ﬁNiVQQ

S Eéia . _—
z TR % TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

ENDUSTRIYEL BIiTKIiLERIN SALMONELLA SEROTIPLERI
UZERINDEKI ANTIMIKROBIYEL ETKILERI

Merve OZDAL SALAR

MIKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Hakan YARDIMCI

2015- ANKARA






TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

ENDUSTRIYEL BIiTKIiLERIN SALMONELLA SEROTIPLERI
UZERINDEKI ANTIMIKROBIYEL ETKILERI

Merve OZDAL SALAR

MIKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Hakan YARDIMCI

2015- ANKARA



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi
¢ergevesinde yiriitiilmiis olan bu caligma, asagidaki jiiri tarafindan

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 07/01/2015

Prof.D;K. Serdar DIKER

Ankara Universitesi
Jiiri Bagkan:

/-"ﬁf);//
e g
Dog¢.Dr. Muammer GONCUOGLU
Ankara Universitesi

il

Prof.Dr. Hakan YARDIMCI
Ankara Universitesi
Raportor




ICINDEKILER

Kabul ve Onay ii

Icindekiler ii
Onsoz v
Simgeler ve Kisaltmalar Vi
Sekiller vii
Cizelgeler viii
1. GIRIiS 1
1.1. Salmonella Genel Ozellikleri 1
1.1.1.  Etiyoloji 1
1.1.1.1. Klasifikasyon 1
1.1.1.2. Morfolojik ve Kiiltiirel Ozellikler 2
1.1.1.3. Antijenik Ozellikleri 3
1.1.1.4. Toksinleri 4
1.1.1.5. Fajlar 4
1.2. Epidemiyoloji 4
1.2.1.  Konak 4
1.2.2. Bulasma 5
1.2.3.  Zoonotik Onemi 6
1.3. Antibiyotik Direnci 7
1.4, Bitkilerin Antibakteriyel Etkisi 7
1.4.1.  Cesitli Bitkilerin Salmonella’lar Uzerine Etkisi 9
1.5. Endiistriyel Bitkilerin Kullanilmayan Kisimlarinin Degerlendirilmesi 11
2. GEREC VE YONTEM 14
2.1. Gereg 14
2.1.1.  Salmonella Izolatlar: 14
2.1.2.  Bitki Materyalleri 14
2.1.3.  Kullanilan Besi Yerleri 14
2.1.4.  Kimyasal Maddeler 14



2.15.

Kullanilan Cihaz ve Geregler

2.2. Yontem

2.2.1.  Ekstraksiyon Yontemleri

2.2.1.1. Metanol ile Ekstraksiyon

2.2.1.2. Etanol ile Ekstraksiyon

2.2.1.3. Su ile Ekstraksiyon

2.2.1.4. Sivi Azot ile Ekstraksiyon

2.2.2.  Salmonella Serovarlarin Aktivasyonu
2.2.3.  Koloni Sayimi1

2.2.4.  Ekstraktin Antimikrobiyel Etkisinin Degerlendirilmesi
3. BULGULAR

3.1. Ekstraktlarin Antimikrobiyel Sonuglari
3.1.1.  Metanol ile Ekstraksiyon

3.1.2.  Etanol ile Ekstraksiyon

3.1.3.  Suile Ekstraksiyon

3.1.4.  Sivi Azot ile Ekstraksiyon

3.2. Zon Caplar1 Sonuglari

4. TARTISMA

5. SONUC VE ONERILER

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

OZGECMIS

15
15
15
15
16
16
16
16
17
17
18
18
18
18
19
19
20
22
26
27
28
29
36



ONSOZ

Enterobactericaea  familyasinin  genel  Ozelliklerini  tasiyan  Salmonella’lar
hayvanlarda ciddi infeksiyonlara neden olmakla birlikte zoonotik o6zellikleriyle
biiyiik 6nem tagimaktadir. Salmonella‘larin bazi serotiplerinin degisik antibiyotiklere
kars1 gelistirdigi direng nedeniyle halk saglig1 yoniinden 6nemleri giderek artmistir.
Salmonela’nin antibiyotik direnciyle ilgili ilk olgu 1960’11 yillarda tek bir
antibiyotige karst olusan direng seklinde tanimlanmis ve 1980°1i yillarda S.
Thyphimurium serovarinda ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, sulfonamides
ve tetracycline karsi ¢oklu antibiyotik direnci saptanmistir. Son yillarda gidalarda
coklu antibiyotik direnciyle ilgili raporlar tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir.

Salmonella serovarlarinin bir¢ogunun tedavide uygulanan antibiyotiklere
kars1 gelistirdikleri direng, bu etkenlere bagli infeksiyonlarda veteriner hekimlikte bir
takim bagka onlemlerin alinmasini zorunlu kilmaktadir. Bundan yola ¢ikarak son
yillarda bitkilerin ¢esitli bakteriler lizerindeki antimikrobiyel etkileri incelemeye
alinmustir.

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince yardimlarini ve destegini esirgemeyen
degerli danisman hocam Prof. Dr. Hakan Yardimci’ya, egitim siirecinde ve tez
asamasinda katkilarindan dolay1 basta Mikrobiyoloji Anabilim Dali baskani Prof. Dr.
K. Serdar Diker olmak iizere tiim Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 6gretim tiyelerine ve
calisma arkadaslarima, calisma ve yazim esnasinda sonsuz desteklerini gordiiglim
degerli esim Aras. Gor. Seckin Salar’a ve son olarak da egitim yasamim siiresince
maddi ve manevi destegini esirgemeyen aileme goniilden tesekkiir ederim.



%

ug

cfu
ml
mm

Rpm

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde

Art1

Eksi
Kiigiiktiir
Biiyiiktiir
Yaklasik
Tescilli marka
Mikrogram
Colony-formation unit
Mililitre
Milimetre

Devir

Vi



Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

SEKILLER

Salmonella serovarlarinin yesil ¢cay yaprak ve saplarinin

metanol ve etanol ekstraktlarinda olusturduklar1 zon ¢aplari.

Salmonella serovarlarinin misir piskiiliiniin metanol ve
etanol ekstraktlarinda olusturduklar1 zon gaplari.

Salmonella serovarlarinin zeytin yapraginin metanol ve
etanol ekstraktlarinda olusturduklar1 zon gaplari.
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CIZELGELER

Son yillarda diinya genelindeki 6nemli gida kaynakli
Salmonella salginlar

Bitkilerdeki dogal antimikrobiyel bilesikler ve etkileri
Bitkiler ile Salmonella serovarlari tizerinde yapilan
calismalar

Metanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan

Salmonella serovarlari {izerindeki antimikrobiyel etkisi.

Etanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan

Salmonella serovarlari {izerindeki antimikrobiyel etkisi.

Su ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan

Salmonella serovarlari {izerindeki antimikrobiyel etkisi.

S1v1 azot ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan

Salmonella serovarlari {izerindeki antimikrobiyel etkisi.

Salmonella serovarlarinda elde edilen antibakteriyel
aktivite inhibisyon zonlar1 (mm)
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1. GIRIS

1.1. Salmonella Genel Ozellikleri

1.1.1. Etiyoloji
1.1.1.1. Klasifikasyon

Salmonella’lar Enterobactericeae familyasinda yer alan Salmonella genusuna ait
tiirlerin icerdigi serotiplerdir. Salmonella cinsi bakteriler ilk kez 1884’de Gaffky
(Bacterium typhosum) tarafindan izole edilmis ve 1886’da Salmon ve Smith’in
(Salmonella  Choleraesuis)  bakterilerini  bildirmesinden sonra  Salmonella
nomenklatiiriic olduk¢a karmasik ve tartismali olmustur. Salmonella cinsi bakteriler
Enterobactericeae familyas: igerisindeki en karmasik mikroorganizmalardir ve
Kauffman-White semasma gore 2400°den fazla serotipi bulunmaktadir (Popoff ve
ark., 2000).

