6zellikle penicilinlerin, lizostafin \asitlerin etkisi ile erirler veya L

formlarina déngirler. Lizozimin eritici etkisine direnclidirler (Byehan, H., 1995).

2.2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikler

Stafilokoklar basit besiyerleri dahil bircok begigginde Urerlerse de kanli
besiyerinde daha iyi galirlar. Fakultatif anaeropturlar. Oksijenli ortamnéiremeyi
sg tutarlarsa da belli miktarda oksijenli hatta taneanoksijensiz ortamda bile Gre-
yebilirler. Optimal olarak 37C'de ve pH 7,4'te Urerler. Jeloz besiyerinde bélea
ve yuvarlak kenarli, mat, kabarik S tipinde ve fyth ¢apinda koloniler yaparlar.

Uygun ortam bulurlarsa koloniler 6-8 mm capinasaialirler.

Geneli altin sarisi renginde pigmentgiuurlar ve koloniler bu renktedir. Bir-
de porselen beyazi renginde kolonistlwan stafilokoklar vardirinsanlardan hasta-
ik etkeni olarak ayrilan stafilokok kokenleri bkisi arasinda sari ve turuncunun

cssitli renklerinde koloni yapabilirler.

Buyyonda bglangicta bir bulaniklik meydana getirerek trerigonra besiyeri
durulur ve dipte ince bir ¢okelti adur. Kanli jeloz besiyerinde Uretilen stafilokok-
lardan ¢@u kolonilerin etrafinda tam hemoliz yaparlar. Stdfoklar bagta glikoz
olmak Uzere bir¢cok karbonhidratlari parcalar ve 8aim olarak laktic acid oturur-
lar. Fakat gaz yapmazlar. Ancakkerlerden mannitol tzerine olan etkileri 6zellik
tasimakta olup bu karbonhidrati yalniz koagulaz olulplatojen) stafilokaklar parca-
ladiklari halde koagulaz olumsuz olanlar parcalegdar. Bu nedenle mannitole
etki, bir patojenlik deneyi olarak kullaniimaktadve koagilaz testinden sonra
Staphylococcus aureusdiger stafilokoklardan ayirt etmede en yararli yontemd
%1 glikoz iceren besiyerlerinde Uretilince dahairpai olarak katalaz olumlu,
oksidaz olumsuzdurlar. Nitratlari, nitritlere inglérler (Okar,i., 1989, Beka, H.,
1991).

2.2.4. Direnclik

Stafilokoklar oldukca dayanikh bakterilerdir. g&r bakterilerin ¢gu 60*C'de

30 dakika bekletiimekle oldikleri halde stafilokakbir saat siire sonra bile canlilik-
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larini sakl tutabilirler. Ayngekilde sporsuz olmalarinagmen kurulga kagi daya-
niklilklar da fazladir. Bazi dezenfenktanlarimsgdgelms konsantrasyonlarina da-
yanabilirlerse de kristal viyole ve maitayesili gibi boyalarin, alcak konsantrasyon-

lar1 dahi onlari éldurdrler.

Genel olarak sulfonamid ve antibiyotik maddelereskdiger bakterilere gére
dayanikli olduklari gibi stafilokoklar hizli kemoggpdtiklere direng kazanarak onlar-

dan etkilenmeyen kdkenler haline d§iiler (Bilgehan, H., 1995).

2.2.5. Hastalandiricilik Ozellikleri

Stafilokoklar hastalik meydana getirebilme bakiramdsaitli durumlar goste-
rirler. Insanlarin %10-40"Inin burunlarin8&aphylococcus auredmilunabilir. Burun
disinda nazofarink, deri ve daha olmak Uzere perinegasiroentestinal sistem ve
genital bdlgedes.aureuskolonizasyonlarina rastlanmaktadir. Bunugirdia gagida
da aciklanaga gibi stafilokoklar besin zehirlenmelerinden, lbkahaplanmalar ve
nihayet @ir sepsislere varacak kadarsitle ve degisik derecede hastalandiricilik

ozelligi gosterebilirler (Okar]., 1989).

2.2.6.Bacillus subtilis

Endospor olgturan, gram (+) pozitif comaklardiBacillus cinsi icerisinde bir-

cogu saprafit aerop, sporlu, comakgilar bulunmaktadir.

