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Bitki Ekstratlarının Çürük Etkeni Bakteriler Üzerindeki Antibakteriyal  Etkinliği, 

Sitotoksite ve Apopitoz-Nekroz Ġndekslemesinin   Ġn Vitro Olarak Ġncelenmesi 

DiĢ çürüğü,  tüm dünyada en sık görülen enfeksiyoz bir ağız hastalığıdır. 

Antimikrobiyal kullanımı da çürük oluĢumunu önlemede etkili yöntemlerin baĢında 

gelmektedir. ÇalıĢmamızda farklı bitki ekstraktlarının, Streptococcus mutans, 

Lactobacillus acidofilus ve Actinobacillus Actinomycemcomitans bakterileri 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliğinin disk difüzyon yöntemi ile incelenmesi,aynı 

zamanda farklı konsantrasyonlarda uygulanacak bitki ekstraklarının fare fibroblastı 

hücrelerinde olası apopitotik ve sitotoksik etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

Misvak, zeytin yaprağı, zerdeçal, damar otu, kırk kilit otu bitkilerinden 

Soxhlet ekstraksiyonu yöntemi ile ekstraktlar elde edildi. Antimikrobiyal etkinlik 

disk difüzyon ve agar dilüsyon yöntemi ile belirlendi. Sitotoksite için, 96 kuyucuklu 

plakaya her bir kuyucukta 5x10
3 
hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı ve hücre canlılığı 

MTT yöntemi  (3,4,5-dimetiltiazol-2,5 bifenil tetrazolium bromid) ile saptandı. 

Absorban değeri, bir mikroplate okuyucu ile spektofotometre yardımı ile ölçüldü 

S.mutans‟da, zeytin yaprağı grubundaki zon çapları diğer gruplara göre 

anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0.05). A.Actinomycemcomitans‟da misvak 

grubundaki zon çapları diğer gruplara göre anlamlı derecede yüksek olduğu tespit 

edildi (p<0.05). Zeytin yaprağı grubundaki canlılık oranının, diğer gruplara göre 

anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü. 

ÇalıĢmamız sonucunda zeytin yaprağı (Olea Europaea) ekstraktının S. 

mutans‟da ve misvak (Salvodora persica) ekstraktının A.Actinomycemcomitans‟da 

en etkili antimikrobiyal ajan olduğu in vitro olarak tespit edilmiĢ olup bu tür 

bitkilerden kaynaklı yeni antimikrobiyal ajanların oluĢum sürecinin baĢlatılabileceği 

düĢünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: DiĢ çürüğü,  bitki ekstraktları, damar otu, zeytin 

yaprağı, zerdeçal, kırkkilit otu, misvak 
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The Antıbacterıal Effect of Dıfferent Herbal Extracts on Carıes- Causıng 

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 
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1 GĠRĠġ 
 

1.1 DiĢ Çürüğü ve Etyolojisi 

DiĢ çürüğü bilinen en yaygın enfeksiyon hastalıklarından biridir ve 

çocukluk çağından itibaren bireyleri tüm yaĢ gruplarında etkiler (Dye ve ark. 2012). 

DiĢ çürüğü; biyolojik, genetik, sosyoekonomik, kültürel ve çevresel konuları içeren 

çok faktörlü; karbonhidratla tetiklenen ve diĢ çürüğüne neden olan 

mikroorganizmaların asit üretimi nedeniyle diĢ sert dokularından mineral kaybıyla 

karakterize, davranıĢla değiĢtirilebilen bir enfeksiyon hastalığıdır (Bader ve ark. 

2004). 

Biyofilm içerisindeki baĢta S. mutans olmak üzere değiĢik bakteriler,  

Ģekerleri organik asitlere metabolize etmekte ve bu asitler diĢin kristal yapısının 

çözünmesine dolayısıyla çürük baĢlangıcına sebebiyet vermektedir (Paes Leme ve 

ark. 2006). Mine ya da dentin dokusundan kalsiyum fosfat kaybı ile gerçekleĢen 

sürece demineralizasyon, demineralizasyona uğramıĢ bölgelerdeki mineral kaybının 

tekrar yerine konulmasına ise remineralizasyon denir (Featherstone 1990). 

Demineralizasyon süreci durdurulmaz ya da remineralizasyon lehine çevrilmezse 

çürük oluĢmaya baĢlar. Çürüğün ilerlemesinin durdurulması için bakteri kökenli asit 

atağının engellenmesi ve demineralizasyonun engellenmesi ~ remineralizasyonun 

teĢvik edilmesi birbiri ile önemli ölçüde iliĢkilidir (Featherstone 1999). Patolojik 

faktörler (bakteri ve karbonhidrat)  ve protektif faktörler (tükürük, kalsiyum fosfat, 

florid) arasında bir denge bulunmaktadır. 

Protektif Faktörler: Tükürük, diĢlerin çürükten korunmasındaki en temel 

faktördür ve kalsiyum, fosfat, antibakteriyal komponentler, proteinler  gibi doğal 

koruyucu birçok bileĢene sahiptir (Lamkin ve Oppenheim 1993). Tükürüğün 

bileĢenleri bakteri metabolizması sonucu oluĢan asitleri nötralize eder, pH‟yı 

yükseltir, yapısındaki kalsiyum ve fosfatın diĢe difüzyonunu artırır (LeGeros 1990). 

DıĢarıdan alınan antibakteriyal ajanlar (klorheksidin vb.), flor, diyetle alınan 

koruyucu maddeler bu dengenin sağlanmasındaki koruyucu faktörlerdendir 

(Featherstone 1996). 
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Patolojik Faktörler:  Tükürük akıĢının azalması, mutans streptokok ve 

laktobasil varlığı, karbonhidratın sık tüketimi patolojik faktörlerdir . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Karbonhidratlar özellikle de sükroz ağızdaki bakteriler tarafından fermente 

edilir. Bu bakteriler fermantasyona bağlı olarak ekstraselüler ve intraselüler 

polisakkarit üretirler (Bowen 2002). Ekstraselüler polisakkaritler bakterinin diĢ 

yüzeyine yapıĢmasını kolaylaĢtırır ve biyofilmin yapısal bütünlüğüne katkıda 

bulunur (Zhao ve ark. 2014). Aynı zamanda biyofilmin pörözitesini artırır, bu da 

Ģekerin biyofilmin en derin noktalara kadar ulaĢmasını sağlar (Hassan ve ark. 2015). 

 

1.1.1 Bireysel Faktörler 

DiĢe Ait Faktörler  

Çürük olusumunda birçok faktörün etkili oldugu bilinmekle birlikte diĢin 

yapısı ve mineralizasyon özellikleri önemli rol oynamaktadır (Holbrook ve ark. 

1993). Dislerin bozulmus anatomik ve morfolojik yapıları, çaprasıklıklar, azı dislerin 

ara yüzeyleri, derin pit ve fissür yapıları plak retansiyonuna neden olmakta ve çürük 

gelisiminde önemli rol oynamaktadır (Brambilla ve ark. 2000). 

 

Koruyucu Faktörler 

Tükrük akışı ve içeriği

Antibakterial ajanlar 

Flor, kalsiyum ve fosfat miktarı 

Diyetle alınan koruyucu besinler 

Patolojik Faktörler 

Tükürük akıĢının azalması 

Mutans streptokok ve 

laktobasil varlığı 

Fazla karbonhidrat tüketimi 

Çürük yok Çürük 

                             ġekil 1.1 Çürük dengesi (Ģematik), Featherstone 1996 
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DiĢlerin ilk sürdükleri dönemde mineralizasyonları tam olarak 

tamamlanmadığı için geçirgenlikleri çok fazladır ve çürüğe daha yatkındırlar. Disin 

sürmesinden sonraki bir-iki yıl içerisinde minenin pörözitesi ve geçirgenligi azalır.  

Hidroksiapatitin yapısındaki sodyum ve magnezyum azalarak, kalsiyum ve fosfat (P) 

iyonları artar.  Sürme sonrası olgunlasma ile apatit yapısının çözünürlügü azalarak 

çürüge karsı direnç artar (McDonald ve  ark. 2000). 

 

Tükürük ile Ġlgili Faktörler 

Tükürük; büyük tükürük bezleri olan parotis, submandibular ve sublingual 

tükürük bezleri ile ağız mukozası içerisine dağılmıs çok sayıdaki küçük tükürük 

bezlerinin sekresyonları ve diĢeti olugu sıvısından meydana gelen kompleks bir 

sekresyondur (Hicks ve ark. 2003). 

Tükürük dört Ģekilde çürük önleyici etki gösterir.  

1. Mekanik olarak temizleyerek plak akümülasyonunu azaltır.  

2. Ġçerdigi kalsiyum, fosfat ve flor iyonu ile minenin çözünürlüğünü azaltır.  

3. Beslenme ve karyojenik mikroorganizmalar tarafından olusan asiti nötralize 

eder ve tamponlar. 

4. Antibakteriyel özellige sahiptir. (Dodds ve ark. 2005)   

 

1.1.1.3 Bakteri plağı 

DiĢ üzerinde biriken bakteri ve ürünlerinden oluĢan yumuĢak, yarı saydam, 

yapıĢkan materyale plak denir. Plağın diĢ üzerinde birikimi organize ve düzenli bir 

Ģekildedir. Tükürüğün seçici çökelmesiyle pelikıl oluĢmaktadır. Bu pelikıla öncül 

bakteriler tutunmaktadır. Taze plak aerobik topluluklar içerir ve yeterli oranda zararlı 

metabolit bulundurmamaktadır. Plak olgunlaĢtıkça enerji kullanımı sonucu olarak 

asit miktarı artmaktadır. pH düĢüĢlerine bağlı olarak diĢte demineralizasyon süreci 

hızlanmaktadır (Marsh 1994). 

 

Karyojenik Mikroorganizmalar 

Bakteriler çürük lezyonunun olusması ve ilerlemesinde temel elemanlardır.  

Bu bakteriler izole edilebilir ve tanımlanabilir (Littman 1993). Agız mikroflorasında 

çürükle ilgili baslıca bakteri ağız içerisinde bulunan mikroorganizmaların çürük 
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oluĢturabilmesi için; diĢ yüzeyine yapıĢabilme, farklı pH‟larda üreyebilme, düĢük 

pH‟lı ortamlarda canlı kalabilme, laktik asit üretebilme, yüksek oranda sakkaroz 

kullanabilme, ekstraselüler ve intraselüler polisakkarit yapabilme gibi özelliklere 

sahip olmaları gerekmektedir (Bowen 2002).  

Çürüğün baĢlamasında bakterilerin rolü oldukça büyüktür. Bakteri 

enfeksiyonu olmayan mikropsuz hayvanlarda veya sürmemiĢ insan diĢlerinde çürük 

geliĢemez. Bu bağlamda yapılan kapsamlı çalıĢmalardan Ģu sonuçlar elde edilmiĢtir: 

1. Ġnsan ve hayvanlarda çürüğün azalmasında antibiyotikler etkilidir.  

2. Ağız bakterileri in vitro olarak mineyi demineralize edebilir ve doğal çürüğe 

benzer lezyon oluĢturur. 

3. Çürük lezyonlarının üstündeki plaktaki spesifik grupların oral streptokoklar 

laktobasiller ve aktinomiçesler oldugu çesitli arastırıcılar tarafından saptanmıĢtır 

(Mattos-Graner ve ark. 2000). 

A. Streptokokus Mutans 

Gram pozitif, küresel veya oval Ģekilli, 0. 5-2µm çapında, çiftler veya 

zincirler halindedir.  Gaz üretimleri yoktur.  Metabolizmaları fermantatiftir.  Katalaz 

içermemektedir.  Α veya β-hemolotiktir.  Çoğalmaları için ideal sıcaklık 37°C‟dir.  

Mutans streptokoklar genç plakta toplam koloni oluĢturan birimlerin % 50‟sini 

oluĢturmaktadır (Marsh ve Bradshaw 1995). Bu bakteriler yüksek ısıda (45°C) 

üremektedir, fakat % 6.5 NaCl varlığında üreyememektedir. 10°C‟de, pH:9.6 

buyyonda, % 0.1 metilen mavili sütte, % 40 safralı agarda üremezler. Amonyak 

oluĢturmaz ve jelatini eritmemektedir (Sayıner 2008). 

 

DiĢ çürüklerinin patogenezi ve etiyolojisi diĢ yüzeyinde kolonize olan 

S.mutans ile iliĢkilidir (Beighton 2005). Bu bakterinin, glukozil transferazı 

kullanarak sükrozdan ekstraselüler glukan sentezleme yeteneği en önemli virülans 

faktörüdür (Yamashita ve ark. 1993). Epidemiyolojik çalıĢmalara göre çocuklarda ve 

gençlerde mine çürüğünün, yaĢlılarda kök çürüğünün ve bebeklerde biberon 

çürüğünün etyolojisinde birincil patojendir (Marsh ve Bradshaw 1995). Glukozil 

transferazı salgılayan S.mutans diĢ yüzeyi üzerindeki pelikıla ve diğer 
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mikroorganizmalara sıkıca yapıĢmaktadır. Yüzeyde oldukça aktiftir (Vacca-Smith ve 

Bowen 1998).  

 

DiĢ yüzeyindeki biyofilm sıklıkla karbonhidrata maruz kalırsa S.mutans 

polisakkarit sentezlemeye ve Ģekerleri organik asitlere dönüĢtürmeye devam 

etmektedir. Yüksek miktardaki polisakkarit biyofilmin stabilitesini ve yapısal 

bütünlüğünü artırır, antimikrobiyallerin zararlı etkilerinden ve diğer çevresel 

saldırılardan bakterileri korumaktadır (Paes Leme ve ark. 2006). 

Mutansın ekstra ve intraselüler polisakkaritleri kullanabilme yeteneği 

fazladan ekolojik yarar sağlar, aynı zamanda da asit üretim ve asidifikasyon 

miktarını artırmaktadır. Asidik ortamın devamlılığı, asit toleranslı bir floranın 

seçimine neden olmaktadır (Marquis ve ark. 2003). DüĢük plak pH‟sı mine 

dokusunda demineralizasyonla sonuçlanmaktadır, bu Ģekilde diĢ çürüğü süreci 

baĢlamaktadır. Ekstraselüler polisakkaritler ve asidifikasyon, çürüğe neden olan 

plağın baĢlamasında ve devam etmesinde kritik rol oynamaktadır (Marsh 2003). 

Kemoterapötik müdahaleler için ekstraselüler polisakkarit ve asidifikasyon birincil 

hedeftir (Koo ve ark. 2002). 

 

B. Laktobasiller 

Laktobasiller gram pozitif, hareketsiz, kapsülsüz ve sporsuzdur. Asit 

fermentasyonu yapmaktadır. Mikroskobisinde kalın çomak Ģeklinde görünmektedir. 

En iyi pH=6‟da ürermektedir. Optimal üreme ısısı 36°C‟dir, ancak 5-53°C‟ler 

arasında da çoğalabilir. CO2 ve Tween80 üremeyi artırmaktadır. Laktobasillerin  

metabolik son ürünleri homofermentatif olanlarda laktik asit, heterofermentatif 

olanlarda ise laktik asit, asetik asit ve etil alkoldür. Hem üredikleri ortamda asit 

oluĢtururlar (asidürik) hem de asit ortamda daha kolay ve bol ürerler (asidofilik).  

Sükrozdan dekstran sentezlerler, bu da bakterinin adezyonunu sağlamaktadır. 

Laktobasiller dil, yanak gibi fizyolojik olarak temizlenebilen yerlere değil 

daha korunaklı olan arayüz ve fissürlere yerleĢmektedir (Chow 2000). Laktobasiller 

en sık ağız ortamına açık dentin çürüğünde gözlenmektedir (Munson ve ark. 2004). 

Ağız ortamına açık, derin çürük lezyonlu diĢlerin restorasyonundan sonra, tükürük 
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Laktobasil sayısında azalma tespit edilmiĢtir (Van Houte 1994). Tüketilen 

karbonhidrat miktarı ve ağızda kalma süresi ile laktobasil sayısı arasında doğru orantı 

mevcuttur (Marsh ve Bradshaw 1995). 

 

C. Aktinomiçesler 

Aktinomiçesler anaerob, gram pozitif, filamanlı ya da hifli, sporsuz, 

hareketsiz bakterilerdir. 37°C‟de ve %5-10 CO2‟li ortamda iyi üremektedir. A.israeli, 

A.bovis, A.meyeri anaerob, diğerleri ise fakültatif anaerobtur. Glikozu fermente 

etmektedir (Murray ve ark. 1994). Kök yüzeyi çürüğü ve gingivitis ile iliĢkili 

oldukları belirtilmiĢtir.  Koronal çürüklerin oluĢumunda da rol oynadıkları 

düĢünülmektedir.  Çürük oluĢumunda etkili olduğu bilinen türleri, A.  viscosus ve A.  

naeslundii‟ dir (Ma ve ark. 2011). 

 

1.1.2 Çevresel Faktörler 

Beslenme ile alınan sükroz, hem mutans‟ın kolonizasyonunu kolaylaĢtırır 

hem de organik asitlere metabolize edilmesine olanak tanır. Bu da plak pH‟sının 

uzun süre düĢük kalmasına neden olur. Çürük aktivitesi değerlendirilirken sükrozun 

tüketilen miktarından ziyade tüketim sıklığı daha çok önem arz etmektedir. Çürüğü 

azaltmak amacıyla diyet modifikasyonları denenmiĢ olsa da istenilen düzeyde 

baĢarıya ulaĢılamamıĢtır (Doichinova ve ark. 2015). 

 

Çürük oluĢumu için gerekli olan diĢ, karbonhidrat ve mikroorganizmanın 

belirli bir süre bir arada bulunması gerekmektedir (Moynihan ve Kelly 2014). 
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1.2 DiĢ Çürüğünü Önlemeye Yönelik Uygulamalar 

DiĢ çürüğünü önlemeye yönelik koruyucu uygulamalar; diĢ dokusunun 

kuvvetlendirilmesi, diyetin modifiye edilmesi, plağın uzaklaĢtırılması ve 

antibakteriyal ajanların kullanımı olarak temelde üçe ayrılmaktadır. 

1.2.1 DiĢ Dokusunun Güçlendirilmesi 

Flor değiĢik formlarda diĢ dokusunu güçlendirerek diĢ çürüğünü engellemek 

amacıyla kullanılmaktadır. 

Florlu DiĢ Macunları 

DiĢ macununun kullanılan miktarından ziyade  içerisindeki flor miktarı 

çürük engellemede daha önemlidir. 1000 ppm flor içeren macunların etkisi birçok 

çalıĢma ile gösterilmiĢtir. 5000 ppm flor içeren macunlar ise demineralizasyonu daha 

çok azaltır ve remineralizasyonu hızlandırmaktadır (Oliveira ve ark. 2013). 

Sistemik Flor Kullanımı 

Suların florlanması, tuzun florlanması, sütün florlanması, flor tabletleri 

sistemik flor uygulamalarını oluĢturan uygulamalardır (Peckham ve Awofeso 2014). 

Profösyonel  Flor Uygulamaları 

Flor jeli, 5000-12300 ppm flor ihtiva eder, yılda iki kere diĢ hekimi 

tarafından uygulanması önerilir (Ogard ve ark. 1994). Flor verniği, 22600 ppm flor 

içerir, üç yada altı ayda bir diĢ hekimi tarafından uygulanması önerilir. Yapılan 

birçok çalıĢmada flor verniğinin diĢ çürüğü oluĢmunun %38 oranında azalttığı 

bulunmuĢtur (Helfenstein ve Steiner 1994). 

 

1.2.2 Diyetin Modifiye Edilmesi  

Ksilitol, beĢ karbonlu bir Ģeker alkolüdür. S.mutans ve S.sobrinus tarafından 

fermente edilemez. In vivo ya da in vitro ortamlarda pH‟yı düĢürmez (Duane 2015). 

Dental plaktaki sükroz ve glikoz varlığı ile oluĢan asit üretimi üzerinde inhibitör 

etkisi vardır. Asit oluĢumunu engelleyici etkisinin yanısıra, S.mutans populasyonunu 

azaltabilme yeteneğine sahiptir (Riley ve ark. 2015). 
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Sütün yapısındaki kalsiyum fosfat ve kazein, süte non-karyojenik özellik 

kazandırır. Ġnek sütü tüketiminin çürük üzerinde pozitif yada nötral bir etkiye sahip 

olduğu çalıĢmalarda görülmüĢtür (Marshall ve ark. 2003). Süt proteini kazein 

fosfopeptitle (CPP) amorf kalsiyum fosfatın (ACP) nano kompleksi, dentin ve 

minenin remineralizasyonu için kullanılmaktadır (Twetman ve ark. 2004). CPP-ACP 

kompleksinin jel, krema ve sakız içerisine konulmuĢ formları bulunmaktadır. 