Son smiflandirmaya gore 2 tiir bulunmaktadir. Bunlar S. Cholerae suis ve S.
Bongori’dir. Ancak S. Choleraesuis, S. Enterica diye de adlandirilmaktadir.
Gilinlimiizde bir¢ok patojeni igeren S. Enterica tlirli 7 alt gruba ayrilmaktadir; S.
Enterica subsp. enterica, S. Enterica subsp. salamae, S. Enterica subsp. arizonae, S.
Enterica subsp. diarizonae, S. Enterica subsp. houtenae, S. Enterica subsp. indica, S.
Enterica subsp.. Kanatlilardan izole edilen Salmonella’larin bir¢ogu S. Enterica
subsp. enterica alt grubuna dahil olup, bu grup ¢ok fazla serovar veya serotip
icermektedir. Genellikle ilk izole edildikleri sehrin ya da ilk izole edildikleri
hastaligin belirtisinin veya ilk izole edildikleri kanatl: tiiriiniin adim1 alirlar. Ornegin
S. Enterica subsp. enterica serovar Dublin ya da S. Enterica subsp. enterica serovar
Typhi veya S. Enterica subsp. enterica serovar Gallinarum denildiginde Dublin
serovart ilk kez Dublin’de, Typhi serovari tifoid ates belirtisiyle seyreden bir

hastaliktan ve Gallinarum serovari ise tavuktan izole edildikleri icin bu sekilde



isimlendirilmislerdir. Ancak ¢ogu kitap veya yayinda bunlar kisaca S. Dublin, S.
Typhi ve S. Gallinarum diye adlandiriimaktadir (izgiir, 2010).

1.1.1.2. Morfolojik ve Kiiltiirel Ozellikler

Enterobacteriaceae familyasmin genel Ozelliklerini tasiyan Salmonella’lar Gram
negatif, kisa ve kiiclik comaklar tarzinda olup, boyutlar1 0,7-1,5 x 2,0-5,0um’dir.
Salmonella’lar Gram negatif olmalarina ragmen metilen mavisi ve karbol fuksin
boyalari ile de boyanabilmektedirler (Gast, 2003). Salmonella etkenleri; 37°C’de 24-
48 saatte, kiiglik, yuvarlak, -S tipli koloniler olusturmaktadir. Fakdiltatif anaerob
ozellikte olan bu etkenler, buyyonda homojen bir sekilde, hafif bulaniklik meydana
getirerek  Uremektedirler.  Salmonella’lar  yaklagtk pH 4,0-9,0 araliginda
tireyebilmelerine ragmen optimum pH’lar1 7,0’dir. Uygun olmayan pH araliginda
tireyen etkenler flagella ve fimbriya gibi antijenik 6zelliklerini kaybetmektedirler.
Salmonella’larin iremeleri igin karbon ve nitrojen igeren ¢ogu besiyeri uygundur
(Gast, 2003). Biyokimyasal aktiviteleri oldukca yiikksek olan Salmonella’larin
izolasyonunda kullanilan besiyeri bilesimi, bu mikroorganizmalarin 6nemli iki
Ozelligini ortaya ¢ikarma esasina dayanmaktadir. Bu 6zellikler hidrojen siilfiir (H2S)
olusturmalart (S. Paratyphi hari¢) ve laktozu fermente edememeleridir. Bu
Ozelliklerine dayanilarak, Mac Conkey agarda renksiz koloniler olusturan
Salmonella’lar, Brillant Green agar (BGA)’da ise pembe renkli koloniler
olustururlar. Bununla birlikte, Salmonella tiirleri H2S pozitif ve laktoz negatif olan
Proteus tiirleri ile karisabilirler. Ayrica propylen glikol’ den asit olusturma esasina

dayanan besiyerlerinden (Rambach besiyeri) yararlanilmaktadir (izgiir, 2010).

Salmonella cinsi; katalaz enzim sistemine sahip ve genellikle peritrik flagella
ile hareket edebilen bakterileri icermektedir. Ancak S. Pullorum ve S. Gallinarum

gibi bazi1 serotipler hareketsizdir.



1.1.1.3. Antijenik Ozellikleri

Salmonella’larda, Somatik “‘O”’, Flagellar ‘‘F’’ ve ylizey antijenleri olmak lizere {i¢
¢esit antijen bulunmaktadir. Salmonella’lar O antijenleri ile gruplara, H antijenleriyle
de serovarlara ayrilmaktadir. Biitiin Salmonella tiirlerinde bulunan O antijeni
polisakkarid ozelliginde olup 1siya, alkole ve asite direnglidir ancak formol ile
aktiviteleri kaybolmakta veya azalmaktadir. Bu antijenik yapi, Salmonella larin
60’dan fazla serogruba ayrilmasina yarayan degisik faktorler igermektedir. Bu
faktorler 1, 2, 3, 4, 5,... gibi sayilarla ifade edilmekte ve ortak antijenik faktorleri
iceren Salmonella’ larin ayni grup i¢inde toplanarak grup adlari alfabetik harflerle
(A B, ... Z) isimlendirilmektedir. Simdiye kadar 67 grup ortaya konulmus olup,
harfler yeterli gelmedigi igin, baz1 gruplar harf ve rakamla belirtilmistir (izgiir,
2006).

H flagellar antijeni protein yapisinda olup formole direnclidir ancak 60°C*
nin tizerinde 1sitilmakla, alkol, asit ve proteolitik fermentlerin etkisi ile harap
olmaktadir. H antijenleri birbirlerinden ayr1 yap1 ve karakterde olup degisik
komponentlerden yapilmiglardir. Bu antijenlerin bir kismi Salmonella’lar igin
Ozgiildiir ve degismezler. Bunlara spesifik faz veya Faz 1 antijenleri ad1 verilir. Bu
antijenik faktorler a, b, ¢ ...z" ye kadar kiigiik harflerle ve alfabe yeterli
olmadigindan zl, z2, z3 .... olarak adlandirilmislardir. Faz-2 adi verilen ve
nonspesifik ozellikte olan “’H’’ antijenik faktorleri ise; birgok Salmonella tiiriinde
bulunmaktadir. Bu antijenik faktorlerde 1, 2, 3, 4,.... olarak isimlendirilmislerdir

(Bilgehan, 2004; Izgiir, 2006).

Salmonella’larda bulunan ‘“Vi’’ antijeni tiim Salmonella’larda bulunmamakla
beraber somatik O antijeninin en disinda glikolipid yapisinda yiizeysel bir antijendir.
Bu antijeni tasiyan suglar, anti- O serumlar ile agliitine olamazlar. Ciinkii, “O”
somatik antijenini maskelerler. Bu nedenle bu tiir bakterilerin 60°C’ye 1sitilmasiyla
“Vi” antijenleri ayrilir, dolayisiyla etkisi kaldirilir. Bu yiizeysel antijenden bagka S.

Paratyphi B’nin mukoid koloni olusturan suslarinda “M” antijenleri ve yine bazi



Salmonella tiirlerinde de pilus antijenleri (6zellikle “Tip-1 fimbria” antijenleri)
bulunmaktadir (Bilgehan, 2004).

1.1.1.4. Toksinleri

Salmonella’lar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin olmak tizere ii¢ ayri toksin
sentezlemektedirler. Endotoksinler bakteri hiicresinin lize olmasi durumunda agiga
cikarak siddetli akut toksemiye sebep olmaktadir. Enterotoksinler bagirsak epitel
hiicrelerinden asir1 sivi salinimina sebep olmakta, bu da diareye neden olmaktadir.
Salmonella’larin sitotoksinleri ise protein sentezini inhibe ederck bagirsak epitel

hiicrelerinde yapisal hasara neden olmaktadir (Izgiir, 2006).

