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Bitki Ekstratlariin Ciiriik Etkeni Bakteriler Uzerindeki Antibakteriyal Etkinligi,
Sitotoksite ve Apopitoz-Nekroz indekslemesinin In Vitro Olarak incelenmesi

Dis ¢iirtigli, tiim diinyada en sik goriilen enfeksiyoz bir agiz hastaligidir.
Antimikrobiyal kullanim1 da ¢iiriikk olusumunu 6nlemede etkili yontemlerin basinda
gelmektedir. Calismamizda farkli bitki ekstraktlarinin, Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidofilus ve Actinobacillus Actinomycemcomitans bakterileri
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin disk difiizyon yontemi ile incelenmesi,ayni
zamanda farkli konsantrasyonlarda uygulanacak bitki ekstraklarinin fare fibroblasti

hiicrelerinde olas1 apopitotik ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmuistir.

Misvak, zeytin yapragi, zerdecal, damar otu, kirk kilit otu bitkilerinden
Soxhlet ekstraksiyonu yontemi ile ekstraktlar elde edildi. Antimikrobiyal etkinlik
disk diflizyon ve agar diliisyon yontemi ile belirlendi. Sitotoksite i¢in, 96 kuyucuklu
plakaya her bir kuyucukta 5x10% hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicre canlili
MTT yontemi (3,4,5-dimetiltiazol-2,5 bifenil tetrazolium bromid) ile saptandi.

Absorban degeri, bir mikroplate okuyucu ile spektofotometre yardimai ile dlgiildii

S.mutans’da, zeytin yapragi grubundaki zon c¢aplar diger gruplara gore
anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). A.Actinomycemcomitans’da misvak
grubundaki zon ¢aplar1 diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edildi (p<0.05). Zeytin yapragi grubundaki canlilik oraninin, diger gruplara goére

anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii.

Calismamiz sonucunda zeytin yapragi (Olea Europaea) ekstraktinin S.
mutans’da ve misvak (Salvodora persica) ekstraktinin A.Actinomycemcomitans’da
en etkili antimikrobiyal ajan oldugu in vitro olarak tespit edilmis olup bu tiir
bitkilerden kaynakli yeni antimikrobiyal ajanlarin olusum siirecinin baglatilabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dis ciirigii, bitki ekstraktlari, damar otu, zeytin

yapragi, zerdegal, kirkkilit otu, misvak



The Antibacterial Effect of Different Herbal Extracts on Caries- Causing
Bacteria and Examination of Cytotoxicity and Apoptosis Necrosis Indexing in

vitro

Dental caries is the most common oral infectious disease in the world. The aim
of this in vitro study is to evaluate the antimicrobial activity of different herbal
extracts on Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinobacillus
Actinomycemcomitans by using the disc diffusion method. At the same time, , plant
extract treated L929 mouse fibroblast cells at various dose were investigated for
cycotoxic activation.

From Salvadora Persica, Olea Europea, Curcuma Longa, Plantago
Lanceolata, Equistum Arvense,extract was obtained by using Soxhlet extraction
method. Antimicrobial activities were investigated by disc diffusion and micro
dilution techniques. For determining the cytotoxic activity, cells were seeded on 96-
well plates and cell viability was determined by MTT assay (3,4,5-dimethylthiazol-2,5
biphenyl tetrazolium bromide). The absorbance was monitored using a spectrophotometer
with a microplate reader.

The zone diameters in olea europea group is significantly higher than other
groups on S.mutans (p<0.05). The zone diameters in Salvadora Persica group is
significantly higher than other groups on A.Actinomycemcomitans (p<0.05). survival
rate of the olive leaf group was found to be significantly higher than the other groups
(p<0.05).

In our study, the extract of Olea europaea and Salvadora persica were
identified as the most effective antimicrobial in order of on S.mutans and A.
Actinomycemcomitans. The formation process of this type of antimicrobial agents

from new plant is expected.

Key words: dental caries, herbal extracts, olea europea, plantago lanceolata,

curcuma longa and equistum arvense, salvadora persica



1 GIRIS

1.1 Dis Ciiriigii ve Etyolojisi

Dis ciiriigii bilinen en yaygin enfeksiyon hastaliklarindan biridir ve
cocukluk ¢agindan itibaren bireyleri tiim yas gruplarinda etkiler (Dye ve ark. 2012).
Dis ciiriigii; biyolojik, genetik, sosyoekonomik, kiiltiirel ve ¢evresel konular1 igeren
¢cok faktorli; karbonhidratla tetiklenen ve dis ¢lirigiine neden olan
mikroorganizmalarin asit iiretimi nedeniyle dis sert dokularindan mineral kaybiyla
karakterize, davranisla degistirilebilen bir enfeksiyon hastaligidir (Bader ve ark.
2004).

Biyofilm igerisindeki basta S. mutans olmak iizere degisik bakteriler,
sekerleri organik asitlere metabolize etmekte ve bu asitler disin kristal yapisinin
¢oziinmesine dolayisiyla c¢iiriik baslangicina sebebiyet vermektedir (Paes Leme ve
ark. 2006). Mine ya da dentin dokusundan kalsiyum fosfat kaybi ile gerceklesen
slirece demineralizasyon, demineralizasyona ugramis bolgelerdeki mineral kaybinin
tekrar yerine konulmasma ise remineralizasyon denir (Featherstone 1990).
Demineralizasyon siireci durdurulmaz ya da remineralizasyon lehine ¢evrilmezse
cliriik olusmaya baslar. Ciiriigiin ilerlemesinin durdurulmasi i¢in bakteri kokenli asit
atagmin engellenmesi ve demineralizasyonun engellenmesi ~ remineralizasyonun
tesvik edilmesi birbiri ile onemli Slgiide iliskilidir (Featherstone 1999). Patolojik
faktorler (bakteri ve karbonhidrat) ve protektif faktorler (tiikiiriik, kalsiyum fosfat,

florid) arasinda bir denge bulunmaktadir.

Protektif Faktorler: Tiikiriik, dislerin ¢liriikten korunmasindaki en temel
faktordiir ve kalsiyum, fosfat, antibakteriyal komponentler, proteinler gibi dogal
koruyucu birgok bilesene sahiptir (Lamkin ve Oppenheim 1993). Tikiiriigiin
bilesenleri bakteri metabolizmas1 sonucu olusan asitleri nétralize eder, pH’yi
yiikseltir, yapisindaki kalsiyum ve fosfatin dise difiizyonunu artirir (LeGeros 1990).
Disaridan aliman antibakteriyal ajanlar (klorheksidin vb.), flor, diyetle alinan
koruyucu maddeler bu dengenin saglanmasindaki Kkoruyucu faktorlerdendir
(Featherstone 1996).



Patolojik Faktorler:

Tiikiirtik akisinin azalmasi, mutans streptokok ve

laktobasil varlig1, karbonhidratin sik tiikketimi patolojik faktorlerdir .

Koruyucu Faktorler

Tiikriik akist ve icerigi
Antibakterial ajanlar

Flor, kalsiyum ve fosfat miktari

Diyetle alinan koruyucu besinler

Patolojik Faktorler
Tiikiiriik akisinin azalmasi

Mutans streptokok ve
laktobasil varligi

Fazla karbonhidrat tiiketimi

\ 4

4

Ciiriik yok

Ciiriik

Sekil 1.1 Ciiriik dengesi (sematik), Featherstone 1996

Karbonhidratlar 6zellikle de siikroz agizdaki bakteriler tarafindan fermente

edilir. Bu bakteriler fermantasyona bagli olarak ekstraseliiler ve intraseliiler

polisakkarit iiretirler (Bowen 2002). Ekstraseliiler polisakkaritler bakterinin dis

yiizeyine yapigsmasini kolaylastirir ve biyofilmin yapisal biitiinliigiine katkida

bulunur (Zhao ve ark. 2014). Ayni zamanda biyofilmin porozitesini artirir, bu da

sekerin biyofilmin en derin noktalara kadar ulagsmasini saglar (Hassan ve ark. 2015).

1.1.1 Bireysel Faktorler

Dise Ait Faktorler

Ciiriik olusumunda bircok faktoriin etkili oldugu bilinmekle birlikte disin

yapist ve mineralizasyon Ozellikleri 6nemli rol oynamaktadir (Holbrook ve ark.

1993). Dislerin bozulmus anatomik ve morfolojik yapilari, ¢caprasikliklar, az1 dislerin

ara yiizeyleri, derin pit ve fissiir yapilar1 plak retansiyonuna neden olmakta ve ¢iirtik

gelisiminde dnemli rol oynamaktadir (Brambilla ve ark. 2000).



Diglerin  ilk  siirdiikleri donemde mineralizasyonlart tam  olarak
tamamlanmadig1 igin gegirgenlikleri ¢ok fazladir ve ¢iirlige daha yatkindirlar. Disin
siirmesinden sonraki bir-iki yil i¢erisinde minenin pordzitesi ve gecirgenligi azalir.
Hidroksiapatitin yapisindaki sodyum ve magnezyum azalarak, kalsiyum ve fosfat (P)
iyonlart artar. Siirme sonrasi olgunlasma ile apatit yapisinin ¢oziiniirliigi azalarak

ciirlige kars1 direng artar (McDonald ve ark. 2000).

Tiikiiriik ile Tlgili Faktorler
Tiikiiriik; biiyiik tiikiiriik bezleri olan parotis, submandibular ve sublingual
tilkiirik bezleri ile agiz mukozasi igerisine dagilmis ¢ok sayidaki kiiciik tiikiiriik

bezlerinin sekresyonlari ve diseti olugu sivisindan meydana gelen kompleks bir

sekresyondur (Hicks ve ark. 2003).

Tiikiirtik dort sekilde ciiriik 6nleyici etki gosterir.

1. Mekanik olarak temizleyerek plak akiimiilasyonunu azaltir.

2. Icerdigi kalsiyum, fosfat ve flor iyonu ile minenin ¢dziiniirliigiinii azaltir.

3. Beslenme ve karyojenik mikroorganizmalar tarafindan olusan asiti notralize
eder ve tamponlar.

4. Antibakteriyel 6zellige sahiptir. (Dodds ve ark. 2005)

1.1.1.3 Bakteri plag

Dis tizerinde biriken bakteri ve tiriinlerinden olusan yumusak, yar1 saydam,
yapiskan materyale plak denir. Plagin dis tizerinde birikimi organize ve diizenli bir
sekildedir. Tikiriagin secici ¢okelmesiyle pelikil olusmaktadir. Bu pelikila 6nciil
bakteriler tutunmaktadir. Taze plak aerobik topluluklar icerir ve yeterli oranda zararl
metabolit bulundurmamaktadir. Plak olgunlastik¢a enerji kullanimi sonucu olarak
asit miktar1 artmaktadir. pH disiislerine bagl olarak diste demineralizasyon siireci
hizlanmaktadir (Marsh 1994).

Karyojenik Mikroorganizmalar

Bakteriler ¢iiriik lezyonunun olusmasi ve ilerlemesinde temel elemanlardir.
Bu bakteriler izole edilebilir ve tanimlanabilir (Littman 1993). Agiz mikroflorasinda

cliriikle ilgili baslica bakteri agiz igerisinde bulunan mikroorganizmalarin ¢iiriik



olusturabilmesi i¢in; dis yiizeyine yapisabilme, farkli pH’larda iireyebilme, diigiik
pH’li ortamlarda canli kalabilme, laktik asit iiretebilme, yiiksek oranda sakkaroz
kullanabilme, ckstraseliiler ve intraseliiler polisakkarit yapabilme gibi 6zelliklere

sahip olmalar1 gerekmektedir (Bowen 2002).

Ciurigin baslamasinda bakterilerin rolii olduk¢a biiyiiktiir. Bakteri
enfeksiyonu olmayan mikropsuz hayvanlarda veya siirmemis insan dislerinde c¢iiriik

gelisemez. Bu baglamda yapilan kapsamli ¢caligmalardan su sonuglar elde edilmistir:

1. Insan ve hayvanlarda ¢iiriigiin azalmasinda antibiyotikler etkilidir.

2. Agiz bakterileri in vitro olarak mineyi demineralize edebilir ve dogal ¢iiriige
benzer lezyon olusturur.

3. Ciiriik lezyonlarmin istiindeki plaktaki spesifik gruplarin oral streptokoklar
laktobasiller ve aktinomicesler oldugu cesitli arastiricilar tarafindan saptanmistir

(Mattos-Graner ve ark. 2000).
A. Streptokokus Mutans

Gram pozitif, kiiresel veya oval sekilli, 0. 5-2um c¢apinda, giftler veya
zincirler halindedir. Gaz iiretimleri yoktur. Metabolizmalari fermantatiftir. Katalaz
icermemektedir. A veya B-hemolotiktir. Cogalmalart i¢in ideal sicaklik 37°C’dir.
Mutans streptokoklar geng plakta toplam koloni olusturan birimlerin % 50’sini
olusturmaktadir (Marsh ve Bradshaw 1995). Bu bakteriler yiiksek 1sida (45°C)
tiremektedir, fakat % 6.5 NaCl varliginda iireyememektedir. 10°C’de, pH:9.6
buyyonda, % 0.1 metilen mavili siitte, % 40 safrali agarda tiremezler. Amonyak

olusturmaz ve jelatini eritmemektedir (Saymer 2008).

Dis ciiriiklerinin patogenezi ve etiyolojisi dig yiizeyinde kolonize olan
S.mutans ile iliskilidir (Beighton 2005). Bu bakterinin, glukozil transferazi
kullanarak siikrozdan ekstraseliiler glukan sentezleme yetenegi en 6nemli viriilans
faktortdiir (Yamashita ve ark. 1993). Epidemiyolojik ¢alismalara gore ¢ocuklarda ve
genglerde mine ¢iiriigliniin, yashlarda kok ciiriigiinin ve bebeklerde biberon
clirigliniin etyolojisinde birincil patojendir (Marsh ve Bradshaw 1995). Glukozil

transferazi salgilayan S.mutans dis yiizeyi iizerindeki pelikila ve diger



mikroorganizmalara sikica yapismaktadir. Yiizeyde oldukca aktiftir (Vacca-Smith ve
Bowen 1998).

Dis yiizeyindeki biyofilm siklikla karbonhidrata maruz kalirsa S.mutans
polisakkarit sentezlemeye ve sekerleri organik asitlere doniistiirmeye devam
etmektedir. Yiiksek miktardaki polisakkarit biyofilmin stabilitesini ve yapisal
biitiinliiginii  artirir, antimikrobiyallerin  zararli etkilerinden ve diger ¢evresel

saldirilardan bakterileri korumaktadir (Paes Leme ve ark. 2006).

Mutansin ekstra ve intraseliiler polisakkaritleri kullanabilme yetenegi
fazladan ekolojik yarar saglar, ayni zamanda da asit tretim ve asidifikasyon
miktarin1 artirmaktadir. Asidik ortamin devamliligi, asit toleranslt bir floranin
secimine neden olmaktadir (Marquis ve ark. 2003). Diisiik plak pH’st mine
dokusunda demineralizasyonla sonuglanmaktadir, bu sekilde dis ¢iiriigii siireci
baslamaktadir. Ekstraseliiler polisakkaritler ve asidifikasyon, ciiriife neden olan
plagin baslamasinda ve devam etmesinde kritik rol oynamaktadir (Marsh 2003).
Kemoterapdtik miidahaleler igin ekstraseliiler polisakkarit ve asidifikasyon birincil

hedeftir (Koo ve ark. 2002).

B. Laktobasiller

Laktobasiller gram pozitif, hareketsiz, kapsiilsiiz ve sporsuzdur. Asit
fermentasyonu yapmaktadir. Mikroskobisinde kalin ¢omak seklinde gériinmektedir.
En iyi pH=6’da iirermektedir. Optimal iireme 1sis1 36°C’dir, ancak 5-53°C’ler
arasinda da cogalabilir. CO, ve Tween80 iiremeyi artirmaktadir. Laktobasillerin
metabolik son turlnleri homofermentatif olanlarda laktik asit, heterofermentatif
olanlarda ise laktik asit, asetik asit ve etil alkoldir. Hem tredikleri ortamda asit
olustururlar (asidiirik) hem de asit ortamda daha kolay ve bol iirerler (asidofilik).

Siikrozdan dekstran sentezlerler, bu da bakterinin adezyonunu saglamaktadir.

Laktobasiller dil, yanak gibi fizyolojik olarak temizlenebilen yerlere degil
daha korunakli olan arayiiz ve fissiirlere yerlesmektedir (Chow 2000). Laktobasiller
en sik agiz ortamina ag¢ik dentin ¢iiriiginde gézlenmektedir (Munson ve ark. 2004).

Agiz ortamina agik, derin ¢iiriik lezyonlu dislerin restorasyonundan sonra, tiikiiriik



Laktobasil sayisinda azalma tespit edilmistir (Van Houte 1994). Tiiketilen
karbonhidrat miktar1 ve agizda kalma siiresi ile laktobasil sayis1 arasinda dogru oranti

mevcuttur (Marsh ve Bradshaw 1995).

C. Aktinomigcesler

Aktinomigesler anaerob, gram pozitif, filamanli ya da hifli, sporsuz,
hareketsiz bakterilerdir. 37°C’de ve %5-10 CO>’li ortamda iyi tiremektedir. A.israeli,
A.bovis, A.meyeri anaerob, digerleri ise fakiiltatif anaerobtur. Glikozu fermente
etmektedir (Murray ve ark. 1994). Kok yiizeyi ¢iriigii ve gingivitis ile iligkili
olduklar1 belirtilmistir. ~ Koronal ¢iiriiklerin olusumunda da rol oynadiklari
distintilmektedir. Ciiriik olusumunda etkili oldugu bilinen tiirleri, A. viscosus ve A.
naeslundii’ dir (Ma ve ark. 2011).

1.1.2 Cevresel Faktorler

Beslenme ile alinan siikroz, hem mutans’in kolonizasyonunu kolaylastirir
hem de organik asitlere metabolize edilmesine olanak tanir. Bu da plak pH’sinin
uzun siire diisiik kalmasina neden olur. Ciiriik aktivitesi degerlendirilirken siikrozun
tilketilen miktarindan ziyade tiiketim sikligi daha ¢ok onem arz etmektedir. Ciiriigii
azaltmak amaciyla diyet modifikasyonlari denenmis olsa da istenilen diizeyde

basariya ulagilamamistir (Doichinova ve ark. 2015).

Cirtik olusumu igin gerekli olan dis, karbonhidrat ve mikroorganizmanin

belirli bir siire bir arada bulunmasi gerekmektedir (Moynihan ve Kelly 2014).



1.2 Dis Ciiriigiinii Onlemeye Yonelik Uygulamalar
Dig cliriigiinii 6nlemeye yonelik koruyucu uygulamalar; dis dokusunun
kuvvetlendirilmesi, diyetin modifiye edilmesi, plagin uzaklastirilmas1 ve

antibakteriyal ajanlarin kullanimi olarak temelde tige ayrilmaktadir.

1.2.1 Dis Dokusunun Giiclendirilmesi
Flor degisik formlarda dis dokusunu gii¢lendirerek dis ¢iiriigiinii engellemek

amactyla kullanilmaktadir.

Florlu Dis Macunlar

Dis macununun kullanilan miktarindan ziyade igerisindeki flor miktar
cliriik engellemede daha onemlidir. 1000 ppm flor iceren macunlarin etkisi bir¢ok
calisma ile gosterilmistir. 5000 ppm flor iceren macunlar ise demineralizasyonu daha

cok azaltir ve remineralizasyonu hizlandirmaktadir (Oliveira ve ark. 2013).