Probiyotikler; besinler aracılığıyla vücuda alınıp, insan sağlığı üzerinde 

yararlı etki gösteren bakteri kültürleri veya mikro organizmalardır (Gorbach 2002). 

Probiyotikler çeĢitli gastrointestinal sistem hastalıklardan korunmak ve tedavi etmek 

amacıyla kullanılmaktadır. Çürük profilaksisi amacıyla diĢ hekimliğinde 

kullanılmıĢtır (Meurman 2005). 

 

 

1.2.3 Plağın UzaklaĢtırılması ve Antibakteriyel Ajanların Kullanımı 

Plağın UzaklaĢtırılması;   Dental plağın diĢ fırçalama ve diğer destekleyici 

yöntemler ile mekanik olarak uzaklaĢtırılması plak kontrolünde en yaygın olarak 

tavsiye edilen yöntemdir (Arora ve ark. 2014). DiĢ ipi, diĢlerin birbiri ile temasta 

olan yüzeylerindeki plak kontrolu için kullanılmaktadır. Uygun bir Ģekilde kullanılan 

diĢ ipi arayüzlerdeki bakteri plağının etkili bir Ģekilde azaltılmasına yardımcı 

olmaktadır (Salas ve ark. 2012). 

 

Klorheksidin;  Klorheksidin, hem hidrofilik hem de hidrofobik özelliği 

olan bir bisguaniddir. Pozitif yüklü molekül;  ağız mukozası, mikroorganizma ve 

pelikıl üzerindeki fosfat, karboksil ve sülfat gibi negatif yüklü gruplara 

bağlanmaktadır. Hidrofobik kısım, bakterinin membran geçirgenliğini etkileyerek 

membran fonksiyonunu bozmaktadır. Klorheksidin yüksek konsantrasyonda 

bakterisid, daha düĢük konsantrasyonlarda bakteriyostatik etki göstermektedir 

(Tomasin ve ark. 2015). 

GeniĢ bir spektruma sahip olan klorheksidine gram pozitif bakteriler,  gram 

negatif bakterilerden daha duyarlıdır. Klorheksidinin antikaryojenik etkisi, florla 

birlikte kullanıldığındaki antikaryojenik etkisine göre oldukça düĢüktür. Yüksek 
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çürük aktivitesi olan bireylerde ve tükürük akıĢının azaldığı radyasyon terapisi alan 

hastalarda bu kombinasyon kullanılmaktadır (Autio-Gold 2008).  

DiĢlerde & restorasyonlarda & protezlerde renklenme, ağız mukozasında 

ağrı ve döküntü, tad algılamada bozulma, acı tad klorheksidin kullanımı sonrası 

oldukça sık olarak görülen lokal yan etkilerdir (Luoma 1992). 

 

 

 

 

 

Triklosan; Triklosan; hidrofilik ve hidrofobik komponentleri olan non 

iyonik bir antibakteriyal ajandır. Gram pozitif bakterilere, gram negatif bakterilere ve 

mantarlara etki etmektedir. S.mutans, S.sanguinis ve S.salivarius düĢük 

konsantrasyonlarda bile triklosana duyarlıdır. Lipit sentezini inhibe ederek defektif 

hücre membranı sentezine yol açmaktadır (Subramaniam ve Nandan 2011). 

Triklosan içeren ürünlerin yaygın olarak kullanımının  antimikrobiyal direnç 

geliĢimine neden olacağı düĢünülmektedir.  Bu durum triklosan kullanmını bir 

miktarda olsa sınırlamaktadır (Yazdankhah ve ark. 2006). 

Enzimler; Tükürük, hidrojen peroksit varlığında tiyosiyonatı 

hipotiyosiyonata çeviren peroksidaz enzimleri içermektedir. Hipotiyosiyonat‟ın bazı 

streptokok ve laktobasil türleri üzerinde in vitro çalıĢmalarda inhibisyon özelliği 

bulunmuĢtur (Lumikari ve ark. 1991). Hidrojen peroksit bazı bakterilerin son 

ürünlerindendir ve tükürük peroksidaz sisteminin çalıĢması için gerekli bir maddedir. 

Enzim içeren gargaraların biyofilmi, diĢ çürüğünü ve gingivitisi azalttığı ancak bu 

etkinin oldukça düĢük olduğu gösterilmiĢtir (Morou-Bermudez ve ark. 2015). 

 

Sanguinaria Ekstraktı; Sanguinaria ekstraktı, kan otundan elde 

edilmektedir. Aynı zamanda topikal enfeksiyonların tedavisinde ve balgam söktürücü 

olarak kullanılmaktadır. Ağız florasındakı mikroorganizmalar da dahil olmak üzere 

ġekil 1.2  Klorheksidin‟in kimyasal formülü 
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gram pozitif ve negatif mikroorganizmalara antimikrobiyal etki gösterir. Etki 

mekanizması tam olarak bilinmese de, bakteri hücre duvarı sentezini lipofilik 

özelliğinin de katkısı ile inhibe etmesinden kaynaklandığı düĢünülmektedir.  Yüksek 

miktarda çinko içermesi de antibakteriyel etkinliğine katkı sağladığı 

düĢünülmektedir.(Walker ve ark. 1994) 

 

Bazı çalıĢmalarda antigingivitis ve antibiyofilm etkisi bulunmuĢken, bazı 

çalıĢmalarda da hiçbir etki gözlenmemiĢtir. Bazı çalıĢmalarda tükrük akıĢını artırdığı 

bu sayede de antikaryojenik etki gösterebileceği düĢünülmüĢtür. Bu durum in vivo 

olarak biyofilm formasyonunu engellemesine katkı sağladığı düĢünülse de çürük 

üzerindeki etkisi kanıtlanamamıĢtır (Vlachojannis ve ark. 2012b). 

 

 

 

 

Tez çalıĢmamızda kullanılacak olan Salvadora Persica, Curcuma Longa, 

Equistum Arvense, Olea Europaea, Plantago Lanceolata bitkilerini inceliyeceğiz.  

  

ġekil 1.3  Sanguinaria Bitkisi 
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Kullanilan Bitkiler ve Özellikleri 

1.2.4 Salvadora Persika (Misvak) 

Salvadoraceae ailesinin bir üyesi olan Salvadora Persika, sürekli yeĢil kalan 

bodur bir ağaçtır. Kısa bir gövdeye, bu gövdeyi saran bir beyaz kabuğa ve pürüzsüz 

yeĢil yapraklara sahip bir bitkidir. Bu bitkinin ortalama ömrü 25 yıldır ve geniĢ bir 

coğrafyada kullanılmaktadır. Misvak Arapça‟da diĢ temizleyici çubuk anlamına 

gelmektedir (Hattab 1997). Ġslam kültüründe yaygın bir kullanıma sahip olan bu bitki 

Ġslam öncesi de dünyanın farklı yerlerinde de kullanılmıĢtır (Bos 1993). 

S.persica‟nın kimyasal analizinde β-sitosterol, m-anisik asit, kloridler, pirolidin, 

pirol, piperidin çeĢitleri, kamferol, kuersetin ve kuersetin glukozid tespit edilmiĢtir. 

(Ezmirly ve ark. 1979) 

Misvağın antibakteriyal ve temizleyici etkisinin yüksek miktarda sodyum ve 

potasyum klorid; orta derecede silika, sülfür, c vitamini, florid; az miktarda da tannin 

ve saponin‟den kaynaklandığı düĢünülmektedir. Misvakta yaklaĢık olarak 1.0 µl/µg 

flor bulunur, suya da önemli miktarda kalsiyum ve fosfor salınımı yapar (Gazi ve 

ark. 1987). S.persica‟dan izole edilen benzil- izo- tiyosiyonat (BITC), bitkideki 

glukozinolatın enzimatik hidrolizisi ile oluĢan bir son üründür. Misvağa çürük 

oluĢumunu engelleyici özelliği veren molekülün BITC olduğu düĢünülmektedir 

(AlDosari ve ark. 1992). 133.3 µg/ml konsantrasyondaki BITC, herpeks simpleks I‟e 

karĢı virüsidal etkisinin olduğu bulunmuĢtur (Al-Bagìeh 1992). 

 

Ayrıca BITC, geniĢ spektrumlu bakterisidal etki göstermekle birlikte, 

S.Mutans‟ın büyümesini ve asit üretimini engellediği belirtilmiĢtir (Al-Baojeh ve 

Weinberg 1988). S.persica‟nın % 4.73‟ü bakterisidal etkiye sahip olan sülfürden 

oluĢmaktadır ve bu oldukça yüksek bir orandır (Galletti ve ark. 1993). Ġçeriğindeki C 

vitamininin doku iyileĢmesine ve onarımına yardımcı olduğu bulunmuĢtur (Almas 

1993). Bir abraziv gibi davranan ve misvakın içinde bulunan silika, diĢ yüzeyindeki 

lekelerin giderilmesinde yardımcı olmaktadır (Ababneh 1995). Kanamayı durdurucu 

etkisi olan tannin gingivitisi klinik olarak azaltmaya yardımcı olur, aynı zamanda 

glukozil transferazın faliyetini durdurur bu sayede plak ve gingivitis azalmaktadır. 

Misvakta var olan bir alkoloid olan salvadorin bakterisidal etki gösterir ve diĢ etini 

uyarmaktadır (Almas 1993).  
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S.persica‟daki esansiyel yağlardan dolayı meydana gelen acı tad tükürük 

akıĢını uyarmaktadır. Yüksek konsantrasyondaki klorid ise diĢ taĢı oluĢumunu 

engellemektedir (Akhtar ve Ajmal 1981).  Tükürükteki kalsiyum yoğunluğunun 

artması minenin remineralizasyonunu artırmaktadır (Gazi ve ark. 1992). 

Flavanoidlerin antinflamatuar, antioksidan, antialerjik, antitrombotik ve 

antikarsinojenik etkileri mevcuttur. Flavanoidler, bünyesinde bulunan hidrojen 

iyonlarını vererek serbest radikallerin etkisini kolaylıkla nötralize 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 bileĢenler oldukça yüksek antioksidan aktivite göstermektedir. 

 

Salvadora persica‟nın  kökleri düĢük de olsa antiinflamatuar etkiye sahiptir 

(Ezmirly ve ark. 1979). Yaprakları öksürük, astım, skorbit ve romatizma benzeri 

semptomların tedavisinde kullanılmıĢtır (Farooqi ve Srivastava 1968). Ġnsanoğlu 

misvağı, burun problemlerini, hemoroiti, uyuzu, lökodermayı gonoryayı, çıbanı, 

bağırsak kurdunu tedavi etmede, zührevi hastalıklarda, plazma kolestrol seviyesini 

düĢürmede, mide içeriğinin yeniden temin etmede kullanılmıĢtır (Alali ve ark. 2005). 

Misvak ekstraktı sülfür içerir ve bu madde hipoglisemik etki göstermektedir 

(Kupiecki ve ark. 1974). Travato ve ark., S.persica köklerini kaynatarak elde ettikleri 

sıvı (dekoksiyon) ile deney farelerini tedavi ettiklerinde vücut ağırlığındaki azalma  

ile paralel olarak   oral glukoz toleransında ve plazma immünoreaktif insülin (IRI)‟de  

artıĢ gözlemlemiĢtir (Trovato ve ark. 1998). 

 

Yine aynı çalıĢmada, glikoz yüklenmesini takiben glikozdan yararlanımın 

artması bu bitki dekoksiyonunun hipoglisemik etkiye sahip olduğunu iĢaret etmekte 

olup, glikoz alınımını veya insülin salınımını artırarak periferdeki glukoz kullanımını 

kolaylaĢtırdığı belirtilmiĢtir. Antidiyabetik, antioksidan ve antihiperlipidemik 

etkisinin içeriğindeki β-sitosterol‟e bağlı olarak gözlenmekte olduğu hatta bu 

molekülün pankreasta bulunan β hücrelerinin rejenerasyonuna katkıda bulunduğu 

yapılan çalıĢmalarda ortaya konmuĢtur (Trovato ve ark. 1998). Almas ve ark, 

klorheksidin glukonat ve misvak ekstraktının insan diĢindeki sağlıklı dentin 

dokusunda aynı etkiyi gösterdiğini tespit etmiĢtir (Almas 2002). BaĢka bir çalıĢmada 
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misvak ağacının gövdesinden dört farklı benzilamid izole edilmiĢtir. Bunlar N
1
, N

4
 –

bis(fenilmetil) - 2(S) – hidroksi - butandiamide; N-benzil-2-fenilasetamide; N-

benzilbenzamide; benzilüre‟dır. Salvadora persica içerisindeki temel yağların %46‟sı 

ökaliptol  (1,8-cineole), %13,4‟ü α-karyofellen, %6,3‟ü β-pinen ve %4,3‟ü 9-epi-(E)-

karyofelen„den oluĢmaktadır  (Khalil 2006). 

 

Darmani ve ark, diĢi farelerde yaptıkları bir çalıĢmada misvak ekstraktının 

yumurtalık ağırlığının düĢüĢüne ve uterus ağırlığının artıĢına neden olmasına 

rağmen; fertiliteyi etkilemediğini gözlemlemiĢtir. Erkek farelerde testis ve prepüsyal 

bezlerin ağırlığında önemli bir artıĢ, meni kesesi ağırlığında ise azalma tespit 

etmiĢlerdir. Bu sonuçlara göre misvağın kadın & erkek üreme sistemi ve fertilite 

üzerinde olumsuz bir etkisinin olduğu söylenebilir (Darmani ve ark. 2003).  

 

Sanogo ve ark., misvağın etanol ve strese bağlı oluĢan ülsere karĢı önemli 

bir koruyucu etkisine sahip olduğunu tespit etmiĢlerdir. S.persica‟yı suda kaynatarak 

oluĢan sıvıyı ıĢık mikroskopu altında incelemiĢler, bu sıvı içerisindeki elementlerin 

mide mukozasını eski haline getirmeye çalıĢmada yararlı olabileceğini görmüĢlerdir 

(Sanogo ve ark. 1999). 

 

Noumi ve ark., S.persica köklerinden elde edilmiĢ 300 mg/ml yoğunluktaki 

ekstraktın Candida albicans, Candida glabrata , and Candida parapsilosis „a 

karĢı antifungal etkisini gözlemlerken  Candida atlantica, Candida famata, 

and Candida maritima‟ya karĢı etkili olmamıĢtır. Bu antimikotik etkinin misvağın 

kök kısmında bulunan klor, trimetilamin, alkaloid resin, and sülfür içeriğine bağlı 

olduğu düĢünülmektedir (Noumi ve ark. 2010). Böbrek nakli yapılmıĢ hastalarda, 

ağız hijyeni sağlamak amacıyla misvağı kullananlarda kullanmayanlara göre mantar 

enfeksiyonu açısından anlamlı bir düĢüĢ gözlenmiĢtir (Al-Mohaya ve ark. 2002). 

 

Yine baĢka bir çalıĢmada misvak ekstraktının Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus flavus, Aspergillus niger  ve  Candida albicans üzerinde etkili 

antimikotik etki gösterdiği tespit edilmiĢtir (Saadabi 2006). Klinik olarak izole 

edilen oral kandida türleri (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida 
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krusei, Candida guilliermondii, Candida dubliniensis  ve Candida glabrata) 

üzerinde agar difüzyon testi ile yapılan bir çalıĢmada katı ve toz haline getirilmiĢ bir 

misvak kullanılmıĢtır. Katı misvak kullanlan grupta tüm kandida türlerinde güçlü 

antifungal etki gözlenirken,  toz halindeki misvakın kullanıldığı grupta hiçbir 

antifungal etki tespit edilememiĢtir. Bu çalıĢmanın sonucu depolama ve inkübasyon 

süresinin yanısıra çubuk çapının da inhibitör etki aĢamasında etkili olduğu 

düĢünülmüĢtür  (Alili ve ark. 2014) 

 

 

 

 

 

  

  

ġekil 1.4 Salvadora Persika( Misvak) 
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1.2.5 Olea Europaea (Zeytin Yaprağı) 

Zeytingiller familyası, en iyi asya kıtasının ılıman ve tropikal bölgelerinde yetiĢir. 

Zeytin yaprağı geleneksel tıp alanında birçok amaçla kullanılmıĢtır. Kan Ģekerini, 

kolestrolu ve ürik asidi düĢürdüğü bilinmektedir. Diyabet, hipertansiyon, 

inflamasyon, diyare, üriner ve solunum sistemi hastalıkları, karın ve bağırsak 

hastalıkları, astım, hemoroid, romatizma gibi birçok hastalık tedavisinde hala 

kullanılmaktadır (Bendini ve ark. 2007). Sekoiridoidler ve iridoidler baĢta olmak 

üzere fenol içeren grupların farmakolojik etkinin odak noktasını oluĢturduğu 

düĢünülmektedir.  Oleuropein, zeytin yaprağının temel bileĢenini oluĢturmaktadır ve 

bu madde ile ilgili birçok çalıĢma yapılmıĢtır (Ryan ve Robards 1998). Flavonoidler, 

flavon glikozidler, flavanonlar, iridoidler, iridan glikozidler, sekoiridoidler, 

sekoiridoid glikozidler, triterpenler, biofenoller, benzoik asit türevleri, ksilitol, 

steroller, izokromanlar izole edilmiĢtir (Obied 2013). Fenolik bileĢikler, flavonoidler, 

sekoiridoidler ve sekoiridoid glikozidler O. Europaea’nın tüm kısımlarında 

mevcuttur (Jerman ve ark. 2010). 

Al-Azzawie ve ark., diyabetli hastaların tedavisini güçlü bir antioksidan 

kullanarak oksidatif stresleri azaltmak suretiyle kan glukoz seviyesini 

düĢürebileceklerini düĢünerek bir çalıĢma gerçekleĢtirmiĢlerdir. TavĢanlar, alloksan 

kullanılarak diyabet hastası haline getirilmiĢler ve oldukça güçlü bir antioksidan olan 

oleuropein 20mg/Kg oranında 16 hafta boyunca verilmiĢtir. ÇalıĢma sonunda 

kontrol grubundaki tavĢanlarla deney grubundaki tavĢanların kan glukoz 

seviyelerinin birbirine oldukça yakın olduğunu tespit etmiĢlerdir. Bu sonuca göre de 

oleuropein‟in antihiperglisemik ve antioksidan bir etken madde olduğunu 

kanıtlamıĢlardır (Al-Azzawie ve Alhamdani 2006) 

Duquesnoy ve ark, O. europaea‟daki eritrodiol maddesinin antiproliferatif 

ve apopitotik aktivitesi nedeniyle kanseri önlediğini tespit etmiĢlerdir (Duquesnoy ve 

ark. 2007). Pereira ve ark, zeytin yaprağı içindeki fenolik bileĢiklerin gastrointestinal 

ve solunum sistemi enfeksiyonlarının tedavisinde baĢarılı sonuçlar verdiğini 

görmüĢlerdir (Pereira ve ark. 2007). Göğüs kanseri tümörünün geliĢiminde,  

oleuropein ve hidroksitirozol‟un etkisi araĢtırılmıĢ, çalıĢma sonucuna göre bu iki 

maddenin tümör hacminde ve ağırlığında ciddi bir düĢüĢe neden olduğu gözlenmiĢtir 
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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 birçok mikroorganizma 

üzerinde antibakteriyal etki göstermiĢtir (Furneri ve ark. 2002). 

Fenolik bileĢiklerin (oleuropein gibi), proteinleri denatüre edip hücre zarı 

geçirgenliğini olumsuz etkileyerek protein, inorganik fosfat, glutamat veya potasyum 

gibi sitoplazma bileĢenlerinin dıĢarı sızmasına neden olarak antimikrobiyal etki 

gösterdiği düĢünülmektedir (Sousa ve ark. 2006). Fenolik bileĢenlerin 

konsantrasyonu mikroorganizmalar üzerindeki etki modelini belirlemektedir. DüĢük 

konsantrasyonlarda enzim aktivitesi olumsuz etkilenirken, yüksek 

konsantrasyonlarda ise protein denaturasyonu meydana gelmektedir (Denyer ve 

Stewart 1998). 

   

 

Birinci aĢama hipertansiyon hastaları üzerinde yapılan paralel randomize 

klinik bir çalıĢmada, zeytin yaprağı ekstraktı ve antihipertansif bir ilaç olan Captopril 

kıyaslanmıĢtır. Sekiz hafta boyunca deney grubuna günde iki kere 500 mg zeytin 

yaprağı ekstraktı, kontrol grubuna ise günde iki kere 25 mg Captopril verilmiĢtir. 