1.1.1.5. Fajlar

Salmonella’lara ait fajlar da bulunmaktadir. Ozellikle Salmonella O-1 faji
Salmonella etkenlerini %97 oraninda lize edebildigi i¢in identifikasyonda
kullanilabilecek bir bakteriyofajdir. Tiirkiye’ de yapilan bir ¢calismada tavuk ve tavuk
etlerinden izole edilen S. Enteritidis suslarinin faj tiplendirme ve PFGE
yontemleriyle tiplendirmek amaciyla yapilan analizler sonucunda dominant olarak 38

S. Enteritidis susunun 15’1 PT4 (Faj Tip 4) ile saptanmistir (Kalender ve Sen, 2008).

1.2. Epidemiyoloji

1.2.1. Konak

Baz1 Salmonella’lar sadece belli konaklarda hastalik olustururken bazi serotipler ¢ok
sayida konakta kolonize olabilmektedirler. Konak spesifik olarak tanimlanan bu
serotipler arasinda S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Paratyphi C sadece
insanlarda, S. Gallinarum ve S. Pullorum sadece kanatlilarda, S. Dublin sigirlarda, S.

Cholerasuis domuzlarda, S. Abortusequi atlarda ve S. Abortusovis koyunlarda



hastaliga neden olmaktadir. Konak spesifik olmayan ve zoonotik &nemi olan
Salmonella serotipleri arasinda S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S.
Virchow, S. Heidelberg ve S. Agona sayilabilmektedir (Akan, 2008).

Pullorum infeksiyonlarinin kanaryalarda, kanath tifosunun da devekuslarinda
goriildiigii bildirilmistir. Ordeklerin bu patojenlere kars1 direngli oldugu ortaya

konmustur (Buchholz ve Fairbrother, 1992; Barrow ve ark., 1999).

1.2.2. Bulasma

Salmonella igerisindeki etkenlerden S. Gallinarum kanathi tifosunun etkeni, S.
Pullorum ise Pullorum hastaliginin etkeni olarak bilinmektedirler. Bu hastaliklarin
bulagsma kaynagini genellikle enfekte kanatlilar teskil etmektedir. Bu hayvanlarin
yumurtalart kulugka i¢in kullanildiginda da hastaligin en temel sekli olan vertikal
bulagsma s6z konusudur. Enfekte kanatlilara ait digskilar ve bu diskir ile kontamine
yem, su, altlik, calisanlar ve ekipmanlar etkenlerin horizontal bulagsmasina sebep
olmaktadir. Bunlarla beraber mekanik bulasmada vahsi kuslarin, rodentlerin ve

sineklerin de rolii vardir (izgiir, 2002).

Genelikle S. Arizona digindaki hareketli Salmonella serotipleri, paratifo
Salmonella etkenleri olarak tanimlanmaktadir. Paratifo etkenleri konak spesifik
olmamalari, asemptomatik Ozellikte olmalar1 ve diskiyla etrafa sagilmalarindan
dolay1 tifoid etkenlere gore epidemiyolojileri daha kompleks bir yapiya sahiptir.
Paratifo infeksiyonlarinda infeksiyon kaynagini; kanatlilar, yem ve ¢evre olarak ayri

ayr1 degerlendirmek gerekmektedir (Izgiir, 2002).



1.2.3. Zoonotik Onemi

Salmonella’lar ilk kez ilk kez 1888 yilinda et tiketimi sonucu sekillenen bir
infeksiyon etkeni olarak saptanmistir ve uzun yillardan beri insan sagligin etkileyen

onemli bir bakteriyel patojen olarak bilinmektedir (Erol, 2007).

Salmonella infeksiyonlarmin halk sagligi ve ekonomik agidan Oneminin
artmasinin temel sebepleri arasinda infeksiyonun goriilme sikliginin yiiksek olmasi
dolayisiyla cok sayida insani etkilemesi ve lilke ekonomilerinde meydana getirdigi
biiyiik kayiplar yer almaktadir. Salmonella‘lardan kaynaklanan gida infeksiyonlari,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Almanya, Fransa, Ingiltere, Ispanya, Hollanda,
Polonya ve Isveg gibi bir¢ok iilkede gida kaynakl1 infeksiyonlar arasinda ilk sirada

bulunmakta veya Campylobacter’den sonra ilk siray1 almaktadir (Erol, 2007).

Salmonella‘lardan kaynaklanan gida infeksiyonlarinin olusum zincirinde
yem, ciftlik hayvanlar1 ve yabani hayvanlar, gida ve insan arasinda bir etkilesim
bulunmaktadir. Sebze ve meyvelerle iliskili insan Salmonellozis vakalariin
sayilarinda bir yiikselme olmasina ragmen, bunun en yaygin nedenleri hayvansal
orijinli gidalardir. Her yil diinya capinda 93,8 milyon gastroenterit vakasinin
meydana geldigi ve bu vakalarin yaklasik 155 000 Olime yol agtigi tahmin
edilmektedir (Agbaje ve Begum, 2011). Bununla birlikte Salmonella izole edilen
daha farkli bir¢ok gida Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Ethelberg ve ark., 2008).

Cizelge 1.1. Son yillarda diinya genelindeki 6nemli gida kaynakli Salmonella
salginlar1 (Ethelberg ve ark., 2008).

.. ) Etkilenen

Yil Ulke Gida Serotip .
msan SaylSl
Cilekli o
1992 Almanya S. Enteritidis 57
dondurma

1994 ABD Dondurma S. Enteritidis 224 000
1996 Avustralya Yer fistigi S. Mbandka > 100
1998 ABD Yumurta S. Enteritidis 241




Almanya-Danimarka .
2001 . Cikolata S. Oranienberg > 316
ve 8 Avrupa tlilkesi
2002 ABD Si1gir kiymast S. Newport 47
2004 Ingiltere Tavuk eti S. Typhimurium 69

1.3. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler insan ve hayvan saglhig icin en Onemli ajanlardir. Cok ciddi
infeksiyonlardan lokal olgulara kadar antibiyotiklerin kullanim alanlar1 oldukga
fazladir. Ancak dogada her zaman oldugu gibi antibiyotiklerin hedefi olan
mikroorganizmalar da bir siiregten sonra antibiyotiklerin bulundugu ortamda

canliliklarini stirdiirmeyi basarmiglardir (Diker ve ark., 2013).

Antibiyotik direncinin gelisiminde temelde bir¢ok molekiiler mekanizma
bulunmaktadir. Bakteri, antibiyotigin hiicreye girisini engelleyebilmekte veya girmis
olan antibiyotigi hiicre disina atabilmektedir. Bunlar bakteri tarafindan kromozomal
olarak veya hareketli genetik elemanlarla tasinan genler tarafindan kontrol
edilmektedir (Diker ve ark., 2013).

Antibiyotik direncinin gelisimi ve yayilimindaki nedenler arasinda en basta
gelen bilingsiz ve hatali antibiyotik kullanimidir. Giliniimiize kadar bu konuda birgok
calisma yapilmis ve direng gelisimindeki nedenler birgok sebebe baglanmistir.
Sonuca yonelik ¢alismalar ise antibiyotik yerine kullanilabilecek yeni antimikrobiyel

ajanlar kesfetmeye dayanmaktadir (Diker ve ark., 2013).