Bacillus subtilign sporlari dgada ¢ok yaygin olup toz, toprak gubre, bitki ve
hayvanlar ile sit ve sularda bulunan bu bakterklaggk 1,5-3um boyunda, 0,5-
0,8um eninde tek tek, bazen zincirler yapan, comakekindedir. Peritrih kirpikleri
bulund@gundan hareketli olup, sporlari ovggkilde ve subterminaldir. Bakterinin
kalinhgini maz ve hicregeklini bozmazlar. Kapsuli yoktur, gram (+) pozitrfd
Bazi kapsilli, hareketsiz ve uzun zincir yapan &athari Greyebilirler. Buyyonda
hafif bir bulaniklik ve ylzeyde kalin ve bguk bir zar yaparak Uremesi
karekteristiktir. Jelozdaki kolonileri kirli beyagyi renkte mat olup kenarlari parttk-
IU, yuzeyi bol granillil R tipindedir. Zamanla bakyerek, besiyerinin ytzeyini bu-
rusuk bir zar gibi kaplar. Bazi kékenleri kirmizimse kahverengi, daha az olarak

turuncu ve siyah pigmentli o§turabilirler. Bu olay besiyeri yapisi ile ilgilidir
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Jelatine yapilan batirma kultirlerinde, batirmaigzboyunda jelatini situn ya
da kese biciminde eritir. Sporlarisgié etkilere kagi dayaniklidir. Bakteri aslinda
saprofit olmakla beraber gaudan d@ruya doku ve 6zellikle g6z icerisine girmesi
sonucunda panoftalmi, iridoksilit gibi gbz yangilaneydana getirebilir. Bazi besin
zehirlenmelerinden sorumlu olduklarindarskwlaniimaktadir. Ekmg@n yumuaya-

rak bozulmasina neden olur.

Kaltar stzantulerinden subtilin adi verilen bir kisbakterilere kau inhibitor
etki gosteren bir madde de elde edglimi Fare peritonuna verildiklerinde bazen
Olume yol acarlar. Ancak hi¢ bir zaman B.antra@dd tehlikeli dgildirler (Bilge-
han, H., 1995).

2.2.7.Escherichia Coli

Enterobacter familyasi icerisinde yer alan bu hiafjf hareketli, genelde hare-
ketsiz, gram (-) negatif, comakgcilar bicimindekktailerdir. Endospor okiurmaz-
lar, dezsisebilen anaeropturlar. Fermantatif metabolizmalan eup, glikozu parca-

layarak asit ve gaz ajtururlar.

2.2.8. Gorinum ve Boyanma Ozellikleri

E.coli yaklssik olarak 2-¢um boyunda ve 1,0-1;6n eninde, diz uclari yuvar-
lak comakcikseklinde bakterilerdir. Genelde etraflarinda bulukapikleri aracilgi
ile hareketli olmakla beraber hareketleri ygwa Hatta hareketsiz gorinebilirler.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gratumsuzdurlar. Etraflarinda kapsul
maddeleri bulunmakla beraber organizmadarnsak dgindaki yerlerden soyutlanan

kokenlerin ¢cgunda kapsul ya da mikrokapsul bulunur.

2.2.9. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli buyyon ve jeloz besiyerinde kolayca urergl3ebilen anaerop olup, op-
timal Greme 1sisI 3T'dir. 15-45 derecelerde ureyebilirler. Ozellikié°@'de ireye-
bilmeleri benzer bazi bakterilerden ayirt edicidmelliktir. Ortalama pH 7,2'de Urer-
ler. Buyyonda homojen bulunaklk yaparlar. Jelodlafif kabarik, diizgin 1-2 mm

capinda parlak S tipi koloniler yaparlar.
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Koli basilleri bircoksekerleri asit ve gaz meydana getirerek parcalarkkto-
za olan etkileri, busekere etki etmeyen ghr bairsak bakterilerinden ve 06zellikle
Salmonellave Shigelldlardan ayirt edici bir 6zellikleridir. Endo Agardiacoli kolo-
nileri laktozu parcalayip asit afturduklarindan kirmizi madeni parlaklik verirler.
Ayni temele dayali olarak Eozin metilen mavisi lgesnde mavi-siyah ve ydimsi
parlaklikli SS agar, MC Conkey Jelozu vb. besiyerte de koli basilleri kirmizi

koloniler yaparlar.

E.coli bakterileri triptofandan indol yaparlar.metil kwzarsi testi olumlu, Voges
proskauer testi olumsuzdur. Simon'un sitrath besngde tremezler. Bu dort karakter
yani Indol (), Metil Kirmizisi (M), Voges proskauer (V) ve sitr(C) birlikte incele-
nir ve ilk harflerin birlemesinden olgan IMVIC testleri adini ahrlar(Cingilli, H.,
1997).

Ozellikle bairsak bakterilerini bu testlerle olanskilerine gore ayirt etmek
mumkindir. Bu durumda. coliigin IMVIC testleri +-- dir denir.