ÇalıĢmaya katılan tüm hastaların hem diyastolik hem sistolik tansiyonlarında düĢüĢ 

gözlenmiĢ, zeytin yaprağı ekstraktı ile tedavi edilen gruptan daha iyi sonuç alınmıĢtır 

ġekil 1.5  Oloropin ve Hidroksitirozol‟un kimyasal formülü 
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(Susalit ve ark. 2011). 50mg/kg ile 200mg/kg arasında değiĢen dozlarda Wistar 

farelerine zeytin yaprağı ekstraktı verilmiĢ ve doza bağımlı analjezik etki 

görülmüĢtür. 200mg/kg zeytin yaprağı ekstraktı intraperitonel olarak uygulandığında 

formalin testine karĢı oluĢan ağrı cevabında ciddi bir düĢüĢ gözlenmiĢtir (Esmaeili-

Mahani ve ark. 2010). 

Flemming ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada, zeytin yaprağı 

ekstraktında bulunan maddelerin (apigenin, caffeic acid, luteolin-7-O-𝛽-D-glucoside 

ve luteolin) gut hastalığına neden olan ksantoz oksidan enzimi üzerinde inhibitör 

etkisinin olduğunu bulmuĢlardır (Flemmig ve ark. 2011). 

 

1.2.6 Curcuma Longa (Zerdeçal) 

Zencefil ailesinden olan zerdeçal, içeriğindeki „‟curcumin‟‟ maddesi ile tüm 

dünyadaki araĢtırmacıların dikkatini çekmeyi baĢarmıĢtır (Maheshwari ve ark. 2006). 

Zerdeçal içindeki curcumin oranı ve miktarı coğrafya farklılığının curcuminlerin 

hibridizasyonuna etki etmesinden kaynaklanabileceği düĢünülmektedir (Anand ve 

ark. 2010). Curcuma Longa köklerinden elde edilen sıvı sinek kovucu olarak uzun 

yıllardır kullanılmaktadır. Birçok çalıĢmada zerdeçalın;  antibakteriyal, antiviral, 

antifungal ve antimalaryal aktivitesi bulunmuĢtur. Bahsedilen birçok antimikrobiyal 

etkinin curcumin‟e bağlı olduğu tespit edilmiĢ ve curcumin‟in sentetik türevleri 

üretilmeye çalıĢılmıĢtır (Anand ve ark. 2007). Curcumin, aloe vera ve kitosan ile 

kombine edildiğinde pamuk, yün ve tavĢan saçı üzerinde mikrobiyal geliĢimi 

engellediği görülmüĢ, bu bağlamda tekstil materyalleri için uygun bir antimikrobiyal 

ajan olarak düĢünülmüĢtür (Ammayappan ve Moses 2009).  

 

 

 

ġekil 1.6 Curcumin‟in kimyasal formülü 
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C.longa kökünün sulu ekstraktı, 4-16g/L MĠC ve 16-32 g/L MBC 

değerlerinde S. Epidermis, Staph. Aureus, Klebsiella pneumoniae, E.coli‟ye etki 

ettiği gösterilmiĢtir (Niamsa ve Sittiwet 2009). Curcumin;  ampisillin, oksasillin, and 

norfloksasin gibi bazı antibiyotiklerle kullanıldığında sinerjistik etki göstermektedir 

(Mun ve ark. 2013). Bir bitki bileĢeni olan curcumin birçok virüse karĢı geniĢ 

antiviral etki göstermektedir. Guanin nükleotidlerinin sentezlendiği de nova 

döngüsünde hız kısıtlayıcı enzim olan inozin monofosfat dehidrogenaz enzimi 

(IMPDH)  antiviral ve antikanser tedavilerinde hedef noktasıdır. Curcumin, IMPDH 

enzimi üzerinde antiviral etki gösterir (Dairaku ve ark. 2010). 

Viral uzun dönem tekrarı (viral long terminal repeat), HIV-1 virüsünün 

transkripsiyonunda kritik bir role sahiptir. LTR aktivitesinin inhibe edilmesi antiviral 

ilaçlarda HIV-1 replikasyonunu engellemesi için muhtemel bir yol olduğu 

düĢünülmüĢtür. Yapılan çalıĢmalarda curcumin‟in hücre canlılığına büyük bir zarar 

vermeden LTR aktivitesini inhibe ettiği gözlenmiĢtir (Li ve ark. 1993). 

In vitro bir çalıĢmada curcumin, curcumin-galyum, curcumin-bakır olmak 

üzere üç tip curcumin türevi kullanılmıĢtır. LC50 dozları sırasıyla 33,0 µg/mL, 13,9 

µg/mL, 23.1 µg/mL‟dır. Bu dozlarda Herpes Simpleks Virüs-1‟e karĢı antiviral etki 

tespit edilmiĢtir (Zandi ve ark. 2010). 

Zerdeçal yiyeceklerde fazlaca kullanılmaktadır. Birçok araĢtırmacı mantara 

bağlı bozulmaları ve patojen mantarları kontrol altına almak amacıyla zerdeçal 

kullanmıĢtır. 0.8 ve 1.0g/L konsantrasyonlardaki zerdeçal tozunun mantar 

kontaminasyonlarına karĢı kaydadeğer bir inhibitör aktivite gösterdiği belirtilmiĢtir 

(Upendra ve ark. 2011). Taiwan‟da oral lökoplakili, serviks, deri ya da mide kanserli 

hastalarda yapılan faz 1 klinik, çalıĢmasında 3 ay boyunca 8 g/gün‟e kadar curcumin 

desteği uygulanmıĢtır. Oral lökoplakili 7 hastadan 2 tanesinde, servikal intraepitelyal 

neoplazili 4 hastadan 1 tanesinde, deride pullu karsinomalı 6 hastadan 2 tanesinde ve 

bağırsak metaplazili 6 hastadan 1 tanesinde alınan biyopsilerde histolojik iyileĢmeler 

gözlenmiĢtir. Ancak tedavi bitiminde oral lökoplaklı 7 hastadan 1 tanesinde ve 

servikal intraepitelyal neoplazili 4 hastadan 1 tanesinde kanser geliĢmiĢtir. Bu 

çalıĢma, ağırlıklı olarak oral curcumin biyoyararlanımını ve güvenilirliğini 
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incelemek için tasarlanmıĢtır ve sonuçlar karĢılaĢtırma için bir kontrol grubunun 

bulunmaması nedeniyle sınırlı düzeyde kalmıĢtır (Sharma ve ark. 2004). 

Curcuminin kanserli hücre kültürlerinde apopitozu farklı mekanizmalarla 

indüklemesi ile ilgili çalıĢmalar yapılmıĢtır (Sharma ve ark. 2005). Curcuminin, 

tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α), IL-β gibi proenflamatuvar sitokinlerin üretimini 

azalttığı, ayrıca proenflamatuvar mediatörleri ve koruyucu antioksidan genleri 

düzenleyen protein 1‟i (AP-1) aktive ettiği ve transkripsiyon faktörü olan nükleer 

faktör- KB (NF- KB)‟yi inhibe ettiği çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır (Surh ve ark. 2000). 

 

Ġnsan keratinosit ve fibroblast hücrelerinde curcuminin hidrojen peroksit 

sebebiyle oluĢan hasarı önlediği gözlenmiĢtir. Bu etkinin curcumin‟in antioksidan 

etkisinden olduğu düĢünülmektedir (Phan ve ark. 2001). Anjiyogenez; mevcut 

damarlar içinde yeni kılcal kanalların oluĢması ile tanımlanan ve embriyonik geliĢim, 

yeniden üretilme, yara iyileĢmesi, kemik onarımı gibi çeĢitli fiziksel olaylarda temel 

öneme sahip olan bir olaydır. Kontrol edilemeyen anjiyogenez ise patalojiktir 

(Folkman 1995). Curcumin‟in damar endoteli hücrelerindeki, tıkaçlarda anjiyogenik 

farklılaĢmayı inhibe ettiği, endotel hücre infiltrasyonunu ve damar dönüĢümünü 

engelleyerek, anti-anjiyogenik aktivite gösterdiği gözlenmiĢtir (Thaloor ve ark. 

1998). 

 

1.2.7 Plantago Lanceolata (Damar otu) 

Plantago ailesi, 275 türü ile oldukça çok çeĢide sahiptir. Yapılan 

çalıĢmalarda Plantago türlerinin önemli oranda antiviral, antinflamatuar ve 

antioksidan etkiye sahip olduğunu ortaya koymuĢtur (Beara ve ark. 2012). 

P.intermedia ekstraktı‟nın Escherichia coli’ye karĢı inhibitör etkili olduğu (Uzunve 

ark. 2004), P. Major’ün birçok virüs, bakteri ve mantar üzerinde etkili olduğu 

(Chiang ve ark. 2002), P. Lanceolata‟nın içeriğindeki yüksek iridoid glikozid 

sebebiyle Spodoptera exigua(böcek) ve Diaporthe adunca(mantar)’ya karĢı dirençli 

olduğu  (Biere ve ark. 2004) yapılan birçok çalıĢmada ortaya konmuĢtur. 

 

Yapılan fitokimyasal çalıĢmalarda plantago türlerinin (damar otu) oldukça 

yüksek oranda fenolik bileĢikler (flavonoid, tannin)  içerdiği tespit edilmiĢtir. Yüksek 
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düzeydeki fenolik bileĢiklerin yanısıra, flavanoidler, sinnamik asit ve glikozidler de 

bulunmaktadır. Özellikle bu fenolik bileĢiklerin bakterilerin geliĢimini kontrol altına 

almada etkin rol oynadığı, oral floranın virulansını ve geliĢimini azaltarak diĢ 

çürüklerinde korunmanın mümkün olabileceği düĢünülmüĢtür (Smullen ve ark. 

2007). Yapılan son çalıĢmalarda, plantago‟nun sulu/metanollü ekstraktlarının fenolik 

bileĢikler ve benzoik asit türevlerinden oldukça zengin olduğunu göstermiĢtir (Beara 

ve ark. 2012). 

 

Avrupa Ġlaç Kurumu (EMEA, European Union Agency) damar otu‟nun ağız 

ve farenksteki irritasyonları azaltmak için lokal tedavide güvenle kullanılabileceğini 

açıklamıĢtır (Ferrazzano ve ark. 2015). P.major, farklı gram pozitif bakterilerin hücre 

duvarında önemli oranda bozulmaya neden olmaktadır (Ashrafi ve ark. 2010).  

Plantago Lanceolata‟dan yapılmıĢ bir gargara ile ağız çalkalama iĢleminin ardından 

plasebo grup ile karĢılaĢtırma yapıldığında, S.mutans‟da ciddi bir düĢüĢ gözlenirken, 

Laktobasil seviyesinde kaydadeğer bir düĢüĢ olmadığı belirtilmiĢtir. Buna sebep 

olarak ise, S.mutans ile gargaranın daha büyük ve düz bir alanda temas ederken, 

Laktobasil ile gargaranın kısıtlı süre ve ulaĢılması daha zor alanlarda temas etmesi 

olabileceği düĢünülmüĢtür (Cildir ve ark. 2009). 

 

Harvey ve ark, yaptıkları bir çalıĢmada P. Lanceolata‟nın otçul böceklere 

karĢı kovucu yada toksik etkisini gözlemlemiĢtir. Bu etkinin de içeriğindeki iridoid 

glikozid, aucubin ve katolpol‟den kaynaklandığını düĢünmüĢlerdir (Harvey ve ark. 

2005). 
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1.2.8 Equistum Arvense (Kırk Kilit otu) 

Equistum Arvense oldukça iyi bilinen ve kuzey yarım kürede oldukça 

yaygın bir dağılım gösteren bir bitkidir. Bu bitkinin idrar söktürücü, antioxidan  

(Trouillas ve ark. 2003), vazodilatör  (Sakurai ve ark. 2003),  antinflamatuar (Do 

Monte ve ark. 2004) ve tohumların  çimlenmesini engelleyici etkiye sahip olduğu 

görülmüĢtür. At kuyruğu olarak da bilinen bu bitkinin kimyasal içeriğinin %10‟dan 

fazlası silisik asit ve potasyum tuzları gibi inorganik bileiĢenlerden oluĢur. Ayrıca, 

steroller (β-sitosterol, campasterol, isofucosterol), askorbik asit, fenolik asitler 

(sinamik asit, kafeik asit, di-E-kafeol-mezo-tartarik asit, 5-O-kafeolĢikimik 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 sülfat, potasyum klorid, manganez klorid, demir, 

manganez,  kalsiyum fosfat ve nadir bulunan dikarbolik asit(equisetolik asit) 

içermektedir (Vlachojannis ve ark. 2012a). Ayrıca 1 kg taze equisetum arvense, 

yaklaĢık  200 - 260 mL kadar  C vitamini içermektedir. 

 

Equistum Arvense, çoğunlukla sulu bölgelerde yetiĢir ve kanama durdurucu 

etkisi vardır. Yapılan çalıĢmalarda bu bitkinin sulu ve metanollu ekstraktının 

süperoksit anyonlarına ve hidroksil radikallerine karĢı yüksek antioksidan aktivite 

gösterdiği, ancak kökünün antioksidan etki bakımından oldukça yetersiz kaldığı 

tespit edilmiĢtir (Nagai ve ark. 2005). 

 

Atkuyruğu bitkisi, tıbbi amaçlı birçok alanda kullanılmaktadır. Ġçeriğinde 

silika bulunmaması nedeniyle yara iyileĢmesinde, kemik, diĢ, saç ve tırnak yapısının 

güçlendirilmesinde, gut seviyesinin düĢürülmesinde, böbrek taĢı oluĢumunu 

önlemede, burun kanamalarının kontrol altına alınmasında, aĢırı kan kaybedilen adet 

kanamalarının düzenlenmesinde ve romatoid artrit tedavisinde baĢarıyla 

kullanılmıĢtır. Ayrıca antiseptik, antioksidan, antinflamatuar, diüretik (idrar artırıcı), 

antikonvülzan (kanama durdurucu) ve kanser önleyici bir ajandır (Jiang ve ark. 

2014). Farelerde yapılan bir çalıĢmada Equistum Arvense‟nin kreatin seviyesini 

düĢürdüğü ve antidiyabetik özelliğinin olduğunu ortaya koymuĢtur. Sulu ve etanollü 

ekstraklarının  Staphylococcus, Bacillus, Escherichia coli, Klebsiella ve Candida 
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türleri üzerinde antimikrobiyal özelliklerinin olduğu ortaya konmuĢtur (Mimica-Dukic ve 

ark. 2008). 

 

Özay ve ark, farelerde yaptığı bir çalıĢmada Equistum Arvense’nin 14 gün sonra 

dermis ve epidermisin yeniden Ģekillendirilmesinde, damarlanmasında ve 

granülasyon dokusu kalınlığında önemli katkılarının olduğunu tespit etmiĢtir (Ozay 

ve ark. 2010). Ashrafi ve ark, tavĢanlarda deri iyileĢmesi sürecini histometrik ve 

histopatolojik olarak inceledikleri bir çalıĢmada Equisetum arvense‟li kremin çinko 

oksitli  kreme göre yara büyüklüğünü daha etkili bir Ģekilde azalttığını görmüĢlerdir. 

Ġkinci ve üçüncü haftadaki yara iyileĢmesi değerlendirildiğinde, Equisetum arvense‟li 

kremin kullanılmasının daha uygun olduğu tespit edilmiĢtir (Ashrafi ve ark. 2010). 

 

Do monte ve ark, farelerde E. Arvense ekstraktının analjezik etkisini 

incelemiĢler ve opioid sistemden bağımsız olarak analjezik etki gösterdiğini 

bulmuĢlardır (Do Monte ve ark. 2004). Sağlıklı gönüllüler üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada, diüretik etki negatif kontrol grubuna göre oldukça güçlü bir biçimde 

görülmüĢtür. Diüretik bir ilaç olan hidrokloro tiyazid ile ise aynı etkiyi göstermiĢ 

olup elektrolit kaybına sebep olmaması E. Arvense‟yi bu bağlamda bir adım öne 

geçirmiĢtir (Carneiro ve ark. 2014). 

 

Costa-Rodrigue ve ark, yaptıkları çalıĢmada E. Arvense‟nin insanda 

osteoklastik aktiviteyi azalttığını tespit etmiĢler ve artmıĢ osteoklastik aktivite ile 

ilgili patofizyolojik durumlar üzerinde muhtemel bir yararın olabileceğini ve kemik 

rejenerasyon stratejilerinde tedaviye katkı sağlamak amacı ile kullanılabileceğini 

ifade etmiĢlerdir (Costa‐Rodrigues ve ark. 2012). BaĢka bir çalıĢmada, E. 

Arvense‟nın etanollü ekstraktının anksiyete giderici etkisinin sahip olduğunu, 

diazepam‟a göre daha düĢük sedatif etkiye sahip olduğu belirtilmiĢtir (Singh ve ark. 

2011). 
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Bitki ekstraklarının elde edilmesi değiĢik labaratuar prosedürleri içerir. 

 

  

ġekil 1.8  Equistum Arvense (Kırkkilit otu) 
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1.3 Ekstraksiyon Yöntemleri 

Doğada var olan bitkiler, kendi türüne özgü olarak biyoaktif moleküller 

barındırmaktadır. Biyoaktif bu moleküllerin ortaya çıkarılarak ticarileĢtirilebilmesi 

için ekstraksiyon denilen özüt çıkarma iĢlemine ihtiyaç duyulmuĢ ve bu çerçevede 

ekstraksiyon yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. (Wang ve Weller 2006). En sık kullanılan 

ekstraksiyon yöntemleri Ģunlardır: 

 

1.3.1 Soxhlet Ekstraksiyonu  

Katı veya yarı-katı numuneler icin uygun olan bu yöntem 1879 yılında 

Franz von Soxhlet tarafından icat edilmiĢtir. Katı örnek, örnek bölmesine, solvent 

(çözücü) de çözücü ĢiĢesine konmaktadır. Çözücü kaynama sıcaklığının uzerinde 

ısıtılır, sıcak çözücü buharı yoğunlaĢtırıcıya ilerler, yoğunlaĢarak katı numunenin 

üzerine düĢmektedir. Solvent örneği ıslatır, devamında solvent seviyesi sifonun 

tepesine ulaĢtığı anda, solvent tum örnek bolmesini boĢaltarak, solvent ĢiĢesine geri 

damlamaya baĢlamaktadır. Bu sayede sıcak solvent birkac kere örnek icerisinde devir 

daim yapmaktadır. Ekstrakt solvent ĢiĢesinin icinde kalırken, yalnızca temiz 

solventin buharlaĢması sebebiyle, her dolaĢımda taze solvent kullanılmaktadır. Bu 

sistemle ekstraksiyon zamanı 6 saat ile 24 saat arasında değiĢmektedir. 100-500 mL 

arasında büyük sayılabilecek hacimde solvent gereklidir. Soxhlet ekstraksiyonu, esas 

olarak organik bileĢiklerin katı örneklerden ekstrakte edilmesinde kullanılmaktadır. 

BileĢikler, solventin kaynama sıcaklığında termal olarak kararlı olmalıdır (De Castro 

ve Priego-Capote 2010). 

Bu sistemin avantajları: 

1. Çözücünün katı matriksle tekrarlanan bir Ģekilde etkileĢmesi (sürekli      

taze solventle temas halinde olması) 

2. Ekstraksiyondan sonra filtreleme iĢlemine gerek duyulmaması 

3.  Yöntemin basit ve ucuz olması arasında sayılabilir. 

Dezavantajları ise; 

1. Uzun zaman gerektirmesi 

2. Büyük hacimlerde çözücü gerektirmesi 

3. Sıcakla bozulabilecek maddelerde bu yöntemin tercih edilememesi 
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4. Örnek bölmesinin hassas bir Ģekilde temizlenme gereği, dezavantajları 

arasında sayılabilir (Mermet ve ark. 2004).                                                  

 

                                                                       

1.3.2 Ultrasonik Ekstraksiyon  

Ultrasonik ekstraksiyonda örneğe 20 kHz üstündeki frekanslarla akustik 

titreĢimler uygulanmaktadır. Sıvının icinden geçen bu titreĢimler kavitasyon (boĢluk) 

oluĢturur. Bu sayede sıvı ortamda cok sayıda ufacık kabarcıklar oluĢur ve katılardan 

partikullerin kopmasını sağlamaktadır (Capelo ve Mota 2005). 