1.4. Bitkilerin Antibakteriyel Etkisi

Glintimiizde tibbi bitkiler, geleneksel sagaltim yontemlerinden biri olup yaygin
olarak kullamlmaktadir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) verileri gelismekte olan

tilkelerde insanlarin %80’inin bu sagaltim yontemlerini kullandigimi ve 3,3 milyar



insanin da tibbi bitkilerden sagaltim araci olarak yararlandigin1 ortaya koymustur
(Eloff, 1998). Tiim diinyada geleneksel tedavilerde kullanilan bitkiler, bu bitkilerden
elde edilen ekstraktlar, icerigini olusturan bilesenler ve etkilerine olan bilimsel merak
etnofarmakoloji alaninin olusmasina neden olmustur (Raza, 2006). Bu alandaki
gelismeler endiistrinin de gelismesiyle yerini molekiiler arastirmalara birakmustir.
Tedavide kullanilan bitkilerin molekiiler dizilerinin agiga c¢ikarilmasi, kullanim
dozlarinin arastirilmasi ve formiile edilmesi, kullanim giivenilirliginin, etkinliginin
belirlenmesi ve farmakinetik profillerinin ¢ikarilmasi bu alaninin daha da
genislemesini saglamistir. Bitkilerdeki dogal antimikrobiyel bilesikler ve etkileri
Cizelge 1.2°de gosterilmektedir (Erdogan ve Everest, 2013).

Cizelge 1.2. Bitkilerdeki dogal antimikrobiyel bilesikler ve etkileri (Erdogan
ve Everest, 2013).
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Flavonoller Totarol ?
Proteinlere baglanma. Adhesinlere baglanma. Enzim
. o inhibisyonu. Substrat kaybi.
Taninler Ellagitanin Hiicre duvar1 kompleksi. Membran tahribati.
Metal-iyon kompleksi
Kumarinler Varfarin Okaryotik DNA ile interaksiyon (Antiviral aktivite).
Terpenoid}er - Kapsaisin Membran tahribati
Ucucu vaglar
Alkaloidler - Eﬁ)rgﬁ;m Hiicre duvari ya da DNA ile interkalasyon
. Mannoz-spesifik aglutinin Viral fiizyonunun bloke edilmesi ya da adsorpsiyon
Lektinler ve
Polipeptidler -
Falksatin Disiilfid koprii formasyonu
8s-hentadeca-2(Z),9(2)-diene-4,9-
Poliasetilenler - diyne-1,8-diol




1.4.1. Cesitli Bitkilerin Salmonella’lar Uzerine Etkisi

Yapilan arastirmalarda bitkilerin birgok farkli mikroorganizmaya karsi antibakteriyel

etkisi incelenmistir. Ozellikle tiim diinyada yaygin olarak gozlenen, zoonoz olan ve

¢oklu antibiyotik direnci gézlenen Salmonella serovarlari tizerinde yapilan galismalar

oldukga fazladir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Bitkiler ile Salmonella serovarlari iizerinde yapilan ¢aligmalar

Ekstraksiyon

Antimikrobiyel

Bitki yontemi aktivite Serovar Kaynak
Pe_:r5|ca vulgaris ) . S, Enteritidis Ozpinar
miller metanol cut blug yontemi s Tvohimurium | V€ ark.,
(seftali) - 1YP 2013
Oregano bitki tozu 1.Disk difiizyon S. Entt_erlt|d_|s Babacan
(kekik) slispansiyonu 2.koloni sayma S. Typhimurium | ve ark,

' S. Gallinarum | 2012
;rejrunr]]glalla etanol Disk difiizyon | Salmonella spp. ;?Er,g(;/lel
Camelia sinensis
(cay)
;rzqar;:]?yspermum o Gunesaga
Theaceae(tea su Disk diftizyon | Salmonella spp. | ran ve
ark, 2011
leaves)
Apiaceae(ajwain
or ommum seeds)
S. Typhi
S. Dublin
S. Derby
. C e S. Gallinarum | Choi ve
Punica granatum su Disk difiizyon S. Choleraesuis | ark., 2011
S. Enteritidis
S. Typhimurium
S. Parathyphi A
Filipendula - Bozlarls
ulmaria Etanol + su S. Enteritidis | ve ark.,
2011
Oregano
Cinnamon stick
Clove etanol S. Enterica Shan ve
Grape seed ' ark., 2011
Pomegranade
peel
Achyranthus etanol Disk difiizyon S. Typhi Neeta ve
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aspera ark., 2011
Mathappa
Urena lobata Metano_l Disk difiizyon | S. Typhimurium | nve ark.,
kloramfenikol
2010
Etanol Hussain
Coccinia indica Disk difiizyon | S. Typhimurium | ve ark.,
su
2010
S. Typhi
S. Dublin Choi ve
Punica granatum etanol Disk difiizyon S. Derby
. ark., 2009
S. Gallinarum
S. Cholerasuis
Salvia verticillata metanol Makrodilusyon S, Enteritidis Ozkan ve
Phlomis pungens s1vi(tiip) ' ark., 2009
Thymus vulgaris metanol Disk difiizyon | S. Typhimurium Ayaci ve
' ark., 2009
Acacia nilotica
Szygium
aromaticum
Cinnamun Khan ve
zeylanicum etanol Disk difiizyon | S. Typhimurium
. ark., 2009
Terminalia
arjuna
Eucalyptus
globulus
Occimum su salmonella s Sanni ve
basilicum Soxhlet Pp- ark., 2008
Garlic Garlic powder Marques
Oregano Etanol Tiip dilusyon S. Enterica ve ark.,
chitosan asetikasit 2008
S. Typhi
S. Dublin
e S. Derby
Coptidis rhizoma . 1 S. Gallinarum | Kwon ve
Mume fructus metanol Tiip dilusyon .
. S. Choleraesuis | ark., 2008
Schizante fructus o
S. Enteritidis
S. Typhimurium
S. Parathyphi A
S. Typhi
47 bitki Metanol Disk difiizyon | S. Typhimurium | ~2Sha Ve
su . ark., 2008
S. Paratyphi A
L . S. Typhi Madani
Term_lnalla Alcoholic Disk difiizyon | S. Typhimurium | ve Jain,
belerica su 2008
23 bitki metanol Disk difiizyon S. Typhi Mahida
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S. Paratyphi A | ve
Mohan,
2007
S. Typhi ,
Thonningia . S. Typhimurium N guessa
. su Tiip dilusyon - n ve ark.,
sanguinea S. Enteritidis
2007
S. Hadar
N Ushimaru
Caryop_hyllus metanol Tiip dilusyon S. Typhimurium ve ark.,
aromaticus
2007
o . 1 Shan ve
46 bitki metanol Tiip dilusyon S. Anatum ark.. 2007
Laurus
nobitis(defne) Neoclevenaer Toroglu
Zingiber g Disk diftizyon | Salmonella spp. | ve ark.,
officinale ugtciyag 2006
(zencefil)
Schizandrae e S. Typhimurium | Lee ve
fructus metanol Disk difiizyon ark.. 2006
. Choriano
Origanum oulos ve
Satureja species Yag eks. Disk difiizyon S. Enteritidis grk
thymus 2004)
Etanol Rani ve
54 bitki AQUEOUS Disk diftizyon S. Typhi Khullar,
a 2004
I e S. Enteritidis | Keles ve
13bitki etanol Disk difiizyon S. Gallinarum | Ak, 2001

Kanatlilarda Salmonella serovarlarinin prevalansi {ilkeler ve zamanlar

arasinda farklilik gostermistir. Bir zaman diliminde {ilke i¢in ¢ok dnemli olan bazi

serovarlar zaman iginde belirti gostermeksizin kaybolabilirler. Ancak tarihsel olarak

S. enterica serovar Typhimurium kanatlilardan izole edilmis en yiiksek prevalansa

sahip serovardir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan 2006 yilinda

yapilan bir anket c¢alismasinda Avrupa’da S. Enteritidis ve S. Infantis en sik

rastlanilan Salmonella serovarlari olmustur (Sahan, 2014).

1.5. Endiistriyel Bitkilerin Kullanilmayan Kisimlarinin Degerlendirilmesi

Bitki kaynakli antimikrobiyel bilesikler bitkinin govde, kok, yaprak, c¢icek ve

meyveleri olmak tizere farkli kisimlarindan elde edilebilmektedir. Tibbi bitkilerin
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o

iceriklerinin kullanilan bitki bolimiine ve ekstraksiyon metoduna goére degistigi
bilinmektedir. Genel olarak farkli bitki boliimleri spesifik medikal uygulamalara
sahiptir (Borchardt ve ark., 2008).