2.2.10. Direnclilik

E.coli oldukca direncli bir bakteridir. 6C 1sida 30 dakika, oda 1sisinda uygun
ortamda olmak kgaulu ile uzun sure canh kalabilir. §oga direnclidir. Dezenfektan-
lara kasgl direngsizdir. Malgit yesili, Brillant yesili ve fuksin gibi boyalar, safra,
safra tuzlari, sodium tetraiyonat,bizmut sitratdismn silfat, sodium dezoksikolat
selenit tuzlarina kar direncleriSalmonellave Shigellagibi bakterilere gére daha az
oldugundan bu maddeler belli konsantrasyonlarda besiyed konularakE.coli
basillerinin inhibisyonu ile, birlikte bulunduklaBalmonella ve Shigella'lar i¢in ayir-
tici ve ¢@altici 6zellikler kazandirirlar (Beka, H., 1991).

2.2.11.E.coli'nin Yapti g1 Hastaliklar

E.coli uzun yillar firsat¢i patojen yani kendisigdadan hastalik yapmayan, an-
cak vicutta bgka bir nedenle hastgh bal olarak direnc dtiginde firsat bularak
kendi hastafiini yapan bir bakteri olarak tanirgniken, 1980'li yillardan bu yana
elde edilen bulgular il&.colinin insanlari 6lime kadar goéturebilen hastalikiaea
den olan ve dgrudan hastalandirma Ozgilne sahip (primer patojen) irklarinin bu-
lunduzu gosterilmgtir. insanlardaE.colinin yaptgl hastaliklar intestinal (lgarsak
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hastaliklari) ve ekstraintestinal ghesak dgi hastaliklar olarak iki grupta incelenebi-
lir. Bagirsak hastaliklar arasinda gastroenteritiss(atgare, krampeklinde ortaya
ctkmasi 6nemlidir. Gastroenteritis y&ncoliler arasinda 6zellikle ¢cocuklarda gori-

len dizanteriye ve koleraya benzer diyareye nediam ioklardan s6z edilebilir.

Bagirsak dgi hastaliklar olarak idrar yollari enfeksiyonu, regjit, eklem sert-
lesmesi, yara enfeksiyonlari, bobrek yetergizlbagisiklik ile ilgili hastaliklar, safra
kesesi enfeksiyonlari, karger absesi sayilabilir (Forum (Anonim), Bilim ve Fek
nik, Ekim 1996, Robert, F., Bryan, G. 1986).

2.2.12.Salmonella Enteriditis
2.2.13. Goruinim ve Boyanma Ozellikleri

Salmonella bakterileri yakde olarak 2,0 - 5,um boyunda 07 - 1,5m enin-
de comakgikseklinde peritrin kirpikleri araci@y ile hareketli, sporsuz, kapstlsuz
bakterilerdir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyaiar ve gram (-) negatiftirler.

2.2.14. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonellabakterileri algiimis bircok besiyerinde urerler. Aerop ve fakultatif
anaeropturlar. 3C'de en iyi Urerlerse de Ureme isilarl sinirladuita genitir.
(20°C-40°C) Optimum treme pH 7.2'de seviyesinde olmaktd&ligyon ve benzeri
sivi besiyerlerinde homojen bulaniklik yaparlatodda ise buyicek 1-3 mm capin-
da, yuvarlak, ¢gu kez kabarik, dizgun yiuzeyli ve duz kenarl kdemyaparlar.

Ama bunun yaninda daha ufak ¢apli ctice kolonileayadurleri de vardir.

Salmonellalarlaktoza etki etmezler. Bu karekterleri onl&scherichidardan
ilk ayinmda 6nem far. icerisinde laktoz ve uygun bir ayira¢ bulunan sdéfigitak
besiyerine (Endo-EMB) ekilen bu bakteriler laktogtki etmediklerinden renksiz,
halbuki laktoza etkili olanlar koyu kirmizi, siyayesilimsi parlak koloniler yaparlar.
Laktozdan bgka Salmonellalain hic bir tiriin bglica sekerlerden genellikle stikroz,

adonitol ve salisiline etki etmezler.

2.2.15. Direnclilik
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Salmonellabakterileri 1siya direngsizdirler. 56'de 20 dakikada 6lurler. Kuru-
luga direncleri yoktur. Ancak gunigindan uzak nemli ortamlardaglan sularinda,
kuyu sularinda ve toprakta uzun sure canl kalddli Sguya c¢ok direnclidirler.

Liyofilize durumlarda yillarca canh kalabilirler.

Dogrudan temas etmek kalu ile antiseptikler cabuk etkilidirler. Normal ke
santrasyonlardaki klor, sulardatsalmonelldari oldurtr. Ancak dki parcalari ve
diger organik maddeler icinde8almonelldara bu maddenin etkisi daha az olmak-
tadir.