Hem katı hem sıvı örnek hazırlamada ultrasonik ekstraksiyon 

kullanılmaktadır. Katı örneklerin ekstraksiyonu, su banyosuna ultrasonik radyasyon 

uygulanmasıyla gerçekleĢtirilmektedir. (Santos ve Capelo 2007). Ekstraksiyon 

verimini parametreler; sonikasyon zamanı, örnek partikul boyutu, örnek miktarı, 

bitkiye özgü nem oranı solvent türü ve kullanılan cihazdır (Domeño ve ark. 2006). 

Numune ultrasonik su banyosuna yerleĢtirilmiĢ bir ekstraksiyon hücresi 

veya ultrasonik problu bir su banyosu icine konmaktadır. Bu sistem taze ekstraksiyon 

ġekil 1.9 Soxhlet Ekstraktörü 
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solventinin surekli olarak orneğe pompalandığı, acık bir sistem(A) veya ekstraktın 

seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden dolaĢtığı kapalı bir 

sistem(B) olarak kullanılabilmektedir (Tadeo ve ark. 2010). 

Pahalı olmaması, basit olması, ekstraksiyon kinetiğinin hızlı olması ve ısıya 

duyalı bileĢiklerin ekstrakte edilebilir olması bu metodun avantajları olarak 

belirtilebilmektedir. (Wang ve Weller 2006). 

 

 

 

1.3.3 Mikrodalga Ekstraksiyon 

Mikrodalgalar frekansı 300-300000 MHz arasında değiĢen elektromanyetik 

dalgalardır. Doğal ürünlerde 2500-75000 MHz‟de ekstraksiyon 

gerçekleĢtirilmektedir. Bu enerjinin etkinliği çözücünün içeriğine, bitkinin içeriğine  

ve elektromanyetik dalga gücüne bağlı olmaktadır (Kılıç 2008). 

Mikrodalga ıĢıması, ekstraksiyon solventini ve örneği ısıtmak icin kullanılır. 

Ekstraksiyonu sorunsuz bir Ģekilde gercekleĢtirmek icin solvent secimi oldukça 

onemlidir.  Solventin mikrodalga ıĢımasını absorplaması, solventin örnekle 

etkileĢimi ve örneğin solventteki cozunurluğu dikkat edilmesi gereken hususlardır 

(Lopez-Avila 1999).  

Bu sistemin avantajları: 

1. Daha az çözücü kullanılması 

2. Daha kısa zamanda ekstraksiyonun yapılabilmesi 

3. Basit ve ucuz olması 

ġekil 1.10 Ultrasonik Ekstraksiyon Cihazı 
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Dezavantajları ise: 

1. Filtreleme ve santifürüj gerektirmesi (katı atıkları yok etmek için) 

2. Uçucu bileĢiklerin ekstraksiyonunda etkili olmamasıdır (Wang ve 

Weller 2006). 

 

 

  

 

1.3.4 HızlandırılmıĢ Solvent Ekstraksiyonu 

Sıcaklık 50-200 °C ve 10-15 Mpa basınç aralıklarında gerçekleĢtirilen katı-

sıvı ekstraksiyon tekniğidir. Basınç, sıvı ile ekstraksiyon hücresindeki örneğin güçlü 

bir Ģekilde etkileĢmesine olanak vermektedir. Örnek, sızdırmaz bir yuksek basınç 

ortamında tutularak, solventler icin daha yuksek sıcaklıklar kullanılmasına izin veren 

bir aletler kullanılır. Bu sayede solvent daha yuksek sıcaklıklarda sıvı halde 

bulunabilir bu da ekstraksiyonu hızlandırır (Kaufmann ve Christen 2002). 

Avantajları: 

1. Ekonomik ve çevresel çözücülerin bu teknikte kullanılabilmesi(CO2, 

su gibi) 

2. Polar bileĢiklerin ekstrakte edilebilmesi, 

3. Daha az miktardaki çözücü kullanımı ile ekstraksiyonun 

yapılabilmesi. 

  

ġekil 1.11 Mikrodalga Ekstraksiyon Cihazı 
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Dezavantajı: 

Yüksek ısı kullanımı gerektirdiği için ısıya duyarlı örneklerde 

kullanılamamasıdır (Smith 2002). 

 

 

 

1.3.5 Süperkritik Ekstraksiyon 

Süperkritik akıĢkan, kendi kritik sıcaklığı üzerinde ısıtılan ve kendi kritik 

basıncı üzerinde basınc uygulanan bir element, madde veya karıĢıma verilen isimdir. 

Bu akıĢkan tek bir faz halinde bulunmaktadır (ne gaz ne de sıvıdır). Basıncın veya 

sıcaklığın artmasıyla sıvılaĢtırılamaz veya buharlaĢtırılamaz (Zougagh ve ark. 2004). 

AkıĢkan CO2 ile katı matriks seçilen süperkritik Ģartlarda etkileĢime girmektedir. 

Kütle transferi çözünenin desorpsiyonu ile süperkritik akıĢkanın adsorpsiyon ve 

difüzyonunu içermektedir (Mukhopadhyay 2000). 

Avantajları: 

1. Hızlı olması (20-60 dakika) 

2. DüĢük solvent tüketimi (10-20 mL) 

3. CO2 in toksik olmaması, alev almaması, çevre dostu olması, ucuz 

olması 

4. Sıcaklık, basınc ve modifikator değiĢtirilerek yuksek secicilik 

sağlanması 

5. Isısal olarak kararsız örnekler icin uygun olması  (Moreno ve ark. 

2007). 

  

ġekil 1.12  HızlandırılmıĢ Solvent Ekstraksiyon Cihazı 
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Dezavantajları 

1. Yüksek maliyet 

2. CO2 non-polar olduğundan, daha polar analitlerin ekstraksiyondaki 

zorluk, 

3. Islak veya sıvı ornekler ve cozeltilerin ekstraksiyonunda zorluktur 

(Mermet ve ark. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soxhlet ekstraktörü kullanılarak elde edilen ekstraktların antibakteriyal 

etkinlik değerlendirmesi yapılması planlanlanmıĢtır. Antibakteriyal etkinliğin 

değerlendirilmesi, kullanılan yöntemler ve besiyerleri hakkında detaylı bilgi 

verilecektir. 

 

 

 

ġekil 1.13 Süperkritik Ekstraksiyon Cihazı 
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1.4 Sitotoksite ve ÇalıĢma Yöntemleri 

Hücre kültürleri, canlı dokuların vücut dıĢında yaĢatılmasını, sürekli 

üretimini ve geliĢimini ifade eder ve temel olarak hücre yapısı, çoğalma, tamir 

mekanizmalarının değerlendirilmesinde kullanılmaktadır. Bunların yanı sıra hücre 

kültürleri viroloji ve toksikolojide farklı maddelerin etkinliklerinin belirlenmesinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Sitotoksitite, materyallerin hücreler üzerindeki toksik etkilerini belirten bir 

biyouyumluluk test prosedürüdür (Aldridge 1993). Labaratuar Ģartlarında 

sitotoksitenin tanımlanması için Ģu yöntemler kullanılmaktadır: 

1.4.1 Direk Hücre Kültürü ve Eksrakt Testi 

Tek tabaka hücre üzerine toksisitesi araĢtırılan materyal kısa bir süreliğine 

(>24 saat)  direk olarak konur. Doz cevap eğrisi değerlendirilerek materyalin 

içerisideki toksik bileĢik tahmin edilir. Hücre ve koloni sayımının zaman alıcı ve 

meĢakkatli olması, morfolojisindeki küçük değiĢikliklere duyarlı olması hücre 

kültürü pratiğinin komplikasyonlarındandır. Temasta olan hücreler morfolojierine 

göre sayılır ancak canlı ve ölü hücre ayırımı yapılamaz. Koloni sayma iĢlemi sıklıkla 

koloninin ne içerdiği ve geniĢ çeĢitlilik gösteren artifakların tespiti gibi subjektif 

kurallarla yapılır (Moharamzadeh ve ark. 2009). 

 

Bariyer Test Yöntemi 

Materyal bir bölme içine yerleĢtirilir, asılı bir Ģekilde medyum içine bir askı 

yardımıyla tutturulur. Materyalin içinde bulunduğu bölmenin alt kısmında bir 

memban bulunur, bu membran bariyer görevi üstlenir. Materyalden çözünen 

bileĢenler bu membran vasıtasıyla medyum tabanında bulunan hücrelerle temas eder 

(Tang ve ark. 1999). 

 

Agar Difüzyon Testi 

Tek tabakalı hücre kültürünün üzerine bir tabaka agar konur. Test materyali 

bu agarın üzerine yerleĢtirilir. Bu metod, test materyalindeki filtre edilebilir içeriğin 

sitotoksitesini tespit etmede kalıcı (permanent) hücre hatları ile kullanılır. Bu 

hücreler nötral kırmızı ile boyanır. Agarla kaplanmıĢ test materyali 24 saat inkübe 
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edilir. Filtre edilebilir toksik madde,  hücrelerde lizis yapması sebebiyle boyanan 

hücrelerin renginin solmasına neden olur. Hangi konsantrasyonda sitotoksik olduğu 

farklı deriĢimlerdeki materyal ile tespit edilir. Bu yöntemin dezavantajı ise test 

materyali çözünmüyor ya da difüze olmuyorsa toksik bile olsa hiçbir zaman 

membran hasarına yol açmaz, dolayısıyla toksisite doğru bir Ģekilde belirlenemez 

(Murray ve ark. 2007). 

 

1.4.2 Filtre Difüzyon Testi 

Selüloz asetat‟tan yapılmıĢ bir filtrenin bir tarafına primer hücreler diğer 

tarafına da test materyali yerleĢtirilir. 0.45μm‟lik filtre deliklerinden materyal sızar 

ve yayılır. Bu Ģekilde hücreler üzerinde sitotoksik etkisi varsa ortaya çıkar. 

Hücrelerde test materyaline karĢı oluĢan dekolorizasyon alanının ölçülmesi veya 

boyanma yoğunluğunun incelenmesi ile sitotoksite tespit yaplır (Powers ve 

Sakaguchi 2006) 

 

1.4.3 Dentin Bariyer Testi 

Dental materyallerin biyouyumunun incelenmesi için hazırlanan bir dentin 

diski, materyal ve hedef hücre arasına arasına Schmalz ve arkadaĢları tarafından 

tantılmıĢ bir sistemdir. Dentin bariyer testinde yerleĢtirilir. Ġmmortilize edilmiĢ 

pulpal fibroblastlar hedef hücre olarak kullanılır (Schmalz ve ark. 1999). 

ġengün ve ark., bu yöntemle dentin bonding ajanların, üç boyutlu pulpa 

hücreleri üzerinde sitotoksitesini değerlendirmiĢledir (ġengün ve ark. 

2011).Sitotoksite testleri,  hücre reaksiyonlarının morfolojik veya kantitatif  olarak 

hücre canlılığı, proliferasyon, hücre fonksiyonu gibi kriterlerin incelenmesi temeline 

dayanır. Bu testler: 

1.4.4 Canlılık Değerlendirme Testleri 

Bu testler, hücrenin membran bütünlüğü bozulmuĢsa hücre içine tripan 

mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahı gibi boyaların ya da membran bütünlüğü 

bozulmamıĢ hücrelere diasetil florasan ya da notral kırmızı boyalarının uygulanması 

ile yapılır (Freshney , Freshney 2005). 
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 Nötral kırmızı testi: 

Nötral kırmızı canlı hücelerde depolanan ve canlı hücreyi boyayan bir 

boyadır, membran hasarı sonrası ortama yayılır ve hücre canlılığı ile ilgili bir index 

oluĢtrurur. Nötral kırmızı testinde sadece canlı hücrelerin boyanabildiği hayatta kalan 

hücreler değerlendirilir ve lizis sonrası fotometrik ölçüm yapılabilir (Hikage ve ark. 

2003). 

 Tripan mavisi testi: Membran bütünlüğü bozulmuĢ hücrelerin non 

vital bir boya olan tripan mavisi ile boyanması esasına dayanır. Hemositometre ile 

boyanmıĢ hücrelerin oranı tespit edilir (Powers ve Sakaguchi 2006). 

 

 Propodyum iyodür testi: Hücre membranının toksik herhangi bir 

madde nedeniyle zarar görmesi sonucu propodyum iyodür (PI) hücrelerin içine girer. 

Aynı zamanda DNA ve RNA‟yı da etkiler. Floresans boya ile boyanmıĢ hücrelerin 

sayısı flow sitometri ile tespit edilir. Fluoresans hücrelerin oranı, ölü hücrelerin sayısı 

anlamına gelmektedir (Mantellini ve ark. 2003). 

1.4.5 Morfolojik Değerlendirme Testleri 

Nükleusta geniĢleme, binükleasyon, nükleus anomalisi ve koful oluĢumu 

gibi hücre içindeki patolojik değiĢimlerin incelenmesi esasına dayanır. Ölü hücreler 

nükleus parçalanması ve piknozis (nükleus yoğunlaĢması)  ile karakterize edilir 

(Moharamzadeh ve ark. 2008). 

 

1.4.6 Proliferasyon Değerlendirme Testleri 

Materyalin uygulanmasından bir kaç gün sonra kültürdeki hücrelerin 

proliferasyon değiĢiminin incelenmesi yöntemidir.  

Bromodeoksiuridin immunohistokimyasal teknik: Hücre bölünmesi 

sırasında yeni sentezlenen DNA „nın içine bromodeoksiuridin girerek DNA ile 

birleĢir. Floresan özelliği olan anti-BrdU antikoru ve nükleik asit izleri aracılığıyla 

hızlıca çoğalan hücreler tespit edilir (Dolbeare ve Selden 2009). Theilig ve ark., 

dental rezin monomerlerin insan fibroblast ve keratinositleri üzerindeki proliferasyon 

etkisini bu yöntemle incelemiĢlerdir (Theilig ve ark. 2000). 3H-timidin testi: Hücre 

proliferasyonunun değerlendirilmesinde kullanılan baĢka bir yöntem de bu testtir. 
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Hücre bölünmesi esnasında ve yeni DNA sentezi sırasında radyoaktif bir madde olan 

3H-timidin hücre ile birleĢir (Aronsson ve ark. 2000). 

 

1.4.7 Metabolizma Değerlendiren Testler 

Bu testler uzun dönemde oluĢacak zararı anlamak için hücrelerin metabolik 

veya proliferatif kapasitelerini ölçer. MTT testi: Kolorimetrik MTT değerlendirme 

yöntemi mitokondrial dehidrogenaz aktivitesindeki değiĢimleri inceleme esasına 

dayanır. Suda çözünen metiltiyazol tetrazolyum‟u çözünmeyen formazon bileĢiğine 

dönüĢmesi ile tespit yapılır. Bu formazon daha sonra çözülür ve yoğunluğu 

spektofotometrik olarak değerlendirilir. MTT değerlendirme yöntemi hızlı ve pahalı 

olmaması sebebiyle en çok kullanılan sitotoksite değerlendirme yöntemidir (Schmalz 

ve ark. 2002).Alamar mavisi testi:  Alamar blue güvenilir, toksik olmayan sulu bir 

boyadır. Bu yöntem ile sonuçlar florometrik ve kolorimetrik olarak 

değerlendirilebilir. Çift taraflı değerlendirilme imkanı ve toksik olmaması bu 

sistemin avantajı iken pahalı olması dezavantajıdır (Uo ve ark. 2003). 

 

 LDH testi: Hücrede membran hasarı varsa ya da sitozolis durumunda 

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

Apopitoz,  genlerle düzenlenen, programlı, RNA, protein sentezi ve enerji 

gibi ihtiyaçları olan canlılarda hücrelerin kendi kendilerini yok etmeleri yoluyla 

homeostazı koruyan fizyolojik bir olaydır (Chawla-Sarkar ve ark. 2003). Nekroz,   

genler tarafından kontrol edilemeyen, fiziksel ve kimyasal uyarılar (ısı, yanma, 

toksik md.) etkisiyle gerçekleĢen düzensiz bir süreçtir (Golstein ve Kroemer 2007). 
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APOPĠTOZ NEKROZ 

Hücre membranı sağlamdır. 

Hücre küçülür. 

Kromatin yoğunlaĢması olur. 

Organeller sağlamdır. 

Apoptotik cisimler oluĢur. 

Hücre membran bütünlüğü bozulur. 

Hücre ĢiĢer. 

Büyük vakuoller oluĢur. 

Hücre lizisi gerçekleĢir. 
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Programlıdır. 

ATP gerektirir. 

DNA kırıkları merdiven Ģeklini 

alır. 

Ġyon dengesi bozulur. 

ATP gerekmez. 

DNA rastgele parçalanır. 

 

Apopitozisin belirlenmesinde kullanılan yöntemler Ģunlardır: 

1.5.1 Morfolojik Ġnceleme Yöntemleri 

IĢık Mikroskobu Yöntemi 

a)Hemotoksilen Eozin Boyama: Kromatini boyayan hemotoksilen boyası ile 

apopitotik hücreler belirlenir 

b)Giemsa boyama: Nukleus morfolojisi esas alınarak apopitotik hücreler 

tanınır (Mountz ve Zhou 2001). 

Floresan Mikroskobu Yöntemi 

Propodyum iyodür ve Hoechst boyası ile yapılan ikili boyama tekniğidir. 

Hoechst boyası, canlı ve ölü tüm hücrelerin DNA‟sını boyayabilen floresan özellikli 

bir boyadır. Propodyum iyodür ise sadece membran bütünlüğü bozulmuĢ (ölü) 

hücreleri boyar. Ölü ve canlı hücreler bu Ģelilde ayrıldıktan sonra, nükleus 

                                       Çizelge 1:Apopitoz ve nekroz arasındaki farklılıklar  
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morfolojisine göre ölü hücrelerin apopitotik mi nekrotik mi olduğuna karar verilir 

(Montaner ve ark. 2000). 

Elektron Mikroskobisi Yöntemi 

Sitoplazmik küçülme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu, 

mitokondrinin durumu, hücre zarı, nukleus membran bütünlüğünün gibi ayrıntıların 

elektron mikroskopuyla etkili bir Ģekilde incelendiği bir yöntemdir (Benchimol ve 

ark. 2007) 

 

1.5.2 Ġmmünohistokimyasal Boyama Yöntemleri  

Tunel Yöntemi; Apopitotik parçalanma sonucu oluĢan DNA parçalarının 

enzimatik etiketler aracılığı ile iĢaretlenerek belirlenmesidir (Jin ve ark. 2007). 

Anneksin V Yöntemi; Fosfatidilserin (membran fosfolipitlerinden biri), 

normal hücrede membranının sitoplazma kısmına bakan iç yüzünde iken, apopitotik 

sürecin baĢlaması ile membranın dıĢ yüzeyine çıkar. Anneksin V, fosfatidilserin‟e 

bağlanabilen bir proteindir. Bu iki protein birleĢir ve flow-sitometri ile bu oran 

ölçülerek apopitotik hücrelerin oranı bulunur (GüleĢ ve Ülker 2008). 

M30 Yöntemi; Epitelyal kökenli dokularda kullanılabilen bu yöntem, 

sitokeratin 18‟in kaspaz etkisiyle kırılması sonucu oluĢan bölgenin 

immünohistokimyasal olarak değerlendirilerek apopitozun belirlenmesidir (Caulín ve 

ark. 1997). 

 

1.5.3 Biyokimyasal Ġnceleme Yöntemler 

Agaroz jel elektroforezi; 50 kb‟a kadar olan nükleik asitlerin 

ayrıĢtırılabildiği bu sistemde, agaroz jeller floresan bir boya olan ethidium bromide 

ile boyanır ve UV ıĢığı altında DNA parçaları görüntülenir. Apopitotik hücreler bu 

Ģekilde belirlenir (Sereno ve ark. 2001). 

Western blotting; Dokudaki spesifik bir proteini analiz etmek için bu 

proteine karĢı yönlendirilen yüksek kalitede antikor ile dokuda bulunan bir proteinın 

varlığı, büyüklüğü, konsantrasyonu tespit edilebilir (Kurien ve Scofield 2006) 
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1.6 Antibiyotik Duyarlilik Testleri 

 

Antibiyotik duyarlılık testleri içinde en sık kullanılanlar Ģunlardır: 

1. Disk difüzyon testleri 

2.   Dilüsyon testleri 

    

A. Agar dilüsyon testleri                        B. Broth dilüsyon testleri 

 

3.Gradient strip testleri (E-test,) 

         4.Otomatize yöntemler (Vitec) 

1.6.1 Disk Difüzyon Testleri 

Disk difüzyon testi,  antibiyotik duyarlılık testlerinin en eski ve klinik 

mikrobiyoloji labaratuarlarında en sık kullanılan yöntemlerindendir. Tüm 

antimikrobiyal ajanlar, özel ekipman gerektirmeden bu yöntemle değerlendirilebilir 

(Woods 1995). 