Sistemik Flor Kullanimi
Sularin florlanmasi, tuzun florlanmasi, siitiin florlanmasi, flor tabletleri

sistemik flor uygulamalarini olusturan uygulamalardir (Peckham ve Awofeso 2014).

Profosyonel Flor Uygulamalan

Flor jeli, 5000-12300 ppm flor ihtiva eder, yilda iki kere dis hekimi
tarafindan uygulanmasi 6nerilir (Ogard ve ark. 1994). Flor vernigi, 22600 ppm flor
igerir, lic yada alt1 ayda bir dis hekimi tarafindan uygulanmasi Onerilir. Yapilan
bircok calismada flor verniginin dis c¢liriigi olusmunun %38 oraninda azalttig

bulunmustur (Helfenstein ve Steiner 1994).

1.2.2 Diyetin Modifiye Edilmesi

Ksilitol, bes karbonlu bir seker alkoliidiir. S.mutans ve S.sobrinus tarafindan
fermente edilemez. In vivo ya da in vitro ortamlarda pH’y1 diisiirmez (Duane 2015).
Dental plaktaki siikroz ve glikoz varligr ile olusan asit {iretimi iizerinde inhibitor
etkisi vardir. Asit olusumunu engelleyici etkisinin yanisira, S.mutans populasyonunu

azaltabilme yetenegine sahiptir (Riley ve ark. 2015).



Siitiin yapisindaki kalsiyum fosfat ve kazein, siite non-karyojenik 6zellik
kazandirir. Inek siitii tiiketiminin ¢iiriik {izerinde pozitif yada nétral bir etkiye sahip
oldugu calismalarda goriilmiistiir (Marshall ve ark. 2003). Siit proteini kazein
fosfopeptitle (CPP) amorf kalsiyum fosfatin (ACP) nano kompleksi, dentin ve
minenin remineralizasyonu i¢in kullanilmaktadir (Twetman ve ark. 2004). CPP-ACP

kompleksinin jel, krema ve sakiz igerisine konulmus formlar1 bulunmaktadir.

Probiyotikler; besinler aracilifiyla viicuda alinip, insan sagligi iizerinde
yararli etki gosteren bakteri kiiltlirleri veya mikro organizmalardir (Gorbach 2002).
Probiyotikler c¢esitli gastrointestinal sistem hastaliklardan korunmak ve tedavi etmek
amactyla kullanilmaktadir. Ciirtik profilaksisi amaciyla dis hekimliginde

kullanilmistir (Meurman 2005).

1.2.3 Plagin Uzaklastirilmasi ve Antibakteriyel Ajanlarin Kullanimi

Plagin Uzaklastirllmasi; Dental plagin dis firgalama ve diger destekleyici
yontemler ile mekanik olarak uzaklastirilmasi plak kontroliinde en yaygin olarak
tavsiye edilen yontemdir (Arora ve ark. 2014). Dis ipi, dislerin birbiri ile temasta
olan yiizeylerindeki plak kontrolu i¢in kullanilmaktadir. Uygun bir sekilde kullanilan
dis 1pi arayiizlerdeki bakteri plagmin etkili bir sekilde azaltilmasina yardimei

olmaktadir (Salas ve ark. 2012).

Klorheksidin; Klorheksidin, hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zelligi
olan bir bisguaniddir. Pozitif yiiklii molekiil; agiz mukozasi, mikroorganizma ve
pelikil iizerindeki fosfat, karboksil ve stilfat gibi negatif yilkli gruplara
baglanmaktadir. Hidrofobik kisim, bakterinin membran gecirgenligini etkileyerek
membran fonksiyonunu bozmaktadir. Klorheksidin yiiksek konsantrasyonda
bakterisid, daha diisiik konsantrasyonlarda bakteriyostatik etki gostermektedir
(Tomasin ve ark. 2015).

Genis bir spektruma sahip olan klorheksidine gram pozitif bakteriler, gram
negatif bakterilerden daha duyarlidir. Klorheksidinin antikaryojenik etkisi, florla

birlikte kullanildigindaki antikaryojenik etkisine gore oldukca digiiktiir. Yiiksek
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cliriik aktivitesi olan bireylerde ve tiikiiriik akisinin azaldig1 radyasyon terapisi alan
hastalarda bu kombinasyon kullanilmaktadir (Autio-Gold 2008).

Dislerde & restorasyonlarda & protezlerde renklenme, agiz mukozasinda
agr1 ve dokiintii, tad algilamada bozulma, aci1 tad klorheksidin kullanimi sonrasi

oldukga sik olarak goriilen lokal yan etkilerdir (Luoma 1992).

NH NH NH NH

S l I Il I S
ci= (")) ~NH=-C~NH—C—NH—(CHy)y~NH-C—NH-C~HN- (:’r Y -c
N -y

Sekil 1.2 Klorheksidin’in kimyasal formiilii

Triklosan; Triklosan; hidrofilik ve hidrofobik komponentleri olan non
iyonik bir antibakteriyal ajandir. Gram pozitif bakterilere, gram negatif bakterilere ve
mantarlara etki etmektedir. S.mutans, S.sanguinis ve S.salivarius diisiik
konsantrasyonlarda bile triklosana duyarlidir. Lipit sentezini inhibe ederek defektif
hiicre membran1 sentezine yol ag¢maktadir (Subramaniam ve Nandan 2011).
Triklosan igeren {iriinlerin yaygin olarak kullaniminin  antimikrobiyal direng
gelisimine neden olacagi diisiiniilmektedir. Bu durum triklosan kullanmini bir

miktarda olsa sinirlamaktadir (Yazdankhah ve ark. 2006).

Enzimler;  Tukurik, hidrojen peroksit varliginda tiyosiyonati
hipotiyosiyonata c¢eviren peroksidaz enzimleri icermektedir. Hipotiyosiyonat’in bazi
streptokok ve laktobasil tiirleri iizerinde in vitro c¢alismalarda inhibisyon ozelligi
bulunmustur (Lumikari ve ark. 1991). Hidrojen peroksit bazi bakterilerin son
tirtinlerindendir ve tiikiiriik peroksidaz sisteminin ¢alismasi i¢in gerekli bir maddedir.
Enzim igeren gargaralarin biyofilmi, dis ¢liriiglinii ve gingivitisi azalttig1 ancak bu

etkinin oldukga diisiik oldugu gosterilmistir (Morou-Bermudez ve ark. 2015).
Sanguinaria Ekstrakti; Sanguinaria ekstrakti, kan otundan elde

edilmektedir. Ayn1 zamanda topikal enfeksiyonlarin tedavisinde ve balgam soktiiriicii

olarak kullanilmaktadir. Agiz florasindaki mikroorganizmalar da dahil olmak iizere
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gram pozitif ve negatif mikroorganizmalara antimikrobiyal etki gosterir. Etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmese de, bakteri hiicre duvart sentezini lipofilik
Ozelliginin de katkis1 ile inhibe etmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yiiksek
miktarda ¢inko igermesi de antibakteriyel etkinligine katki sagladig

distintilmektedir.(Walker ve ark. 1994)

Baz1 caligmalarda antigingivitis ve antibiyofilm etkisi bulunmusken, bazi
caligmalarda da higbir etki gozlenmemistir. Baz1 ¢calismalarda tiikriik akisini artirdig
bu sayede de antikaryojenik etki gosterebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu durum in vivo

olarak biyofilm formasyonunu engellemesine katki sagladigi diisiiniilse de ¢iiriik

tizerindeki etkisi kanitlanamamistir (Vlachojannis ve ark. 2012b).
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Sekil 1.3 Sanguinaria Bitkisi

Tez ¢alismamizda kullanilacak olan Salvadora Persica, Curcuma Longa,

Equistum Arvense, Olea Europaea, Plantago Lanceolata bitkilerini inceliyecegiz.
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Kullanilan Bitkiler ve Ozellikleri
1.2.4 Salvadora Persika (Misvak)

Salvadoraceae ailesinin bir iiyesi olan Salvadora Persika, siirekli yesil kalan
bodur bir agactir. Kisa bir govdeye, bu gévdeyi saran bir beyaz kabuga ve piiriizsiiz
yesil yapraklara sahip bir bitkidir. Bu bitkinin ortalama émrii 25 yildir ve genis bir
cografyada kullanilmaktadir. Misvak Arapga’da dis temizleyici ¢ubuk anlamina
gelmektedir (Hattab 1997). Islam kiiltiiriinde yaygin bir kullanima sahip olan bu bitki
Islam o6ncesi de diinyanin farkli yerlerinde de kullanilmistir (Bos 1993).
S.persica’nin kimyasal analizinde B-sitosterol, m-anisik asit, kloridler, pirolidin,
pirol, piperidin ¢esitleri, kamferol, kuersetin ve kuersetin glukozid tespit edilmistir.
(Ezmirly ve ark. 1979)

Misvagin antibakteriyal ve temizleyici etkisinin yiiksek miktarda sodyum ve
potasyum klorid; orta derecede silika, stilfiir, ¢ vitamini, florid; az miktarda da tannin
ve saponin’den kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Misvakta yaklasik olarak 1.0 ul/ug
flor bulunur, suya da 6nemli miktarda kalsiyum ve fosfor salinimi yapar (Gazi ve
ark. 1987). S.persica’dan izole edilen benzil- izo- tiyosiyonat (BITC), bitkideki
glukozinolatin enzimatik hidrolizisi ile olusan bir son lriindiir. Misvaga ciiriikk
olusumunu engelleyici 0zelligi veren molekiiliin BITC oldugu diisiiniilmektedir
(AlDosari ve ark. 1992). 133.3 pg/ml konsantrasyondaki BITC, herpeks simpleks I’e
kars1 virtisidal etkisinin oldugu bulunmustur (Al-Bagieh 1992).

Ayrica BITC, genis spektrumlu bakterisidal etki gostermekle birlikte,
S.Mutans’in biiylimesini ve asit iiretimini engelledigi belirtilmistir (Al-Baojeh ve
Weinberg 1988). S.persica’nin % 4.73’li bakterisidal etkiye sahip olan siilfiirden
olusmaktadir ve bu oldukea yiiksek bir orandir (Galletti ve ark. 1993). Icerigindeki C
vitamininin doku iyilesmesine ve onarimina yardimci oldugu bulunmustur (Almas
1993). Bir abraziv gibi davranan ve misvakin iginde bulunan silika, dis yiizeyindeki
lekelerin giderilmesinde yardimer olmaktadir (Ababneh 1995). Kanamay1 durdurucu
etkisi olan tannin gingivitisi klinik olarak azaltmaya yardimci olur, ayni zamanda
glukozil transferazin faliyetini durdurur bu sayede plak ve gingivitis azalmaktadir.
Misvakta var olan bir alkoloid olan salvadorin bakterisidal etki gosterir ve dis etini
uyarmaktadir (Almas 1993).
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S.persica’daki esansiyel yaglardan dolayr meydana gelen aci tad tiikiiriik
akigint uyarmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki klorid ise dis tasi olusumunu
engellemektedir (Akhtar ve Ajmal 1981). Tikiiriikteki kalsiyum yogunlugunun
artmast minenin remineralizasyonunu artirmaktadir (Gazi ve ark. 1992).
Flavanoidlerin  antinflamatuar, antioksidan, antialerjik, antitrombotik ve
antikarsinojenik etkileri mevcuttur. Flavanoidler, biinyesinde bulunan hidrojen
iyonlarini vererek serbest radikallerin etkisini kolaylikla nétralize etmektedir (Sala ve
ark. 2003). Luteolin, kuersetin, apigenin (Sher ve ark. 2010) ve p-kumarik, ferulik,
sinapik asit, sinnamik asit (AbdELRahman ve ark. 2003) misvakta bulunan

flavonoidlerdir. Bu bilesenler oldukga yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir.

Salvadora persica’nin  kokleri diisiik de olsa antiinflamatuar etkiye sahiptir
(Ezmirly ve ark. 1979). Yapraklar oksiiriik, astim, skorbit ve romatizma benzeri
semptomlarin tedavisinde kullanilmistir (Farooqi ve Srivastava 1968). insanoglu
misvagl, burun problemlerini, hemoroiti, uyuzu, l6kodermay1 gonoryayi, ¢ibani,
bagirsak kurdunu tedavi etmede, ziihrevi hastaliklarda, plazma kolestrol seviyesini
diistirmede, mide igeriginin yeniden temin etmede kullanilmistir (Alali ve ark. 2005).
Misvak ekstrakti siilfiir igerir ve bu madde hipoglisemik etki gostermektedir
(Kupiecki ve ark. 1974). Travato ve ark., S.persica koklerini kaynatarak elde ettikleri
stv1 (dekoksiyon) ile deney farelerini tedavi ettiklerinde viicut agirligindaki azalma
ile paralel olarak oral glukoz toleransinda ve plazma immiinoreaktif insiilin (IRI)’de

artig gozlemlemistir (Trovato ve ark. 1998).

Yine aynm c¢alismada, glikoz yiiklenmesini takiben glikozdan yararlanimin
artmasi bu bitki dekoksiyonunun hipoglisemik etkiye sahip oldugunu isaret etmekte
olup, glikoz alinimini veya insiilin salintmini artirarak periferdeki glukoz kullanimin
kolaylastirdigr belirtilmistir. Antidiyabetik, antioksidan ve antihiperlipidemik
etkisinin igerigindeki [-sitosterol’e bagli olarak gozlenmekte oldugu hatta bu
molekiiliin pankreasta bulunan f§ hiicrelerinin rejenerasyonuna katkida bulundugu
yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Trovato ve ark. 1998). Almas ve ark,
klorheksidin glukonat ve misvak ekstraktinin insan disindeki saglikli dentin

dokusunda ayni etkiyi gosterdigini tespit etmistir (Almas 2002). Baska bir calismada
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misvak agacinin gdvdesinden dort farkli benzilamid izole edilmistir. Bunlar N*, N* —
bis(fenilmetil) - 2(S) — hidroksi - butandiamide; N-benzil-2-fenilasetamide; N-
benzilbenzamide; benzilire’dir. Salvadora persica icerisindeki temel yaglarin %46’s1
okaliptol (1,8-cineole), %13,4’1 a-karyofellen, %6,3°l B-pinen ve %4,3i 9-epi-(E)-
karyofelen‘den olusmaktadir (Khalil 2006).

Darmani ve ark, disi farelerde yaptiklari bir ¢calismada misvak ekstraktinin
yumurtalik agirhigmin diisiisiine ve uterus agirliginin artisina neden olmasina
ragmen; fertiliteyi etkilemedigini gozlemlemistir. Erkek farelerde testis ve prepiisyal
bezlerin agirliginda 6nemli bir artis, meni kesesi agirliginda ise azalma tespit
etmislerdir. Bu sonucglara goére misvagin kadin & erkek lireme sistemi ve fertilite

tizerinde olumsuz bir etkisinin oldugu sdylenebilir (Darmani ve ark. 2003).

Sanogo ve ark., misvagin etanol ve strese bagli olusan iilsere karsi 6nemli
bir koruyucu etkisine sahip oldugunu tespit etmislerdir. S.persica’y1 suda kaynatarak
olusan siviy1 151k mikroskopu altinda incelemisler, bu siv1 igerisindeki elementlerin
mide mukozasini eski haline getirmeye ¢alismada yararli olabilecegini goérmiislerdir

(Sanogo ve ark. 1999).

Noumi ve ark., S.persica koklerinden elde edilmig 300 mg/ml yogunluktaki
ekstraktin Candida albicans, Candida glabrata, and Candida parapsilosis ‘a
kars1 antifungal etkisini gozlemlerken Candida atlantica, Candida famata,
and Candida maritima’ya karsi etkili olmamistir. Bu antimikotik etkinin misvagin
kok kisminda bulunan klor, trimetilamin, alkaloid resin, and siilfiir igerigine baglh
oldugu diistiniilmektedir (Noumi ve ark. 2010). Bobrek nakli yapilmis hastalarda,
agi1z hijyeni saglamak amaciyla misvagi kullananlarda kullanmayanlara gore mantar

enfeksiyonu agisindan anlamli bir diigiis gozlenmistir (Al-Mohaya ve ark. 2002).

Yine baska bir ¢alismada misvak ekstraktinin Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger ve Candida albicans iizerinde etkili
antimikotik etki gosterdigi tespit edilmistir (Saadabi 2006). Klinik olarak izole
edilen oral kandida tiirleri (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
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krusei, Candida guilliermondii, Candida dubliniensis ve Candida glabrata)
tizerinde agar diflizyon testi ile yapilan bir calismada kati ve toz haline getirilmis bir
misvak kullanilmistir. Kati misvak kullanlan grupta tiim kandida tiirlerinde giiclii
antifungal etki gozlenirken, toz halindeki misvakin kullanildigr grupta higbir
antifungal etki tespit edilememistir. Bu ¢alismanin sonucu depolama ve inkiibasyon

stiresinin yanisira c¢ubuk capmin da inhibitér etki asamasinda etkili oldugu

distintilmustir (Alili ve ark. 2014)

Sekil 1.4 Salvadora Persika( Misvak)
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1.2.5 Olea Europaea (Zeytin Yaprag)

Zeytingiller familyasi, en iyi asya kitasinin iliman ve tropikal bdlgelerinde yetisir.
Zeytin yapragi geleneksel tip alaninda birgok amagla kullanilmistir. Kan sekerini,
kolestrolu ve drik asidi dasirdigii  bilinmektedir. Diyabet, hipertansiyon,
inflamasyon, diyare, iriner ve solunum sistemi hastaliklari, karin ve bagirsak
hastaliklari, astim, hemoroid, romatizma gibi bir¢ok hastalik tedavisinde hala
kullanilmaktadir (Bendini ve ark. 2007). Sekoiridoidler ve iridoidler basta olmak
tizere fenol iceren gruplarin farmakolojik etkinin odak noktasini olusturdugu
diistiniilmektedir. Oleuropein, zeytin yapraginin temel bilesenini olusturmaktadir ve
bu madde ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Ryan ve Robards 1998). Flavonoidler,
flavon glikozidler, flavanonlar, iridoidler, iridan glikozidler, sekoiridoidler,
sekoiridoid glikozidler, triterpenler, biofenoller, benzoik asit tiirevleri, ksilitol,
steroller, izokromanlar izole edilmistir (Obied 2013). Fenolik bilesikler, flavonoidler,
sekoiridoidler ve sekoiridoid glikozidler O. Europaea’nin tiim kisimlarinda

mevcuttur (Jerman ve ark. 2010).

Al-Azzawie ve ark., diyabetli hastalarin tedavisini giiglii bir antioksidan
kullanarak oksidatif stresleri azaltmak suretiyle kan glukoz seviyesini
diistirebileceklerini diisiinerek bir galisma gergeklestirmislerdir. Tavsanlar, alloksan
kullanilarak diyabet hastas1 haline getirilmisler ve oldukga gii¢lii bir antioksidan olan
oleuropein 20mg/Kg oraninda 16 hafta boyunca verilmistir. Calisma sonunda
kontrol grubundaki tavsanlarla deney grubundaki tavsanlarin kan glukoz
seviyelerinin birbirine olduk¢a yakin oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuca gore de
oleuropein’in antihiperglisemik ve antioksidan bir etken madde oldugunu

kanitlamiglardir (Al-Azzawie ve Alhamdani 2006)

Duquesnoy ve ark, O. europaea’daki eritrodiol maddesinin antiproliferatif
ve apopitotik aktivitesi nedeniyle kanseri onledigini tespit etmiglerdir (Duquesnoy ve
ark. 2007). Pereira ve ark, zeytin yaprag igcindeki fenolik bilesiklerin gastrointestinal
ve solunum sistemi enfeksiyonlarmin tedavisinde basarili sonuglar verdigini
gormiiglerdir (Pereira ve ark. 2007). Goglis kanseri tlimoriiniin  gelisiminde,
oleuropein ve hidroksitirozol’un etkisi arastirilmis, ¢alisma sonucuna gore bu iki

maddenin tiimor hacminde ve agirliginda ciddi bir diisiise neden oldugu gézlenmistir
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(Milanizadeh ve ark. 2014). Oleuropein, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumonie, Lactobacillus
plantarum, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas fragi, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus carnosus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus gibi bir¢cok mikroorganizma
tizerinde antibakteriyal etki gostermistir (Furneri ve ark. 2002).