Tiirkiye’de 1960’11 yillarda tiretilen toplam kati atik miktar1 yilda 3-4 milyon
ton iken, 2008 yili itibart ile toplam atik miktar1 yaklasik 24,36 milyon tona
yiikselmis olmakla beraber bunun yaklasik 6,7 milyon tonu evsel nitelikli atik oldugu
belirtilmistir. Toplam atiklarin ancak %1,1 (267 960 ton) geri kazanim tesislerine
Kompost iiretimi amaciyla gonderilmistir (TUIK, 2012). Bu veriler geri déniisiimden
elde edilebilecek kazang agisindan yeterli goriilmemektedir. Bu nedenle, kati atiklar
icinde geri doniisiimiiniin saglanmas1 durumunda elde edilecek katma degeri en
yiiksek olan bitkisel atiklarin yeniden degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir ve 2008 yili
verilerine gore de toplam atiklarin i¢inde bitkisel kokenli atiklarin miktar1 297.004
tondur. Bu durumda bitkisel atiklar toplam atiklar iginde %1,21°lik orana sahip
oldugu belirtilmektedir. Bu atigin dogru alanlarda degerlendirilmesi durumunda

saglanan katma deger ¢ok daha yiiksek olacaktir (Yaman, 2012).

Ayn1 zamanda bitkilerin endiistriyel alanda kullanildiktan sonra atik
olusturabilme 6zellikleri degerlendirilmektedir. Bunlardan biri kogan olarak tiiketilip
atik olarak degerlendirilmeyen musir piiskiiliidiir. Farkli arastirmalardaki kogan
verimi ve kocan piiskiil agirlig1 verileri ortalamasindan yola ¢ikilarak ¢ope giden yas
piiskiil miktarmm 2010 yili i¢in 33,2 ton oldugu tahmin edilebilmektedir (Yaman,
2012). Misir puskiilii iizerine yapilan g¢aligmalarda, bitki iceriginde flavonoidler,
Klorojenik asit, p- kumarik, ferulik asit, saponinler, fitosteroller, ugucu ve sabit
yaglar, re¢ine, sekerler, allantoin, tanen ve mineraller oldugu ortaya konmustur
(Ebrahimzadeh ve ark., 2008). Misir piskiiliiniin farkli ekstraktlart hazirlanarak
yapilan bir¢ok ¢alismada antimikrobiyel etki gosterdigi belirtilmistir (Nkuo-Akenji
ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2009; Nessa ve ark., 2012).

Zeytin yapragi glinlimiize kadar halk tarafindan bircok hastaligin geleneksel
tedavisinde kullanilmistir. Ozellikle Akdeniz havzasinda 6nemli bir iiriin olan zeytin,

iilkemizde tiim diinyadaki dretimin %80’ini olusturmaktadir. Arastirmalar,
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zeytinyagi kadar zeytin yapragi ekstrelerinden elde edilen bilesiklerin antihipertansif,
anti-aterojenik, kardiyoprotektif, hipokolesterolemik, hipoglisemik, antimikrobiyel,
antiviral, antitumoral, anti-inflamatuar ve antioksidan ozelliklere sahip oldugunu

gostermektedir (Armutgu ve ark., 2011; Pereira ve ark., 2007).

Cay, siyah ve yesil cay basta olmak iizere tim diinyada yaygin olarak
tilketilen ve hatta tiiketilmeye baslanmasi 5000 yil onceye dayanan bir bitkidir.
Yaklasik 2,5 milyon ton tiiketilen ¢ay, en ¢ok Hindistan, Japonya, Tiirkiye, Sri Lanka
ve Cin’de iiretilmektedir. U.S. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan da
saglikli gidalar arasinda sayilmakta ve tiiketilmesi onerilmektedir (Wu ve ark., 2002).
Yapilan bir¢ok aragtirmada g¢ayin antioksidan, antikanserojen, antiaterosklerotik

(Celik, 2006) ve antimikrobiyel (Hamilton-Miller, 1995) etkisi rapor edilmistir.

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de ilk defa endiistriyel bitkilerin kullanilmayan
boliimlerinden (yaprak, sap ve piiskiil) farkli yontemler kullanilarak ekstrakte edilen
bitkisel komponentlerin iilkemizde sik goriilen ve en az 5 antibiyotige direngli olan S.
Infantis, S. Enteritidis ve S. Typhimurium iizerine olan antimikrobiyel etkileri

arastirilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gerec

2.1.1. Salmonella Serotipleri

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’nda yer alan, daha 6nce Anabilim Dalinda izole edilerek ISO 6579’a
gore serotiplendirilen ve yapilan caligsmalar ile Tiirkiye’de izolasyon orani yiiksek
oldugu belirlenen Ve zoonotik agidan 6nemli olan S. Enteritidis, S. Typhimurium ve

S. Infantis serovarlar1 kullanildi.

2.1.2. Bitki Materyalleri

Calismada endiistriyel amagli kullanilan bitkilerin (yesil ¢ay, musir, zeytin vb.) dogal
kosullarda kurutulmus ve ekonomik agidan degersiz, tarimsal atik olarak kabul edilen

(yesil cay sap1, misir piiskiilleri, zeytin yapragi) boliimleri kullanildi.

2.1.3. Kullanilan Besi Yerleri

Bu ¢alismada kullanilan Salmonella serotiplerinin aktivasyonu igin Nutrient agar
(Oxoid) ve antimikrobiyel aktivitenin saptanmasi i¢in Miiller-Hilton agar (Oxoid)
kullanildi.

2.1.4. Kimyasal Maddeler

Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmast igin %0,9 fizyolojik tuzlu su (F.T.S.)

kullanildi. Etanol ekstraksiyonu i¢in %80 oraninda etanol distile su ile sulandirildi.
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2.1.5. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Calismada kullanilan bitkilerin ekstraksiyon yapilacak kisimlart TissueLyser II
(Qiagen) ile ogiutiildii. Ekstraksiyonlart homojenlestirmek i¢in niive SL350
calkalayici, 1s1 derecesi 37°C ve 40°C’ye ayarh etiivler ve filtrasyon igin 0,45
whatman filtreler kullanildi. Ekstrakt emdirmek amaciyla steril bos antibiyotik

disklerinden (Oxoid) yararlanildi.

2.2. Yontem

Bitkisel ekstraktin hazirlanmasi: Endiistride kullanilan bitkilerin dogal kosullarda
kurutulmus yaprak, sap ve piiskiillerinden farkli ekstraksiyon metotlariyla (alkol
ekstraksiyonu, su infiizyonu, sivi azot ve mekanik parcalama) bitki oziitleri ¢ikarildi
(Toroglu ve Cenet, 2006). Bitkiler iizerinde asagidaki ekstraksiyon yontemleri
denendi ve en uygun goriilen ekstraksiyon yoOntemiyle antimikrobiyel aktivite

saptandi.

2.2.1. Ekstraksiyon Yontemleri

2.2.1.1. Metanol ile Ekstraksiyon

Caligmada kullanilacak bitkilerin yaprak, sap vb. kisimlart eppendorflara alinip
iglerine steril metal boncuk atilarak 30 000 rpm’de 15 dakika TissueLyser 1l
(Qiagen) ile ogitilip bitkilerden 100’er gram alindiktan sonra {izerine 300 ml
metanol eklenerek 24 saat 150 devirde calkalayicida oda sicakliginda bekletildi.
Yirmi dort saat sonunda whatman 1 filtreden 2 defa siiziilerek 4000 devirde 10
dakika santriflij edildi ve bitki oziitleri elde edildi. Santrifiij sonunda iistte kalan
kisim otoklavlanmis bir behere alinarak 40°C’de metanol tamamen uguruldu

(Ozpinar ve Dag, 2013).
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2.2.1.2. Etanol ile Ekstraksiyon

Caligmada kullanilacak bitkilerin yaprak, sap vb. kisimlar1 eppendorflara alinip
iglerine steril metal boncuk atilarak 30 000 rpm’de 15 dakika TissueLyser 1l
(Qiagen) ile 6gitiiliip bitkilerden 40’ar gram alindiktan sonra tizerine 1000 ml %80
etanol eklenerek 24 saat 150 devirde calkalayicida oda sicakliginda bekletildi. Yirmi
dort saat sonunda whatman 0,45 filtreden gegirilerek etanol ugurulduktan sonra

ekstraksiyon kullanildi (Shan ve Cai, 2011).