Salmonelldarin saklanmasi icin %1 agar ve %2 NaHRQH,O bulunan dik
jeloza batrma kulttra yapilip, Uretildikten sonriga kapatilmak suretiyle olmakta-
dir. Busekilde aylarca canh kalabilirler. Ayricdalmonelldar liyofilize edilebilirler
(Unat, E. K., 1982).

2.2.16. Hastalandiricilik Ozellikleri

Gram (-)negatif dier bakterilerdeki gibbalmonelldar da da endotoksinler bu-
lunmaktadir.  Endotoksin  etkisinin Salmonelldarin  hicre  c¢eperindeki
lipopolisakkaritlerde bulundiu, bunlarin polisakkarit kisminin O antijenleri it
ginde olduklari, lipid kisminin ise toksik olgu bilinmektedir. Endotoksinlerin or-
ganizma Uzerindeki belli ki etkileri soyle 6zetlenebilir. Atg ytukselmesi, I6kopeni,
|6kositoz, 6nce hiper sonra hipoglisemi, kan basincdigmesi, letakok.

Salmonellalarin yapii hastaliklar G¢ tipte toplanir.
I. Genel enfeksiyon nitedindeki hastaliklar

[I. Entero-kolitler (Besin zehirlenmeleri)

[ll. Sepsis ve lokalize organ hastaliklar.

Salmonella enteriditiayvanlarda patojendir. Hayvanlardan insanlarasit,
yumurta, krema ve bunlardan yapilasigiebesin maddeleri ile kolayca buylalar.
Bunlarin yenilmesi ile insanlarda kisa sureli axigli veya ¢c@u kez atgsiz siddetli
surgun, bulanti ve kusma ile seyreden enfeksiyogiatilmektedir (Robert, F. B.,
Bryan, G. H., 1986, Unat, E. K., 1982).



19

3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Ekstrat

Bu calsmadaCucurbitaceadamilyasi Uyelerinderizcballium elateriuriun ol-
gunlagmis meyvelerinin sulari materyal olarak kullanildi.gdh meyveler toplanarak
el ile tek tek sulari sikildi. Bu meyve suyunun kismi ayni gin teste tabi tutulur-
ken, bir kismida (NSO, ve TCA ile ¢okturulerek, liyofilize edildi.

Sekil: 3.1. Ecballium elaterium; Olgunlasmis meyve



20

Sekil 3.2. Ecballium elaterium; meyveleri-

nin saplar Uzerindeki gorianima

Sekil 3.3. Ecballium elaterium; meyvelerinin bitki Gzerindeki durumu
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3.1.2. Mikroorganizmalar

Bu calsmada; kullanilan bakteriler Biofarmdac San. Tic. AS.'den temin
edildi.

1. Staphylococcus aureus ATCC 6538
2. Salmenalla enteriditis ATCC 13076
3. Escherichia coli ATCC 25922

4. Bacillus subtilis ATCC 663Bakterileri kullanildi.

3.1.3. Besiyerleri

Bakteri kdltdrlerinin - hazirlanmasinda nutrient agé@DIFCO) besiyeri,

mikropleyt calsmasinda ise nutrient broth (DIFCO) besiyeri kulldni

3.1.4. Kimyasal Maddeler
1. (NH4)-SOy

2. TCA

3. NaCl (%0,9)

4. Distile su

5. Sodyum siilfid

6. Silfirik asit

3.2. Metod

3.2.1. Dializ TUptnin Hazirlanmasi

Yari gecirgen bir yapiya sahip olan dializ tipuniperindeki gliserinin uzak-
lastirilmasi i¢in 4 saat boyunca saf su icinde tutulaf su her 30 dakikada bir de-
gistirildi. Daha sonra sulfur bikgklerini uzaklgtirmak icin %0,3 (w/v)'lik sodyum
sulfid (NaSQO;) ¢ozeltisinde 80C'de 1 dakika tutultu. 2 Dakika streyle°6dik si-
cak suda yikandi. Bunu takiben %0.2 (w/v)'lik3@y ile muamele edilerek aci
difikasyona tabi tutuldu. En sonunda sicaksu ileagarak asit uzakarildi ve saf

suyun icine konularak kullanima hazir duruma ditiri
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3.2.2. Ekstratlarin Elde Edilmesi

Ecballium elateriurun olgunlamis meyveleri toplanarak, tek tek sulari sikildi.
Sikma esnasinda bitki tohumlari da, meyve suyunatka icin, bir tilbentten stizi-

lerek tohumlarindan ayrildi. Stzintl daha sonrayki kaba taksim edildi.

Bu stzintinin meyve 6zsuyunun bir kismi hemen tkaldla (Meyve suyu si-
kilir sikilmaz, aktivitesini tayin etmek amaciyleste alindi) Meyve suyu 0,2&h

capinda porlara sahip steril filtreden gecirilergtieril duruma getirildi (Ekstrat 1).