Fenolik bilesiklerin (oleuropein gibi), proteinleri denatiire edip hiicre zar
gecirgenligini olumsuz etkileyerek protein, inorganik fosfat, glutamat veya potasyum
gibi sitoplazma bilesenlerinin disar1 sizmasma neden olarak antimikrobiyal etki
gosterdigi  diistinilmektedir (Sousa ve ark. 2006). Fenolik bilesenlerin
konsantrasyonu mikroorganizmalar tizerindeki etki modelini belirlemektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda ~ enzim  aktivitesi ~ olumsuz  etkilenirken,  yliksek
konsantrasyonlarda ise protein denaturasyonu meydana gelmektedir (Denyer ve
Stewart 1998).

HO

Oleuropein

OH
H

Hydroxytyrosol

Sekil 1.5 Oloropin ve Hidroksitirozol’un kimyasal formiilii

Birinci asama hipertansiyon hastalar1 iizerinde yapilan paralel randomize
klinik bir ¢calismada, zeytin yaprag: ekstrakti ve antihipertansif bir ilag olan Captopril
kiyaslanmistir. Sekiz hafta boyunca deney grubuna giinde iki kere 500 mg zeytin
yapragi ekstrakti, kontrol grubuna ise giinde iki kere 25 mg Captopril verilmistir.
Calismaya katilan tiim hastalarin hem diyastolik hem sistolik tansiyonlarinda diisiis

gbzlenmis, zeytin yapragi ekstrakti ile tedavi edilen gruptan daha iyi sonug alinmistir
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(Susalit ve ark. 2011). 50mg/kg ile 200mg/kg arasinda degisen dozlarda Wistar
farelerine zeytin yapragi ekstrakti verilmis ve doza bagimli analjezik etki
gorilmistiir. 200mg/kg zeytin yapragi ekstrakti intraperitonel olarak uygulandiginda
formalin testine karsi olusan agr1 cevabinda ciddi bir diisiis gézlenmistir (Esmaeili-

Mabhani ve ark. 2010).

Flemming ve arkadaslarimin yaptigt bir ¢alismada, zeytin yapragi
ekstraktinda bulunan maddelerin (apigenin, caffeic acid, luteolin-7-O-f-D-glucoside

ve luteolin) gut hastaligina neden olan ksantoz oksidan enzimi iizerinde inhibitor

etkisinin oldugunu bulmuslardir (Flemmig ve ark. 2011).

1.2.6 Curcuma Longa (Zerdecal)

Zencefil ailesinden olan zerdegal, igerigindeki <’curcumin’’ maddesi ile tim
diinyadaki aragtirmacilarin dikkatini ¢gekmeyi bagarmigtir (Maheshwari ve ark. 2006).
Zerdegal igindeki curcumin orani ve miktari cografya farkliliginin curcuminlerin
hibridizasyonuna etki etmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Anand ve
ark. 2010). Curcuma Longa kdoklerinden elde edilen sivi sinek kovucu olarak uzun
yillardir kullanilmaktadir. Birgok ¢alismada zerdegalin; antibakteriyal, antiviral,
antifungal ve antimalaryal aktivitesi bulunmustur. Bahsedilen bir¢ok antimikrobiyal
etkinin curcumin’e bagli oldugu tespit edilmis ve curcumin’in sentetik tiirevleri
iretilmeye ¢alisilmistir (Anand ve ark. 2007). Curcumin, aloe vera ve kitosan ile
kombine edildiginde pamuk, ylin ve tavsan saci iizerinde mikrobiyal gelisimi
engelledigi goriilmiis, bu baglamda tekstil materyalleri i¢in uygun bir antimikrobiyal

ajan olarak diistiniilmiistiir (Ammayappan ve Moses 2009).

H > I—I
\j/j - 7/ SR
H /"’

OCH, OCH

3

Sekil 1.6 Curcumin’in kimyasal formiilii
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C.longa kokiiniin sulu ekstrakti, 4-16g/L MIC ve 16-32 g/L MBC
degerlerinde S. Epidermis, Staph. Aureus, Klebsiella pneumoniae, E.coli’ye etki
ettigi gosterilmistir (Niamsa ve Sittiwet 2009). Curcumin; ampisillin, oksasillin, and
norfloksasin gibi baz1 antibiyotiklerle kullanildiginda sinerjistik etki gdstermektedir
(Mun ve ark. 2013). Bir bitki bileseni olan curcumin bir¢ok viriise karsi genis
antiviral etki gdstermektedir. Guanin niikleotidlerinin sentezlendigi de nova
dongiisiinde hiz kisitlayici enzim olan inozin monofosfat dehidrogenaz enzimi
(IMPDH) antiviral ve antikanser tedavilerinde hedef noktasidir. Curcumin, IMPDH
enzimi lizerinde antiviral etki gosterir (Dairaku ve ark. 2010).

Viral uzun donem tekrar1 (viral long terminal repeat), HIV-1 viriisiiniin
transkripsiyonunda kritik bir role sahiptir. LTR aktivitesinin inhibe edilmesi antiviral
ilaclarda HIV-1 replikasyonunu engellemesi i¢in muhtemel bir yol oldugu
diisiiniilmistiir. Yapilan ¢alismalarda curcumin’in hiicre canliligina biiyiik bir zarar
vermeden LTR aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir (Li ve ark. 1993).

In vitro bir ¢alismada curcumin, curcumin-galyum, curcumin-bakir olmak
tizere 1i¢ tip curcumin tiirevi kullanilmigtir. LCsp dozlart sirasiyla 33,0 pg/mL, 13,9
ug/mL, 23.1 pg/mL’dir. Bu dozlarda Herpes Simpleks Viriis-1’¢ karsi antiviral etki
tespit edilmistir (Zandi ve ark. 2010).

Zerdecal yiyeceklerde fazlaca kullanilmaktadir. Birgok arastirmaci mantara
bagli bozulmalar1 ve patojen mantarlar1 kontrol altina almak amaciyla zerdecal
kullanmistir. 0.8 ve 1.0g/L konsantrasyonlardaki zerdegal tozunun mantar
kontaminasyonlarina kars1 kaydadeger bir inhibitor aktivite gosterdigi belirtilmistir
(Upendra ve ark. 2011). Taiwan’da oral 16koplakili, serviks, deri ya da mide kanserli
hastalarda yapilan faz 1 klinik, ¢alismasinda 3 ay boyunca 8 g/giin’e kadar curcumin
destegi uygulanmistir. Oral 16koplakili 7 hastadan 2 tanesinde, servikal intraepitelyal
neoplazili 4 hastadan 1 tanesinde, deride pullu karsinomali 6 hastadan 2 tanesinde ve
bagirsak metaplazili 6 hastadan 1 tanesinde alinan biyopsilerde histolojik iyilesmeler
gozlenmistir. Ancak tedavi bitiminde oral l6koplaklt 7 hastadan 1 tanesinde ve
servikal intraepitelyal neoplazili 4 hastadan 1 tanesinde kanser gelismistir. Bu

caligma, agirhikli olarak oral curcumin biyoyararlanimini ve giivenilirligini
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incelemek icin tasarlanmistir ve sonuclar karsilagtirma i¢in bir kontrol grubunun
bulunmamasi nedeniyle siirli diizeyde kalmistir (Sharma ve ark. 2004).

Curcuminin kanserli hiicre kiiltiirlerinde apopitozu farkli mekanizmalarla
indiiklemesi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (Sharma ve ark. 2005). Curcuminin,
timor nekroz faktori alfa (TNF-a), IL-f gibi proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini
azalttigi, ayrica proenflamatuvar mediatorleri ve koruyucu antioksidan genleri
diizenleyen protein 1’1 (AP-1) aktive ettigi ve transkripsiyon faktorii olan niikleer

faktor- KB (NF- KB)’yi inhibe ettigi ¢calismalarla kanitlanmistir (Surh ve ark. 2000).

Insan keratinosit ve fibroblast hiicrelerinde curcuminin hidrojen peroksit
sebebiyle olusan hasar1 onledigi gozlenmistir. Bu etkinin curcumin’in antioksidan
etkisinden oldugu diistiniilmektedir (Phan ve ark. 2001). Anjiyogenez; mevcut
damarlar i¢inde yeni kilcal kanallarin olugmasi ile tanimlanan ve embriyonik gelisim,
yeniden tiretilme, yara iyilesmesi, kemik onarimi gibi ¢esitli fiziksel olaylarda temel
Ooneme sahip olan bir olaydir. Kontrol edilemeyen anjiyogenez ise patalojiktir
(Folkman 1995). Curcumin’in damar endoteli hiicrelerindeki, tikaglarda anjiyogenik
farklilasmay1 inhibe ettigi, endotel hiicre infiltrasyonunu ve damar donisiimiinii
engelleyerek, anti-anjiyogenik aktivite gosterdigi gozlenmistir (Thaloor ve ark.
1998).

1.2.7 Plantago Lanceolata (Damar otu)

Plantago ailesi, 275 tirii ile oldukca ¢ok ¢eside sahiptir. Yapilan
calismalarda Plantago tiirlerinin 6nemli oranda antiviral, antinflamatuar ve
antioksidan etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Beara ve ark. 2012).
P.intermedia ekstrakti’nin Escherichia coli’ye karst inhibitor etkili oldugu (Uzunve
ark. 2004), P. Major’iin bircok viriis, bakteri ve mantar {izerinde etkili oldugu
(Chiang ve ark. 2002), P. Lanceolata’nin igerigindeki yiiksek iridoid glikozid
sebebiyle Spodoptera exigua(bicek) ve Diaporthe adunca(mantar) 'ya karsi direngli

oldugu (Biere ve ark. 2004) yapilan birgok ¢aligmada ortaya konmustur.

Yapilan fitokimyasal ¢alismalarda plantago tiirlerinin (damar otu) oldukga

yiiksek oranda fenolik bilesikler (flavonoid, tannin) igerdigi tespit edilmistir. Yiiksek
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diizeydeki fenolik bilesiklerin yanisira, flavanoidler, sinnamik asit ve glikozidler de
bulunmaktadir. Ozellikle bu fenolik bilesiklerin bakterilerin gelisimini kontrol altina
almada etkin rol oynadigi, oral floranin virulansimi ve gelisimini azaltarak dis
cliriklerinde korunmanin miimkiin olabilecegi distiniilmistir (Smullen ve ark.
2007). Yapilan son ¢alismalarda, plantago’nun sulu/metanollii ekstraktlarinin fenolik
bilesikler ve benzoik asit tiirevlerinden olduk¢a zengin oldugunu gostermistir (Beara

ve ark. 2012).

Avrupa ila¢ Kurumu (EMEA, European Union Agency) damar otu’nun agiz
ve farenksteki irritasyonlar1 azaltmak i¢in lokal tedavide gilivenle kullanilabilecegini
aciklamistir (Ferrazzano ve ark. 2015). P.major, farkli gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarinda 6nemli oranda bozulmaya neden olmaktadir (Ashrafi ve ark. 2010).
Plantago Lanceolata’dan yapilmis bir gargara ile agiz ¢alkalama isleminin ardindan
plasebo grup ile karsilagtirma yapildiginda, S.mutans’da ciddi bir diisiis gézlenirken,
Laktobasil seviyesinde kaydadeger bir diisiis olmadigi belirtilmistir. Buna sebep
olarak ise, S.mutans ile gargaranin daha biiyiik ve diiz bir alanda temas ederken,
Laktobasil ile gargaranin kisitl siire ve ulasilmasi daha zor alanlarda temas etmesi

olabilecegi dusiiniilmustiir (Cildir ve ark. 2009).

Harvey ve ark, yaptiklar1 bir ¢alismada P. Lanceolata’nin ot¢ul boceklere
kars1 kovucu yada toksik etkisini gozlemlemistir. Bu etkinin de igerigindeki iridoid
glikozid, aucubin ve katolpol’den kaynaklandigimi diistinmiislerdir (Harvey ve ark.
2005).

22



Sekil 1.7 Plantago Lanceolata (Damar otu)
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1.2.8 Equistum Arvense (Kirk Kilit otu)

Equistum Arvense oldukga iyi bilinen ve kuzey yarim kiirede oldukg¢a
yaygin bir dagilim gosteren bir bitkidir. Bu bitkinin idrar soktiiriicii, antioxidan
(Trouillas ve ark. 2003), vazodilator (Sakurai ve ark. 2003), antinflamatuar (Do
Monte ve ark. 2004) ve tohumlarin ¢imlenmesini engelleyici etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. At kuyrugu olarak da bilinen bu bitkinin kimyasal igeriginin %10’dan
fazlas1 silisik asit ve potasyum tuzlari gibi inorganik bileisenlerden olusur. Ayrica,
steroller (B-sitosterol, campasterol, isofucosterol), askorbik asit, fenolik asitler
(sinamik asit, kafeik asit, di-E-kafeol-mezo-tartarik asit, 5-O-kafeolsikimik asit),
flavonoidler, sitrilpironlar, alkaloidler (e.g. nikotin, ekusetin, palustrin), flavonoid
glikozitler (kuersetin 3-O-glukozit, apigenin 5-O-glukozit, kamferol 3-O-glikozit),
kalsiyum karbonat, potasyum siilfat, potasyum klorid, manganez klorid, demir,
manganez, kalsiyum fosfat ve nadir bulunan dikarbolik asit(equisetolik asit)
icermektedir (Vlachojannis ve ark. 2012a). Ayrica 1 kg taze equisetum arvense,
yaklagik 200 - 260 mL kadar C vitamini icermektedir.

Equistum Arvense, ¢cogunlukla sulu bolgelerde yetisir ve kanama durdurucu
etkisi vardir. Yapilan calismalarda bu bitkinin sulu ve metanollu ekstraktinin
stiperoksit anyonlarina ve hidroksil radikallerine kars1 yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi, ancak kokiinlin antioksidan etki bakimindan oldukca yetersiz kaldigi

tespit edilmistir (Nagai ve ark. 2005).

Atkuyrugu bitkisi, tibbi amagh bircok alanda kullanilmaktadir. Iceriginde
silika bulunmamasi nedeniyle yara iyilesmesinde, kemik, dis, sa¢ ve tirnak yapisinin
giiclendirilmesinde, gut seviyesinin diisiiriilmesinde, bdbrek tast olusumunu
onlemede, burun kanamalarinin kontrol altina alinmasinda, asir1 kan kaybedilen adet
kanamalarinin ~ diizenlenmesinde ve romatoid artrit tedavisinde basariyla
kullanilmistir. Ayrica antiseptik, antioksidan, antinflamatuar, ditiretik (idrar artirici),
antikonviilzan (kanama durdurucu) ve kanser onleyici bir ajandir (Jiang ve ark.
2014). Farelerde yapilan bir ¢alismada Equistum Arvense’nin kreatin seviyesini
diisiirdligii ve antidiyabetik 6zelliginin oldugunu ortaya koymustur. Sulu ve etanollii

ekstraklarmin ~ Staphylococcus, Bacillus, Escherichia coli, Klebsiella ve Candida
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tirleri lizerinde antimikrobiyal &zelliklerinin oldugu ortaya konmustur (Mimica-Dukic ve
ark. 2008).

Ozay ve ark, farelerde yaptig1 bir caligmada Equistum Arvense’nin 14 giin sonra
dermis ve epidermisin yeniden sekillendirilmesinde, damarlanmasinda ve
graniilasyon dokusu kalinliginda 6nemli katkilarinin oldugunu tespit etmistir (Ozay
ve ark. 2010). Ashrafi ve ark, tavsanlarda deri iyilesmesi siirecini histometrik ve
histopatolojik olarak inceledikleri bir ¢aligmada Equisetum arvense’li kremin ¢inko
oksitli kreme gore yara biiyiikliigiinii daha etkili bir sekilde azalttigin1 gérmiislerdir.
Ikinci ve iigiincii haftadaki yara iyilesmesi degerlendirildiginde, Equisetum arvense’li

kremin kullanilmasinin daha uygun oldugu tespit edilmistir (Ashrafi ve ark. 2010).

Do monte ve ark, farelerde E. Arvense ckstraktinin analjezik etkisini
incelemisgler ve opioid sistemden bagimsiz olarak analjezik etki gosterdigini
bulmuglardir (Do Monte ve ark. 2004). Saglikli goniilliiler iizerinde yapilan bir
calismada, diiiretik etki negatif kontrol grubuna gore oldukga giiclii bir bigimde
goriilmistiir. Ditiretik bir ilag olan hidrokloro tiyazid ile ise ayni etkiyi gdstermis
olup elektrolit kaybina sebep olmamasi E. Arvense’yi bu baglamda bir adim 6ne
gecirmistir (Carneiro ve ark. 2014).

Costa-Rodrigue ve ark, yaptiklar1 calismada E. Arvense’nin insanda
osteoklastik aktiviteyi azalttigini tespit etmisler ve artmig osteoklastik aktivite ile
ilgili patofizyolojik durumlar iizerinde muhtemel bir yararin olabilecegini ve kemik
rejenerasyon stratejilerinde tedaviye katki saglamak amaci ile kullanilabilecegini
ifade etmislerdir (Costa-Rodrigues ve ark. 2012). Baska bir ¢alismada, E.
Arvense’nin etanollii ekstraktinin anksiyete giderici etkisinin sahip oldugunu,
diazepam’a gore daha diisiik sedatif etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Singh ve ark.
2011).
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Sekil 1.8 Equistum Arvense (Kirkkilit otu)

Bitki ekstraklarinin elde edilmesi degisik labaratuar prosediirleri igerir.
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1.3 Ekstraksiyon Yontemleri

Dogada var olan bitkiler, kendi tiiriine 6zgii olarak biyoaktif molekiiller
barindirmaktadir. Biyoaktif bu molekiillerin ortaya cikarilarak ticarilestirilebilmesi
i¢cin ekstraksiyon denilen 6ziit ¢gikarma islemine ihtiyag duyulmus ve bu gercevede
ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. (Wang ve Weller 2006). En sik kullanilan

ekstraksiyon yontemleri sunlardir:

1.3.1 Soxhlet Ekstraksiyonu

Kat1 veya yari-katt numuneler icin uygun olan bu yontem 1879 yilinda
Franz von Soxhlet tarafindan icat edilmistir. Kat1 6rnek, 6rnek bolmesine, solvent
(¢ozlicii) de ¢oziicii sisesine konmaktadir. Coziicii kaynama sicakliginin uzerinde
wsitilir, Sicak ¢6ziicii buhart yogunlastiriciya ilerler, yogunlasarak kati numunenin
tizerine diismektedir. Solvent ornegi 1slatir, devaminda solvent seviyesi sifonun
tepesine ulastigi anda, solvent tum 6rnek bolmesini bosaltarak, solvent sisesine geri
damlamaya baglamaktadir. Bu sayede sicak solvent birkac kere 6rnek icerisinde devir
daim yapmaktadir. Ekstrakt solvent sisesinin icinde kalirken, yalmizca temiz
solventin buharlasmasi1 sebebiyle, her dolasimda taze solvent kullanilmaktadir. Bu
sistemle ekstraksiyon zamani 6 saat ile 24 saat arasinda degismektedir. 100-500 mL
arasinda biiyiik sayilabilecek hacimde solvent gereklidir. Soxhlet ekstraksiyonu, esas
olarak organik bilesiklerin kat1 6rneklerden ekstrakte edilmesinde kullanilmaktadir.
Bilesikler, solventin kaynama sicakliginda termal olarak kararli olmalidir (De Castro
ve Priego-Capote 2010).