Bu testin temeli, standart agar plak besiyeri üzerine ekim yapılması ve 

antimikrobiyal içeren disklerin yerleĢtirilerek, 2 saat oda sıcaklığında ve 18-24 saat 

35-37C
0
 „de inkübasyona bırakılması Ģeklinde açıklanmaktadır. Bu sürenin sonunda 

bakteri üreme önlenim alanının (inhibisyon zonu) çapı ölçülerek antimikrobiyale 

mikroorganizmanın duyarlılığı hakkında karar verilir. Besiyerinde hiç 

mikroorganizma üremeyen bölgeye “üreme önlenim bölgesi”- inhibisyon zonu, 

bunun hemen 1-2 mm dıĢındaki bölgeye “uyarım bölgesi”-stimülasyon zonu ve en 

dıĢtaki kısma “üreme bölgesi” denir. Disk çevresindeki üreme önlenim alanının 

çapına göre duyarlılık not edilir (Köksal 1998). 

Kullanılacak disklerin bazı özellikleri bulundurması gerekir: 

-Diskin besiyeri, antibiyotik ve mikroorganizma üzerinde olumsuz etki 

göstermemelidir. 

-Diskin ne kadar sıvı emeceği bilinmelidir.(standart diskler 6 mm olup, 0.02 

ml sıvı emmektedir) 

-Diskler -14 ºC
 
ile -20ºC saklanmalıdır 

Makrodilüsyon       Mikrodilüsyon 
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-Diskler merkezden merkeze 24 mm‟den yakın olmayacak Ģekilde 

yerleĢtirilmelidir. 

Tolerans: Bakterisit etkili ajanların (antibiyotik gibi) bakteriye 

bakteriyostatik etkinlik göstermesidir. MBC/MIC oranı ile tolerans hesaplanır. Bu 

oran 32‟nin üstünde ise bakteri toleranslı kabul edilir (ġenyer ve Efendiyev 2008). 

 

1.6.2 Dilüsyon Testleri 

A.Agar Dilüsyon Testleri 

Antimikrobiyal konsantrasyonlarının, geometrik artıĢ gösterir Ģekilde, agar 

katılaĢmadan besiyerine katılması ve bu Ģekilde hazırlanan besiyeri üzerine nokta 

ekimi yapılması esasına dayanır. Bu yöntemle aynı anda çok sayıda bakteri test 

edilebilir. Petrideki agar kalınlığı 3-4 mm olmalıdır. 

Katı besiyerinde üreyen mikroorganizmalar Mueller-Hinton, Brain-Heart 

infüzyon gibi bir sıvı besiyerine kültür edilir. Bakteri bulanıklıklarının 0.5 Mc 

Farland standartına gelmesi sağlanır. Ekim yapılan noktalar kuruyana kadar oda 

ısısında, daha sonra ise 30ºC‟ de 16-20 saat inkübe edilir. Bakteri üremesinin inhibe 

olduğu antimikrobiyal maddenin en düĢük konsantrasyonu “MĠK” değerini verir 

(EĢel ve ark. 2004). 

B.Broth Dilüsyon Testleri 

a.Makrodilüsyon (tüp dilüsyon) yöntemi                   b.Mikrodilüsyon testleri 

a.Makrodilüsyon (tüp dilüsyon) yöntemi 

13x100 mm‟lik tüplere 1mL Mueller-Hinton Broth dağıtılır. Ġlk tüpe 1mL 

antimikrobiyal eriyiği konarak 1/2 sulandırımları yapılır. Son tüp “üreme kontrol 

tüpü” olduğundan antimikrobiyal eklenmez. Tüplerde 5x10
5 

CFU olacak Ģekilde 

bakteri ekimi yapılır. (0.5 Mc Farland bulanıklığındaki solusyon 1/100 oranında 

sulandırılır.) Tüm tüplere bu süspansiyondan 1mL eklenir ve 35ºC‟de 16-20 saat 

inkübe edilir. Üremenin olmadığı en küçük konsantrasyon “MĠK” değerini verir 

(Özkan ve ark. 2009). 
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b.Mikrodilüsyon testleri 

80/100 kuyucuklu 500 mL kapasiteli mikroplate kuyucuklarında 

yapılmaktadır. 100 mikrolitre hacimde, kuyucuk baĢına yaklaĢık 5x10
4
 CFU bakteri 

bulunur. Makrodilüsyon yöntemindeki iĢlemlerin benzeri yapılır ve “MĠK‟‟  

belirlenir (Sümerkan 2009). 

 

 

 

 

   ġekil 1.14  MĠK  hesaplanması (Ģematik) 

ġekil 1.15  Mikrodilüsyon testi (Ģematik) 
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1.6.3 Gradient Strip Testleri (E Test) 

Antimikrobiyal disk yerine plastik strip üzerindedir.E test striplerinin arka 

yüzeyinde 0.016-256 mikrogram/mL veya 0.002-32 mikrogram/mL deriĢimlerinde 

antimikrobiyal madde kurutulmuĢ olarak bulunur.Diğer yüzünde ise 

konsantrasyonlar bir cetvel gibi sıralanmıĢtır.150 mm çapında, 60-65 mL agar içeren 

plaklarda uygulanır (Matar ve ark. 2003). 

 

 

 

1.6.4 Otomatize Yöntemler (Vitec) 

En yaygın olarak kullanılan otomatize sistemlerden vitek sisteminde; amaca 

göre uygun, gram negatifler, gram pozitifler, bakteri sayımı, anaeroblar ya da 

antibiyogram için özel kartlar seçilir. Kartlardaki çukurlarda liyofilize ayıraçlı 

besiyerleri veya antibiyotikli besiyerleri vardır. Cihaz tarafından, standart 

bulanıklıkla bakteri süspansiyonlarından kartlara ekim yapılır; üretilir, sonuçlar 

okunur, değerlendirilir ve kaydedilir. Bu cihazlar; hızlı sonuç verir, iĢ yükünü azaltır, 

tekrarlanabilirliği yüksek, fakat pahalı olması kullanımını sınırlamaktadır (Testi ve 

ark. 2013).  

Materyalin antimikrobiyal özelliklerini belirlemek için değiĢik laboratuvar 

yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Antimikrobiyal çalıĢmalarda sıklıkla kullanılan besiyerleri 

Ģu Ģekilde ifade edilebilir. 

  

             ġekil 1.16  E test 
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1.7 Besiyerleri 

Cansız ortamda üreyebilen mikroorganizmaları üretmek, saf olarak elde 

etmek ve biyokimyasal özelliklerinin incelenebilmesi ile biyolojik ürünlerin elde 

edilebilmesi amacıyla kullanılan cansız ortamlara besiyeri denir (Bilgehan 2002). 

 

1.7.1 Besiyeri BileĢiminde Bulunan Maddeler 

Su: pH‟ı 6,5-7,5 arasında olan deiyonize su kullanılması gerekmektedir. 

Pepton: Proteinlerin hidrolizi sonucu elde edilir. Peptonlar, 

mikroorganizmalar tarafından hem karbon hem azot kaynağı olarak kullanılmaktadır. 

Et suyu: Temel besiyerinde mikroorganizmalar için besleyici özelliği 

nedeniyle konan bir maddedir. 

Zenginleştirici Maddeler: Kan, serum, safra, haben sıvısı, maya özütü gibi 

maddeler katılarak besiyeri zenginleĢtirme iĢlemi yapılmaktadır. 

Agar: Besiyerini katılaĢtırmak amacıyla kullanılmaktadır. Yosunlardan elde 

edilmiĢ uzun zincirli bir polisakkarittir. 85ºC‟de erimekte, 40ºC‟de jelleĢmektedir. 

JelleĢme özelliğin 5‟in altındaki pH‟da kaybetmektedir. 

İnhibitör: Ġstenmeyen mikroorganizmaların üremesini engellemek için 

besiyerlerine eklenmektedir. Metilen mavisi, malaĢit yeĢili, eosin, safra tuzları, 

metakrom sarısı, antibiyotikler, deoksikolat, bizmut, selenit bu amaçla eklenen 

inhibitör maddelerdendir (Halkman 1995). 

 

Besiyerleri; 

-Fiziksel özelliklerine göre 

-Kimyasal özelliklerine göre  sınıflandırılır. 

               -Fonksiyonlarına göre                      
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1.7.2 Fiziksel Özelliklerine Göre Besiyerleri 

a) Sıvı Besiyeri: Agar gibi katılaĢtırıcı bir madde bulunmayan 

besiyerleridir. 

b) Yarı Katı Besiyeri: % 0,3-0,5 oranında agar içeren besiyerleridir. 

c) Katı Besiyeri: %1,5-3 oranında agar içeren besiyerleridir. 

1.7.3 Kimyasal Özelliklerine Göre Besiyerleri 

a) Sentetik olan besiyerleri 

b) Sentetik olmayan besiyerleri 

1.7.4 Fonsiyonlarına Göre Besiyerleri 

a) Temel Besiyeri: Mikroorganizmaların çoğunun ürediği besiyerleridir. 

(%1 pepton + %1 et özütü + % 0,5 NaCl + distile su=buyyon) 

b) ZenginleĢtirilmiĢ Besiyeri: Temel besiyerinde üretilemeyen birçok 

mikroorganizmayı üretmek için kullanılır. Temel besiyerine glikoz, kan, serum, 

haben sıvısı, yumurta eklenerek elde edilir. 

c) Özel Besiyerleri: Üretilmesinde çeĢitli zorluklar yaĢanan 

mikroorganizmaların üretilmesi için özel olarak hazırlanan besiyerleridir. 

Mikroorganizma tanısı, saf kültür eldesi, duyarlılık araĢtırması amacıyla bazı 

maddelerin eklendiği veya bazı mikroorganizmaların üremesini engelleyici 

maddelerin ilave edildiği besiyerleridir. Örneğin, Mc Conkey besiyeri içerisindeki 

kristal viyole boyası ve safra gram pozitif bakterilerin üremesini engellerken, gram 

negatif enterik bakterilerin kolaylıkla üremesini sağlar (Brooks ve ark. 1998) . 
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1.8 Amaç ve Hipotez 

Bu çalıĢmanın amacı, beĢ farklı bitki ekstraktının çürük etkeni bakteriler üzerindeki 

antibakteriyal etkinliğini ve sitotoksitesini değerlendirmektir. ÇalıĢmanın hipotezi, 

“beĢ farklı bitki ekstraktı çürük etkeni bakteriler üzerinde antibakteriyal etkinliğe 

sahiptir ve sitotoksitesi kabul edilebilir değerler arasındadır.” önermesi üzerine 

kurulmuĢtur.  

  

ġekil 1.17  Petrilere hazırlanmıĢ agarlı besiyeri 
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2 GEREÇ ve YÖNTEM 
 

ÇalıĢmamızda çeĢitli bitki ekstraklarının antimikrobiyal etkinliği, sitotoksitesi ve 

apopitoz -nekroz indekslemesi değerlendirilmiĢtir. Salvadora Persika (Misvak), Olea 

Europea (Zeytin yaprağı), Curcuma Longa (Zerdeçal), Plantago Lanceolata (Damar otu), 

Equistum Arvense (Kırk kilit otu)  çalıĢmamızda  kullandığımız  bitkilerdir. Salvadora 

Persica (Misvak) vakumla paketlenmiĢ bir Ģekilde aktardan, diğer bitkiler ise Ġmmunat 

(Muğla Türkiye) isimli firmadan temin edilmiĢtir. 

 

 

 

Bitkiler, öğütülerek küçük parçalar haline getirilmiĢtir. 100 gram öğütülmüĢ 

bitki SOXHLET ekstraktöründe,  metanol kullanılarak solvent rengini kaybedene 

kadar ( yaklaĢık 10 saat boyunca) ekstrakte edilmiĢtir. Döner vakumlu buharlaĢtırıcı 

kullanılarak 40°C„de solvent uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde edilen bitki ekstrakları, 

uygulanacak testlerde kullanılıncaya kadar buzlukta bekletilmiĢtir. 

2.1 Antimikrobiyal Aktivite Testi 

Disk difüzyon testi için; damar otu, zeytin yaprağı, zerdeçal, misvak ve 

kırkkilit otu ekstraklarının çeĢitli konsantrasyonları (1 ml‟de; 400 µl, 200 µl, 100 µl, 

50 µl, 25 µl ve 12,5 µl olacak Ģekilde) hazırlanmıĢtır. 

ġekil 2.1 a) Misvak, b) Zerdeçal c) Kırk kilit otu, d) Damar otu, e) Zeytin yaprağı 
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 Farklı konsantrasyonlardaki ekstraktlar boĢ disklere 20µl emdirilip, sterilizasyonu 

yapılmıĢtır.  

 

 

Türkiye Halk Sağlığı Kurumu‟ndan alınan liyofilize suĢlar, suĢ açma 

protokolüne uygun bir Ģekilde açılmıĢtır. Streptococcus mutans (ATTC 2517), 

Lactobacillus acidofilus (ATTC 43121) ve Actinobacillus actinomycetemcomitans 

(ATTC 29523) bakterileri talimatlara uygun bir Ģekilde ekilmiĢtir. Üzerlerine 

ekstrakt emdirilmiĢ olan diskler, antibiyotik ve kontrol diskleri, bakterilerin ekildiği 

petrilere yerleĢtirilerek 37˚C‟de 18-24 saat inkübasyona bırakılmĢtır. Ġnkübasyon 

sonrası diskler etrafında oluĢan zon çapları ölçülmüĢtür. 

   ġekil 2.2 Farklı konsantrasyonları hazırlanmıĢ bitki ekstrakları 

ġekil 2.3 Farklı konsantrasyonlarda ekstrakt emdirilmiĢ diskler 
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    ġekil 2.4 Streptokokus mutans, Misvak 

         ġekil 2.5  Streptokokus mutans, Zeytin yaprağı 
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  ġekil 2.7 Streptokokus mutans, Zerdaçal 

 

 

 

               

ġekil 2.6 Streptokokus mutans, Damar otu 
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ġekil 2.8:Lactobacillus acidofilus, zerdeçal, (400,100, 12.5) 

ġekil 2.9 Lactobacillus acidofilus, kırkkilit otu, (200, 50, 25) 
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                       ġekil 2.11 Actinobacillus actinomyctescomitans, , Zeytin yaprağı 

                  

                   

               

                ġekil 2.10 Actinobacillus actinomyctescomitans,  Misvak 
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MĠK (minumum inhibisyon konsantrasyonu) testi için; damar otu, zeytin 

yaprağı, zerdeçal, misvak ve kırkkilit otu ekstraklarının çeĢitli konsantrasyonları (1 

ml‟de; 400 µl, 200 µl, 100 µl, 50 µl, 25 µl ve 12,5 µl olacak Ģekilde) 96 kuyucuklu 

plate içinde hazırlanmıĢtır. 

ġekil 2.12 A.actinomyctescomitans, 

gentamisin ve boĢ disk 

ġekil 2.14 Streptococcus mutans, 

gentamisin ve boĢ disk 

            ġekil 2.13 Lactobacillus acidofilus, gentamisin ve boĢ disk  
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 Daha sonra üzerlerine Streptococcus mutans, Lactobacillus sp. ve 

Actinobacillus sp. bakterileri 10‟ar µl eklenerek 37ºC‟de 18-24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrası her kuyucuktan Nutrient Agar besiyerine ekim 

yapılarak üreme olup olmamasına göre sonuçlar gözlemlenmiĢtir 

                 

ġekil 2.15  MĠK hesaplaması için hazırlanmıĢ ekstraklar 

ġekil 2.16 Lactobacillus acidofilus, Misvak    ġekil 2.17 Lactobacillus acidofilus, Zeytin yaprağı 
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ġekil 2.18 Lactobacillus acidofilus, Damar otu ġekil 2.19 Actinobacillus actinomyctescomitans, 

Kırkkilit otu 

ġekil 2.20 Actinobacillus actinomyctescomitans, 

Damar otu 

ġekil 2.21 Actinobacillus 

actinomyctescomitans, Zeytin yaprağı 
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2.2 Hücre Kültürü 

Sıvı nitrojen tankında saklanan L929 fibroblast hücreleri çözündükten sonra 

santrifüj edilmiĢtir.  Üzerine 3 ml (%100 DMEM+ %10 FetalBovine Serum+ %1 

Antibiyotik içeren)  medyum eklendikten sonra flaska ekimi yapılıp  % 5 CO2 , 37C 

„de inkübe edilmiĢtir. 

 

ġekil 2.22 Streptokokus mutans, 

Zerdeçal 

ġekil 2.23 Streptokokus mutans, 

Misvak 

ġekil 2.24 Streptokokus mutans, Zeytin yaprağı 
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Hücreler yeterli sayıya ulaĢıncaya kadar Tripsin EDTA ile kaldırılarak 

pasajlama iĢlemine devam edilmiĢtir.  

ġekil 2.25 Hücre ekimi yapılmıĢ flasklar 

    ġekil 2.26 CO2‟li inkübatör 
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2.3 MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi 

Sitotoksisiteyi belirlemek için  MTT testi kullanıldı. MTT testi ISO 10993-5 

standartlarına uygun Ģekilde yapıldı. Bu test hücre proliferasyonunun ölçülmesi için 

3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyum 

tuzu‟nun kullanıldığı hassas bir metoddur. MTT, metabolik aktivite ile ilgili 

mitokondrial enzimler tarafından suda çözünmeyen formazan boyaya 

indirgenmektedir. MTT‟nin indirgenmesi primer olarak hücre içerisindeki glikolitik 

aktivite ile ilgili olmakla birlikte NADH (NicotinamideAdenineDinucleotide) ve 

NADPH(NicotinamideAdenineDinucleotidePhosphate) varlığına bağlıdır. MTT 

solusyonu canlı veya apoptozun erken evresindeki hücrelerin mitokondrileri 

aracılığıyla ile oluĢturduğu reaksiyonda, solusyonlarda bulunan tetrazolium halkası 

hücre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince parçalanarak renkli 

formazan kristalleri oluĢturur. Canlı hücrelerde gözlenen renk degiĢimi ELĠSA 

reader da yapılan okuma sonundaki absorbance degerlerini verir. L-929 fare 

fibroblast hücreleri, 48 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğana 10x10
3
 hücre olacak 

Ģekilde ekimi yapılmıĢtır.  

ġekil 2.27 Hücrelerin  pasajlanması 
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Hücreler 24 saat süreyle inkübasyona bırakılmıĢtır. Daha önceden 

hazırlanan 1mg/mL‟lik bitki ekstreleri örneklerinden belirlenen konsantrasyonlarda 

(0- 12,5µg/mL - 25µg/mL - 50µg/mL - 100µg/mL - 200µg/mL - 400 µg/mL) 

hücrelerin üzerine uygulanıp, 24 saat inkübe edilmiĢtir. Örnekler 3 tekrarlı olarak 

çalıĢılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak sadece besi ortamı hücrelere uygulanmıĢtır. 24 

saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar atılarak her kuyucuğa 100 µl besiyeri ve 20 μl 

MTT çözeltisi ilave edilmiĢtir. 37 ºC‟de 3,5 saat inkübasyondan sonra kuyucuklara 

150 µl MTT solventi (DMSO) eklenerek 15 dakika inkübe edilmiĢtir. Hücre 

canlılıgının tespiti için 24 kuyucuklu plate‟in absorbans değerleri ELĠSA plate 

okuyucuda 570 nm‟de okutulmuĢtur. Kontrol grupları baz alınarak canlılık yüzde 

olarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

ġekil 2.28 Hücre sayım cihazı (cell counter) 

   ġekil 2.29 ELĠSA cihazı 



59 

 

2.4 Ġkili Boyama Metodu Ġle Apopitozun ve Nekrozun Belirlenmesi 

Ġkili boyama metodu çekirdeği boyamakta ve bu sayede apopitozu ve 

nekrozu göstermektedir. Ribonüklease A kullanılır. – 20°C‟de saklanır (Sigma R-

500). Ribonükleaz A RNA‟yı boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA‟yı yok eder. 

Hoechst boyama: +4 ºC‟da saklanır (33342). Apopitotik hücreleri boyar. Bu sayede 

gerçek apopitotik hücreler belirlenir. Propidium iodide: +4 °C‟de saklanır. DNA‟yı 

ve RNA‟yı boyar. Kırmızıya boyayarak sekonder nekrozu gösterir.  