Suziantinin geriye kalani ise 3 kisma ayrildi. Bsrk %80 (NH),SO, doy-
gunluguna getirildi. Bu amagla 10ml stiztintiye 5,6 g (NBO, yava yavag karsti-
rilarak ilave edildi. Suzuntindn @ir bir kismi ise @t hacimde %10 TCA

(Trichloroacetic acid) ilave edilerek ¢okturulda.

Her iki ¢oktirme yontemi ile de elde edilen ¢oKeltisantrifigasyon (7000
dev/dak, 10 dak.,°€) ile ayrilarak, az miktarda saf suda stispanddieBializ edi-
len stspansiyonlar liyofilize edildi (Ekstrat 2, $fkat 3). Stzuntinin ayrilan Gg¢uncl
kismi ise direkt liyofilize edildi (Ekstrat 4).

Boylece biri sivi, dier li¢ tanesi toz halde olmak tzere dort ekstra ettildi
(Aydin,Y.C.1997).8ekil .3.4)
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SUZUNTU

0,22um steril filtreden
gecirilerek steril edildi.
(Ekstrat 1)

Direk liyofilizasyon
(Ekstrat 4)

%80 Amonyum stilfat doy-
gunlusunda ¢oktirme. %210 TCA ile ¢Oktirme
(Ekstrat 2) (Ekstrat 3)

\ Santrfugasyo/

(7000 dev/dak, 10 dak.;@)

Ust sivi i )— Ust sivi
Dializ

(Saf suya kat, 1 gece, 4C)

K

Liyofilizasyon

N

Ekstrat 2 Ekstrat 3

Sekil 3.4. Ecballium elaterium’'un olgunlasmis meyvelerinden hazirlanan
ekstreler ve elde edilme yontemleri
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3.2.3. Besiyeri ve Bakterilerin Hazirlanmasi

3.2.3.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Bu calsmanin her gamasinda bakterilerin ggini icin genel amaclh bir
besiyeri olan nutrient agar ve nutrient broth kuoilldi. Kullanilan besiyerleri hazir-
landiktan sonra, 12C'de, 1,5 atm'de, 20 dakika sterilizasyona tahildut Nutrient
broth steril tiplere 10 ml geilarak, +4C'de kullanilacgt zamana kadar saklandi.
Nutrient agar otoklavdan ciktiktan sonra 453&§e kadar sgutularak, steril
petrilere yaklaik 4 mm kalinlikta (20ml) olacagekilde da&itildi. Besiyeri katilatik-

tan sonra, kullanilaga zamana kadar buzdolabinda®&te muhafaza edildi.

3.2.3.2. Bakteri Suspansiyonlarinin Hazirlanmasi

Bakteriler calgma suresince tupleregme olarak dokulmg nutrient agarda,

4°C'de saklandi. Her 21 gunde bir bakteri kilttriden pasaj alinarak tazelendi.

Calsma esnasinda sicakli oda isisina getirilngi bakteri kulttrlerinden,
petrilenmg nutrient agara pasaj alinarak°@7e 24 saat inktbe edildi. Boylece ca-

lismalarda taze bakteri kultart kullanildi.

Burada 6nemli olan, kultlr tazelemgemleri esnasinda saf bakteri kiltirleri-

nin kontamine olmamasidir.

3.2.3.3. Bakterilerin Mc Farland Bulaniklik Standardina
Ayarlanmasi

Antibakteriyel calymalarda bakteri stispansiyonlari hazirlanirken MdalRd
bulunaklik standartlarindan yararlanildi. Etivdé@de 24 saat inkiibe edilgnibak-
teri kaltdrlerinden, bakteri stispansiyonu hazirlang@n %0,9 NaCl kullanildi. De-
ney tupune bir miktar %0,9 NaCl konuldu.

Daha sonragne Oze ile petrilerdeki bakteri kultirinden alireakteri koloni-
leri thpln kenarinda iyice ezilerek sivi ile iyikkarismasi sglandi. Boylece istenilen
bulaniklik standarti ayarlandi. g&r bulaniklikta istenilen standart ayarlanamazsa bi
miktar daha %0,9 NaCl veya bakteri kolonisi ilaei@ebilir.) (Bilgehan, H., 1995).
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0,5Mc Farland = 19CFU/mlI

Mc Farland Standart serisi tibbi malzeme satandiaman temin edilebilir.
Ornek: 0,5McF, 1McF, 2McF, ... 10McF gibi.

3.2.4. Ekstratlarin Olasi Antibakteriyel Aktivitele rinin
Arastirlimasinda Kullanilan Yontemler

3.2.4.1. Agar Diftizyon Yontemi

Antibakteriyel aktivitesi bilinmeyen maddelerin gitalmasinda en yaygin ola-

rak kullanilan yontemdir.