Bu sistemin avantajlari:

1.  Coziiciiniin kat1 matriksle tekrarlanan bir sekilde etkilesmesi (stirekli
taze solventle temas halinde olmasi)

2. Ekstraksiyondan sonra filtreleme islemine gerek duyulmamasi

3. Y 6ntemin basit ve ucuz olmasi arasinda sayilabilir.

Dezavantajlan ise;
1. Uzun zaman gerektirmesi

2.  Biiyiik hacimlerde ¢oziicli gerektirmesi

3. Sicakla bozulabilecek maddelerde bu yontemin tercih edilememesi
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4.  Ornek bdlmesinin hassas bir sekilde temizlenme geregi, dezavantajlar

arasinda sayilabilir (Mermet ve ark. 2004).
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Sekil 1.9 Soxhlet Ekstraktorii

1.3.2 Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyonda ornege 20 kHz istiindeki frekanslarla akustik
titresimler uygulanmaktadir. Sivinin icinden gegen bu titresimler kavitasyon (bosluk)
olusturur. Bu sayede s1vi ortamda cok sayida ufacik kabarciklar olusur ve katilardan
partikullerin kopmasini saglamaktadir (Capelo ve Mota 2005).

Hem katt hem sivi 0Ornek hazirlamada ultrasonik ekstraksiyon
kullanilmaktadir. Kat1 6rneklerin ekstraksiyonu, su banyosuna ultrasonik radyasyon
uygulanmasiyla gergeklestirilmektedir. (Santos ve Capelo 2007). Ekstraksiyon
verimini parametreler; sonikasyon zamani, 6rnek partikul boyutu, 6rnek miktari,
bitkiye 6zgii nem orani solvent tiirii ve kullanilan cihazdir (Domefo ve ark. 2006).

Numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir ekstraksiyon hiicresi

veya ultrasonik problu bir su banyosu icine konmaktadir. Bu sistem taze ekstraksiyon
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solventinin surekli olarak ornege pompalandigi, acik bir sistem(A) veya ekstraktin
seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden dolastigi kapali bir
sistem(B) olarak kullanilabilmektedir (Tadeo ve ark. 2010).

Pahali olmamasi, basit olmasi, ekstraksiyon kinetiginin hizli olmas1 ve 1siya
duyalt bilesiklerin ekstrakte edilebilir olmasi bu metodun avantajlart olarak

belirtilebilmektedir. (Wang ve Weller 2006).

Peristaltik pompa

Solvent

Ekstraksiyon Ekstraksiyon
hiicresi hilcresi

: ‘ Ultrasontk banyo
Ultrasonik banvo :

Sekil 1.10 Ultrasonik Ekstraksiyon Cihazi

1.3.3 Mikrodalga Ekstraksiyon

Mikrodalgalar frekansi 300-300000 MHz arasinda degisen elektromanyetik
dalgalardir. Dogal iriinlerde 2500-75000 MHz’de ekstraksiyon
gergeklestirilmektedir. Bu enerjinin etkinligi ¢6ziiciiniin igerigine, bitkinin igerigine
ve elektromanyetik dalga giiciine bagli olmaktadir (Kilig 2008).

Mikrodalga 1s1masi, ekstraksiyon solventini ve 6rnegi 1sitmak icin kullanilir.
Ekstraksiyonu sorunsuz bir sekilde gerceklestirmek icin solvent secimi oldukca
onemlidir.  Solventin mikrodalga 1s1masin1 absorplamasi, solventin o6rnekle
etkilesimi ve 6rnegin solventteki cozunurlugu dikkat edilmesi gereken hususlardir
(Lopez-Avila 1999).

Bu sistemin avantajlari:

1.  Daha az ¢oziicii kullanilmasi
2.  Daha kisa zamanda ekstraksiyonun yapilabilmesi

3. Basit ve ucuz olmasi
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Dezavantajlan ise:

1.  Filtreleme ve santifiiriij gerektirmesi (kat1 atiklar1 yok etmek icin)

2. Ugucu bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili olmamasidir (Wang ve
Weller 2006).

Ekstraksivon hilereleri Radye dalgalan
e ] s wveren lamiba ) Sogutucu sistem
| Frekans
@ ) yomlendiricisi
< Crdaklanmis . X
mikrodalgala [ Ekstraksivon hilcresi
4 T
Kapal sistem ‘\ Acik sistem

Difuzlenmis mikrodalgalar
NWida
Irisk

Kapak
Solvent

Hicre

Ornek

Kapalh sistem

Sekil 1.11 Mikrodalga Ekstraksiyon Cihazi

1.3.4 Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyonu

Sicaklik 50-200 °C ve 10-15 Mpa basing araliklarinda gerceklestirilen kati-
stv1 ekstraksiyon teknigidir. Basing, siv1 ile ekstraksiyon hiicresindeki drnegin giicli
bir sekilde etkilesmesine olanak vermektedir. Ornek, sizdirmaz bir yuksek basing
ortaminda tutularak, solventler icin daha yuksek sicakliklar kullanilmasina izin veren
bir aletler kullanilir. Bu sayede solvent daha yuksek sicakliklarda sivi halde
bulunabilir bu da ekstraksiyonu hizlandirir (Kaufmann ve Christen 2002).

Avantajlari:

1.  Ekonomik ve gevresel ¢oziiclilerin bu teknikte kullanilabilmesi(CO»,

su gibi)

2. Polar bilesiklerin ekstrakte edilebilmesi,

3. Daha az miktardaki ¢06ziici kullanimi ile ekstraksiyonun
yapilabilmesi.
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Dezavantaji:

Yiksek 1s1  kullanimi  gerektirdigi i¢in 1siya duyarli Orneklerde

kullanilamamasidir (Smith 2002).

=

= Komitrol Paneli Firmn
l- (Vo)
Pompa
L| Ekstraksiyon
Qeus)
-

Sekil 1.12 Hizlandirilmig Solvent Ekstraksiyon Cihazi

1.3.5 Siiperkritik Ekstraksiyon

Stiperkritik akigkan, kendi kritik sicakligi tizerinde 1sitilan ve kendi kritik

basinci tizerinde basinc uygulanan bir element, madde veya karisima verilen isimdir.

Bu akiskan tek bir faz halinde bulunmaktadir (ne gaz ne de sividir). Basincin veya

sicakligin artmasiyla sivilagtirilamaz veya buharlastirilamaz (Zougagh ve ark. 2004).

Akigkan CO; ile kati matriks secilen siiperkritik sartlarda etkilesime girmektedir.

Kiitle transferi ¢oziinenin desorpsiyonu ile siiperkritik akiskanin adsorpsiyon ve

diftizyonunu icermektedir (Mukhopadhyay 2000).

Avantajlar::

1. Hizli olmasi (20-60 dakika)

2. Disiik solvent tiiketimi (10-20 mL)

3.  CO; in toksik olmamasi, alev almamasi, ¢evre dostu olmasi, ucuz
olmast

4.  Sicaklik, basinc ve modifikator degistirilerek yuksek secicilik
saglanmasi

5. Isisal olarak kararsiz 6rnekler icin uygun olmasi (Moreno ve ark.
2007).
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Dezavantajlan

1. Yiksek maliyet

2. CO3z non-polar oldugundan, daha polar analitlerin ekstraksiyondaki
zorluk,

3. Islak veya sivi ornekler ve cozeltilerin ekstraksiyonunda zorluktur

(Mermet ve ark. 2004).

Elusyon
solvenilen

Modifikator

CO,

Sekil 1.13 Siiperkritik Ekstraksiyon Cihaz1

Soxhlet ekstraktorii kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antibakteriyal
etkinlik degerlendirmesi yapilmasi planlanlanmigtir.  Antibakteriyal etkinligin
degerlendirilmesi, kullanilan yontemler ve besiyerleri hakkinda detayli bilgi

verilecektir.
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1.4 Sitotoksite ve Calisma Yontemleri

Hiicre kiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli
tiretimini ve gelisimini ifade eder ve temel olarak hiicre yapisi, ¢ogalma, tamir
mekanizmalarinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira hiicre
kiiltiirleri viroloji ve toksikolojide farkli maddelerin etkinliklerinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sitotoksitite, materyallerin hiicreler lizerindeki toksik etkilerini belirten bir
biyouyumluluk test prosediiriidiir (Aldridge 1993). Labaratuar sartlarinda
sitotoksitenin tanimlanmasi i¢in su yontemler kullanilmaktadir:

1.4.1 Direk Hiicre Kiiltiirii ve Eksrakt Testi

Tek tabaka hiicre iizerine toksisitesi aragtirilan materyal kisa bir siireligine
(>24 saat) direk olarak konur. Doz cevap egrisi degerlendirilerek materyalin
icerisideki toksik bilesik tahmin edilir. Hiicre ve koloni sayiminin zaman alic1 ve
mesakkatli olmasi, morfolojisindeki kiigiik degisikliklere duyarli olmasi hiicre
kiiltiiri pratiginin komplikasyonlarindandir. Temasta olan hiicreler morfolojierine
gore sayilir ancak canli ve 6lii hiicre ayirim1 yapilamaz. Koloni sayma islemi siklikla
koloninin ne icerdigi ve genis ¢esitlilik gdsteren artifaklarin tespiti gibi subjektif

kurallarla yapilir (Moharamzadeh ve ark. 2009).

Bariyer Test Yontemi

Materyal bir bélme i¢ine yerlestirilir, asili bir sekilde medyum igine bir aski
yardimiyla tutturulur. Materyalin i¢inde bulundugu bdlmenin alt kisminda bir
memban bulunur, bu membran bariyer gorevi istlenir. Materyalden ¢dziinen
bilesenler bu membran vasitasiyla medyum tabaninda bulunan hiicrelerle temas eder

(Tang ve ark. 1999).

Agar Difiizyon Testi

Tek tabakal1 hiicre kiiltiiriiniin iizerine bir tabaka agar konur. Test materyali
bu agarin lizerine yerlestirilir. Bu metod, test materyalindeki filtre edilebilir igerigin
sitotoksitesini tespit etmede kalict (permanent) hiicre hatlar1 ile kullanilir. Bu

hiicreler notral kirmizi ile boyanir. Agarla kaplanmis test materyali 24 saat inkiibe
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edilir. Filtre edilebilir toksik madde, hiicrelerde lizis yapmasi sebebiyle boyanan
hiicrelerin renginin solmasina neden olur. Hangi konsantrasyonda sitotoksik oldugu
farkl1 derisimlerdeki materyal ile tespit edilir. Bu yontemin dezavantaji ise test
materyali ¢Ozlinmiiyor ya da difiize olmuyorsa toksik bile olsa hi¢bir zaman
membran hasarma yol agmaz, dolayisiyla toksisite dogru bir sekilde belirlenemez
(Murray ve ark. 2007).

1.4.2 Filtre Difiizyon Testi

Seliiloz asetat’tan yapilmig bir filtrenin bir tarafina primer hiicreler diger
tarafina da test materyali yerlestirilir. 0.45pum’lik filtre deliklerinden materyal sizar
ve yayilir. Bu sekilde hiicreler lizerinde sitotoksik etkisi varsa ortaya cikar.
Hiicrelerde test materyaline karsi olusan dekolorizasyon alaninin Olgiilmesi veya
boyanma yogunlugunun incelenmesi ile sitotoksite tespit yaplir (Powers ve
Sakaguchi 2006)

1.4.3 Dentin Bariyer Testi

Dental materyallerin biyouyumunun incelenmesi i¢in hazirlanan bir dentin
diski, materyal ve hedef hiicre arasina arasina Schmalz ve arkadaslari tarafindan
tantilmig bir sistemdir. Dentin bariyer testinde yerlestirilir. Immortilize edilmis

pulpal fibroblastlar hedef hiicre olarak kullanilir (Schmalz ve ark. 1999).

Sengiin ve ark., bu yontemle dentin bonding ajanlarm, {i¢ boyutlu pulpa
hiicreleri  iizerinde  sitotoksitesini  degerlendirmisledir ~ (Sengiin ve  ark.
2011).Sitotoksite testleri, hiicre reaksiyonlarinin morfolojik veya kantitatif olarak
hiicre canlilig, proliferasyon, hiicre fonksiyonu gibi kriterlerin incelenmesi temeline

dayanir. Bu testler:

1.4.4 Canhlik Degerlendirme Testleri

Bu testler, hiicrenin membran biitiinligii bozulmussa hiicre igine tripan
mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalarin ya da membran biitiinligi
bozulmamis hiicrelere diasetil florasan ya da notral kirmiz1 boyalarinin uygulanmasi

ile yapilir (Freshney , Freshney 2005).
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» Notral kirmizi testi:

Notral kirmizi canli hiicelerde depolanan ve canli hiicreyi boyayan bir
boyadir, membran hasar1 sonrasi ortama yayilir ve hiicre canlilig ile ilgili bir index
olustrurur. Nétral kirmizi testinde sadece canli hiicrelerin boyanabildigi hayatta kalan
hiicreler degerlendirilir ve lizis sonrast fotometrik 6l¢iim yapilabilir (Hikage ve ark.
2003).

> Tripan mavisi testi: Membran biitiinligii bozulmus hiicrelerin non
vital bir boya olan tripan mavisi ile boyanmasi esasina dayanir. Hemositometre ile

boyanmuis hiicrelerin orani tespit edilir (Powers ve Sakaguchi 2006).

»  Propodyum iyodiir testi: Hiicre membraninin toksik herhangi bir
madde nedeniyle zarar gormesi sonucu propodyum iyodiir (PI) hiicrelerin igine girer.
Ayn1 zamanda DNA ve RNA’y1 da etkiler. Floresans boya ile boyanmig hiicrelerin
sayist flow sitometri ile tespit edilir. Fluoresans hiicrelerin orani, 6lii hiicrelerin sayist
anlamina gelmektedir (Mantellini ve ark. 2003).

1.4.5 Morfolojik Degerlendirme Testleri

Niikleusta genisleme, bintikleasyon, niikleus anomalisi ve koful olusumu
gibi hiicre igindeki patolojik degisimlerin incelenmesi esasina dayamir. Olii hiicreler
niikleus parcalanmasi ve piknozis (niikleus yogunlasmasi) ile karakterize edilir

(Moharamzadeh ve ark. 2008).

1.4.6 Proliferasyon Degerlendirme Testleri

Materyalin uygulanmasindan bir ka¢ giin sonra Kkiiltiirdeki hiicrelerin
proliferasyon degisiminin incelenmesi yontemidir.

Bromodeoksiuridin  immunohistokimyasal teknik: Hiicre bdoliinmesi
sirasinda yeni sentezlenen DNA ‘nin i¢ine bromodeoksiuridin girerek DNA ile
birlesir. Floresan 6zelligi olan anti-BrdU antikoru ve niikleik asit izleri araciligiyla
hizlica ¢ogalan hiicreler tespit edilir (Dolbeare ve Selden 2009). Theilig ve ark.,
dental rezin monomerlerin insan fibroblast ve keratinositleri iizerindeki proliferasyon
etkisini bu yontemle incelemislerdir (Theilig ve ark. 2000). 3H-timidin testi: Hiicre

proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan bagka bir yontem de bu testtir.
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Hiicre boliinmesi esnasinda ve yeni DNA sentezi sirasinda radyoaktif bir madde olan

3H-timidin hiicre ile birlesir (Aronsson ve ark. 2000).

1.4.7 Metabolizma Degerlendiren Testler

Bu testler uzun donemde olusacak zarar1 anlamak i¢in hiicrelerin metabolik
veya proliferatif kapasitelerini dlger. MTT testi: Kolorimetrik MTT degerlendirme
yontemi mitokondrial dehidrogenaz aktivitesindeki degisimleri inceleme esasina
dayanir. Suda ¢6ziinen metiltiyazol tetrazolyum’u ¢oziinmeyen formazon bilesigine
dontismesi ile tespit yapilir. Bu formazon daha sonra ¢oziilir ve yogunlugu
spektofotometrik olarak degerlendirilir. MTT degerlendirme yontemi hizli ve pahali
olmamasi sebebiyle en ¢ok kullanilan sitotoksite degerlendirme yontemidir (Schmalz
ve ark. 2002).Alamar mavisi testi: Alamar blue giivenilir, toksik olmayan sulu bir
boyadir. Bu yontem ile sonuglar florometrik ve kolorimetrik olarak
degerlendirilebilir. Cift tarafli degerlendirilme imkani ve toksik olmamasi bu

sistemin avantaji1 iken pahali olmasi dezavantajidir (Uo ve ark. 2003).

»  LDH testi: Hiicrede membran hasari varsa ya da sitozolis durumunda

laktat dehidrogenaz dlgiilerek sitotoksite belirlenir (Quinlan ve ark. 2002).
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1.5 Apopitoz ve Nekroz Nedir?

Apopitoz, genlerle diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerji
gibi ihtiyaglari olan canlilarda hiicrelerin kendi kendilerini yok etmeleri yoluyla
homeostaz1 koruyan fizyolojik bir olaydir (Chawla-Sarkar ve ark. 2003). Nekroz,
genler tarafindan kontrol edilemeyen, fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma,

toksik md.) etkisiyle gergeklesen diizensiz bir siiregtir (Golstein ve Kroemer 2007).

Cizelge 1:Apopitoz ve nekroz arasindaki farkliliklar

APOPITOZ NEKROZ
,L;j Hiicre membrani saglamdir. Hiicre membran biitiinliigii bozulur.
E Hiicre kiigtliir. Hiicre siger.
% Kromatin yogunlagmasi olur. Biiyiik vakuoller olusur.
qg Organeller saglamdir. Hiicre lizisi gergeklesir.
= Apoptotik cisimler olusur.

Programlidir. Iyon dengesi bozulur.
ATP gerektirir. ATP gerekmez.
DNA kiriklart merdiven seklini | DNA rastgele pargalanir.

alir.

Biyokimyasal
ozellikleri

Apopitozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler sunlardir:
1.5.1 Morfolojik inceleme Yontemleri

Isik Mikroskobu Yontemi

a)Hemotoksilen Eozin Boyama: Kromatini boyayan hemotoksilen boyast ile
apopitotik hiicreler belirlenir

b)Giemsa boyama: Nukleus morfolojisi esas alinarak apopitotik hiicreler
taninir (Mountz ve Zhou 2001).

Floresan Mikroskobu Yontemi

Propodyum iyodiir ve Hoechst boyasi ile yapilan ikili boyama teknigidir.
Hoechst boyasi, canli ve 6lii tiim hiicrelerin DNA’sin1 boyayabilen floresan 6zellikli
bir boyadir. Propodyum iyodiir ise sadece membran biitiinliigii bozulmus (61i)

hiicreleri boyar. Olii ve canli hiicreler bu selilde ayrildiktan sonra, niikleus
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morfolojisine gore 6lii hiicrelerin apopitotik mi nekrotik mi olduguna karar verilir
(Montaner ve ark. 2000).