2.2.1.3. Su ile Ekstraksiyon

Caligmada kullanilacak bitkilerin yaprak, sap vb. kisimlar1 eppendorflara alinip
iglerine steril metal boncuk atilarak 30 000 rpm’de 15 dakika TissueLyser 1l
(Qiagen) ile dgiitiliip bitkilerden 250 gram alindiktan sonra iizerine 650 ml kaynamis
su eklenerek 5 saat bekletildi. Sonrasinda whatman 0,45 filtreden gegirilerek ekstrakt

kullanildi (Gunasegaran ve ark., 2011).

2.2.1.4. Siv1 Azot ile Ekstraksiyon

Calismada kullanilacak bitkilerin yaprak, sap vb. kisimlar1 sivi azotla muamele
edilerek hiicre duvar1 parcalanmasi saglandi. Siv1 azotla islem asamasinda, bitkilerin
lizerine s1v1 azot dokiilerek havanda ezme islemi yapildi. Muamele edilen bitkilerden
3 gram alind1 ve lizerine 50 ml steril distile su ilave edilerek 10 dakika 58°C’de
bekletildi. Elde edilen homojenat en yiiksek devirde santrifiij edildi ve whatman 0,45
filtreden gecirilerek ekstrakt hazirlandi (Simsek ve ark., 2008).

2.2.2. Salmonella Serovarlarmin Aktivasyonu

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’nda yer alan, daha 6nce Anabilim Dalimizda izole edilerek ISO 6579’a

gore serotiplendirilen ve -80°C’de dondurulan serovarlar ¢ozdiiriilerek nutrient
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agarlara ekimleri yapildi. Yirmi dort saatlik 37°C’deki inkubasyondan sonra
kontaminasyon kontrolleri yapilarak tek koloniden nutrient broth’a gegildi. Tekrar 24
saatlik 37°C’deki inkubasyondan sonra bakteriler yogunlugu 0,5 McFarland

standardina gore hazirlanip teste hazir hale getirildi.

2.2.3. Koloni Sayim

Ureyen bakteri suslarina ait kiiltiirlerin yogunlugu steril fizyolojik su ile uygun
sulandirmalarla 0,5 McFarland standardina gore (1,5 X 108 CFU/mI) hazirlandi ve 10°
1102, 103, 10*%, 10°, 1011k dilisyonlar1 yapildi. Bunlar icerisinde 104, 10°, 10
®lik dilusyonlardan nutrient agara yayma ekim yapilarak 37°C’ de 24 saatlik

inkubasyona birakildi. inkubasyondan sonra koloni sayrmi yapild.

2.2.4. Ekstratin Antimikrobiyel Etkisinin Degerlendirilmesi

Bitki ekstraklarinin bakteriler tizerindeki etkisi iki yonden incelendi. Birinci asamada
ekstraktin bakteri cogalmasina etkisi incelendi. Bunun i¢in kiiltiirden 0,1 ml alinarak
Miiller Hilton agara yayma ekim yapildi. Ekim yapilan susun, agar {izerine iyice
niifuz etmesi i¢in, petriler etiive kaldirilmadan 6nce 5-10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Her bir bitki ekstraktindan 50 ml bos antibiyotik disklerine emdirilerek
yayma yapilan agarlar {izerine yerlestirildi. Yirmi dort saat 37°C’de inkubasyondan
sonra antimikrobiyel etki agar-difiizyon yontemiyle zon ¢apina gore degerlendirildi.
Ikinci asamada bitki oOziitiiniin durma dénemindeki bakteri sayisin1 azaltip
azaltmadig1 incelendi. Bunun i¢in nétral bir ortamda belli bir sayida bulunan
Salmonella tizerine bitki ekstrakti eklendikten sonra, canli bakteri sayimi yapilarak

kontrollerle karsilastirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ekstraktlarin Antimikrobiyel Sonuglari

3.1.1. Metanol ile ekstraksiyon

Metanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan Salmonella serovarlarina gore
degisken antimikrobiyel etki gosterdigi goriilmiistiir. S. Infantis’te ekstrakt emdirilen
disk etrafinda inhibisyon zonu goriilmezken, S. Enteritidis ve S. Typhimurium’da zon

gorillmistiir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Metanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan
Salmonella serovarlari tizerindeki antimikrobiyel etkisi.

BITKILER SALMONELLA SEROVARLARI
S. Infantis S. Enteritidis S. Typhimurium
YESIL CAY SAPI - + +
MISIR PUSKULU - + +
ZEYTIN YAPRAGI - + +

3.1.2. Etanol ile ekstraksiyon

Etanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan tim Salmonella serovarlarinda

antimikrobiyel etki gosterdigi goriilmustiir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Etanol ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan Salmonella
serovarlar1 lizerindeki antimikrobiyel etkisi.

BITKILER SALMONELLA SEROVARLARI
S. Infantis S. Enteritidis S. Typhimurium
YESIL CAY SAPI + + +
MISIR PUSKULU + + +
ZEYTIN YAPRAGI + + +
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3.1.3. Su ile ekstraksiyon

Sadece TissueLyser II ile oOgiitiiliip su ile hazirlanan homojenatin emdirildigi
disklerin kullanildigi Salmonella serovarlarindan higbirinde inhibisyon zonu

gbzlenmemistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Su ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan Salmonella
serovarlari tizerindeki antimikrobiyel etkisi.

BITKILER SALMONELLA SEROVARLARI
S. Infantis S. Enteritidis S. Typhimurium
YESIL CAY SAPI - - -
MISIR PUSKULU - - -
ZEYTIN YAPRAGI - - -

3.1.4. Siv1 azot ile ekstraksiyon

Sivi azot ekstraksiyonu emdirilmis disklerin kullanildigi Salmonella serovarlarindan

higbirinde inhibisyon zonu gézlenmemistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Sivi azot ekstraksiyonu uygulanan bitkilerin kullanilan
Salmonella serovarlar tizerindeki antimikrobiyel etkisi.

BITKILER SALMONELLA SEROVARLARI
S. Infantis S. Enteritidis S. Typhimurium
YESIL CAY SAPI - - -
MISIR PUSKULU - - -
ZEYTIN YAPRAGI - - -

Yapilan testler kontrollerle karsilastirildi. Tiim ekstraksiyonlarin pH’s1 6,5-

7,0 arasinda oldugu belirlendi.



3.2. Zon Caplar1 Sonuclari
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Kullanilan ekstraksiyon ¢esitleri sonucu Salmonella serovarlarinda elde edilen zon

caplar1 Cizelge 3.5’de verildi.

Cizelge 3.5. Salmonella serovarlarinda elde edilen antibakteriyel aktivite
inhibisyon zonlar1 (mm)

Salmonella serovarlarinda Antibakteriyel aktivite
II;?)TalrIIBI/E Yersel | Kullanilan Inhibisyon zonu (mm)
isim isim kisim S. Infantis S. Enteritidis S. Typhimurium
metanol | etanol | metanol | etanol | metanol | etanol
Theaceae Yesil
Camellia as sap 0 4 10 15 12 15
sinensis 2y
Poaceae Misir puskiil 0 8 10 15 ) 12
Zea mays
(C))ILe;ceae Zeytin | yaprak 0 3 5 15 13 18

Metanol ve etanol ekstraksiyonlarinda elde edilen zon ¢aplarinin S. Infantis,

S. Enteritidis ve S. Typhimurium’a ve bitki tiirlerine gore farkliliklart gosterdi Sekil

3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3’de gosterilmektedir.