Bu yontemin dayangi temel standardize edilmplak besiyerlerinin yizeyle-
rine veya iclerine belirli ygunluktaki siUspansiyonlarda ekilmeleri, sonra
besiyerlerinin belirli noktalarina g¢#i yontemlerle birakilan aktivitesi agarilacak
madde (disklere emridilmiolarak) buradan yayilarak bakterilerin Gzerineiletk-
masl! ve sonucta disk etrafinda tremenin onfgrmtin’larin ¢aplarinin olcilmesi ile
deserlendiriimesiseklinde 6zetlenebilir (Dortung, T., 1990,Akan, @.v1991).

3.2.4.2. Agar Difizyon Yo6nteminde Kullanilacak Diskerin
Hazirlanmasi

Disk hazirlamada kullanilan emici &ain iyi kalite olmasi, besiyerine,
antimikrobiklere ve mikroorganizmalarin Gremesinkinosuz etkisinin olmamasi

gerekir.

Emici 6zelligi iyi olmalidir. Bu klem icin Whatman No.1 veya No.2 sizgec¢
kagitlari kullanilabilir. Disklerin buydklgi 5 mm ile 8 mm arasinda gigmekle
beraber, ortalama 6,25 mm capl diskler kullaniltadk. Pratikte bu diskler
laboratuvarda dosya g# delme zimbasi ile hazirlanabilir. Ve capi dalggtk 6 mm
kadardir. Diskler 6ncelikle otoklavda steril edilDisklere emdirilecek maddenin
diskler tarafindan tam olarak emilebilmesi icinkdisin nemlerini tamamen kaybet-
meleri gerekmektedir. Bunun icin bir petri kutusudiskler st Uste gelmeyece&-
kilde konularak, etiivde 2-3 saat bekletilir (Bilgeh H., 1995).
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3.24.3. Agar Diflizyon Yontemiyle Antibakteriyel Etkinin
Arastirlimasi

Agar diftizyon yontemiyle eldeki ekstratlarin anktexiyel etkilerinin argti-
riimasi amaciyla 0,5Mc Farland ¢10FU/mI) bulaniklgindaki standarda gére ayar-
lanms bakteri sispansiyonu kullanildi. Petrilere ekibtekteri siispansiyonun mikta-

ri Iml ve 0,5ml olarak iki farkli calma yapildi.

Oncelikle calgilacak bakteri turii icin 3 petri alinarak,°87lik etiivde yiizeyle-
ri kurutuldu. Bu arada besiyerlerinin ylzeyleri Utiken, steril bir petriye sivi veya
suda cozunmygiekstrat aktarilarak, bu ekstratin icine Ust Ustkngmelerine dikkat
edilerek, 6nceden hazirlamgndiskler atildi. Ve ekstrat disklere iyice emdirild
Petrilerin ylUzeyleri kuruduktan sonra, 3 petriydtbzirlanmg bakteri stispansiyo-
nundan 1 ml ekildi. Ekimslemi tamamlandiktan sonra, petrilerden ikisine st
emdirilmis disklerden 4-5 adet, belirli araliklarla yetieldi. EKim yapilan dger
petri ise bakteri kolonilerinin Uremelerini gozleamek maksadiyla kontrol amach

kullanildi. Petriler daha sonra 35°87lik etlive kaldirilarak 24 saat inkluibe edildiler.

II. Asamada ise ayni bakteri stispansiyonu bu kez petdgml ekilerek ca-

lisma aynen tekrarlandi.

Bu calsmalar elde edilen 4 ekstrat icin, her bakteri tiizérinde ayri ayri tek-

rarlandi.

Bu islem her bakteri tirt icin ayri ayri tekrarlandi.mAyslem liyofilize edil-
mis diger ekstratlar iginde tekrarlandi. Aradaki tek féigofilize edilmis ekstratlar
toz halde olduklari icin belli bir miktar saf sudézundtkten sonra disklere emdiril-

diler.

3.2.4.4. Seri Dilisyon Yontemi

Bu yontem, antibakteriyel etkigi bilinmeyen bir maddenin bakteriler tGzerin-
de etkili olup olmadii, eser bir etkisi varsa bu maddenin, bakterilerin Ursimie
inhibe etmek veya oldirmek igin gerekli olan minmmikonsantrasyonunu belirle-

mek icin uygulanir.

Bu islem icin sivi ortamda test edilecek olan madderin kat artan

dilisyonlari hazirlanir. Bu yontemde 10x100 mmdtkril deney tapleri kullanilabi-
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lecesi gibi, mikrodilisyon yontemiyle ¢alabilmek icin mikropleytlerden de vyarar-

lanilir.