Elektron Mikroskobisi Yontemi

Sitoplazmik kii¢iilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1, nukleus membran biitiinliigliniin gibi ayritilarin
elektron mikroskopuyla etkili bir sekilde incelendigi bir yontemdir (Benchimol ve
ark. 2007)

1.5.2 Immiinohistokimyasal Boyama Yontemleri

Tunel Yontemi; Apopitotik pargalanma sonucu olusan DNA pargalarinin
enzimatik etiketler araciligi ile isaretlenerek belirlenmesidir (Jin ve ark. 2007).

Anneksin 'V Yontemi; Fosfatidilserin (membran fosfolipitlerinden biri),
normal hiicrede membraninin sitoplazma kismina bakan i¢ yiiziinde iken, apopitotik
slirecin baglamasi ile membranin dig yiizeyine ¢ikar. Anneksin V, fosfatidilserin’e
baglanabilen bir proteindir. Bu iki protein birlesir ve flow-sitometri ile bu oran

dlgiilerek apopitotik hiicrelerin oran1 bulunur (Giiles ve Ulker 2008).

M30 Yontemi; Epitelyal kokenli dokularda kullanilabilen bu yontem,
sitokeratin ~ 18’in  kaspaz etkisiyle kirilmast sonucu olusan  bdlgenin

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilerek apopitozun belirlenmesidir (Caulin ve
ark. 1997).

1.5.3 Biyokimyasal inceleme Yéntemler

Agaroz jel elektroforezi; 50 kb’a kadar olan niikleik asitlerin
ayristirtlabildigi bu sistemde, agaroz jeller floresan bir boya olan ethidium bromide
ile boyanir ve UV 15181 altinda DNA pargalar1 goriintiilenir. Apopitotik hiicreler bu
sekilde belirlenir (Sereno ve ark. 2001).

Western blotting; Dokudaki spesifik bir proteini analiz etmek i¢in bu
proteine kars1 yonlendirilen yliksek kalitede antikor ile dokuda bulunan bir proteinin

varhigi, biiyiikliigl, konsantrasyonu tespit edilebilir (Kurien ve Scofield 2006)
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1.6 Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri icinde en sik kullanilanlar sunlardir:
1. Disk difiizyon testleri

2. Diliisyon testleri

\

A. Agar diliisyon testleri B. Broth diliisyon testleri

/

Makrodiliisyon ~ Mikrodiliisyon

3.Gradient strip testleri (E-test,)

4.0Otomatize yontemler (Vitec)

1.6.1 Disk Difiizyon Testleri

Disk difiizyon testi, antibiyotik duyarlilik testlerinin en eski ve klinik
mikrobiyoloji labaratuarlarinda en sik kullanilan yOntemlerindendir. Tiim
antimikrobiyal ajanlar, 6zel ekipman gerektirmeden bu yontemle degerlendirilebilir
(Woods 1995).

Bu testin temeli, standart agar plak besiyeri ilizerine ekim yapilmasi ve
antimikrobiyal iceren disklerin yerlestirilerek, 2 saat oda sicakliginda ve 18-24 saat
35-37C° ‘de inkiibasyona birakilmasi seklinde aciklanmaktadir. Bu siirenin sonunda
bakteri tireme Onlenim alaninin (inhibisyon zonu) capi 6lgiilerek antimikrobiyale
mikroorganizmanin  duyarliligit  hakkinda karar verilir. Besiyerinde hig
mikroorganizma iiremeyen bolgeye “iireme onlenim bélgesi”- inhibisyon zonu,
bunun hemen 1-2 mm digindaki bolgeye “uyarim bolgesi”-stimiilasyon zonu ve en
distaki kisma “iireme bolgesi” denir. Disk cevresindeki iireme Onlenim alaninin
capina gore duyarlilik not edilir (Koksal 1998).

Kullanilacak disklerin bazi 6zellikleri bulundurmasi gerekir:

-Diskin besiyeri, antibiyotik ve mikroorganizma {izerinde olumsuz etki
gostermemelidir.

-Diskin ne kadar s1vi emecegi bilinmelidir.(standart diskler 6 mm olup, 0.02
ml sivi emmektedir)

-Diskler -14 °C ile -20°C saklanmalidir
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-Diskler merkezden merkeze 24 mm’den yakin olmayacak sekilde
yerlestirilmelidir.

Tolerans: Bakterisit etkili ajanlarin  (antibiyotik gibi) bakteriye
bakteriyostatik etkinlik gostermesidir. MBC/MIC oram ile tolerans hesaplanir. Bu

oran 32’nin istlinde ise bakteri toleransli kabul edilir (Senyer ve Efendiyev 2008).

1.6.2 Diliisyon Testleri
A.Agar Diliisyon Testleri

Antimikrobiyal konsantrasyonlarinin, geometrik artis gosterir sekilde, agar
katilasmadan besiyerine katilmasi ve bu sekilde hazirlanan besiyeri iizerine nokta
ekimi yapilmasi esasina dayanir. Bu yontemle ayn1 anda ¢ok sayida bakteri test
edilebilir. Petrideki agar kalinlig1 3-4 mm olmalidir.

Kat1 besiyerinde iireyen mikroorganizmalar Mueller-Hinton, Brain-Heart
inflizyon gibi bir sivi besiyerine kiiltiir edilir. Bakteri bulanikliklariin 0.5 Mc
Farland standartina gelmesi saglanir. Ekim yapilan noktalar kuruyana kadar oda
1s1sinda, daha sonra ise 30°C’ de 16-20 saat inkiibe edilir. Bakteri iiremesinin inhibe
oldugu antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyonu “MIK” degerini verir
(Esel ve ark. 2004).

B.Broth Diliisyon Testleri

a.Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi b.Mikrodiliisyon testleri

a.Makrodiltisyon (tiip diliisyon) yontemi

13x100 mm’lik tiiplere 1mL Mueller-Hinton Broth dagitilir. Ilk tiipe 1mL
antimikrobiyal eriyigi konarak 1/2 sulandirimlari yapilir. Son tiip “lireme kontrol
tiipii” oldugundan antimikrobiyal eklenmez. Tiiplerde 5x10° CFU olacak sekilde
bakteri ekimi yapilir. (0.5 Mc Farland bulanikligindaki solusyon 1/100 oraninda
sulandirilir.) Tiim tiiplere bu siispansiyondan 1mL eklenir ve 35°C’de 16-20 saat
inkiibe edilir. Uremenin olmadig1 en kiigiik konsantrasyon “MIK” degerini verir
(Ozkan ve ark. 2009).
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100 50
Sekil 1.14 MIK hesaplanmasi (sematik)

b.Mikrodiliisyon testleri

80/100 kuyucuklu 500 mL kapasiteli mikroplate kuyucuklarinda
yaptlmaktadir. 100 mikrolitre hacimde, kuyucuk basina yaklasik 5x10* CFU bakteri
bulunur. Makrodiliisyon ydntemindeki islemlerin benzeri yapilir ve “MIK”

belirlenir (Stimerkan 2009).

Sekil 1.15 Mikrodiliisyon testi (sematik)
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1.6.3 Gradient Strip Testleri (E Test)

Antimikrobiyal disk yerine plastik strip iizerindedir.E test striplerinin arka
yiizeyinde 0.016-256 mikrogram/mL veya 0.002-32 mikrogram/mL derisimlerinde
antimikrobiyal ~madde kurutulmus olarak  bulunur.Diger yiizliinde ise
konsantrasyonlar bir cetvel gibi siralanmistir. 150 mm ¢apinda, 60-65 mL agar iceren

plaklarda uygulanir (Matar ve ark. 2003).
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Sekil 1.16 E test

1.6.4 Otomatize Yontemler (Vitec)

En yaygin olarak kullanilan otomatize sistemlerden vitek sisteminde; amaca
gore uygun, gram negatifler, gram pozitifler, bakteri sayimi, anaeroblar ya da
antibiyogram i¢in 6zel kartlar segilir. Kartlardaki cukurlarda liyofilize ayiragh
besiyerleri veya antibiyotikli besiyerleri vardir. Cihaz tarafindan, standart
bulaniklikla bakteri silispansiyonlarindan kartlara ekim yapilir; dretilir, sonuglar
okunur, degerlendirilir ve kaydedilir. Bu cihazlar; hizli sonug verir, is yiikiinii azaltir,
tekrarlanabilirligi yiiksek, fakat pahali olmasi kullanimini siirlamaktadir (Testi ve
ark. 2013).

Materyalin antimikrobiyal 6zelliklerini belirlemek igin degisik laboratuvar
yontemleri gelistirilmistir. Antimikrobiyal ¢alismalarda siklikla kullanilan besiyerleri
su sekilde ifade edilebilir.
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1.7 Besiyerleri
Cansiz ortamda iireyebilen mikroorganizmalar1 tiretmek, saf olarak elde
etmek ve biyokimyasal Ozelliklerinin incelenebilmesi ile biyolojik iiriinlerin elde

edilebilmesi amaciyla kullanilan cansiz ortamlara besiyeri denir (Bilgehan 2002).

1.7.1 Besiyeri Bilesiminde Bulunan Maddeler

Su: pH’1 6,5-7,5 arasinda olan deiyonize su kullanilmas1 gerekmektedir.

Pepton:  Proteinlerin  hidrolizi  sonucu elde edilir.  Peptonlar,
mikroorganizmalar tarafindan hem karbon hem azot kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Et suyu: Temel besiyerinde mikroorganizmalar igin besleyici ozelligi
nedeniyle konan bir maddedir.

Zenginlestirici Maddeler: Kan, serum, safra, haben sivisi, maya 6ziitii gibi
maddeler katilarak besiyeri zenginlestirme islemi yapilmaktadir.

Agar: Besiyerini katilastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Yosunlardan elde
edilmis uzun zincirli bir polisakkarittir. 85°C’de erimekte, 40°C’de jellesmektedir.
Jellesme 6zelligin 5’in altindaki pH’da kaybetmektedir.

Inhibitor: Istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesini engellemek igin
besiyerlerine eklenmektedir. Metilen mavisi, malasit yesili, eosin, safra tuzlari,
metakrom sarisi, antibiyotikler, deoksikolat, bizmut, selenit bu amagla eklenen

inhibitor maddelerdendir (Halkman 1995).

Besiyerleri; -

-Fiziksel 6zelliklerine gore
-Kimyasal 6zelliklerine gore - siiflandirilir.

-Fonksiyonlarma gore
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1.7.2 Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

a) Sivi Besiyeri: Agar gibi katilastirici bir madde bulunmayan
besiyerleridir.

b) Yar1 Kat1 Besiyeri: % 0,3-0,5 oraninda agar i¢eren besiyerleridir.

¢) Kat1 Besiyeri: %1,5-3 oraninda agar igeren besiyerleridir.

1.7.3 Kimyasal Ozelliklerine Gére Besiyerleri
a) Sentetik olan besiyerleri

b) Sentetik olmayan besiyerleri

1.7.4 Fonsiyonlarina Gore Besiyerleri

a) Temel Besiyeri: Mikroorganizmalarin ¢ogunun tiredigi besiyerleridir.
(%1 pepton + %1 et 6ziiti + % 0,5 NaCl + distile su=buyyon)

b) Zenginlestirilmis Besiyeri: Temel besiyerinde {iretilemeyen birgok
mikroorganizmay1 tiretmek igin kullanilir. Temel besiyerine glikoz, kan, serum,
haben sivisi, yumurta eklenerek elde edilir.

c) Ozel Besiyerleri: Uretilmesinde gesitli  zorluklar  yasanan
mikroorganizmalarin  {iretilmesi igin O6zel olarak hazirlanan besiyerleridir.
Mikroorganizma tanisi, saf kiiltiir eldesi, duyarlilik arastirmasi amaciyla bazi
maddelerin eklendigi veya bazi mikroorganizmalarin iiremesini engelleyici
maddelerin ilave edildigi besiyerleridir. Ornegin, Mc Conkey besiyeri igerisindeki
kristal viyole boyas1 ve safra gram pozitif bakterilerin liremesini engellerken, gram

negatif enterik bakterilerin kolaylikla iiremesini saglar (Brooks ve ark. 1998) .
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Sekil 1.17 Petrilere hazirlanmis agarl besiyeri

1.8 Amac ve Hipotez
Bu c¢alismanin amaci, bes farkli bitki ekstraktinin ¢iiriik etkeni bakteriler iizerindeki
antibakteriyal etkinligini ve sitotoksitesini degerlendirmektir. Calismanin hipotezi,
“bes farklr bitki ekstrakti ¢lirlik etkeni bakteriler {lizerinde antibakteriyal etkinlige

sahiptir ve sitotoksitesi kabul edilebilir degerler arasindadir.” Onermesi iizerine

kurulmustur.
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2 GEREC ve YONTEM

Caligmamizda cesitli bitki ekstraklarinin antimikrobiyal etkinligi, sitotoksitesi ve
apopitoz -nekroz indekslemesi degerlendirilmistir. Salvadora Persika (Misvak), Olea
Europea (Zeytin yapragi), Curcuma Longa (Zerdecal), Plantago Lanceolata (Damar otu),
Equistum Arvense (Kirk kilit otu) ¢alismamizda kullandigimiz Dbitkilerdir. Salvadora
Persica (Misvak) vakumla paketlenmis bir sekilde aktardan, diger bitkiler ise Immunat

(Mugla Tiirkiye) isimli firmadan temin edilmistir.

Sekil 2.1 a) Misvak, b) Zerdecal c) Kirk kilit otu, d) Damar otu, e) Zeytin yapragi

Bitkiler, ogiitiilerek kiiciik parcalar haline getirilmistir. 100 gram 6giitiilmiis
bitki SOXHLET ekstraktoriinde, metanol kullanilarak solvent rengini kaybedene
kadar ( yaklasik 10 saat boyunca) ekstrakte edilmistir. Déner vakumlu buharlastirict
kullanilarak 40°C‘de solvent uzaklastirnlmistir. Elde edilen bitki ekstraklari,
uygulanacak testlerde kullanilincaya kadar buzlukta bekletilmistir.

2.1 Antimikrobiyal Aktivite Testi

Disk difiizyon testi i¢in; damar otu, zeytin yapragi, zerdegal, misvak ve
kirkkilit otu ekstraklarinin gesitli konsantrasyonlari (1 ml’de; 400 ul, 200 pl, 100 ul,
50 pl, 25 pl ve 12,5 pl olacak sekilde) hazirlanmistir.
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Sekil 2.2 Farkli konsantrasyonlari hazirlanmig bitki ekstraklari

Farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar bos disklere 20ul emdirilip, sterilizasyonu
yapilmuisgtir.

Sekil 2.3 Farkli konsantrasyonlarda ekstrakt emdirilmis diskler

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan alinan liyofilize suslar, sus agma
protokoliine uygun bir sekilde agilmigtir. Streptococcus mutans (ATTC 2517),
Lactobacillus acidofilus (ATTC 43121) ve Actinobacillus actinomycetemcomitans
(ATTC 29523) bakterileri talimatlara uygun bir sekilde ekilmistir. Uzerlerine
ekstrakt emdirilmis olan diskler, antibiyotik ve kontrol diskleri, bakterilerin ekildigi
petrilere yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon

sonrast diskler etrafinda olusan zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 2.5 Streptokokus mutans, Zeytin yapragi
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Sekil 2.7 Streptokokus mutans, Zerdagal
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Sekil 2.9 Lactobacillus acidofilus, kirkkilit otu, (200, 50, 25)
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Sekil 2.10 Actinobacillus actinomyctescomitans, Misvak

Sekil 2.11 Actinobacillus actinomyctescomitans, , Zeytin yapragi
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Sekil 2.12 A.actinomyctescomitans, Sekil 2.14 Streptococcus mutans,
gentamisin ve bos disk gentamisin ve bos disk

Sekil 2.13 Lactobacillus acidofilus, gentamisin ve bos disk

MIK (minumum inhibisyon konsantrasyonu) testi i¢in; damar otu, zeytin
yapragi, zerdecal, misvak ve kirkkilit otu ekstraklarmin ¢esitli konsantrasyonlar1 (1
ml’de; 400 ul, 200 pl, 100 pl, 50 pl, 25 pl ve 12,5 pl olacak sekilde) 96 kuyucuklu
plate i¢inde hazirlanmistir.
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Sekil 2.15 MIK hesaplamast i¢in hazirlanns ekstraklar

Daha sonra {izerlerine Streptococcus mutans, Lactobacillus sp. ve
Actinobacillus sp. bakterileri 10’ar pl eklenerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuktan Nutrient Agar besiyerine ekim

yapilarak iireme olup olmamasina gore sonuglar gézlemlenmistir

Sekil 2.16 Lactobacillus acidofilus, Misvak Sekil 2.17 Lactobacillus acidofilus, Zeytin yapragi
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Sekil 2.18 Lactobacillus acidofilus, Damar otu Sekil 2.19 Actinobacillus actinomyctescomitans,
Kirkkilit otu

Sekil 2.20 Actinobacillus actinomyctescomitans, Sekil 2.21 Actinobacillus
Damar otu actinomyctescomitans, Zeytin yapragi
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Sekil 2.22 Streptokokus mutans, Sekil 2.23 Streptokokus mutans,
Zerdegal Misvak

Sekil 2.24 Streptokokus mutans, Zeytin yapragi

2.2 Hiicre Kiiltiirii

S1v1 nitrojen tankinda saklanan 1.929 fibroblast hiicreleri ¢oziindiikten sonra
santrifiij edilmistir. Uzerine 3 ml (%100 DMEM+ %10 FetalBovine Serum+ %1
Antibiyotik i¢ceren) medyum eklendikten sonra flaska ekimi yapilip % 5 CO,, 37°C

‘de inkiibe edilmistir.
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Sekil 2.25 Hiicre ekimi yapilmus flasklar

Sekil 2.26 CO,’li inkiibator

Hiicreler yeterli sayiya ulasincaya kadar Tripsin EDTA ile kaldirilarak

pasajlama islemine devam edilmistir.
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Sekil 2.27 Hiicrelerin pasajlanmasi

2.3 MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in MTT testi kullanildi. MTT testi ISO 10993-5
standartlarina uygun sekilde yapildi. Bu test hiicre proliferasyonunun dlgiilmesi igin
3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyum
tuzu’nun kullanildigi hassas bir metoddur. MTT, metabolik aktivite ile ilgili
mitokondrial ~enzimler tarafindan suda c¢oOziinmeyen formazan boyaya
indirgenmektedir. MTT nin indirgenmesi primer olarak hiicre igerisindeki glikolitik
aktivite ile ilgili olmakla birlikte NADH (NicotinamideAdenineDinucleotide) ve
NADPH(NicotinamideAdenineDinucleotidePhosphate) varligina baghdir. MTT
solusyonu canli veya apoptozun erken evresindeki hiicrelerin mitokondrileri
aracilifiyla ile olusturdugu reaksiyonda, solusyonlarda bulunan tetrazolium halkasi
hiicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak renkli
formazan kristalleri olusturur. Canli hiicrelerde gdzlenen renk degisimi ELISA
reader da yapilan okuma sonundaki absorbance degerlerini verir. L-929 fare
fibroblast hiicreleri, 48 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugana 10x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmistir.
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Sekil 2.28 Hiicre sayim cihazi (cell counter)

Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Daha Onceden
hazirlanan 1mg/mL’lik bitki ekstreleri 6rneklerinden belirlenen konsantrasyonlarda
(0- 12,5pg/mL - 25pg/mL - 50pg/mL - 100pg/mL - 200ug/mL - 400 ug/mL)
hiicrelerin {izerine uygulanip, 24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 3 tekrarli olarak
calisilmigtir. Pozitif kontrol olarak sadece besi ortami hiicrelere uygulanmistir. 24
saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar atilarak her kuyucuga 100 pl besiyeri ve 20 ul
MTT ¢ozeltisi ilave edilmistir. 37 °C’de 3,5 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklara
150 pl MTT solventi (DMSO) eklenerek 15 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre
canliliginin tespiti icin 24 kuyucuklu plate’in absorbans degerleri ELISA plate
okuyucuda 570 nm’de okutulmustur. Kontrol gruplar1 baz alinarak canlilik yiizde

olarak hesaplanmustir.