16
14
12
10

o N B O

S. Infantis

S. Enteriditis

S. Typhimurium

B methanol

H ethanol

Sekil 3.1. Salmonella serovarlarmin yesil ¢ay yaprak ve saplarinin metanol ve
etanol ekstraktlarinda olusturduklar1 zon gaplari.
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16

14
12

10

methanol

ethanol

~ O

N

S. Infantis S. Enteriditis S. Typhimurium

Sekil 3.2. Salmonella serovarlarinin misir piiskiiliiniin metanol ve etanol
ekstraktlarinda olusturduklar1 zon caplari.

20
18
16
14
12
10

B methanol

H ethanol

O N & O 0

S. Infantis S. Enteriditis S. Typhimurium

Sekil 3.3. Salmonella serovarlarinin zeytin yapraginin metanol ve etanol
ekstraktlarinda olusturduklari zon caplari.
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4. TARTISMA

Bakterilerde antibiyotiklere kars1 artan diren¢ ve yeni antimikrobiyel madde tiretimi
icin gerekli kaynaklarin azaldigi disiiniildiigiinde herbal {irtinlerin mikrobiyel
etkinliginin arastirilmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Endiistriyel bitkilerin atilan
kisimlarmin antimikrobiyel etkisinin ortaya konulmasi halinde verimli bir sekilde
geri donilistimiiniin saglanmasi olasiligi ekonomiye saglayacagi katki agisindan ¢ok
Oonemlidir. Bu amagla uygulanan klasik ekstraksiyon yontemlerinin yani sira
modifiye edilmis yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirilmesi de bu caligmalar i¢in
denenmelidir. Bu ¢alismada yesil ¢ay sap1, misir piiskiilli, zeytin yapraginin metanol,
etanol, su ve sivi azot ekstraksiyonlar1 yapilarak S. Infantis, S. Enteritidis ve S.

Typhimurium iizerindeki etkileri ayr1 ayr1 ¢alisilmistir.

Son yillarda cay, katesinlerin biyolojik aktivitelerinden dolay:r ilgi odagi
haline gelmistir (Chen ve ark., 2001). Caymn yararli énemli 6zelliklerinden biri de
antibakteriyel (An ve ark. 2004) etkileridir. Onceden farkli arastirmacilar tarafindan
in vivo ve in vitro yapilan caligmalarda caym intestinal patojenler {izerine
antibakteriyel etkileri birgok kez rapor edilmistir (Das, 1962; Ryu ve ark., 1982;
Scalbert, 1991). Bir c¢alismada yesil c¢ayin su ekstraksiyonunun igerisinde
Streptococcus mutants’inda bulundugu kariyojenik streptokoklart inhibe ettigi
belirtilmistir (Tsunoda ve ark., 1991). Wu ve ark. (2007), yesil ¢ay da dahil olmak
tizere inceledikleri c¢ay ekstraktlarnda 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarda
antimikrobiyel aktivitenin S. aureus ve B. subtilis’e karsi saptandigini, ancak E.
coli’ye kars1 saptanmadigini bildirmislerdir. Baz1 arastiricilar (Rabe ve Staden, 1997;
Ali-Shtayeh ve ark., 1998) Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere oranla
antibakteriyel bilesiklere daha duyarli olusunun nedenlerinin basinda bakterilerin
yapisal Ozelliklerinin farkli olmasinin geldigini belirtmislerdir. Benzer sekilde bir
grup arastiricilar da (Alzoreky ve Nakahara, 2003; Negi ve ark., 2005) gram-negatif
bakterilerini daha yiiksek diren¢ goOstermesinin nedeninin dis membranlarinda
lipopolisakkarit icermelerinden kaynaklandigr diisiinmislerdir. Sunulan tez

calismasinda su ile muamele edilen yesil ¢ayin Salmonella tiirleri {izerinde bir
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inhibitor etkisi olmadig1 gdézlenmistir. Ote yandan, daha énceki yillarda yapilan bir
calismada (Wu ve ark., 2007) yesil ¢ay ekstraktinin g¢esitli patojenler {izerinde etkili
bulunmasinin karsin, sunulan tez ¢alismasinda Salmonella serovarlari tizerinde bir
inhibitor etkisi olmadig1 gozlenmesi; yesil ¢ay ekstraktinin antibakteriyal etkisinin
patojene  gore degiskenlik gosterebilecegi  gibi  kullanillan  ekstraktlarin
konsantrasyonu ile de iliskili olabilecegini akla getirmektedir. Ciinkii 2004 yilinda
An ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada %60°lik aseton ile muamele edilerek elde
edilen ekstraktlarin 250 pg/disk diizeyinde kullanimi durumunda E. coli’de
inhibisyon goriilmezken, 500 ve 1000 pg/disk diizeyinde kullaniminda ise inhibisyon

gozlendigini bildirmislerdir.

Misir piiskiiliiniin bitki formulasyonlarinda anti-Salmonella aktivitesi tespit
edilmis ve hatta formulasyona eklenen bal ile limon suyunun Salmonella tiirleri
tizerinde inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir. Nkuo-Akenj ve ark. (2004) yaptigi
calismada methanol ekstraksiyonu uygulanmis ve Salmonella tiirlerinden S. Typhi, S.
Paratyphi ve S. Typhimurium kullanilmis ve bitkilerin iglerinde en diisiik
bakteriyostatik ve bakterisidal etki gosterdigi tirtin S. Typhimurium oldugu
gozlenmistir. Bu calismay1 destekler nitelikte olan bir diger ¢alismada da iginde 5
aromatik bilesen (thymol, carvacrol, citral, eugenol, geranio) ve 4 asidik bilesen
(acetic acid, citric acid, lactic acid, pyropolyphosphoric acid) olan kombinasyonlari
yapilarak S. Tyhpimurium tiirii lizerinde ¢alisilmis ve fakli bilesenler igceren bitkilerin
kombinasyon yapilarak kullanilmasinin etkili olacag: belirtilmistir (Nazera ve ark.,
2005). Misir piiskiilii i¢in yapilan analizlerde birgok flavonoid, klorojenik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, saponin, fitosterol, ugucu yag, seker, allantoin, tannin ve
mineral igerdigi agiklifa kavusmustur (Ebrahimzadeh ve ark., 2008). Farkli bitki
ekstraktlarmin antimikrobiyel etkisinin ve misir piiskiiliiniin flavonoidlerinin standart
gentamisinle karsilagtirilmasinin yapildig: bir diger ¢alismada ise bitkinin kloroform,
metanol ve eter yagi ile farkli farkli ekstraksiyonlar yapilmistir. Calisma sonucunda
kloroform ekstraktinin S. Typhi ve S. Paratyphi iizerinde herhangi bir antimikrobiyel
etki gostermedigi goriiliirken diger ekstraktlarda inhibisyon zonu goriilmiistiir (Nessa

ve ark., 2012). Bu bulgu, yapmis oldugumuz tez c¢alismasiyla ekstraksiyon
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yontemlerinin  antimikrobiyel etkiyi etkiledigi ortak goriis alinarak benzer

bulunmustur.