Mikropleyt cukurlarina sirasiyla énce besiyeri, daonra aktivitesi agtrila-
cak madde, en son olarak ta hazirlanan bakteriasggmnu eklenirilk cukura
besiyeri, son ¢ukura ise besiyerini kontrol amacsfkstrat konmadzkinci cukurdan
baslayarak pipetle birka¢ kez cekip birakilarak ekstra besiyeri kagtirilir ve gu-
kurdan cukura ayni miktarda aktarmalar yapilardk kgt sulandirimlar yapilir. En
son olarakta bakteri stispansiyonundan buttin ¢culeuda&itilir ve 24 saat, 3TC'de

inktibe edilir.

Uremenin olup olmagh cukurlardaki bulanikfia bakilarak karar verilir. Ba
langicta cukurlardager maddenin antibakteriyel etkisi varsa treme gieil. Ure-
menin gorulmedii en son gukur, maddenin, bakteri Gzerindeki mimmunhibisyon
konsantrasyonudur (MIC). Mimumum bakterisid konsasyonu bulmak icin ise,
ureme gordlmeyen en son cukurdaglégarak, tim tGreme gorilmeyen cukurlardan

ayri ayri, kat1 besiyerine pasaj alinir. Bir ge@éQde inklbe edilir.

Ureme gostermeyen cukurlardan kati vasatlara alpasajlarda tireme goster-
meyen ilk petri ise maddenin bakteri icin minumuskierisid konsantrasyonudur
(MBC) (Akan, O. vd., 1991, Bilgehan, H., 1995).

3.2.4.5. Seri Dilisyon Yontemiyle Antibakteriyel Ekinli gin
Aratiriimasi

Sivi dilisyon yontemiyle eldeki ekstratlarin ankiteiyel etkinliklerinin ara-
tinlmasi amaciyla 1 x fOCFU/ml'ye ayarlanngi bakteri stispansiyonu kullanild.
Islem icin steril 96WELL mikropleytler, 20-2Q0 sivi cekme kapasitesine sahip

mikropipet ve besiyeri olarakta nutrient broth kamlildi.

Mikropleytin ikinci cukurundan itibaren bitin cukara 10Qul besiyeri konul-
du. Ardindan aktivitesi agairilacak ekstrattan 2Q0 ilk cukura kondu ve ilk gukur-
dan 10Q cekilerek, 2. cukura aktarildikinci cukurdan bglayarak, her seferinde 3-
5 kez cekip birakmak suretiyle ekstrat ve besijgde karstirildiktan sonra, yine
10Qul alinarak, 3. cukura aktarildi. Boylece her culeuldr 6ncekinin iki kati kadar
sulandinimlar yapildi. Sonugta bir besiyeri kontgakuru olarak birakildi ve ¢ukura

ekstrat konmadi.
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En son adimda hazirlanan bakteri sispansiyonundankurdan bgayarak,
son cukura kadar 1p0eklendi. 37C'de bir gece inkibe edildi.

Bu islem her ekstrat i¢in, ¢gimada kullanilan bakteri tirlerine ayri ayri uygu-
landi Sekil 3.5).
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatirlere bakildiindaEcballium elateriurun genelde meyve suyu Uzerin-
de calgilmis olup, bu meyve suyunun bglenleri ve biyokimyasal olaylar Uzerine
etkileri argtinlmistir. Ozellikle meyve suyunda bulunan guicli tripsihibitoru Gize-
rinde olduk¢a durulmy olup, sonucgtaEcballium elateriurdan tripsin inhibitor
inhibisyonunda esas fonksiyonu olan EETI Il sgffdarak elde edilngtir (Le-
Nguyen et al., 1989).

Meyve suyunun purgatif, anti-timoral ve anti-inflatmar etkileri Gizerinde in-
celemeler yapilngtir. Ozellikle meyve suyunun iginde bulunan Cuctabin B'nin
gucla anti-inflamatuar bir etkiye sahip ogluargtirmalar sonucunda ortaya konul-
mustur (Yesilada, E. et al., 1988).

Bu bitki Glkemizde halk arasinda sintzitin igieilmesinde kullaniimakta ve
bu konudaki tibbi 6zellikleri agtirilmaya devam edilmektedir (Sezik, E., 1995).

Yapilan calgmalarda bitkinin meyve suyundaki kimyasal kdeler tespit
edilmis veya bu bilgenlerden bazilari bka Uriinlere dorgitralmdsttr (Morris and
Hannel, 1931, Power and Moore, 1909, Lavie, 1958 2alez, 1966, Chakravarty,
AK. et al., 1997).

Bugiin sentetik kemoterapotiklerin yanindagaldaynakli droglara yonelik

argtirmalar her gecen gun artmaktadir.