Sekil 2.29 ELISA cihaz1
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2.4 1kili Boyama Metodu ile Apopitozun ve Nekrozun Belirlenmesi

Ikili boyama metodu c¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apopitozu ve
nekrozu gostermektedir. Riboniiklease A kullanilir. — 20°C’de saklanir (Sigma R-
500). Riboniikleaz A RNA’y1 boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok eder.
Hoechst boyama: +4 °C’da saklanir (33342). Apopitotik hiicreleri boyar. Bu sayede
gercek apopitotik hiicreler belirlenir. Propidium iodide: +4 °C’de saklanir. DNA’y1

ve RNA’y1 boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gosterir.

Ikili boyama soliisyonunun hazirlanisi: Riboniikleaz A’dan 1ml PBS de 10
mg RNA olacak sekilde hazirlanir. Hoechst ise 1 ml PBS’de 200 mikrogram olacak
sekilde hazirlanir. Propidium iodide Iml PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde

hazirlanir.

Calisma soliisyonunun hazirlanisi: 10 mL PBS i¢ine 100 mikrolitre RNAaz,
500 mikrolitre Hoechst, 100 mikrolitre Propidium iodide ilave edilerek hazirlanir.
Ikili boyama igin 48 kuyucuklu plaka kullanilmistir. Hiicre sayimindan sonra canli
hiicre sayisina gore her kuyucukta 10x10* hiicre olacak sekilde hesaplama
yapilmustir. 48 kuyucuklu plakada her kuyucuga 100 pl hiicre koyulmus ve 24 saat
stire ile inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda kuyucuklardaki medyum
bosaltilmistir. 48 kuyucuklu plakanin tiim kuyucuklarma 150 pl medyum
koyulmustur. Daha Onceden hazirlanan Img/mL lik 1mg/mL’lik bitki ekstreleri
belirlenen konsantrasyonlarda (0, 12,5ug/mL, 25pg/mL, 50pg/mL, 100ug/mL,
200pg/mL, 400 pg/mL) hiicrelerin iizerine uygulanip, 24 saat inkiibe edilmistir.
Kontrol grubuna sadece medyum eklenip, 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilmis ve her kuyucuga 70 ul ikili ¢aligma
soliisyonu (doublestaining ¢alisma soliisyonu) eklenmis, 48 kuyucuklu plaka hi¢ 151k
gormeyecek sekilde kapatilip 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apopitoza ugramis hiicrelerin ve
FITC filtresi kullanilarak da (480-520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis

hiicrelerin degerlendirmesi yapilmistir.
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Sekil 2.30 Apopitoza ugrayan hiicreler; A. 400 pg/ml konsantrasyonda zeytin yapragi ekstresi
uygulanmis B, C, D) B. 200 pg/ml damarotu ekstresi uygulanmig 1929 fibroblast hiicreleri.
Apopitotik hiicreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte goriilmekte ve DAPI filtresinde
incelenmektedir. C. 50 pg/ml konsantrasyonda kirkkilit otu ekstresi uygulanmis L929 fibroblast
hiicreleri. D. DAPI filtresinde sadece medyum uygulanmis kontrol grubu hiicreleri.

Apopitotik hiicreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte goriilmektedir
(Sekil 2.30 ) Bar 100 pm gostermektedir. Fotograflar Leica DMI6000B inverted

mikroskop ile gortintiilenmistir.
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Sekil 2.31 Nekroza ugrayan hiicreler; A. 400 pg/ml konsantrasyonda damarotu ekstresi
uygulanmis 1929 fibroblast hiicreleri. Kirmizi goriinen hiicreler propodium iodide ile boyanmus,
nekrotik hiicrelerdir. Nekrotik hiicreler FITC filtresinde goriilmektedir. B. 100 pg/ml zerdegal
ekstresi uygulanmig L929 fibroblast hiicreleri. C. 50 pg/ml konsantrasyonda misvak uygulanmig
1929 fibroblast hiicreleri. D.FITC filtresinde sadece medyum uygulanmis kontrol grubu hiicreleri.
Bar 100 pm gostermektedir.

Ikili boyama ile nekrotik hiicrelerin gosterilmesi. Bar 100 pm
gostermektedir.  Fotograflar Leica DMI6000B inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir.
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istatistik analizi

Bu calismada elde edilen veriler SPSS 20 paket programi ile analiz
edilmigtir. Degigkenlerin normal dagilimdan gelme durumlart arastirilirken birim
sayilar1 nedeniyle Shapiro Wilk’s’ den yararlanilmistir. Sonuglar yorumlanirken
anlamhilik diizeyi olarak 0,05 kullanilmis olup; p<0,05 olmasi durumunda
degiskenlerin normal dagilimdan gelmedigi, p>0,05 olmast durumunda ise

degiskenlerin normal dagilimdan geldikleri belirtilmistir.

Gruplar arasindaki farkliliklar incelenirken degiskenlerin normal dagilimdan
gelmemesi durumunda Kruskal Wallis-H Testi’nden yararlanilmistir. Kruskal
Wallis-H Testinde anlamli farkliliklarin goriilmesi durumunda Post-Hoc Coklu

Karsilastirma Testi ile aralarinda farklilik olan gruplar belirlenmistir.
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3 BULGULAR

S.mutans’da 400, 200 ve 100 pg/ml konsantrasyon ig¢in zon caplari
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir
(p<0,05). S.mutans’da, 400 pg/ml konsantrasyondaki zeytin yapragi grubunun zon
cap1 zerdecgal ve kirkkilite, 200 ve 100 pug/ml konsantrasyonda ise zerdegal, misvak

ve karkkilit gruplarina gére anlamli derecede yiiksektir. (Cizelge 3.1)

Actinobacillus Actinomycetemcomitans’da 400, 200 ve 100 pg/ml
konsantrasyon icin zon c¢aplar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Actinobacillus
Actinomycetemcomitans’da 400, 200 ve 100 pg/ml konsantrasyon igin misvak
grubunun zon ¢api; damar otu, zerdecal ve kirkkilit grubunun zon caplarina gore

anlamli derecede yiiksektir. (Cizelge 3.3)

Bu in vitro ¢alismada kullamdigimiz bitki etkstratlarinin Lactobasillus

acidofilus tizerinde antibakteriyal etkinlige sahip olmadig: tespit edilmistir.

Canlilik oranlar1 bakimindan, 400, 200, 100 ve 50 ug/ml konsantrasyonda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). 400
ve 200 pg/ml konsantrasyon i¢in zeytin yapragi grubunun canlilik oranlart sirasiyla
damar otu ve zerdegal grubuna gore anlamli derecede yiiksektir. 100ug/ml
konsantrasyon i¢in damar otu ve zeytin yapragi gruplarinin canlilik oranlari, 50
ug/ml konsantrasyon igin zeytin yapragi grubunun canlilik oranlari, zerdegal grubuna

gore anlamli derecede yiiksektir.

Canlilik oranlar1 bakimindan, 25 ve 12,5 pg/ml konsantrasyonda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). 25 pg/ml
konsantrasyon i¢in zeytin yapragi grubunun canlilik orani, 12.5 pg/ml konsantrasyon
icin kirk kilit grubunun canlilik orani, zerdegal grubuna gore anlamli derecede

yiiksektir.
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Cizelge 3.1 Streptococcus mutans’a ait zon ¢aplari

Zon Caplar1 (mm)
Zevtin Pozitif
Konsantrasyon | Damar Otu Ya {[avl Zerdecal | Misvak | Karkkilit Kontrol
prag (Gentamisin)
o 400 pl/ml 15 mm 24 mm 8mm 14mm 8mm 24mm
3 - 200 pl/ml 11 mm 18 mm 0 0 0 24mm
(]
S S 100 pl/ml 7 mm 14 mm 0 0 0 24mm
‘q% ‘g 50 pl/ml 0 10 mm 0 0 0 24mm
s 25 pl/ml 0 0 0 0 0 24mm
@ 12,5 pl/ml 0 0 0 0 0 24mm
Streptococcus Mutans
25 ~
20 Q[ B
~ m Damar Otu
- m Zeytin Yapragi
E 15 B Y prag
E
2 = Zerdegal
S ]
5 10 +— = — = Misvak
= Kiurkkilit
5 4~ —N— - -
= Pozitif Kontrol
(Gentamisin)
0 _‘ i ——r—4 I
50 25 12,5
Konsantrasyon (nl/ml)

Sekil 3.1 Streptococcus mutans ’a ait zon ¢aplari
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Cizelge 3.2 Lactobacillus acidofilus 'a ait zon ¢ap1 bulgulari

Zon Caplar1 (mm)
Zeviin Pozitif
Konsantrasyon | Damar Otu Ya yrta‘l Zerdecal | Misvak | Karkkilit Kontrol
e (Gentamisin)
400 pl/ml - - - - - 30mm
5., 200 pl/ml - - ; ] - 30mm
=3
S = 100 pl/ml - - - - - 30mm
83 50 ul/ml - - - - - | 30mm
o Q
IS B . . - -
« 25 pl/ml 30mm
12,5 pl/ml - - - - - 30mm

Actinobacillus
actinomyctemcomitans

Cizelge 3.3 Actinobacillus actinomyctemcomitans ’a ait zon ¢ap1 bulgulari

400 pl/ml - 15mm - 26mm - 17mm
200 pl/ml - 9mm - 14mm - 17mm
100 pl/ml - 8mm - 11mm - 17mm
50 ul/ml - 7mm - - - 17mm
25 ul/ml - - - - - 17mm
12,5 pl/ml - - - - - 17mm
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Actinobacillus
Actinomycetemcomitans

30 ~
25 v
= Damar Otu
z 20 1 ® Zeytin Yapragi
£ _ _ _ _ _ _
5:15 jpu— - - = Zerdecal
= .
S _ = Misvak
N 10 BRI I i B
il _ = Kirkkilit
5 P o Il Il B IN |mm IB N — Wl B I~
= Pozitif Kontrol
(Gentamisin)
0 = = == Il | gy [l g

400 200 100 50 25 12,5
Konsantrasyon (ul/ml)

Sekil 3.2 Actinobacillus actinomyctemcomitans "a ait zon ¢ap1 bulgulari
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Cizelge 3.4 Ureme var (+), Ureme yok (-) tablosu

Ureme var (+), Ureme yok (-)
. Pozitif
Konsantrasyon Rl Zeyt”j Zerdegal | Misvak | Kirkkilit Kontrol
Otu | Yapragi -
(Gentamisin)
400 pl/ml . ] . ] . ]
8 200 pl/ml N ] + ) + )
>
1S
: 100 pl/ml N ] R ] N ]
§ 50 pl/ml N N N N N ]
g_ 25 pl/ml + + + + + -
n
12,5 pl/ml N N N + + )
400 pl/ml . . . R . ]
3
= 200 pl/ml N N N N R ]
h=t
8 100 pl/ml " + + + + -
3
E 50 pl/ml + + + + + -
% 25 pl/ml + + + n + )
- 12,5 pl/ml + + + + + -
400 pl/ml . i . - - -
g 200 pl/ml ] ] ] ] R ]
3E
Z é 100 pl/ml + ) ) ) + )
£s
29 50 pl/ml n ) + ) + )
£ g
<2 25 ul/ml + + + + + )
S
©
12,5 pl/ml N N N N N ]
Cizelge 3.5 MIK tablosu
MIiK Damar otu Zeytin Zerdegal Misvak Kirkkilit
yapragi otu
S.mutans | >400 pg/ml | 100 pg/ml >400 pg/ml | 100 pg/ml >400 pg/ml
Lactobacillus | >400 pg/ml | >400 pg/ml | >400 pg/ml | >400 pg/ml | >400 pg/ml
sp.
Actinobacillus | 200 pg/ml 50 pg/mli 100 pg/ml 50 pg/ml 400 pg/ml
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Cizelge 3.6 Nekroz ve Apopitoz Oranlari

Konsantrasyon

12.5

25

50

100

200

400

Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani
Nekroz
orani
Apopitoz
orani

Zeytin
yapragi
1£1

0
5+0,5
16+1

7,51
21,51
8+1,4
24+0,5
8+1
26,52
9+0,7
27,5+1,5
10,5+1

28+1,4

Damar otu

1£1
0
7+0,7
18,4+0,7
7,51
23,5+1
8+0,5
27+1,5
8,5+1
30+0,7
9,5+0,5
34+2
10+1,4

38,5+1

Cizelge 3.7 Canlilik oranlar1 (%)

Konsantrasyon Zeytin

Damar otu
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Zerdecal

1+1
0
4,5+1
22,5+1
5+1,4
26+1,4
5,5+1
28,5+1
6+0,5
29+1,5
7+0,7
30+0,7
8+1

30,5+1

Zerdecal

Kirkkilit
otu
1+1

0
6=+1
10,5+1
7+0,5
15,2+1
8,51
18+0,5
8+1
22,5+1,4
9+0,7
28+1,5
10,5+1

32+2

Kirkkilit
otu

1+£1

4+0,7
13,5+1
5+1
18+0,5
5,51
21,512
6=+0,7
22+0,7
6,5+1
24+1,4
7+0,7

29,5+1




100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Canlilik Yiizdesi (%)

N N N N N N Y

125

Ekstre Yogunlugu (ug/mL)

B Zeytin yapragi
= Damar otu

= Zerdegal

= Kurkkilit otu

= Misvak

Sekil 3.3

Canlilik yiizdeleri
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Cizelge 3.8 S.mutans’da Konsantrasyonlara Gore Zon Caplart Bakimindan Gruplar Arasindaki
Farkliliga liskin Kruskal Wallis H Testi Sonuglar

Zon Capi Kruskal Wallis H Testi
n | Mean | Median | Min|Max | ss | SiraOrt. | H p
DamarOtu | 3| 15 15 15|15 |0 11
- Zeytin Yapragi | 3 24 24 24 | 24 | O 14
% Zerdegal 3 8 8 8 8 | 0 3,5 14| 0,007
S Misvak 3| 14 14 14 |14 | 0O 8
s Kirkkilit 3| 8 8 8| 8|0 3,5
Toplam 15| 13,8 14 8 | 24 |6,1 3-25-2
DamarOtu | 3| 11 11 11111 |0 11
@ £ Zeytin Yapragi | 3 18 18 18| 18 | O 14
g E Zerdegal 3 0 0 0 0O 5 14| 0,007
e S Misvak 3 0 0 0 0 0
» o Kirkkilit 31 0 0 0o|lo0]oO
Toplam 15| 5,8 0 0 | 18 |7,7 3-24-25-2
DamarOtu | 3 7 7 7 7 0 11
—_ Zeytin Yapragi | 3 14 14 14114 | O 14
>i Zerdegal 3 0 0 0 0 0 5 14| 0,007
S Misvak 3 0 0 0 0 |0 5
- Kirkkilit 31 0 0 0| 0|0 5
Toplam 15| 4,2 0 0 | 14 |5,8 3-24-25-2
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Cizelge 3.9 Actinobacillus Actinomycetemcomitans

Konsantrasyonlara Gore Zon
Caplar1 Bakimindan Gruplar Arasindaki Farkliliga iliskin Kruskal Wallis H Testi

Sonuglari
Zon Capi Kruskal Wallis H Testi
n | Mean | Median | Min | Max | ss | SiraOrt. | H p
DamarOtu | 3 0 0 0 0 0 5
— | Zeytin Yapragi | 3 15 15 15115 | 0 11
% Zerdegal 3 0 0 0 0 0 5 14| 0,007
§ S Misvak 3 26 26 26 | 26 | O 14
£ N Kirkkilit 31 0 0 0ol 0o 5
S Toplam 15| 8,2 0 0 26 |11 1-43-45-4
5 DamarOtu | 3| 0 o |o| oo 5
S F |ZevtinYapragi| 3 | 9 9 99 |0 11
S S| Zerdecal |3 0 0 o] 01O 5 14 | 0,007
% = Misvak 3 14 14 14 | 14 | O 14
< N1 Kirkkilit [ 3] 0 0 0| 0|0 5
% Toplam 15| 4,6 0 0 14 |6,1 1-43-45-4
S DamarOtu |3 | O 0 0 0|0 5
.g E Zeytin Yapragi | 3 8 8 8 8 | 0 11
< E Zerdecal 3 0 0 0 0 0 5 14| 0,007
= Misvak 3 11 11 11|11 |0 14
- Kirkkilit 3/ 0 0 0|0 |oO 5
Toplam 15| 3,8 0 11 (4,9 1-43-45-4
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Cizelge 3.10 Konsantrasyonlara Gore Canlilik Oranlar1 Bakimindan Gruplar Arasindaki

Farkliliga Iliskin Kruskal Wallis H Testi Sonugclari

Canlilik Oranlari

Kruskal Wallis H Testi

n | Mean | Median | Min | Max | ss | Sira Ort. H p
Damar Otu 3 44 44 44 | 44 | O 2
I Zeytin Yapragi | 3 60 60 60 | 60 | O 14
>1 Zerdegal 3] 523 52 52 | 53 (0,6 7,33 13,491 | 0,009
S Misvak 3| 57,7 58 57 | 58 0,6 11
< KirkkilitOtu | 3 | 51,7 52 51| 52 (0,6 5,67
Toplam 15| 53,1 52 44 | 60 |5,8 1-2
Damar Otu 3| 53,7 54 53 | 54 0,6 4
T Zeytin Yapragi | 3 | 62,3 62 62 | 63 [06| 14
>=_ Zerdegal 3| 53,3 53 53 | 54 0,6 3 13,304 | 0,01
S Misvak 3 61 61 61 | 61 | O 11
N Kirkkilit Otu | 3 55 55 55|55 |0 8
Toplam 15| 57,1 55 53163 | 4 3-2
Damar Otu 3 69 69 68 | 70 | 1 12,5
E Zeytin Yapragi | 3 69 69 69 | 69 | O 12,5
E Zerdegal 3| 54,7 55 54 | 55 (0,6 2 13,202 | 0,01
S Misvak 3 62 62 62 |1 62 | 0 8
-~ KirkkilitOtu | 3 | 57,7 58 57 | 58 |0,6 5
Toplam 15| 62,5 62 54170 | 6 3-13-2
Damar Otu 3| 69,7 70 69 | 70 |0,6 11
—_ Zeytin Yapragi | 3 73 73 72 | 74 | 1 14
§ Zerdegal 3 55 55 55|55 |0 2 13,821 0,008
S Misvak |3 | 66 66 | 66| 66 |0 8
0 KirkkilitOtu | 3 | 61 61 61| 61 | 0 5
Toplam 15| 64,9 66 55| 74 |6,6 3-2
Damar Otu 31723 72 72 | 73 |0,6 11
— Zeytin Yapragi | 3 79 79 79179 |0 14
§ Zerdegal 3 58 58 57 1 59 | 1 2 13,671 | 0,008
> Misvak |3 687 | 69 |68 69 |06] 8
o Kirkkilit Otu | 3 | 66,7 67 66 | 67 [0,6] &5
Toplam 15| 68,9 69 57 | 79 |7,2 3-2
Damar Otu 31733 73 73 | 74 |0,6 5
E Zeytin Yapragi | 3 | 81,3 81 81 | 82 (0,6 8
>=_ Zerdegal 3 67 67 67 | 67 | O 2 13,77 | 0,008
n Misvak 3| 85,3 85 85 | 8 [0,6 11
= Kirkkilit Otu | 3 | 90 9 | 90| 9 | 0| 14
Toplam 15| 79,4 81 67 | 90 |8,6 3-5
Damar Otu 3| 100 100 100|100 | O 8
_ Zeytin Yapragi | 3 | 100 100 100|100 | O 8
E Zerdegal 3| 100 100 100|100 | O 8 0 1,00
3 Misvak 3/ 100 | 100 [100]100] 0O 8
KirkkilitOtu | 3 | 100 100 100|100 | O 8
Toplam 15| 100 100 100|100 | O
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4  TARTISMA ve SONUC

Dig clirigli, tiim diinyada en sik goriilen ve en ¢ok maliyet gerektiren
enfeksiyoz bir agiz hastaligidir (Panel 2001, Bagramian ve ark. 2009). Bir¢ok ¢iiritk
Onleyici yontem arastirilmakta ve gelistirilmektedir (Bonecker ve ark. 2012).
Antimikrobiyal kullanimi da ¢iiriik olusumunu 6nlemede etkili yontemlerin basinda
gelmektedir (Gunsolley 2010). Bu baglamda kullanilan baslica kimyasal ajanlar flor,
klorheksidin, setil piridinyum klorid ve dogal {irtinlerdir. (Samuels ve ark. 2012).