 Ġkili boyama solüsyonunun hazırlanıĢı: Ribonükleaz A‟dan 1ml PBS ‟de 10 

mg RNA olacak Ģekilde hazırlanır. Hoechst ise 1 ml PBS‟de 200 mikrogram olacak 

Ģekilde hazırlanır. Propidium iodide 1ml PBS‟de 100 mikrogram olacak Ģekilde 

hazırlanır.  

ÇalıĢma solüsyonunun hazırlanıĢı: 10 mL PBS içine 100 mikrolitre RNAaz, 

500 mikrolitre Hoechst, 100 mikrolitre Propidium iodide ilave edilerek hazırlanır. 

Ġkili boyama için 48 kuyucuklu plaka kullanılmıĢtır. Hücre sayımından sonra canlı 

hücre sayısına göre her kuyucukta 10x10³ hücre olacak Ģekilde hesaplama 

yapılmıĢtır. 48 kuyucuklu plakada her kuyucuga 100 μl hücre koyulmuĢ ve 24 saat 

süre ile inkübasyona bırakılmıĢtır. 24 saat sonunda kuyucuklardaki medyum 

boĢaltılmıĢtır. 48 kuyucuklu plakanın tüm kuyucuklarına 150  μl medyum 

koyulmuĢtur. Daha önceden hazırlanan 1mg/mL lik 1mg/mL‟lik bitki ekstreleri 

belirlenen konsantrasyonlarda (0, 12,5µg/mL, 25µg/mL, 50µg/mL, 100µg/mL, 

200µg/mL, 400 µg/mL) hücrelerin üzerine uygulanıp, 24 saat inkübe edilmiĢtir. 

Kontrol grubuna sadece medyum eklenip,  24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

sonunda kuyucuklardaki medyum boĢaltılmıĢ ve her kuyucuga 70 μl ikili çalıĢma 

solüsyonu (doublestaining çalıĢma solüsyonu) eklenmiĢ, 48 kuyucuklu plaka hiç ıĢık 

görmeyecek Ģekilde kapatılıp 15 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanılarak apopitoza uğramıĢ hücrelerin ve 

FITC filtresi kullanılarak da (480-520 nm dalga boyunda) nekroza uğramıĢ 

hücrelerin değerlendirmesi yapılmıĢtır. 
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Apopitotik hücreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte görülmektedir 

(ġekil 2.30 ) Bar 100 µm göstermektedir. Fotograflar Leica DMI6000B inverted 

mikroskop ile görüntülenmiĢtir.  

ġekil 2.30 Apopitoza uğrayan hücreler; A. 400 µg/ml konsantrasyonda zeytin yaprağı ekstresi 

uygulanmıĢ B, C, D) B. 200 µg/ml damarotu ekstresi uygulanmıĢ L929 fibroblast hücreleri. 

Apopitotik hücreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte görülmekte ve DAPI filtresinde 

incelenmektedir. C. 50  µg/ml konsantrasyonda kırkkilit otu ekstresi uygulanmıĢ L929 fibroblast 

hücreleri. D. DAPI filtresinde sadece medyum uygulanmıĢ kontrol grubu hücreleri. 
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Ġkili boyama ile nekrotik hücrelerin gösterilmesi. Bar 100 µm 

göstermektedir. Fotograflar Leica DMI6000B inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir.  

ġekil 2.31 Nekroza uğrayan hücreler; A. 400 µg/ml konsantrasyonda damarotu ekstresi 

uygulanmıĢ L929 fibroblast hücreleri. Kırmızı görünen hücreler propodium iodide ile boyanmıĢ, 

nekrotik hücrelerdir. Nekrotik hücreler FITC filtresinde görülmektedir. B. 100 µg/ml zerdeçal 

ekstresi uygulanmıĢ L929 fibroblast hücreleri. C. 50  µg/ml konsantrasyonda misvak uygulanmıĢ 

L929 fibroblast hücreleri. D.FITC filtresinde sadece medyum uygulanmıĢ kontrol grubu hücreleri.  

Bar 100 µm göstermektedir. 
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Ġstatistik analizi 

Bu çalıĢmada elde edilen veriler SPSS 20 paket programı ile analiz 

edilmiĢtir. DeğiĢkenlerin normal dağılımdan gelme durumları araĢtırılırken birim 

sayıları nedeniyle Shapiro Wilk‟s‟ den yararlanılmıĢtır. Sonuçlar yorumlanırken 

anlamlılık düzeyi olarak 0,05 kullanılmıĢ olup; p<0,05 olması durumunda 

değiĢkenlerin normal dağılımdan gelmediği, p>0,05 olması durumunda ise 

değiĢkenlerin normal dağılımdan geldikleri belirtilmiĢtir. 

Gruplar arasındaki farklılıklar incelenirken değiĢkenlerin normal dağılımdan 

gelmemesi durumunda Kruskal Wallis-H Testi‟nden yararlanılmıĢtır. Kruskal 

Wallis-H Testinde anlamlı farklılıkların görülmesi durumunda Post-Hoc Çoklu 

KarĢılaĢtırma Testi ile aralarında farklılık olan gruplar belirlenmiĢtir. 
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3 BULGULAR 
 

S.mutans‟da 400, 200 ve 100 µg/ml konsantrasyon için zon çapları 

bakımından gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmaktadır 

(p<0,05). S.mutans‟da,  400 µg/ml konsantrasyondaki zeytin yaprağı grubunun zon 

çapı zerdeçal ve kırkkilite, 200 ve 100 µg/ml konsantrasyonda ise zerdeçal, misvak 

ve kırkkilit gruplarına göre anlamlı derecede yüksektir. (Çizelge 3.1) 

Actinobacillus Actinomycetemcomitans’da 400,  200 ve 100 µg/ml 

konsantrasyon için zon çapları bakımından gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık bulunmaktadır (p<0,05). Actinobacillus 

Actinomycetemcomitans’da  400, 200 ve 100 µg/ml konsantrasyon için misvak 

grubunun zon çapı; damar otu, zerdeçal ve kırkkilit grubunun zon çaplarına  göre 

anlamlı derecede yüksektir. (Çizelge 3.3) 

Bu in vitro çalıĢmada kullanıdığımız bitki etkstratlarının Lactobasillus 

acidofilus üzerinde  antibakteriyal etkinliğe sahip olmadığı tespit edilmiĢtir.   

Canlılık oranları bakımından, 400, 200, 100 ve 50 µg/ml konsantrasyonda 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmaktadır (p<0,05). 400 

ve 200 µg/ml konsantrasyon için zeytin yaprağı grubunun canlılık oranları sırasıyla 

damar otu ve zerdeçal grubuna göre anlamlı derecede yüksektir. 100µg/ml 

konsantrasyon için damar otu ve zeytin yaprağı gruplarının canlılık oranları, 50 

µg/ml konsantrasyon için zeytin yaprağı grubunun canlılık oranları, zerdeçal grubuna 

göre anlamlı derecede yüksektir.  

Canlılık oranları bakımından, 25 ve 12,5 µg/ml konsantrasyonda gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmaktadır (p<0,05). 25 µg/ml 

konsantrasyon için zeytin yaprağı grubunun canlılık oranı, 12.5 µg/ml konsantrasyon 

için kırk kilit grubunun canlılık oranı, zerdeçal grubuna göre anlamlı derecede 

yüksektir.  
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Zon Çapları (mm) 

Konsantrasyon Damar Otu 
Zeytin 

Yaprağı 
Zerdeçal Misvak Kırkkilit 

Pozitif 

Kontrol 

(Gentamisin) 

S
tr

ep
to

co
cc

u
s 

m
u

ta
n

s 

400 µl/ml 15 mm 24 mm 8mm 14mm 8mm 24mm 

200 µl/ml 11 mm 18 mm 0 0 0 24mm 

100 µl/ml 7 mm 14 mm 0 0 0 24mm 

50 µl/ml 0 10 mm 0 0 0 24mm 

25 µl/ml 0      0 0 0 0 24mm 

12,5 µl/ml 0      0 0 0 0 24mm 
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m
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Konsantrasyon (µl/ml) 

Streptococcus Mutans 

Damar Otu

Zeytin Yaprağı

Zerdeçal

Misvak

Kırkkilit

Pozitif Kontrol

(Gentamisin)

Çizelge 3.1  Streptococcus mutans’a ait zon çapları 

                     ġekil 3.1  Streptococcus mutans’a ait zon çapları 
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Zon Çapları (mm) 

Konsantrasyon Damar Otu 
Zeytin 

Yaprağı 
Zerdeçal Misvak Kırkkilit 

Pozitif 

Kontrol 

(Gentamisin) 

L
a

ct
o

b
a
ci

ll
u

s 

a
ci

d
o
fi

lu
s 

400 µl/ml - - - - - 30mm 

200 µl/ml - - - - - 30mm 

100 µl/ml - - - - - 30mm 

50 µl/ml - - - - - 30mm 

25 µl/ml - - - - - 30mm 

12,5 µl/ml - - - - - 30mm 

 

 

 

 Zon Çapları (mm) 

 

Konsantrasyon 
Damar 

Otu 

Zeytin 

Yaprağı 
Zerdeçal Misvak Kırkkilit 

Pozitif 

Kontrol 

(Gentamisin) 

A
ct

in
o

b
a

ci
ll

u
s 

 

a
ct

in
o

m
yc

te
m

co
m

it
a

n
s 400 µl/ml - 15mm - 26mm - 17mm 

200 µl/ml - 9mm - 14mm - 17mm 

100 µl/ml - 8mm - 11mm - 17mm 

50 µl/ml - 7mm - - - 17mm 

25 µl/ml - - - - - 17mm 

12,5 µl/ml - - - - - 17mm 

Çizelge 3.2  Lactobacillus acidofilus’a ait zon çapı bulguları 

Çizelge 3.3 Actinobacillus actinomyctemcomitans’a ait zon çapı bulguları  
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Actinomycetemcomitans   

Damar Otu

Zeytin Yaprağı

Zerdeçal

Misvak

Kırkkilit

Pozitif Kontrol

(Gentamisin)

           ġekil 3.2  Actinobacillus actinomyctemcomitans’a ait zon çapı bulguları  
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MĠK Damar otu Zeytin 

yaprağı 

Zerdeçal Misvak Kırkkilit 

otu 

S.mutans >400 µg/ml 100 µg/ml >400 µg/ml 100 µg/ml >400 µg/ml 

Lactobacillus 

sp. 
>400 µg/ml >400 µg/ml >400 µg/ml >400 µg/ml >400 µg/ml 

Actinobacillus 200 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 50 µg/ml 400 µg/ml 

    

 

  

Üreme var (+), Üreme yok (-) 

Konsantrasyon 
Damar 

Otu 

Zeytin 

Yaprağı 
Zerdeçal Misvak Kırkkilit 

Pozitif 

Kontrol 

(Gentamisin) 

 

S
tr

ep
to

co
cc

u
s 

m
u

ta
n

s 

400 µl/ml 
+ - + - + - 

200 µl/ml 
+ - + - + - 

100 µl/ml 
+ - + - + - 

50 µl/ml  
+ + + + + - 

25 µl/ml 
+ + + + + - 

12,5 µl/ml 
+ + + + + - 

 

L
a

ct
o

b
a

ci
ll

u
s 

a
ci

d
o

fi
lu

s 

400 µl/ml 
+ + + + + - 

200 µl/ml 
+ + + + + - 

100 µl/ml 
+ + + + + - 

50 µl/ml  
+ + + + + - 

25 µl/ml 
+ + + + + - 

12,5 µl/ml 
+ + + + + - 

 

A
ct

in
o

b
a

ci
ll

u
s 

  

a
ct

in
o

m
yc

te
m

co
m

it
a

n
s 

400 µl/ml - - - - - - 

200 µl/ml 
- - - - + - 

100 µl/ml 
+ - - - + - 

50 µl/ml  
+ - + - + - 

25 µl/ml 
+ + + + + - 

12,5 µl/ml 
+ + + + + - 

                          Çizelge 3.5 MĠK tablosu 

Çizelge 3.4  Üreme var (+), Üreme yok (-) tablosu 
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                             Çizelge 3.6  Nekroz ve Apopitoz Oranları 

 

Konsantrasyon 

 

Zeytin 

yaprağı 

 

Damar otu 

 

Zerdeçal 

 

Kırkkilit 

otu 

 

Misvak 

 

0 

Nekroz 

oranı 
1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 

Apopitoz 

oranı 

0 0 0 0 0 

 

12.5 

Nekroz 

oranı 
5±0,5 7±0,7 4,5±1 6±1 4±0,7 

Apopitoz 

oranı 
   16±1 18,4±0,7 22,5±1 10,5±1 13,5±1 

 

25 

Nekroz 

oranı 
  7,5±1 7,5±1 5±1,4 7±0,5 5±1 

Apopitoz 

oranı 
21,5±1 23,5±1 26±1,4 15,2±1 18±0,5 

 

50 

Nekroz 

oranı 
8±1,4 8±0,5 5,5±1 8,5±1 5,5±1 

Apopitoz 

oranı 
24±0,5 27±1,5 28,5±1 18±0,5 21,5±2 

 

100 

Nekroz 

oranı 
8±1 8,5±1 6±0,5 8±1 6±0,7 

Apopitoz 

oranı 
26,5±2 30±0,7 29±1,5 22,5±1,4 22±0,7 

 

200 

Nekroz 

oranı 
9±0,7 9,5±0,5 7±0,7 9±0,7 6,5±1 

Apopitoz 

oranı 
27,5±1,5 34±2 30±0,7 28±1,5 24±1,4 

 

400 

Nekroz 

oranı 
10,5±1 10±1,4 8±1 10,5±1 7±0,7 

Apopitoz 

oranı 
28±1,4 38,5±1 30,5±1 32±2 29,5±1 

 

 

 

 

Konsantrasyon  

 

Zeytin 

yaprağı 

 

Damar otu 

 

Zerdeçal 

 

Kırkkilit 

otu  

 

Misvak 

0 100 100 100 100 100 

12,5 81,6 73,6 67,2 90,0 85,3 

25 79,1 72,5 58,3 66,5 68,7 

50 72,9 69,6 55,0 61,0 66,2 

100 68,9 67,8 54,3 58,3 62,0 

200 62,3 53,6 53,4 55,0 61,0 

400 60,3 44,1 52,5 51,9 57,8 

 

 

Çizelge 3.7 Canlılık oranları (%) 
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Zon Çapı Kruskal Wallis H Testi 

n Mean Median Min Max ss Sıra Ort. H p 

S
.m

u
ta

n
s 

4
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 15 15 15 15 0 11 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 24 24 24 24 0 14 

Zerdeçal 3 8 8 8 8 0 3,5 

Misvak 3 14 14 14 14 0 8 

Kırkkilit 3 8 8 8 8 0 3,5 

Toplam 15 13,8 14 8 24 6,1 3-2 5-2 

2
00

 µ
l/

m
l 

Damar Otu 3 11 11 11 11 0 11 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 18 18 18 18 0 14 

Zerdeçal 3 0 0 0 0 0 5 

Misvak 3 0 0 0 0 0 5 

Kırkkilit 3 0 0 0 0 0 5 

Toplam 15 5,8 0 0 18 7,7 3-2 4-2 5-2 

1
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 7 7 7 7 0 11 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 14 14 14 14 0 14 

Zerdeçal 3 0 0 0 0 0 5 

Misvak 3 0 0 0 0 0 5 

Kırkkilit 3 0 0 0 0 0 5 

Toplam 15 4,2 0 0 14 5,8 3-2 4-2 5-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.8 S.mutans‟da Konsantrasyonlara Göre Zon Çapları Bakımından Gruplar Arasındaki 

Farklılığa ĠliĢkin Kruskal Wallis H Testi Sonuçları 
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Zon Çapı Kruskal Wallis H Testi 

n Mean Median Min Max ss Sıra Ort. H p 

A
ct

in
o

b
ac

ill
u

s 
A
ct
in
o
m
yc
et
em

co
m
it
a
n
s 

  

4
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 0 0 0 0 0 5 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 15 15 15 15 0 11 

Zerdeçal 3 0 0 0 0 0 5 

Misvak 3 26 26 26 26 0 14 

Kırkkilit 3 0 0 0 0 0 5 

Toplam 15 8,2 0 0 26 11 1-4 3-4 5-4 

2
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 0 0 0 0 0 5 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 9 9 9 9 0 11 

Zerdeçal 3 0 0 0 0 0 5 

Misvak 3 14 14 14 14 0 14 

Kırkkilit 3 0 0 0 0 0 5 

Toplam 15 4,6 0 0 14 6,1 1-4 3-4 5-4 

1
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 0 0 0 0 0 5 

14 0,007 

Zeytin Yaprağı 3 8 8 8 8 0 11 

Zerdeçal 3 0 0 0 0 0 5 

Misvak 3 11 11 11 11 0 14 

Kırkkilit 3 0 0 0 0 0 5 

Toplam 15 3,8 0 0 11 4,9 1-4 3-4 5-4 

          

Çizelge 3.9 Actinobacillus Actinomycetemcomitans  Konsantrasyonlara Göre Zon 

Çapları Bakımından Gruplar Arasındaki Farklılığa ĠliĢkin Kruskal Wallis H Testi 

Sonuçları 
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Canlılık Oranları Kruskal Wallis H Testi 

n Mean Median Min Max ss Sıra Ort. H p 
4

0
0

 µ
l/

m
l 

Damar Otu 3 44 44 44 44 0 2 

13,491 0,009 

Zeytin Yaprağı 3 60 60 60 60 0 14 

Zerdeçal 3 52,3 52 52 53 0,6 7,33 

Misvak 3 57,7 58 57 58 0,6 11 

Kırkkilit Otu 3 51,7 52 51 52 0,6 5,67 

Toplam 15 53,1 52 44 60 5,8 1-2 

2
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 53,7 54 53 54 0,6 4 

13,304 0,01 

Zeytin Yaprağı 3 62,3 62 62 63 0,6 14 

Zerdeçal 3 53,3 53 53 54 0,6 3 

Misvak 3 61 61 61 61 0 11 

Kırkkilit Otu 3 55 55 55 55 0 8 

Toplam 15 57,1 55 53 63 4 3-2 

1
0

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 69 69 68 70 1 12,5 

13,202 0,01 

Zeytin Yaprağı 3 69 69 69 69 0 12,5 

Zerdeçal 3 54,7 55 54 55 0,6 2 

Misvak 3 62 62 62 62 0 8 

Kırkkilit Otu 3 57,7 58 57 58 0,6 5 

Toplam 15 62,5 62 54 70 6 3-1 3-2 

5
0

 µ
l/

m
l 

Damar Otu 3 69,7 70 69 70 0,6 11 

13,821 0,008 

Zeytin Yaprağı 3 73 73 72 74 1 14 

Zerdeçal 3 55 55 55 55 0 2 

Misvak 3 66 66 66 66 0 8 

Kırkkilit Otu 3 61 61 61 61 0 5 

Toplam 15 64,9 66 55 74 6,6 3-2 

2
5

 µ
l/

m
l 

Damar Otu 3 72,3 72 72 73 0,6 11 

13,671 0,008 

Zeytin Yaprağı 3 79 79 79 79 0 14 

Zerdeçal 3 58 58 57 59 1 2 

Misvak 3 68,7 69 68 69 0,6 8 

Kırkkilit Otu 3 66,7 67 66 67 0,6 5 

Toplam 15 68,9 69 57 79 7,2 3-2 

1
2

,5
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 73,3 73 73 74 0,6 5 

13,77 0,008 

Zeytin Yaprağı 3 81,3 81 81 82 0,6 8 

Zerdeçal 3 67 67 67 67 0 2 

Misvak 3 85,3 85 85 86 0,6 11 

Kırkkilit Otu 3 90 90 90 90 0 14 

Toplam 15 79,4 81 67 90 8,6 3-5 

0
 µ

l/
m

l 

Damar Otu 3 100 100 100 100 0 8 

0 1,00 

Zeytin Yaprağı 3 100 100 100 100 0 8 

Zerdeçal 3 100 100 100 100 0 8 

Misvak 3 100 100 100 100 0 8 

Kırkkilit Otu 3 100 100 100 100 0 8 

Toplam 15 100 100 100 100 0   

Çizelge 3.10 Konsantrasyonlara Göre Canlılık Oranları Bakımından Gruplar Arasındaki 

Farklılığa ĠliĢkin Kruskal Wallis H Testi Sonuçları 



73 

 

 

4 TARTIġMA ve SONUÇ 
 

DiĢ çürüğü,  tüm dünyada en sık görülen ve en çok maliyet gerektiren 

enfeksiyoz bir ağız hastalığıdır (Panel 2001, Bagramian ve ark. 2009). Birçok çürük 

önleyici yöntem araĢtırılmakta ve geliĢtirilmektedir (Bönecker ve ark. 2012). 