Brassica oleracedbeyaz lahana) ve bazi yuksek bitkilerin antimigjigal et-
kileri bulunmutur (Sengin, A., Cevikbg A., Gurkan, E., 1973).

Greyfurt ekstresinin farelerde meydana getirilesifrm hcreli sarkom ve
Ehrlich ascitis tumoérinin Gzerine antitimoral etkis oldugu kanitlanmg (Sengun,
A., Baykurt, F. et al., 1981).

Yine bazi bitkilerden elde edilen ugucuglarin antibakteriyel ve antifungal
etkileri argtiriimis ve iclerinden bazilarinin antibakteriyel ve amidal etkileri sap-
tanmstir (Dortuncg, T., 1990).

Juniperus oxycedrush kuru govdesinden elde edilen ekstrat'in antdrajel
etkinligi incelenmg ve aratirmalar sonucunda bu ekstrain antibakteriyel &tkin
gOzlenmigtir (Karaman,., 1997).
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Doga kaynakli droglara gkin yapilan bu argirmalar ve verilen drnekler daha

da arttirilabilir.

Med-line, kimyasal abstrak ve biyolojik abstrakiddazi veri tabanlari tarana-
rak Ecballium elateriumantibakteriyel ozelfi ile ilgili bir calisma olmadg goz-

lenmistir.

Biz calsmalarimizda bu bitkinin meyve suyunu hem taze &lanai halde,
hem de bazi kimyasallar ile ¢oktirtlerek liyofig@na tabi tutulmgitoz haldeki
eksratlarin bazi gram (+) ve gram (-) bakterileerideki direk etkilerini in-vitro
ortamda argtirdik. Buradaglemi busekilde yapmamizin amaci;

1) Bu maddenin kullang@imiz bakteri tirleri Gizerine etkisinin olup olmguah

laboratuarda gozlemlemek.
2) Maddenin bir batiin olarak bakteriler tzerindetisini belirlemek.
3) Hangi miktarlarda etkili oldgunu gérmek

Arastirma esnasinda Agar Diflizyon Yontemi ve Seri Bitirs Yontemi ayni
zamanda birbirine paralel olarak gdlli. Genel olarak iki yontem ile yapilan gali
malardan her zaman paralel sonuglar alinama&ya@pilan bazi ¢cajmalarda goz-
lenmistir (Kivang, M., Akgil, A., 1986).

Agar Difiizyon Yonteminde hi¢ etkilenmeyen veygatierine oranla daha az
etkilenen mikroorganizmalarin Seri Dilisyon Yo&nteoe daha duyarh olduklar

gozlenmitir.

Ecballium elateriurun meyve suyundan elde edilen 4 farkl ekstragarADi-
fuzyon Yo6ntemine gore camada kullanilan bakterilerin Gzerinde antibaktdriye

aktivite gostermedikleri saptangtir.

Seri Dilusyon Yonteminde ise kullanilan bakteri plsyonunda yalnizca
Ekstrat I'inStaphylacoccus aurelgerinde sulandiriimadan bakterisit bir etkisi tes-
pit edilmistir. Buna kasilik diger bakteri turleri Gzerinde Gremeyi durdurucu ihib

tor bir etki gosterirken, bakterisid bir etki tespdilmemitir.

Ekstrat-2, Ekstrat 3 ve Ekstrat 4'Uin 8&hphylococcus aurewgya dger bak-
teri turleri Gizerinde inhibitor veya bakterisid #gki gozlenemensiir.
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SonuctaEcballium elateriutun meyve suyundan elde edilen ekstratlarin, bu
calismada kullanilan bakteriler Uzerinde antibakterigktiviteye sahip olmadiklari

anlasiimistir.

Yalnizda Ekstrat IStaphylacoccus aureuserinde antibakteriyel bir aktivite

gostermgtir.

Bilindigi gibi maddenin antibakteriyel 6zedllibakteri tirlerine gére dgsmek-
tedir. Buradan yola c¢ikilarak bundan sonrakispaflarda madde ger bakteri tarleri
Uzerinde denenebilir. Yapgmoldugumuz calgmalar tamamen laboratuvarda in-vitro
ortamda gercekigiriimis, in vivo olarak denemeler yapilmaghr. in vivo calsmalar
uzun bir streye ihtiya¢c duygundan ayri bir cagma yapilabilir. ClnkU bakterilerin
in-vitro ortamda gosterdikleri duyarllik ve direflg, in vivo ortamda gosterdikleri
direnc farkli olmaktadir(Karamaih,1997)

Ancak bu calmalardan sonraEcballium elateriunrun meyve suyunun
antibakteriyel aktivitesi hakkinda daha kesin st¢eauelde edilebilir.
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