Dogal iiriinler (bitki ekstraklari, esansiyal yaglar ve deniz firiinleri) dis
clirigiinii engellemeye yonelik Onerilen yeni triinlerdir (Jeon ve ark. 2011). Propolis,
siyah ve yesil ¢ay, kakao ¢ekirdeginin kabugu, yulaf kabugu, yaban mersini, kabuklu
deniz canlilarmin kabuklari bu dogal iiriinlere 6rnek olarak gosterilebilir (Jeon ve
ark. 2011). Dogal iirtinlerin kullanimi ile sentetik {irinlerin kullanimina bagli olarak
ortaya ¢ikan tad alma bozuklugu, mukozada deskuamasyon ve dislerin renklenmesi
gibi yan etkilerin giderilmesinin yanisira giivenli ve etkili bir ¢iiriikk 6nleme yontemi

oldugu distiniilmektedir. (Magee 2007)

Genel tibbi alanlarda kullanilan ilaglarin yaklasik %25°1 bitkisel kaynaklidir
(Rates 2001). Her bitki kendine 6zgii biyoaktif maddeler tasir, bu nedenle bitkilerin
kimyasal, farmakolojik ve toksikolojik Ozellikleri, bu nézellik goz Oniinde

bulundurularak ¢aligilmalidir (Ghani 2003).

Esansiyel yaglar, antimikrobiyal aktiviteye neden olan biyoaktif ajanlar
icermektedir. Gida, kozmetik ve farmasotik endiistride esansiyel yaglar oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bassolé ve Juliani 2012). Esansiyel yaglarin
kimyasal yapis1 terpen & terpenoidler ve alifatik & aromatik bilesikler olarak ikiye
ayrilmaktadir. (Bakkali ve ark. 2008). Monoterpenler, esansiyel yaglarin iginde en
cok bulunan ve ciiriikle ilgili bakteriler ilizerinde antibakteriyal etkiyi gosteren yap1

oldugu diistintilmektedir (Bernardes ve ark. 2010).

Bu c¢alismada degerlendirilen bes bitkiden S.persica, disindaki bitkilerin

cliriikle iligkili bakteriler lizerinde etkinliginin heniiz detayli olarak arastirilmamis
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olmasi ilgi ¢ekicidir. S.persica ( misvak), trimetilamin, salvadorin, klor, flor, silika,
stlfur, askorbik asit, tannin, saponin, flavenoid, sterol gibi tanimlanabilmis

komponentler icermektedir (Darmani ve ark. 2006).

S.persica ( misvak), antibakteriyal ve tiikriik akisini artirici etkinin
icerigindeki yiiksek miktardaki NaCl, KCI, trimetilamin, salvadourea and
salvadorin’den kaynaklandigi diistinilmektedir (Hattab 1996). Misvaktan gelen
tiyosiyonat’in tiikriikteki tiyosiyonat seviyesini artirdigini, bunun da hidrojen
peroksit-peroksidaz-tiyosiyonat sistemini harekete gegirerek antimikrobiyal etkinlik

gosterdigi yapilan bir ¢alismada tespit edilmistir (Darout ve ark. 2000).

Al-Otaibi ve ark, yaptiklari ¢alismada kuru yada taze misvaktan elde edilen
ekstraklarin  (sulu, metanollii, etil asetath, asetonlu) Streptococcus mutans,
Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus
mitis, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola, F.
nucleatum, E. Corrodens ve C. Rectus iizerinde 6nemli oranda inhibitor etkiye sahip
oldugunu, dis fircas1 ve misvak kullanimi kiyaslandiginda misvak kullanilan grupta
A. actinomycetemcomitans seviyesinde anlamli bir diisiis oldugu belirtmislerdir
(p<0.05) (Al-Otaibi ve ark. 2004).

Bu ¢aligmada kuru misvaktan elde edilen etanollii ekstraktin 400 pg/ml
konsantrasyonunda Streptococcus mutans’da 14 mm’lik zon ¢ap1 tespit edilmis, bu
konsantrasyonda antimikrobiyal etkinlik gorilmistiir (referans antibiyotik zon
capi=24 mm). A. actinomycetemcomitans c¢alismada kullandigimiz {i¢ bakteriden
birisi olup, 400 pg/ml konsantrasyonda 26 mm, 200 pg/ml konsantrasyonda 14mm,
100 pg/ml konsantrasyonda 1lmm zon c¢ap1 tespit edilmistir (p<0.05). A.
actinomycetemcomitans 'da referans antibiyotikten daha giiclii bir etki gosterdigi
rapor edilmistir. (A. actinomycetemcomitans referans antibiyotik zon ¢api=17mm).
Al-Otaibi ve ark, calismasinin sonuglar1 ile ¢alisma sonuglarimiz benzerlik

gostermektedir.

Almas ve ark, misvak ekstrakti kullanarak yaptiklar1 bir c¢alismada,
konsantrasyona bagli olarak Strep. faecalis ( inhibisyon zonu= 7 mm) ve S. Mutans

(inhibisyon zonu= 3mm)’da antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmislerdir
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(Almas ve ark. 2005). Calismamizda S. mutans’da 14 mm’lik inhibisyon zonu tespit

edilerek, Almas ve ark., yaptigi ¢alisma ile benzerlik gostermektedir .

Sofarata ve ark, yaptiklar1 baska bir calismada, misvaktan elde edilen
ekstraktin, misvagin ger¢ek antimikrobiyal etkinligini yansitmadigini iddia
etmiglerdir (Sofrata ve ark. 2008) Bazi aktif bilesenlerin tam olarak ekstrakte
edilemedigini ya da ekstraksiyon islemi esnasinda bazi aktif bilesenlerin
kayboldugunu savunmuglardir. Misvagin sulu ekstraktt ve higbir isleme tabi
tutulmadan kesilmis bir pargas1 antimikrobiyal etkinlik agisindan degerlendirilmis ve
parga misvagm oldukg¢a gii¢lii antimikrobiyal etkinlik gosterdigini fark ederek

iddialarin1 dogrulamislardir.

P.gingivalis ve A. Actinomycetemcomitans’da olduke¢a giiglii, S.mutans’da
daha az, L.acidofilus iizerinde oldukca diisiikk antimikrobiyal etkinlik goriilmiistiir
(Sofrata ve ark. 2008). Calismamizda en ¢ok antimikrobiyal etki A.
Actinomycetemcomitans ’da (26 mm, 14 mm, 11 mm), daha sonra S.mutans’da (14
mm) gorilmiistiir. Lactobacillus acidofilus’da herhangi bir antimikrobiyal etki
izlenmemistir. Sofrata ve ark, yaptiklart calismanin sonucu ile elde ettigimiz sonuglar

uyumludur.

Dis fircas1 ve misvak kullanan bireylerden olusan gruplarin karsilastirildigt
bir ¢alismada, misvak kullanan bireylerde S.mutans seviyesinin daha diigiik oldugu
gozlenirken, Lactobacillus’ da bir farklilik olmadigi anlasilmistir (Almas ve Al-Zeid
2004). Calismamizda Lactobacillus acidofilus’da antimikrobiyal bir etkinin
izlenmeyip S.mutans’da antimikrobiyal bir etki goriilmesi Almas ve Al- Zeid’in

calismasi ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Balb/C 3T3 fare fibroblastlar ile sulu misvak ekstraktinin kullanildig: bir
hiicre proliferasyonu c¢alismasinda, misvagin ¢esitli konsantrasyonlarinda oldukga
yiiksek oranda hiicre proliferasyonunda artisa neden oldugu vurgulanmistir (Darmani

ve ark. 2006). Calismamizda konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda bir
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azalma goriilmektedir yani hiicre proliferasyonunda bir artig goriilmemektedir. Bu
acidan Darmani ve ark., yaptiklari c¢alisma sonucu ile bizim sonuglarimiz
ortiismemektedir. Bu farkliligin misvagin yetistigi cografi bolgenin 6zelliklerine gore
farklilik gosterebilmesine ve kullandigimiz eksraktin su ile degil etanol ile

¢ikarilmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Bagka bir c¢alismada 9%0.1 yogunlukta S.persica igeren gargara
kullanilmistir. Makrofaj, epitel, fibroblast ve osteoblast gibi yara iyilesmesinde
gorevli hiicreler tlizerinde oldukca yiiksek sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu
etkinin nedeni olarak S.persica’nin igerigindeki alkoloid ve flavonoid’lerden
olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu sebeple agzinda taze yara olan hastalarin, misvaklh

gargara kullanmamasi gerektigi iddia edilmektedir (Rajabalian ve ark. 2009).

Tabatabaei ve ark, 5.75-1.43 mg/ml konsantrasyonlarindaki etanollii misvak
ekstraktlar1 ile yaptiklar1 hiicre proliferasyonunu degerlendirdikleri ¢calismada, ciddi
oranda hiicre proliferasyonunda azalma  goriilmistir. 0.08-0.71  mg/ml
konsantrasyonlarinda ise kontrol grubuna gére onemli bir fark goriilmemistir (Sadat

Tabatabaei ve ark. 2015).

Rajabalian ve ark, Tabatababei ve ark, yaptiklari ¢aligmalarin sitotoksite
sonuclar1 ile g¢alismamiz  benzerlik  gostermektedir. Calismada denenen
konsantrasyonlar  igerisinde = %50’sinden = daha  fazla  hiicre  o6lumi

gerceklesmemesinden dolayi toksik sayilabilecek bir durum s6z konusu olmamastir.

Olea europaea, geleneksel tipta bakteri, mantar ve viriis kokenli hastaliklart
tedavi etmek amaciyla kullanilmigtir (Adnan ve ark. 2014). Zeytin yapragi,
antioksidan aktivitesinin yanisira yapisindaki bilhassa fenolik gruplar nedeniyle
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Oleoropin, fenolik bilesikler iginde en aktif
olan bilesigi olarak diisiiniilmektedir (Markin ve ark. 2003).

Salamura edilmis zeytinlerin antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi bir

arastirmada, hidroksitirozol un bir bileseninin salamura islemleri ile dialdehitli forma
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dontistiigl, bu formun da Lactobacillus’lar gibi laktik asit lireten bakteriler iizerinde
antibakteriyal etkinlik gosterdigi ortaya konulmustur (Medina ve ark. 2007).
Calismamizda zeytin yapragr ekstraktinin Lactobacillus acidofilus
tizerindeki antimikrobiyal etkinligi incelendi. Herhangi bir antimikrobiyal etkinlik
gozlenmemesinin nedeni olarak zeytin yapragi ekstraktina herhangi bir salamura

isleminin yapilmamis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sudjana ve ark, 122 mikroorganizma {izerinde yaptiklart ¢alismada,
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, and Staphylococcus aureus bakterileri

disinda antimikrobiyal bir etki gozlemlememislerdir (Sudjana ve ark. 2009).

Asya kitasinda geleneksel olarak dis temizliginde kullanilan ¢igneme

cubuklarmin (Azadirecta indica, Olea europaea, Acacia arabica, Salvadora persica,

Gycosmic pentaphylla, Capparis aphylla) ekstraklarimin ~ kullanildigr  ve
Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, iizerinde
antimikrobiyal etkinligin degerlendirildigi bir ¢alismada, Acacia arabica ve
Salvadora persica’nin sadece Streptococcus faecalis (2mm) tizerinde antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu, diger ekstraklarin herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermedigini belirtmistir.  (Almas 2001). Calismamizda Olea europaea ve
Salvadora persica’nin S.mutans, L.acidofilus ve A. Actinomycetemcomitans
tizerindeki antimikrobiyal etkinligini aragtirllmig olup, S.mutans iizerinde zeytin
yapraginin  diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek zon olusturdugu
gorilmistiir (p<0.05). 400pg/ml konsatrasyonda zeytin yapraginda 24 mm, misvakta
14 mm zon ¢ap1 tespit edilmistir. Bu acidan calisma sonuglari, Almas’in ¢alisma
sonuglar1 ile benzerlik gostermemektedir. Bu farkliligin bolgesel — degisikliklere

bagli olarak gergeklesebilecegini diisiinmekteyiz.

Zeytin yapraginin sulu, asetonlu, dietil eterli, ve etil alkollii ekstraklarinin
kullanildig1 bir ¢alismada, sadece asetonlu ekstraktin kullanildigi grupta Salmonella
enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Escherichia coli, Streptococcus

thermophiles, Enterococcus faecalis, ve Lactobacillus bulgaricus bakterilerine karsi
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antimikrobiyal etkinlik goriilmistiir (Korukluoglu ve ark. 2010). Calismada
Lactobacillus acidofilus iizerinde zeytin yapraginin etanollii ekstraktinin
antibakteriyal etkinligi arastirllmis olup, olumlu bir sonu¢ alinamamistir.
Korukluoglu ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada asetonlu ekstrakttan olumlu bir
sonu¢ aldiklar1 vurgulanmigtir. Calismamizda L. Acidofilus ‘da antimikrobiyal
etkinlik tespit edilememesinde, ekstrakt elde edilirken kullanilan ¢6ziicli olarak

aseton degil etanol kullanilmasina bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Zeytin yapraginin antimikrobiyal etkinliginin arastirildigt baska bir
calismada B. cereus, B.subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae
bacteria, and C. albicans ve C. neoformans (mantar) kullanilmigtir. Kullanilan bu
mikroorganizmalarin hepsi iizerinde etkinlik goriilmekle birlikte, siralama su
sekildedir. B. cereus ~ C. albicans > E. coli > S. aureus > C. neoformans ~ K.

pneumoniae ~ P. aeruginosa > B. Subtilis (Ahmed ve ark. 2001).

Hidroksitirozol ve oloropinin, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae and Vibrio alginolyticus gibi bagirsak ve solunum yolu patojen
mikroorganizmalarinin gelisimini inhibe ettigi ya da geciktirdigi bildirilmistir

(Bisignano ve ark. 1999).

Ahmed ve ark, Bisignano ve ark, yaptiklar1 ¢aligmalarda calismamizda
kullanilan bakterilerden herhangi biri birebir kullanilmamis olsa da, S.aureus gibi
gram pozitif bakterilerde antimikrobiyal etkinlik gostermesi, S.mutans’da
antimikrobiyal etkinlik gostermesi ile uyumlu bir sonug gostermektedir. (Bisignano
ve ark. 1999)

Zeytin yapragi icerisinde glukozit. hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit, p-
kumarik asit, vanillik asit, vanillin, oleuropein, luteolin, diosmetin, rutin, luteolin-7-
glukozit, apigenin-7-glukozit, ve diosmetin-7- glukozit gibi bircok etken madde

igerir (Bianco ve Uccella 2000).
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Oloropin, rutin, kafeik asit, vanilin ve bu dort maddenin karigimi zeytin
yapragindan izole edilerek antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Salmonella
enteritidis’ de oloropin(23.5 = 0.8), kafeik asit(10.4 +0.2) ve karisim(24.5+0.5) ,
Escherichia coli’de sadece kafeik asit(10.1+0.1), Bacillus cereus’da kafeik
asit(9.8 = 0.0) ve karisim(28.5 £ 0.3) antimikrobiyal etki gostermistir. Bu ¢alismaya
gore, zeytin yapragi icerisindeki fenolik komponentlerin bir arada bulunduklarinda

sinerjistik etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Lee ve Lee 2010).

Koriikliioglu ve arkadaslarinin yaptiklari benzer bir ¢alisma ise su sekilde
planlanmistir. Zeytin yapragt bilesenlerine ayrilmig ve herbir bileseni (4-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, p kumarik asit, tirozol, kafeik asit, siringik asit ve
oloropin) ayr1 bir grup olusturmustur. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus’'un da aralarinda bulundugu
onbes bakteri lizerinde bu bilesenler li¢ farkli konsantrasyonda (0.1, 0.3, 0.5) ayr1
ayr1 uygulanmistir. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis’a tirozol , kafeik
asit , oloropin; Lactobacillus bulgaricus’e 4-hidroksibenzoik asit digindaki tiim
bilesenler; Streptococcus thermophilus’a 4-hidroksibenzoik asit ve siringik asit
disindaki tiim bilesenler 0.5 mg/ml derisiminde antimikrobiyal etki goéstermistir
(Korukluoglu ve ark. 2010). Calismamizda L.acidofilus iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal etkinlik gostermemesi yoniiyle Koriikliioglu ve ark, caligmasi ile
benzerlik gostermezken, Streptococcus thermophilus’a benzer bir tir olan
S.mutans’da antimikrobiyal etkinlik tespit edilmesi yonii ile de uyum gostermektedir.
(Korukluoglu ve ark. 2010).

O.europaea’nin sulu ekstraktinin antimikrobiyal etkinliginin aragtirildig bir
calismada, S.aureus(10mm), S.faecalis(11mm), E.coli(9mm), P.aeruginosa(9mm),
K.pneumoniae(11lmm) bu sonuglar bulunmustur (Keskin ve ark. 2012).
Calismamizda S.mutans kullanilmis ve zeytin yapragmin etanollii ekstrakti

kullanilarak S.mutans(24mm) bulunmustur. S.faecalis ile ayni tiir olan S.mutans
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tizerinde antimikrobiyal etkinlik gézlenerek Keskin ve ark, ¢alismasi ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir. (Keskin ve ark. 2012).

Olea europaea’nin bir bileseni olan maslinik asit, farelere yiiksek dozda
agizdan uygulanmistir. Tek seferde 1000mg/kg ya da 28 giin 50 mg/kg dozda
verilen zeytin yapraginin toksisiteye bagli herhangi bir reaksiyon olusturmadigi
goriilmiistiir (Sanchez-Gonzalez ve ark. 2013). Calismamizda kullanilan en yiiksek
konsantrasyon olan 400 pg/ml ekstrakt uygulanmasinda sonra hiicre canliligt
yaklastk %60 olarak bulunmustur. Diger gruplardaki canlilik yiizdeleri
kiyaslamasinda zeytin yapragi grubunda anlamli oranda canlilik yiizdesi yiiksek

bulunmustur (p<0.05).