Antimikrobiyal kullanımı da çürük oluĢumunu önlemede etkili yöntemlerin baĢında 

gelmektedir (Gunsolley 2010). Bu bağlamda kullanılan baĢlıca kimyasal ajanlar flor, 

klorheksidin, setil piridinyum klorid ve doğal ürünlerdir.  (Samuels ve ark. 2012). 

Doğal ürünler (bitki ekstrakları, esansiyal yağlar ve deniz ürünleri) diĢ 

çürüğünü engellemeye yönelik önerilen yeni ürünlerdir (Jeon ve ark. 2011). Propolis, 

siyah ve yeĢil çay, kakao çekirdeğinin kabuğu, yulaf kabuğu, yaban mersini, kabuklu 

deniz canlılarının kabukları bu doğal ürünlere örnek olarak gösterilebilir (Jeon ve 

ark. 2011). Doğal ürünlerin kullanımı ile sentetik ürünlerin kullanımına bağlı olarak 

ortaya çıkan tad alma bozukluğu, mukozada deskuamasyon ve diĢlerin renklenmesi 

gibi yan etkilerin giderilmesinin yanısıra güvenli ve etkili bir çürük önleme yöntemi 

olduğu düĢünülmektedir. (Magee 2007) 

 Genel tıbbi alanlarda kullanılan ilaçların yaklaĢık %25‟i bitkisel kaynaklıdır 

(Rates 2001). Her bitki kendine özgü biyoaktif maddeler taĢır, bu nedenle bitkilerin 

kimyasal, farmakolojik ve toksikolojik özellikleri,  bu nözellik göz önünde 

bulundurularak çalıĢılmalıdır (Ghani 2003).  

Esansiyel yağlar, antimikrobiyal aktiviteye neden olan biyoaktif ajanlar 

içermektedir. Gıda, kozmetik ve farmasotik endüstride esansiyel yağlar oldukça 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Bassolé ve Juliani 2012).  Esansiyel yağların 

kimyasal yapısı terpen & terpenoidler ve alifatik & aromatik bileĢikler olarak ikiye 

ayrılmaktadır. (Bakkali ve ark. 2008). Monoterpenler, esansiyel yağların içinde en 

çok bulunan ve çürükle ilgili bakteriler üzerinde antibakteriyal etkiyi gösteren yapı 

olduğu düĢünülmektedir (Bernardes ve ark. 2010). 

Bu çalıĢmada değerlendirilen beĢ bitkiden S.persica, dıĢındaki bitkilerin 

çürükle iliĢkili bakteriler üzerinde etkinliğinin henüz detaylı olarak araĢtırılmamıĢ 
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olması ilgi çekicidir. S.persica ( misvak), trimetilamin, salvadorin, klor, flor, silika, 

sülfür, askorbik asit, tannin, saponin, flavenoid, sterol gibi tanımlanabilmiĢ 

komponentler içermektedir (Darmani ve ark. 2006).  

S.persica ( misvak),  antibakteriyal ve tükrük akıĢını artırıcı etkinin 

içeriğindeki yüksek miktardaki NaCl, KCl, trimetilamin, salvadourea and 

salvadorin‟den kaynaklandığı düĢünülmektedir (Hattab 1996).  Misvaktan gelen 

tiyosiyonat‟ın tükrükteki tiyosiyonat seviyesini artırdığını, bunun da hidrojen 

peroksit-peroksidaz-tiyosiyonat sistemini harekete geçirerek antimikrobiyal etkinlik 

gösterdiği yapılan bir çalıĢmada tespit edilmiĢtir (Darout ve ark. 2000). 

Al-Otaibi ve ark, yaptıkları çalıĢmada kuru yada taze misvaktan elde edilen 

ekstrakların (sulu, metanollü, etil asetatlı, 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 üzerinde önemli oranda inhibitör etkiye sahip 

olduğunu, diĢ fırçası ve misvak kullanımı kıyaslandığında misvak kullanılan grupta 

A. actinomycetemcomitans seviyesinde anlamlı bir düĢüĢ olduğu belirtmiĢlerdir 

(p<0.05) (Al‐Otaibi ve ark. 2004).  

Bu çalıĢmada kuru misvaktan elde edilen etanollü ekstraktın 400 µg/ml 

konsantrasyonunda Streptococcus mutans‟da 14 mm‟lik zon çapı tespit edilmiĢ, bu 

konsantrasyonda antimikrobiyal etkinlik görülmüĢtür (referans antibiyotik zon 

çapı=24 mm). A. actinomycetemcomitans çalıĢmada kullandığımız üç bakteriden 

birisi olup, 400 µg/ml konsantrasyonda 26 mm, 200 µg/ml konsantrasyonda 14mm, 

100 µg/ml konsantrasyonda 11mm zon çapı tespit edilmiĢtir (p<0.05). A. 

actinomycetemcomitans’da referans antibiyotikten daha güçlü bir etki gösterdiği 

rapor edilmiĢtir. (A. actinomycetemcomitans referans antibiyotik zon çapı=17mm).  

Al-Otaibi ve ark, çalıĢmasının sonuçları ile çalıĢma sonuçlarımız benzerlik 

göstermektedir. 

Almas ve ark, misvak ekstraktı kullanarak yaptıkları bir çalıĢmada, 

konsantrasyona bağlı olarak  Strep. faecalis ( inhibisyon zonu= 7 mm) ve S. Mutans 

(inhibisyon zonu= 3mm)‟da antimikrobiyal aktivite gösterdiğini bildirmiĢlerdir 
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(Almas ve ark. 2005). ÇalıĢmamızda S. mutans‟da 14 mm‟lik inhibisyon zonu tespit 

edilerek,  Almas ve ark., yaptığı çalıĢma ile benzerlik göstermektedir . 

Sofarata ve ark, yaptıkları baĢka bir çalıĢmada, misvaktan elde edilen 

ekstraktın, misvağın gerçek antimikrobiyal etkinliğini yansıtmadığını iddia 

etmiĢlerdir (Sofrata ve ark. 2008) Bazı aktif bileĢenlerin tam olarak ekstrakte 

edilemediğini ya da ekstraksiyon iĢlemi esnasında bazı aktif bileĢenlerin 

kaybolduğunu savunmuĢlardır. Misvağın sulu ekstraktı ve hiçbir iĢleme tabi 

tutulmadan kesilmiĢ bir parçası antimikrobiyal  etkinlik açısından değerlendirilmiĢ ve 

parça misvağın oldukça güçlü antimikrobiyal etkinlik gösterdiğini fark ederek 

iddialarını doğrulamıĢlardır. 

 

P.gingivalis ve A. Actinomycetemcomitans‟da oldukça güçlü, S.mutans‟da 

daha az, L.acidofilus üzerinde oldukça düĢük antimikrobiyal etkinlik görülmüĢtür 

(Sofrata ve ark. 2008). ÇalıĢmamızda en çok antimikrobiyal etki A. 

Actinomycetemcomitans’da (26 mm, 14 mm, 11 mm), daha sonra  S.mutans’da (14 

mm) görülmüĢtür. Lactobacillus acidofilus’da herhangi bir antimikrobiyal etki 

izlenmemiĢtir. Sofrata ve ark, yaptıkları çalıĢmanın sonucu ile elde ettiğimiz sonuçlar 

uyumludur. 

 

DiĢ fırçası ve misvak kullanan bireylerden oluĢan grupların karĢılaĢtırıldığı 

bir çalıĢmada, misvak kullanan bireylerde S.mutans seviyesinin daha düĢük olduğu 

gözlenirken, Lactobacillus‟ da bir farklılık olmadığı anlaĢılmıĢtır (Almas ve Al-Zeid 

2004). ÇalıĢmamızda Lactobacillus acidofilus’da antimikrobiyal bir etkinin 

izlenmeyip S.mutans’da antimikrobiyal bir etki görülmesi Almas ve Al- Zeid‟in 

çalıĢması ile uyumlu olduğunu göstermektedir.  

 

Balb/C 3T3 fare fibroblastları ile sulu misvak ekstraktının kullanıldığı bir 

hücre proliferasyonu çalıĢmasında, misvağın çeĢitli konsantrasyonlarında oldukça 

yüksek oranda hücre proliferasyonunda artıĢa neden olduğu vurgulanmıĢtır (Darmani 

ve ark. 2006). ÇalıĢmamızda konsantrasyona bağlı olarak hücre canlılığında bir 
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azalma görülmektedir yani hücre proliferasyonunda bir artıĢ görülmemektedir. Bu 

açıdan Darmani ve ark., yaptıkları çalıĢma sonucu ile bizim sonuçlarımız 

örtüĢmemektedir. Bu farklılığın misvağın yetiĢtiği coğrafi bölgenin özelliklerine göre 

farklılık gösterebilmesine ve kullandığımız eksraktın su ile değil etanol ile 

çıkarılmasından kaynaklanabileceğini düĢünmekteyiz. 

 

BaĢka bir çalıĢmada %0.1 yoğunlukta S.persica içeren gargara 

kullanılmıĢtır. Makrofaj, epitel, fibroblast ve osteoblast gibi yara iyileĢmesinde 

görevli hücreler üzerinde oldukça yüksek sitotoksik etki gösterdiği görülmüĢtür. Bu 

etkinin nedeni olarak S.persica‟nın içeriğindeki alkoloid ve flavonoid‟lerden 

olabileceği düĢünülmüĢtür. Bu sebeple ağzında taze yara olan hastaların, misvaklı 

gargara kullanmaması gerektiği iddia edilmektedir (Rajabalian ve ark. 2009). 

 

Tabatabaei ve ark, 5.75-1.43 mg/ml konsantrasyonlarındaki etanollü misvak 

ekstraktları ile yaptıkları hücre proliferasyonunu değerlendirdikleri çalıĢmada, ciddi 

oranda hücre proliferasyonunda azalma görülmüĢtür. 0.08-0.71 mg/ml 

konsantrasyonlarında ise kontrol grubuna göre önemli bir fark görülmemiĢtir (sadat 

Tabatabaei ve ark. 2015). 

 

Rajabalian ve ark, Tabatababei ve ark, yaptıkları çalıĢmaların sitotoksite 

sonuçları ile çalıĢmamız benzerlik göstermektedir. ÇalıĢmada denenen 

konsantrasyonlar içerisinde %50‟sinden daha fazla hücre ölümü 

gerçekleĢmemesinden dolayı toksik sayılabilecek bir durum söz konusu olmamıĢtır. 

 

Olea europaea, geleneksel tıpta bakteri, mantar ve virüs kökenli hastalıkları 

tedavi etmek amacıyla kullanılmıĢtır (Adnan ve ark. 2014). Zeytin yaprağı, 

antioksidan aktivitesinin yanısıra yapısındaki bilhassa fenolik gruplar nedeniyle 

antimikrobiyal aktivite göstermektedir. Oleoropin, fenolik bileĢikler içinde en aktif 

olan bileĢiği olarak düĢünülmektedir (Markin ve ark. 2003). 

 

Salamura edilmiĢ zeytinlerin antimikrobiyal etkinliğinin araĢtırıldığı bir 

araĢtırmada, hidroksitirozol‟un bir bileĢeninin salamura iĢlemleri ile dialdehitli forma 
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dönüĢtüğü, bu formun da Lactobacillus‟lar gibi laktik asit üreten bakteriler üzerinde 

antibakteriyal etkinlik gösterdiği ortaya konulmuĢtur (Medina ve ark. 2007). 

ÇalıĢmamızda zeytin yaprağı ekstraktının Lactobacillus acidofilus 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliği incelendi. Herhangi bir antimikrobiyal etkinlik 

gözlenmemesinin nedeni olarak zeytin yaprağı ekstraktına herhangi bir salamura 

iĢleminin yapılmamıĢ olmasından kaynaklanabileceği düĢünülmektedir.  

 

Sudjana ve ark, 122 mikroorganizma üzerinde yaptıkları çalıĢmada, 

Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, and Staphylococcus aureus bakterileri 

dıĢında antimikrobiyal bir etki gözlemlememiĢlerdir (Sudjana ve ark. 2009). 

 

Asya kıtasında geleneksel olarak diĢ temizliğinde kullanılan çiğneme 

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

Gycosmic pentaphylla, Capparis aphylla)  ekstraklarının kullanıldığı ve 

Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,  üzerinde 

antimikrobiyal etkinliğin değerlendirildiği bir çalıĢmada, Acacia arabica ve 

Salvadora persica‟nın sadece Streptococcus faecalis (2mm) üzerinde antimikrobiyal 

etkiye sahip olduğu, diğer ekstrakların herhangi bir antimikrobiyal etki 

göstermediğini belirtmiĢtir.  (Almas 2001). ÇalıĢmamızda Olea europaea ve 

Salvadora persica‟nın S.mutans, L.acidofilus ve A. Actinomycetemcomitans 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliğini araĢtırılmıĢ olup, S.mutans üzerinde zeytin 

yaprağının  diğer gruplara göre anlamlı derecede yüksek zon oluĢturduğu 

görülmüĢtür (p<0.05). 400µg/ml konsatrasyonda zeytin yaprağında 24 mm, misvakta 

14 mm zon çapı tespit edilmiĢtir. Bu açıdan çalıĢma sonuçları, Almas‟ın çalıĢma 

sonuçları ile benzerlik göstermemektedir. Bu farklılığın bölgesel   değiĢikliklere  

bağlı olarak  gerçekleĢebileceğini düĢünmekteyiz. 

 

Zeytin yaprağının sulu, asetonlu, dietil eterli, ve  etil alkollü ekstraklarının 

kullanıldığı bir çalıĢmada, sadece asetonlu ekstraktın kullanıldığı grupta Salmonella 

enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Escherichia coli, Streptococcus 

thermophiles, Enterococcus faecalis, ve Lactobacillus bulgaricus bakterilerine karĢı 
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antimikrobiyal etkinlik görülmüĢtür (Korukluoglu ve ark. 2010). ÇalıĢmada 

Lactobacillus acidofilus üzerinde zeytin yaprağının etanollü ekstraktının  

antibakteriyal etkinliği araĢtırılmıĢ olup, olumlu bir sonuç alınamamıĢtır. 

Korukluoğlu ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada asetonlu ekstrakttan olumlu bir 

sonuç aldıkları vurgulanmıĢtır. ÇalıĢmamızda L. Acidofilus „da antimikrobiyal 

etkinlik tespit edilememesinde, ekstrakt elde edilirken kullanılan çözücü olarak 

aseton değil etanol kullanılmasına bağlı olabileceğini düĢünmekteyiz. 

 

Zeytin yaprağının antimikrobiyal etkinliğinin araĢtırıldığı baĢka bir 

çalıĢmada B. cereus, B.subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae  

bacteria, and C. albicans ve  C. neoformans (mantar) kullanılmıĢtır. Kullanılan bu 

mikroorganizmaların hepsi üzerinde etkinlik görülmekle birlikte, sıralama Ģu 

Ģekildedir. 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 bağırsak ve solunum yolu patojen 

mikroorganizmalarının geliĢimini inhibe ettiği ya da geciktirdiği bildirilmiĢtir 

(Bisignano ve ark. 1999). 

 

Ahmed ve ark, Bisignano ve ark,  yaptıkları çalıĢmalarda çalıĢmamızda 

kullanılan bakterilerden herhangi biri birebir kullanılmamıĢ olsa da, S.aureus gibi  

gram pozitif bakterilerde antimikrobiyal etkinlik göstermesi, S.mutans‟da 

antimikrobiyal etkinlik göstermesi ile uyumlu bir sonuç göstermektedir. (Bisignano 

ve ark. 1999) 

 

Zeytin yaprağı içerisinde 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 birçok etken madde 

içerir (Bianco ve Uccella 2000).  
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Oloropin, rutin, kafeik asit, vanilin ve bu dört maddenin karıĢımı zeytin 

yaprağından izole edilerek antimikrobiyal etkinliği incelenmiĢtir. Salmonella 

enteritidis‟ de oloropin(23.5 ± 0.8), kafeik asit(10.4 ± 0.2) ve karıĢım(24.5 ± 0.5) , 

Escherichia coli’de sadece kafeik asit(10.1 ± 0.1),  Bacillus cereus‟da  kafeik 

asit(9.8 ± 0.0) ve karıĢım(28.5 ± 0.3) antimikrobiyal etki göstermiĢtir. Bu çalıĢmaya 

göre, zeytin yaprağı içerisindeki fenolik komponentlerin bir arada bulunduklarında 

sinerjistik etki gösterdiğini ortaya koymaktadır (Lee ve Lee 2010). 

 

Körüklüoğlu ve arkadaĢlarının yaptıkları benzer bir çalıĢma ise Ģu Ģekilde 

planlanmıĢtır. Zeytin yaprağı bileĢenlerine ayrılmıĢ ve herbir bileĢeni (4-

hidroksibenzoik asit, vanilik asit, p kumarik asit, tirozol, kafeik asit, Ģiringik asit ve 

oloropin) ayrı bir grup oluĢturmuĢtur. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 

Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus’un da aralarında bulunduğu 

onbeĢ bakteri üzerinde bu bileĢenler üç farklı konsantrasyonda (0.1, 0.3, 0.5) ayrı 

ayrı uygulanmıĢtır. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis‟a tirozol , kafeik 

asit , oloropin; Lactobacillus bulgaricus’e 4-hidroksibenzoik asit dıĢındaki tüm 

bileĢenler; Streptococcus thermophilus’a 4-hidroksibenzoik asit ve Ģiringik asit 

dıĢındaki tüm bileĢenler 0.5 mg/ml deriĢiminde antimikrobiyal etki göstermiĢtir 

(Korukluoglu ve ark. 2010).  ÇalıĢmamızda L.acidofilus üzerinde herhangi bir 

antimikrobiyal etkinlik göstermemesi yönüyle Körüklüoğlu ve ark, çalıĢması ile 

benzerlik göstermezken, Streptococcus thermophilus’a benzer bir tür olan 

S.mutans‟da antimikrobiyal etkinlik tespit edilmesi yönü ile de uyum göstermektedir. 

(Korukluoglu ve ark. 2010).  

 

O.europaea‟nın sulu ekstraktının antimikrobiyal etkinliğinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, S.aureus(10mm), S.faecalis(11mm), E.coli(9mm), P.aeruginosa(9mm), 

K.pneumoniae(11mm) bu sonuçlar bulunmuĢtur (Keskın ve ark. 2012). 

ÇalıĢmamızda S.mutans kullanılmıĢ ve zeytin yaprağının etanollü ekstraktı 

kullanılarak S.mutans(24mm) bulunmuĢtur. S.faecalis ile aynı tür olan S.mutans 
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üzerinde antimikrobiyal etkinlik gözlenerek  Keskin ve ark, çalıĢması ile uyumlu 

olduğu görülmüĢtür. (Keskın ve ark. 2012). 

 

Olea europaea‟nın bir bileĢeni olan maslinik asit, farelere yüksek dozda 

ağızdan uygulanmıĢtır.  Tek seferde 1000mg/kg ya da 28 gün 50 mg/kg dozda 

verilen zeytin yaprağının toksisiteye bağlı herhangi bir reaksiyon oluĢturmadığı 

görülmüĢtür (Sánchez‐González ve ark. 2013). ÇalıĢmamızda kullanılan en yüksek 

konsantrasyon olan 400  µg/ml ekstrakt uygulanmasında sonra hücre canlılığı 

yaklaĢık %60 olarak bulunmuĢtur. Diğer gruplardaki canlılık yüzdeleri 

kıyaslamasında zeytin yaprağı grubunda anlamlı oranda canlılık yüzdesi yüksek 

bulunmuĢtur (p<0.05). 

 

Yüksek glukozun neden olduğu apopitozisi engelleyerek diyabete bağlı 

oluĢan nöropatik ağrıları engellediği yapılan bir çalıĢma ile belirlenen Olea europaea 

ve glukozun,  PC12(feokromostoma) hücreleri üzerindeki etkisi MTT yöntemi ile 

incelenmiĢ; 50, 75, 100, 125 konsantrasyonlarında glukoz ve Olea europaea 

uygulanmıĢtır. 100µg/ml konsantrasyonundaki glukoz uygulanan grupta canlı hücre 

sayısı yüzdesi  %52. iken, aynı konsantrasyondaki Olea europaea grubundaki 

canlılık oranı %75 olarak bulunmuĢtur. Bu çalıĢmanın sonucuna göre, glukozun Olea 

europaea’ya göre toksisitesinin oldukça yüksek olduğu belirtilmiĢtir (Kaeidi ve ark. 