Zeytin yapraginin ana bileseni dogal bir sekoroidid olan oleuropeinin iltihap
giderici, damar sertligini engelleyici ve kanser Onleme Ozelliklerinin yani Sira,
endojen peptidleri baglama 6zelligi ile de giiglii bir antioksidan etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir. Bunun yani sira, zeytin yapragi ekstrakti ile oleuropein, tirozol,
hidroksitirozol, kaffeik asit, gallik asit ve luteolin gibi bilesenlerinin virisler,
bakteriler, mayalar, kiifler ve diger parazitlere karsi antimikrobiyel etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Gikas ve ark., 2007). Oleuropeinden hidroksitirozol eldesi igin
oncelikle oleuropeinin zeytin yapragindan ekstrakte edilmesi gerekli oldugu
belirtilmis ve bu amagla da metanol-su karisimi ve hegzan kullanilarak zeytin
yapragindan fenolik maddelerin ekstraksiyonu yapilmistir (Savournin ve ark., 2001;
Guinda ve ark., 2002). Ancak zeytin yapragi ekstraktlarinin kullanim alanlar
diistintildiigiinde, metanol ve hegzan gibi toksik maddelerle ekstraksiyon ciddi sorun
olusturmakta, islem siiresinin uzunlugu ise hem fenolik maddelerde kimyasal
doniistimlere neden olmakta hem de endiistriyel iliretim diisliniildiiglinde ytliksek
maliyetlere yol agmaktadir. Bu nedenle ilk olarak, etanol-su karisimini solvent olarak
kullanmis, dinamik ultrason kullanilarak ekstrakt elde edilmis, daha sonra yine
etanol-su karisimi kullanilmis mikrodalga destegiyle ekstrakt elde edilmis ve son
olarak da etanol-su karigimi ve siiper kritik sivi ekstraksiyonuyla zeytin yapragindan
ekstrakt elde edilmistir (Japon-Lujan ve ark., 2006). Sunulan calismada zeytin
yapraginin sivi azot, su, metanol ve etanol kullanilarak ekstraksiyonu yapilmistir.
Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyel etkileri incelendiginde etanol ekstraktinin
olusturdugu zon ¢apinin metanol ekstraktina oranla daha fazla oldugu, sivi azot ve su
ile elde edilen ekstratlarda zon ¢ap1 olusmadigi belirlendi. Calismada elde edilen bu
sonuglar yukarida adi1 gecen arastirmacilarin bulgularini destekler niteliktedir. Farkli
yontemlerle elde edilen ekstraktlarin olusturduklari zon ¢aplarinin farkli olmasi;
ekstraksiyon amaciyla kullanilan maddelerin zeytin yapragindaki antimikrobiyel
bilesenlere degisen oranlarda zarar vermesiyle agiklanabilir. Sudjana ve ark. (2009)
caligmalarinda, zeytin agaci yapraklarindan elde edilen ticari bir ekstraktin 122 farkh

mikroorganizmaya karsi olan antimikrobiyel etkisini arastirmislardir. Bu aragtirma



25

sonucunda zeytin yapragi ekstraktinin genis spektrumlu bir antimikrobiyel etkisinin
olmadigin1 ancak, H. pylori, C. jejuni ve S. aureus iizerinde 6nemli antimikrobiyel
etkiler gosterdigini bulmuslardir. Sonug olarak, zeytin yapragi ekstraktinin H. pylori
ve C. jejuni gibi bakterilerin miktarlarini seg¢ici olarak azaltmak yoluyla sindirim
sisteminin florasinin bilesimini diizenlemede bir rolii olabilecegini bildirmislerdir.
Markin ve ark. (2003), zeytin yapragi ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin E.
coli, S. aureus, K. pneumonia, B. cereus, S. typhi ve V. parahaemolyticus gibi bir¢ok
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyel etki gosterdigi ortaya konmuslardir. Pereira
ve ark. (2007) ise zeytin yapragi ekstraktinin farkli konsantrasyonlart ile yiirittiikleri
in vitro ¢alismalarinda ekstraktin mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyel
kapasitesi B. cereus ~ C. albicans > E. coli > S. aureus > C. neoformans ~ K.
pneumoniae ~ P. aeruginosa > B.subtilis seklinde saptanmistir. Sunulan tez
calismasinda diger arastiricilardan (Sudjana ve ark., 2009; Markin ve ark., 2003;
Pereira ve ark., 2007) farkli olarak zeytin ekstraktinin Salmonella tiirleri iizerine
etkinligi arastirildi ve S. Typhimurium, S. Enteritis, S. Infantis tizerinde 6nemli
antimikrobiyel etkisinin oldugu belirlenmistir. Ek olarak, antimikrobiyel etKki
diizeyinin S. Typhii > S. Enteritis > S. Infantis seklinde oldugunun belirlenmesi;
genis spektrumlu bir antimikrobiyel etkisinin olmadigin1i ve bu nedenle etki
kapasitesinin degisik bakteri tiirleri tiizerinde farklilik gosterecegi goriisiinii

destekleyen bir durumdur.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez caligma verileri degerlendirildiginde ortaya cikan O6nemli sonuglar

sunlardir;

1.

Endiistryel bitkilerin kullanilmayan kisimlarinin Salmonella tiirleri {izerinde
antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu,

Kullanilan bitki tiirlerinin ekstraksiyon metoduna gore etkiniligin degistigi,
En yiiksek antimikrobiyel etkinligin etanol ekstraksiyonunda saptandigt,

Ayni tiirlerin icinde serovarlar arasinda ekstrakt etkinliginin degiskenlik

gosterdigi sonucuna varilmistir.

Yukaridaki sonuglara iliskin oneriler asagida 6zetlenmistir;

1.

Endiistriyel ~ bitkilerinin ~ kullanilmayan  kisimlarmin  antimikrobiyel
etkinliginin gézardi edilmemelidir.

Bitkilerin antibakteriyel ajan olarak kullanilmasi amaciyla ekstrakt
olusturulmasinda ideal yontemlerin belirlenmesi gereklidir.

Bitkisel ekstraktlarn dogal bir koruyucu olabilecegi ve sentetik

antimikrobiyel maddelere alternatif olabilecegi diistiniilmiistiir.
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OZET

Endiistriyel Bitkilerin Salmonella serotipleri Uzerindeki Antimikrobiyel Etkileri

Bu c¢alismanin amaci, endiistriyel bitkilerin kullanilmayan boéliimlerinden (yaprak,
sap ve puskiil) farklt yontemler kullanilarak ekstrakte edilen bitkisel komponentlerin
ilkemizde sik goriilen ve en az 5 antibiyotige direngli olan S. Infantis, S. Enteritidis
ve S. Typhimurium {izerine olan antimikrobiyel etkileri arastirilmasidir.

Bu amagla yesil ¢ay sap1, misir piiskiilii, zeytin yapraginin metanol, etanol, su
ve sivi azot ekstraksiyonlar1 yapilarak S. Infantis, S. Enteriditis ve S. Typhimurium
tizerindeki etkileri ayr1 ayr1 arastirildi.

Sonug¢ olarak endiistriyel bitkilerin kullanilmayan boéliimlerinden uygun
yontemle elde edilen ekstraktlarinin Salmonella serovarlari {izerinde antibakteriyel
etkisi oldugu saptandi.

Anahtar Sozciikler: antibakteriyal etki, ekstraksiyon, misir, Salmonella, yesil ¢ay,
zeytin
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SUMMARY

Antimicrobial Effects of Industrial Plants on Salmonella Serovars

The aim of this study was to investigate the antimicrobial effects of the herbal
components extracted by using different methods of the unused portion of the
industrial plants on S. Infantis, S. Enteritidis and S. Typhimurium, commonly seen in
our country, having resistance of at least 5 antibiotics.

For this purpose, extractions of green tea, corn and olive leaf were performed
with using methanol, ethanol, water and liquid nitrogen extractions and it was
investigate that effects of these extract on S. Infantis, S. enteritidis and S.
typhimurium, separately.

In conclusion, it was determined that the extracts obtained by the suitable

process from unused parts of industrial plants have antibacterial effect on Salmonella
serovars.

Key words: Antibacterial effect, corn, extraction, green tea, olive leaf, Salmonella
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