Yiiksek glukozun neden oldugu apopitozisi engelleyerck diyabete bagh
olusan noropatik agrilar1 engelledigi yapilan bir ¢calisma ile belirlenen Olea europaea
ve glukozun, PCIl2(feokromostoma) hiicreleri iizerindeki etkisi MTT yontemi ile
incelenmis; 50, 75, 100, 125 Konsantrasyonlarinda glukoz ve Olea europaea
uygulanmistir. 100pg/ml konsantrasyonundaki glukoz uygulanan grupta canli hiicre
sayist yiizdesi %52. iken, aymi konsantrasyondaki Olea europaea grubundaki
canlilik oran1 %75 olarak bulunmustur. Bu galismanin sonucuna gore, glukozun Olea
europaea’ya gore toksisitesinin oldukga yiiksek oldugu belirtilmistir (Kaeidi ve ark.
2011). Caligmamizda zeytin yapragi grubundaki canlilik yiizdesi, diger gruplara
gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur, bu nedenle Kaeidi ve arkadaslarinin

yaptiklari ¢alisma ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Turmerik ismiyle bilinen Curcuma longa ( zerdegal), 6zellikle Asya’nin
giineyinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yerel tipta siniizit gibi enfeksiyon
hastaliklarinin, karaciger hastaliklarinin, romatizma ve anoroksiyanin tedavisinde

kullanilmistir (Agarwal ve ark. 2009).
Yapilan bir c¢alismada C.longa’nin etanollii ekstraktinin antimikrobiyal
etkisi aragtirnlmistir. B.subtilis (15.17 + 0.6), K. pneumoniae (16.50 + 0.41), P.

mirabilis (21.50 = 0.62), S. aureus (15.67 + 0.54), P. aeruginosa (12.17 £+ 0.49),
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E.coli (10.83 £+ 0.36) disk difiizyon testinden bu sonuglar elde edilmistir
(Chakraborty ve ark. 2014).

Srinivasan ve ark, yaptiklar1 farkli bir ¢alismada 50 farkli bitkinin sulu
ekstraklart ile yaptiklart ¢alismada B.subtilis (13mm), K. pneumoniae (0 mm), P.
mirabilis (18mm), S. aureus (20mm), P. aeruginosa (18mm), E.coli (27mm)
sonuglarini bulmuslardir (Srinivasan ve ark. 2001).

Fagbemi ve ark, olgunlasmamis muz, limon otu ve turmerik (C.longa )
bitkilerinin sulu ve etanollii ekstraklarini elde ederek sekiz farkli mikroorganizma
tizerinde inhibitdr etkisini incelemislerdir. Turmerik’in etanollii ekstraktinin E. coli ,
S. paratyphi, S.flexnerii, K. pneumonia, S. aureus ve B.subtilis’de bakteriyostatik
etki gosterdigini; sulu ekstraktinin ise sadece S. aureus’a bakterisit bunun disindaki

bakterilere bakteriyostatik etkili oldugunu vurgulamislardir (Fagbemi ve ark. 2009).

Lee ve arkadaslarinin yaptiklar bir ¢alismada, yedi farkli bitkinin alt1 farkli
¢oziicti ile ekstraklarimi hazirlayip Escherichia coli, Burkholderia sp., Haemopillus
somnus, Haemopillus parsuis, Clostridium perfringens bakterileri {izerinde
antimikrobiyal etkinlik degerlendirmesi yapmislardir. Yedi bitkiden biri olan
C.longa’nin etanollii ve sulu ekstraktinin sadece Clostridium perfringens’e karsi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu; metanollii, hekzanli, kloroformlu ve biitanollii

ekstraklarin antimikrobiyal bir etkiye sahip olmadigi goriilmistiir (Lee ve ark. 2014).

Chan ve ark., zencefilgiller familyasina ait, iclerinde C.longa’nin da
bulundugu ii¢ fakli bitkinin yapraklarindan ve koklerinden ekstraklar elde ederek,
antioksidan kapasite ve antimikrobiyal etkinlik ¢alismislardir. M. Luteus, S. aureus,
B. cereus bakterileri iizerinde C.longa’nin yaprak ekstresinden antimikrobiyal
etkinlik gozlenmezken kok ekstresinden oldukga diisik de olsa antimikrobiyal
etkinlik tespit edilmistir (0.13mg/disk) (Chan ve ark. 2011).

Chakraborty ve arkadaglari, Srinivasan ve arkadaslari, Fagbemi ve

arkadaslari, Lee ve arkadaslari, Chan ve arkadaslar1 C.longa’nin antimikrobiyal
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etkinligini aragtirmalarinda ¢ogunlukla S. paratyphi, S.flexnerii, K. pneumonia gram
negatif mikroorganizmalar {izerinde ¢aligmislar ve antimikrobiyal etkinlik tespit
etmiglerdir. Calismamizda sadece 400 pg/ml konsantrasyonundaki C.longa
ekstraktinin gram pozitif bir mikroorganizma olan S.mutans’da 8mm’lik bir
inhibisyon zonu olusturdugunu tespit ettik. Antimikrobiyal etkinlikteki gram pozitif
bakterilerin, gram negatif bakterilere gore C.longa’ya daha direngli olabilecegi fikri

farkliligin olusmasinda bir etken sayilabilir.

Curcuma longa’nin 500, 250, 125g/L konsantrasyonundaki ekstraktlarinin
S.epidermidis, M.luteus, B.subtilis, Lactobacillus plantorum, E.coli, P.aeruginosa
bakterileri tizerinde disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkinligi arastirilmus,
M.luteus, P.aeruginosa B.subtilis, Lactobacillus plantorum bakterilerinde higbir
konsantrasyonda bakterisit etki gozlenememistir. S.epidermidis (17.4+0.3, 13.4+0.6)
ve E.coli (18.2+0.3, 14.3+£0.6)’ de ise 500 ve 250 g/L konsantrasyonlarda inhibisyon
zonu ¢aplart gortilmistiir (Niamsa ve Sittiwet 2009). Calismamizda L.acidofilus’da
hicbir konsantrasyonda etkinlik gézlenmemesi, Niamsa ve ark, yaptiklar1 ¢aligma ile

benzerlik gostermektedir.

C.longa’nin etken maddesi olan curcumin’in 0-100 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicreleri lizerindeki etkileri incelenmistir. Curcumin’in
kiiciilme, yuvarlaklasma ve kismi parcalanma gibi sitotoksik etkileri MCF-7
hiicrelerinde ortaya cikmustir. 40 pg/ml’da ciddi bir hiicre Sliimii goriilmiistiir
(Koohpar ve ark. 2015). Calismamizda 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 pg/ml
konsantrasyonlarinda C.longa ekstraktinin canlilik oranlarina bakildi, 400 pg/ml
konsantrasyon disindaki konsantrasyonlarda, diger gruplara gore canlilik ytizdesi
anlamli sekilde diistik gikmistir (p<0.05). C.longa nin igeriginde bulunan curcumin
maddesinin tiimor hiicrelerini yok edebilme yetenegine bagli olarak bu durumun s6z

konusu olabilecegini diisiinmekteyiz.
Yapilan son calismalarda antiviral, antiinflamatuar ve antioksidan

aktivitesinin dogrulandigi Plantago lanceolata, 275 tiiri ile genis bir dagilima

sahiptir (Beara ve ark. 2012). Yiiksek miktardaki fenolik igeriginin bakteri gelisimini
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ve patojenik oral floranin viriilansini azaltabilecegi diistiniilmiistiir (Smullen ve ark.
2007). Avrupa Ilag Kurumu, Avrupa iilkelerinde P. lanceolata’nin yapraklarindan
elde edilen bitki ¢aymin agiz ve faringeal dokular iizerinde koruyucu etkisi oldugunu

aciklamistir (Consultation 2008).

P. lanceolata’nin agiz gargarasi olarak kullanildigi bir c¢alismada,
streptokok grubunda  plasebo grubu ile karsilagtirildiginda ciddi bir azalma
gozlenirken, laktobasil grubunda ise anlamli bir diisiis gozlenmemistir (Ferrazzano
ve ark. 2015). Calismamizda  P. lanceolatamin 400, 200, 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin, S.mutans’da sirastyla 15 mm, 11mm, 7 mm’lik inhibisyon
zonu olusturdugu; L.acidofilus’da da hi¢ zon olusturmadigr goriilmiistiir. Bu
baglamda Ferrazzano ve ark, yaptiklari ¢alismanin sonucu ile sonuglarimiz benzerlik

gostermektedir.

Cildir ve ark, bu farkliligin Klinik sebebi olarak, S.mutans’in daha kolay
ulagilabilir yerde olmasina, Laktobasiller’in ise ulasmasi daha zor olan retantif
bolgelerde bulunmasina bagl olabilecegini diisiinmiislerdir (Cildir ve ark. 2009). P.
lanceolata, streptokoklar iizerinde oldukga iyi antimikrobiyal etkiye sahiptir. Bu
etkinin gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda 6nemli degisiklikler yapmasina

bagli oldugu diisiiniilmektedir (Sharifa ve ark. 2008).

Karakas ve ark; su, etanol ve metanol ile hazirladiklar bitki ekstraklarinin
antimikrobiyal etkinligini ~ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae, ve Klebsiella pneumoniae
bakterileri iizerinde incelenmistir. P. lanceolata Staphylococcus aureus = 8.0+0.2
(sulu ekstrakt), Staphylococcus epidermidis = 7.5+0.2 (sulu ekstrakt),
Staphylococcus epidermidis = 7.0+0.3 (etanollii ekstrakt), Proteus vulgaris =9.3+0.9
(sulu ekstrakt) , bakterileri tizerinde etkili olmustur (Karakas ve ark. 2012).
Calismamizda Staphylococcus aureus’a gram pozitif olma yonii ile benzeyen
S.mutans tizerinde antimikrobiyal etkinlik tespit edilmis olmasi ¢alisma sonuglarinin

paralellik gosterdigi seklinde yorumlanabilir.
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Askin ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada, 15g/L. ve 30 g/L yogunluklu P.
lanceolata 'nin sulu ekstraktinin mitotik indeksi (béliinen hiicre sayisi) 6nemli oranda
diistirdiigiinii tepit etmislerdir. Mitotik indeksteki bu diisiis, sulu ekstrakta bulunan
icerigin sitotoksik etkiye neden olabilecegini diisiindiirmektedir (Askin Celik ve
Aslantiirk 2006). Bu ¢alismada 400ug/ml konsantrasyonda damar otu grubunun
canlilik oranlart diger gruplara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).
Calismamizin sonuglari, Celik ve Aslantiirk’lin ¢alismasinin sonuglari ile benzerlik

gostermektedir.

Plantago ailesinin yedi tiiriiniin, 0.025 ile 250 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlarinin ~ sitotoksitesinin degerlendirilebilmesi i¢in TK-10 (renal
adenokarsinoma), MCF-7 (meme adenokarsinoma) ve UACC-62 (melanoma) hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Yedi ekstraktin tamami MCF-7 ve UACC-62 tiimor
hiicrelerinde konsantrasyona bagl sitotoksik etki gostermistir. P. lanceolata, MCF-7
ve UACC-62 hiicreleri tizerindeki LCso degeri yaklasik olarak 212ug/ml olarak
bulunmustur (Galvez ve ark. 2003). Calismamizda saglikli fibroblast hiicreleri
tizerinde farkli konsantrasyonlarla sitotoksite degerlendirilmesi yapilmistir. Galvez
ve arkadaslar1, tiimoral hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyonu 212ug/ml olarak
bulunmusken, bizim sonuglarimiza goére saglikli fibroblastlar {izerinde bu
konsantrasyon yaklagik olarak 395 pg/ml’dir. P. lanceolata ‘nin tiiméral hiicrelere
daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterirken saglikli hiicrelere ayni
konsantrasyonda sitotoksik etki géstermemesi kanser tedavisinde arastirilmaya deger

bir durumdur.

Oliveira ve ark, agizdan izole edilen tim S.mutans tiirlerini 25mg/ml
Equisetum arvense’nin inhibe ettigini tespit etmislerdir. 50 mg/ml konsantrasyonda
stafilokok ve candida tiirlerine etkili oldugunu, metanollii ekstraktin doza bagl 10-

1000mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda S. aureus’a etki ettigini de belirtmislerdir.

Yine aymi ¢alismada E. arvense L, G. glabra L, P. granatum L. ve S.

barbatimam ekstraklarinin sitotoksiteleri incelenmis ve canli hiicre yiizdeleri
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strastyla %48 £ 5.29, %52 + 2.96, % 76 + 3.10, %386 + 4.05 olarak bulunmustur. Bu
sonuclara gore, E. arvense(at kuyrugu) bu dort bitki icerisinde %50’den daha ¢ok
hiicre 6liimiine neden oldugu igin en sitotoksik bitki oldugu belirtilmistir (de Oliveira
ve ark. 2013). Calismamizda 400ug/ml konsantrasyondaki E. arvense 'nin diistik de
olsa S.mutans’da 8mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu gozlenerek antimikrobiyal
etkinligi tespit edilmistir. 200 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda bir etki
gozlenmemistir. Oliveira ve arkadaslarinin, calismalarinda kullandiklar1 ekstraktin
konsantrasyonu ¢alismamizda kullanilan konsantrasyona gore olduke¢a yiiksektir ve
izole edilen tiim S.mutanslarin inhibe olmasi doza bagli bir reaksiyonun sonucu
olabilir. inhibisyon zonunun olustugu 400ug/ml konsantrasyondaki E. arvense’nin
sitotoksitesi incelenmis ve canlilik ylizdesi %51.7+0.6 olarak bulunmustur. Oliveira

ve ark., calisma sonuglari ile calismamizin sonuglar1 uyumludur.

Heba ve ark., yaptiklar1 bir calismada T. Farfara, E. arvense, S. nigra, A.
hippocastanum bitkilerinin metanollii ekstraklarinin Escherichia coli, Serratia
rubidaea, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis, Lactobacillus
rhamnosus, Enterococcus raffinosus ve Staphylococcus epidermis bakterileri
tizerindeki etkisine bakilmis, Lactobacillus rhamnosus’un bakterisit etki
gosterebilmesi icin 512 pg/ml’den biiyiik bir konsantrasyonda olmasi gerektigini
vurgulamiglardir (Hleba ve ark. 2014). Calismamizda E. arvense’nin 400 ile 12.5
ng/ml konsantrasyonlart uygulanmig ve Lactobacillus acidofilus tizerinde herhangi
bir inhibisyon zonu goézlenmemistir. Heba ve ark., galismalarinda Lactobacillus
rhamnosus ‘'da bakterisit Ozellik goriilebilmesi i¢in 512 pg/ml’den daha yiiksek
konsantrasyonlarin olmasi gerektigini bildirmesi, daha yiliksek konsantrasyonlarda
antimikrobiyal etkinin go6zlenebilecegi durumunu akla getirmektedir, genel olarak

calismamizla benzerlik gostermektedir.

Milovanovi¢ ve ark.,, yaptiklart bir ¢alismada E. arvense nin,
Staphylococcus aureus ( gram+), Klebsiella pneumoniae (gram -), Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis bakterileri tizerindeki etkisi incelenmis ve
sirastyla zon ¢aplart 11.7+£0.9, 11.3£0.1, 14.1+£0.5, 13.0£0.6 bu sckildedir.
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Pseudomonas aeruginosa en duyarli mikroorganizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Milovanovi¢ ve ark. 2007).

E. arvense nin etil asetat, biitanol sulu ekstraklarimin antimikrobiyal
etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, P. aeruginosa (10.5, 9.5, 8.0), E. coli (0,
0, 0), Staph. aureus (13.3, 8.7, 0) ve B. cereus (8,7, 8, 7) sonuglar1 bulunmustur. E.
arvense’nin E. coli iizerinde higcbir antimikrobiyal etkisinin olmadigi calismada

cikarilan bir sonug olarak kaydedilmistir (Canadanovié-Brunet ve ark. 2009).

Canadovi¢ ve ark, Milanovi¢ ve ark, yaptiklari ¢alismalarda ¢cogunlugu
gram negatif mikroorganizmalardan olusan bakterilere karsi antimikrobiyal etki
gostermistir. Calismamizda kullanilan bakterilerin kullanildigr benzer calismalar
bulunmamakla birlikte; bu farkliligin bakteri tiirtinden, kullanilan ekstraktin
yogunlugundan ve bitkinin  yetistii topragin  mineral igerigine  gore

degisebileceginden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Metanollii E. arvense ekstrakti, sifirdan 100 pg/ml’ye kadar, doza bagimli
olarak osteoblastlarin proliferasyonunu tesvik edici etkisi yapilan ¢alisma ile tespit
edilmistir. 100 pg/ml konsantrasyonda ayni zamanda, kemik enfeksiyonlarinda
siklikla rastlanan Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyal etkinlik goriilmiistiir
(Bessa Pereirave ark. 2012). Calismamizda fare fibroblasti kullanilarak sitotoksite
tespiti yapilmis ve denenen konsantrasyonlarda %50’sinden fazla hiicre dliimiine
neden olan derisim bulunmamistir. Tim konsantrasyonlarda canlilik ytizdesi

zerdegala gore anlamli dercede yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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SONUC

Dis ¢iiriiglinden ¢cogunlukla izole edilen bakteriler i¢in ¢esitli antimikrobiyal
ajanlar aragtirllmis ve arastirilmaya da devam etmektedir. Calismamizin esasi da bu
felsefeye dayanmaktadir. Bitkiler uzun yillardir insan sagligini i¢in ¢esitli alanlarda
kullanilmustir.

Bu in vitro ¢alismada Zeytin yapragmin, hem S.mutans’da hem de A.
actinomycetemcomitans 'da olduk¢a yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar in vivo ¢alismalar ile de desteklenirse oral hijyen tirtinleri

icerisinde kisa zamanda yerini alabilecegi diisiiniilmektedir.

Misvak, A. actinomycetemcomitans’da olduk¢a yliksek antimikrobiyal
etkinlik gostererek oOzellikle periodontal dokularda siklikla izole edilen ve sert
dokularda invazyon yetenegi olan bu bakterinin inhibisyonunda énemli rol oynadig:
in vitro olarak goriilmiistiir. Zeytin yapragi kadar olmasa da misvagin da S.mutans
tizerinde antimikrobiyal etkinliginin varligi, antimikrobiyal ajan olarak zeytin

yapragi ve misvagi one ¢ikarmaktadir.

Damar otu, S.mutans iizerinde denedigimiz konsantrasyonlar igerisinde
misvaga gore daha etkili oldugu gorilmistiir.

Canlilik  ylizdeleri agisindan degerlendirildiginde, antitiimoral etkisi
kanitlanan zerdecal de (curcuma longa) antimikrobiyal aktivite goriilmeyip,
zerdecal’in diger gruplara gore canli hiicre ylizdesinin diisiik ¢ikmasi dis hekimligi
ve cliriik 6nleme adina zerdegali ¢ekici kilmaktan ¢ikarmaktadir.

Gruplarda gergeklesen hiicre Oliimiiniin tipinin bilinmesi Onemli bir
konudur. Nekroz, iskemi ve toksiteye bagli olarak gerceklesirken;  apopitoz
fizyolojik olarak gerceklesen bir hiicre 6liimii olayidir. Calismamizda hiicre
Oliimlerinin biiyiik bir kisminin nekroz ile degil apopitoz ile olmasi bitkilerin
biyouyum agisindan bir sikintt tagimadigini teyit etmektedir.Hipotezimiz

antimikrobiyal etkinlik ve sitotoksite degerleri bakimindan desteklenmistir.

In vitro yapilan bu ¢alismada bulunan sonuglar, in vivo ¢alismalar ile de
desteklenirse, antimikrobiyal etkinlik tespit ettigimiz bitkilerden bir oral hijyen {iriinii

elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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