2011).  ÇalıĢmamızda zeytin yaprağı grubundaki canlılık yüzdesi, diğer gruplara 

göre anlamlı derecede yüksek bulunmuĢtur, bu nedenle Kaeidi ve arkadaĢlarının 

yaptıkları çalıĢma ile uyumlu sonuçlar elde edilmiĢtir. 

 

Turmerik ismiyle bilinen Curcuma longa ( zerdeçal), özellikle Asya‟nın 

güneyinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Yerel tıpta sinüzit gibi enfeksiyon 

hastalıklarının, karaciğer hastalıklarının, romatizma ve anoroksiyanın tedavisinde 

kullanılmıĢtır (Agarwal ve ark. 2009). 

 

Yapılan bir çalıĢmada C.longa‟nın etanollü ekstraktının antimikrobiyal 

etkisi araĢtırılmıĢtır. 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 difüzyon testinden bu sonuçlar elde edilmiĢtir 

(Chakraborty ve ark. 2014). 

 

Srinivasan ve ark, yaptıkları farklı bir çalıĢmada 50 farklı bitkinin sulu 

ekstrakları ile yaptıkları çalıĢmada B.subtilis (13mm), K. pneumoniae (0 mm),  P. 

mirabilis (18mm), S. aureus (20mm), P. aeruginosa (18mm), E.coli (27mm) 

sonuçlarını bulmuĢlardır (Srinivasan ve ark. 2001). 

Fagbemi ve ark, olgunlaĢmamıĢ muz, limon otu ve turmerik (C.longa ) 

bitkilerinin sulu ve etanollü ekstraklarını elde ederek sekiz farklı mikroorganizma 

üzerinde inhibitör etkisini incelemiĢlerdir. Turmerik‟in etanollü ekstraktının E. coli , 

S. paratyphi, S.flexnerii, K. pneumonia, S. aureus ve  B.subtilis‟de bakteriyostatik 

etki gösterdiğini; sulu ekstraktının ise sadece S. aureus’a bakterisit bunun dıĢındaki 

bakterilere bakteriyostatik etkili olduğunu vurgulamıĢlardır (Fagbemi ve ark. 2009). 

 

Lee ve arkadaĢlarının yaptıkları bir çalıĢmada, yedi farklı bitkinin altı farklı 

çözücü ile ekstraklarını hazırlayıp Escherichia coli, Burkholderia sp., Haemopillus 

somnus, Haemopillus parsuis, Clostridium perfringens bakterileri üzerinde 

antimikrobiyal etkinlik değerlendirmesi yapmıĢlardır. Yedi bitkiden biri olan 

C.longa’nın etanollü ve sulu ekstraktının sadece Clostridium perfringens’e karĢı 

antimikrobiyal etkiye sahip olduğunu; metanollü, hekzanlı, kloroformlu ve bütanollü 

ekstrakların antimikrobiyal bir etkiye sahip olmadığı görülmüĢtür (Lee ve ark. 2014). 

 

Chan ve ark., zencefilgiller familyasına ait, içlerinde C.longa‟nın da 

bulunduğu üç faklı bitkinin yapraklarından ve köklerinden ekstraklar elde ederek, 

antioksidan kapasite ve antimikrobiyal etkinlik çalıĢmıĢlardır. M. Luteus, S. aureus,  

B. cereus bakterileri üzerinde C.longa‟nın yaprak ekstresinden antimikrobiyal 

etkinlik gözlenmezken kök ekstresinden oldukça düĢük de olsa antimikrobiyal 

etkinlik tespit edilmiĢtir (0.13mg/disk) (Chan ve ark. 2011). 

 

Chakraborty ve arkadaĢları, Srinivasan ve arkadaĢları, Fagbemi ve 

arkadaĢları, Lee ve arkadaĢları, Chan ve arkadaĢları C.longa‟nın antimikrobiyal 
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etkinliğini araĢtırmalarında çoğunlukla S. paratyphi, S.flexnerii, K. pneumonia gram 

negatif mikroorganizmalar üzerinde çalıĢmıĢlar ve antimikrobiyal etkinlik tespit 

etmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda sadece 400 µg/ml konsantrasyonundaki C.longa 

ekstraktının gram pozitif bir mikroorganizma olan S.mutans‟da 8mm‟lik bir 

inhibisyon zonu oluĢturduğunu tespit ettik. Antimikrobiyal etkinlikteki gram pozitif 

bakterilerin, gram negatif bakterilere göre C.longa‟ya daha dirençli olabileceği fikri 

farklılığın oluĢmasında bir etken sayılabilir. 

Curcuma longa‟nın 500, 250, 125g/L konsantrasyonundaki ekstraktlarının 

S.epidermidis, M.luteus, B.subtilis, Lactobacillus plantorum, E.coli, P.aeruginosa  

bakterileri üzerinde disk difüzyon yöntemi ile antimikrobiyal etkinliği araĢtırılmıĢ, 

M.luteus, P.aeruginosa  B.subtilis, Lactobacillus plantorum bakterilerinde hiçbir 

konsantrasyonda bakterisit etki gözlenememiĢtir. 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 çapları görülmüĢtür (Niamsa ve Sittiwet 2009). ÇalıĢmamızda L.acidofilus‟da 

hiçbir konsantrasyonda etkinlik gözlenmemesi, Niamsa ve ark, yaptıkları çalıĢma ile 

benzerlik göstermektedir. 

 

C.longa‟nın etken maddesi olan curcumin‟in 0-100 µg/ml arasında değiĢen 

konsantrasyonlarında MCF-7 hücreleri üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Curcumin‟in 

küçülme, yuvarlaklaĢma ve kısmi parçalanma gibi sitotoksik etkileri MCF-7 

hücrelerinde ortaya çıkmıĢtır. 40 µg/ml‟da ciddi bir hücre ölümü görülmüĢtür 

(Koohpar ve ark. 2015). ÇalıĢmamızda 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 µg/ml  

konsantrasyonlarında C.longa ekstraktının canlılık oranlarına bakıldı, 400 µg/ml   

konsantrasyon dıĢındaki konsantrasyonlarda, diğer gruplara göre canlılık yüzdesi 

anlamlı Ģekilde düĢük çıkmıĢtır (p<0.05).   C.longa’nın içeriğinde bulunan curcumin 

maddesinin tümör hücrelerini yok edebilme yeteneğine bağlı olarak bu durumun söz 

konusu olabileceğini düĢünmekteyiz. 

 

Yapılan son çalıĢmalarda antiviral, antiinflamatuar ve antioksidan 

aktivitesinin doğrulandığı Plantago lanceolata, 275 türü ile geniĢ bir dağılıma 

sahiptir (Beara ve ark. 2012). Yüksek miktardaki fenolik içeriğinin bakteri geliĢimini 
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ve patojenik oral floranın virülansını azaltabileceği düĢünülmüĢtür (Smullen ve ark. 

2007).  Avrupa Ġlaç Kurumu, Avrupa ülkelerinde P. lanceolata‟nın yapraklarından 

elde edilen bitki çayının ağız ve faringeal dokular üzerinde koruyucu etkisi olduğunu 

açıklamıĢtır (Consultation 2008). 

 

P. lanceolata’nın ağız gargarası olarak kullanıldığı bir çalıĢmada, 

streptokok grubunda  plasebo grubu ile karĢılaĢtırıldığında ciddi bir azalma 

gözlenirken, laktobasil grubunda ise anlamlı bir düĢüĢ gözlenmemiĢtir (Ferrazzano 

ve ark. 2015). ÇalıĢmamızda  P. lanceolata’nın  400, 200, 100 µg/ml 

konsantrasyonlarının, S.mutans‟da sırasıyla 15 mm, 11mm, 7 mm‟lik inhibisyon 

zonu oluĢturduğu; L.acidofilus’da  da hiç zon oluĢturmadığı görülmüĢtür. Bu 

bağlamda Ferrazzano ve ark, yaptıkları çalıĢmanın sonucu ile  sonuçlarımız benzerlik 

göstermektedir. 

 

Çıldır ve ark, bu farklılığın klinik sebebi olarak, S.mutans‟ın daha kolay 

ulaĢılabilir yerde olmasına, Laktobasiller‟in ise ulaĢması daha zor olan retantif 

bölgelerde bulunmasına bağlı olabileceğini düĢünmüĢlerdir (Cildir ve ark. 2009). P. 

lanceolata, streptokoklar üzerinde oldukça iyi antimikrobiyal etkiye sahiptir. Bu 

etkinin gram pozitif bakterilerin hücre duvarında önemli değiĢiklikler yapmasına 

bağlı olduğu düĢünülmektedir (Sharifa ve ark. 2008). 

 

KarakaĢ ve ark; su, etanol ve metanol ile hazırladıkları bitki ekstraklarının 

antimikrobiyal etkinliğini  Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia 

marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae, ve Klebsiella pneumoniae 

bakterileri üzerinde incelenmiĢtir. P. lanceolata Staphylococcus aureus = 8.0±0.2 

(sulu ekstrakt), Staphylococcus epidermidis = 7.5±0.2 (sulu ekstrakt), 

Staphylococcus epidermidis = 7.0±0.3 (etanollü ekstrakt), Proteus vulgaris =9.3±0.9 

(sulu ekstrakt) , bakterileri üzerinde etkili olmuĢtur (KarakaĢ ve ark. 2012). 

ÇalıĢmamızda Staphylococcus aureus’a gram pozitif olma yönü ile benzeyen 

S.mutans üzerinde antimikrobiyal etkinlik tespit edilmiĢ olması çalıĢma sonuçlarının 

paralellik gösterdiği  Ģeklinde yorumlanabilir. 
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AĢkın ve ark., yaptıkları bir çalıĢmada, 15g/L ve 30 g/L yoğunluklu P. 

lanceolata’nın sulu ekstraktının mitotik indeksi (bölünen hücre sayısı) önemli oranda 

düĢürdüğünü tepit etmiĢlerdir. Mitotik indeksteki bu düĢüĢ, sulu ekstrakta bulunan 

içeriğin sitotoksik etkiye neden olabileceğini düĢündürmektedir (AĢkin Çelik ve 

Aslantürk 2006). Bu çalıĢmada 400µg/ml konsantrasyonda damar otu  grubunun 

canlılık oranları diğer gruplara göre anlamlı derecede düĢük bulunmuĢtur (p<0.05). 

ÇalıĢmamızın sonuçları, Çelik ve Aslantürk‟ün çalıĢmasının sonuçları ile benzerlik 

göstermektedir. 

 

Plantago ailesinin yedi türünün,  0.025 ile 250 µg/ml arasında değiĢen 

konsantrasyonlarının sitotoksitesinin değerlendirilebilmesi için TK-10 (renal 

adenokarsinoma),  MCF-7 (meme adenokarsinoma) ve UACC-62 (melanoma) hücre 

hatları kullanılmıĢtır. Yedi ekstraktın tamamı MCF-7 ve UACC-62 tümör 

hücrelerinde konsantrasyona bağlı sitotoksik etki göstermiĢtir. P. lanceolata, MCF-7 

ve  UACC-62  hücreleri üzerindeki LC50 değeri yaklaĢık olarak 212µg/ml olarak 

bulunmuĢtur (Galvez ve ark. 2003). ÇalıĢmamızda sağlıklı fibroblast hücreleri 

üzerinde farklı konsantrasyonlarla sitotoksite değerlendirilmesi yapılmıĢtır. Galvez 

ve arkadaĢları, tümoral hücrelerin %50‟sini öldüren konsantrasyonu 212µg/ml olarak 

bulunmuĢken, bizim sonuçlarımıza göre sağlıklı fibroblastlar üzerinde bu 

konsantrasyon yaklaĢık olarak 395 µg/ml‟dir. P. lanceolata „nın  tümöral hücrelere  

daha düĢük konsantrasyonlarda sitotoksik etki gösterirken sağlıklı hücrelere aynı 

konsantrasyonda sitotoksik etki göstermemesi kanser tedavisinde araĢtırılmaya değer 

bir durumdur. 

 

Oliveira  ve ark, ağızdan izole edilen tüm S.mutans türlerini 25mg/ml 

Equisetum arvense’nin inhibe ettiğini tespit etmiĢlerdir. 50 mg/ml konsantrasyonda 

stafilokok ve candida türlerine etkili olduğunu, metanollü ekstraktın doza bağlı 10-

1000mg/ml  konsantrasyonları arasında S. aureus‟a etki ettiğini de belirtmiĢlerdir. 

 

Yine aynı çalıĢmada E. arvense L, G. glabra L, P. granatum L. ve  S. 

barbatimam ekstraklarının sitotoksiteleri incelenmiĢ ve canlı hücre yüzdeleri 
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sırasıyla %48 ± 5.29, %52 ± 2.96, % 76 ± 3.10,   %86 ± 4.05 olarak bulunmuĢtur. Bu 

sonuçlara göre, E. arvense(at kuyruğu) bu dört bitki içerisinde %50‟den daha çok 

hücre ölümüne neden olduğu için en sitotoksik bitki olduğu belirtilmiĢtir (de Oliveira 

ve ark. 2013). ÇalıĢmamızda 400µg/ml konsantrasyondaki E. arvense’nin düĢük de 

olsa S.mutans‟da 8mm‟lik  inhibisyon zonu oluĢturduğu gözlenerek  antimikrobiyal 

etkinliği tespit edilmiĢtir. 200 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarında bir etki 

gözlenmemiĢtir. Oliveira ve arkadaĢlarının, çalıĢmalarında kullandıkları ekstraktın 

konsantrasyonu çalıĢmamızda kullanılan konsantrasyona göre oldukça yüksektir ve 

izole edilen tüm S.mutansların inhibe olması doza bağlı bir reaksiyonun sonucu 

olabilir. Ġnhibisyon zonunun oluĢtuğu 400µg/ml konsantrasyondaki E. arvense’nin 

sitotoksitesi incelenmiĢ ve canlılık yüzdesi %51.7±0.6 olarak bulunmuĢtur. Oliveira 

ve ark., çalıĢma  sonuçları ile çalıĢmamızın sonuçları uyumludur. 

 

Heba ve ark., yaptıkları bir çalıĢmada T. Farfara, E. arvense, S. nigra, A. 

hippocastanum bitkilerinin metanollü ekstraklarının Escherichia coli, Serratia 

rubidaea, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis, Lactobacillus 

rhamnosus, Enterococcus raffinosus ve Staphylococcus epidermis bakterileri 

üzerindeki etkisine bakılmıĢ, Lactobacillus rhamnosus‟un  bakterisit etki 

gösterebilmesi için 512 µg/ml‟den büyük bir konsantrasyonda olması gerektiğini 

vurgulamıĢlardır (Hleba ve ark. 2014). ÇalıĢmamızda E. arvense’nin 400 ile 12.5 

µg/ml konsantrasyonları uygulanmıĢ ve Lactobacillus acidofilus üzerinde herhangi 

bir inhibisyon zonu gözlenmemiĢtir. Heba ve ark., çalıĢmalarında Lactobacillus 

rhamnosus’da bakterisit özellik görülebilmesi için 512 µg/ml‟den daha yüksek 

konsantrasyonların olması gerektiğini bildirmesi, daha yüksek konsantrasyonlarda 

antimikrobiyal etkinin gözlenebileceği durumunu akla getirmektedir, genel olarak 

çalıĢmamızla benzerlik göstermektedir. 

 

Milovanoviç ve ark., yaptıkları bir çalıĢmada E. arvense’nin,   

Staphylococcus aureus ( gram+), Klebsiella pneumoniae (gram -), Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella enteritidis bakterileri üzerindeki etkisi incelenmiĢ ve 

sırasıyla zon çapları 11.7±0.9, 11.3±0.1, 14.1±0.5, 13.0±0.6 bu Ģekildedir. 
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Pseudomonas aeruginosa en duyarlı mikroorganizma olarak karĢımıza çıkmaktadır 

(MilovanoviĤ ve ark. 2007). 

 

E. arvense’nin etil asetat, bütanol sulu ekstraklarının antimikrobiyal 

etkinliğinin değerlendirildiği bir çalıĢmada, 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) sonuçları bulunmuĢtur. E. 

arvense’nin E. coli üzerinde hiçbir antimikrobiyal etkisinin olmadığı çalıĢmada 

çıkarılan bir sonuç olarak kaydedilmiĢtir (ĥanadanoviĤ‐Brunet ve ark. 2009). 

Canadoviç ve ark, Milanoviç ve ark,  yaptıkları çalıĢmalarda çoğunluğu 

gram negatif mikroorganizmalardan oluĢan  bakterilere karĢı antimikrobiyal etki 

göstermiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan bakterilerin kullanıldığı benzer çalıĢmalar 

bulunmamakla birlikte; bu farklılığın bakteri türünden, kullanılan ekstraktın 

yoğunluğundan ve bitkinin yetiĢtiği toprağın mineral içeriğine göre 

değiĢebileceğinden kaynaklandığını düĢünmekteyiz. 

 

Metanollü E. arvense ekstraktı, sıfırdan 100 µg/ml‟ye kadar,  doza bağımlı 

olarak osteoblastların proliferasyonunu teĢvik edici etkisi yapılan çalıĢma ile tespit 

edilmiĢtir. 100 µg/ml konsantrasyonda aynı zamanda, kemik enfeksiyonlarında 

sıklıkla rastlanan Staphylococcus aureus’a karĢı antibakteriyal etkinlik görülmüĢtür 

(Bessa Pereirave ark. 2012). ÇalıĢmamızda fare fibroblastı kullanılarak sitotoksite 

tespiti yapılmıĢ ve denenen konsantrasyonlarda %50‟sinden fazla hücre ölümüne 

neden olan deriĢim bulunmamıĢtır. Tüm konsantrasyonlarda canlılık yüzdesi 

zerdeçala göre anlamlı dercede yüksek bulunmuĢtur (p<0,05).   
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SONUÇ 

 

DiĢ çürüğünden çoğunlukla izole edilen bakteriler için çeĢitli antimikrobiyal 

ajanlar araĢtırılmıĢ ve araĢtırılmaya da devam etmektedir. ÇalıĢmamızın esası da bu 

felsefeye dayanmaktadır. Bitkiler uzun yıllardır insan sağlığını için çeĢitli alanlarda 

kullanılmıĢtır. 

Bu in vitro çalıĢmada Zeytin yaprağının, hem S.mutans‟da hem de A. 

actinomycetemcomitans’da oldukça yüksek antimikrobiyal etkinliğe sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar in vivo çalıĢmalar ile de desteklenirse oral hijyen ürünleri 

içerisinde kısa zamanda yerini alabileceği düĢünülmektedir. 

Misvak, A. actinomycetemcomitans’da oldukça yüksek antimikrobiyal 

etkinlik göstererek özellikle periodontal dokularda sıklıkla izole edilen ve sert 

dokularda invazyon yeteneği olan bu bakterinin inhibisyonunda önemli rol oynadığı 

in vitro olarak görülmüĢtür. Zeytin yaprağı kadar olmasa da misvağın da S.mutans 

üzerinde antimikrobiyal etkinliğinin varlığı, antimikrobiyal ajan olarak zeytin 

yaprağı ve misvağı öne çıkarmaktadır. 

Damar otu,  S.mutans üzerinde denediğimiz konsantrasyonlar içerisinde 

misvağa göre daha etkili olduğu görülmüĢtür. 

Canlılık yüzdeleri açısından değerlendirildiğinde, antitümoral etkisi 

kanıtlanan zerdeçal de (curcuma longa) antimikrobiyal aktivite görülmeyip, 

zerdeçal‟ın diğer gruplara göre canlı hücre yüzdesinin düĢük çıkması diĢ hekimliği 

ve çürük önleme adına zerdeçalı çekici kılmaktan çıkarmaktadır. 

Gruplarda gerçekleĢen hücre ölümünün tipinin bilinmesi önemli bir 

konudur. Nekroz, iskemi ve toksiteye bağlı olarak gerçekleĢirken;  apopitoz 

fizyolojik olarak gerçekleĢen bir hücre ölümü olayıdır. ÇalıĢmamızda hücre 

ölümlerinin büyük bir kısmının nekroz ile değil apopitoz ile olması bitkilerin 

biyouyum açısından bir sıkıntı taĢımadığını teyit etmektedir.Hipotezimiz 

antimikrobiyal etkinlik ve sitotoksite değerleri bakımından desteklenmiĢtir. 

In vitro yapılan bu çalıĢmada bulunan sonuçlar, in vivo çalıĢmalar ile de  

desteklenirse, antimikrobiyal etkinlik tespit ettiğimiz bitkilerden bir oral hijyen ürünü 

elde edilebileceği düĢünülmektedir. 
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