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Antik ¢aglardan beri, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel tip yontemi olarak
bitkisel ekstraktlar kullanilmistir. Son yillarda, bitki ekstraktlarinin antibakteriyel,
antifungal, antimutajenik ve antioksidan etkilerinden dolay1 kullanimlar1 artmistir.
Bitkisel ilaclar genellikle etkili olarak kabul edilmekle beraber, bazen ciddi yan
etkilere neden olabilirler. Insanlar tarafindan kullanilan bitkilerin mutajenik ve
karsinojenik etlilere sahip olabilecegi ve ilaglarla bitkilerin kombine kullaniminin
yan etkilere neden olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, tedavi amagh kullanilacak
olan bitkiler ve bitkisel tirtinler kesin bir sekilde test edilmeden kullanilmamalidir.
Ozellikle bitkilerin antibiyotiklerle ve diger ilaglarla birlikte kullanilmadan 6nce test

edilmesi gerekirliligi tizerinde durulmustur.

Bu calismada 3 bitki ekstraktinin (Myrtus communis, Pistacia terebinthus, Conyza
bonariensis) 0,5 mL, 2.5 mL ve 5 mL’lik konsantrasyonlarinin genotoksik ve
antigenotoksik etkileri Drosophila melanogaster’da kanat Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART) kullanarak arastirmistir. Bitki ekstraktlart farkl
dozlarda transheterozigot larvalara uygulanmistir ve kanat killart mikroskop altinda

incelenmistir. Buna ilave olarak her kanatta gézlenen mutasyonlar say1 ve tipine



gore smiflandirilmislardir. Uygulamalar sonucunda Myrtus communis, Pistacia
terebinthus, Conyza bonariensis bitkilerinin sulu ekstraklariin genotoksik etkisi
bulunmamistir. Bu bitkilerin antigenotoksik etkisini arastirmak i¢in, mutajenik
kimyasal oldugu iy1 bilinen AF Bl kullanilmistir. Bu amagla 3 bitki ekstrakti
Aflatoxin Bl ile kombine uygulanmistir. Calismanin sonuglarina gore, en yiiksek
toplam mutasyon frekans1 Pistacia terebinthus’un 5 mL denemesinde (0,51)
belirlenmistir. Toplam mutasyon frekans1 Conyza bonariensis in 0,5 mL ektraktinda
(0, 33) ve Myrtus communis’im 0,5 mL ektraktinda ise (0,24) izlemektedir.
Istatistiksel analizlere gore, Myrtus communis ve Conyza bonariensis bitkileri
toplam mutasyon yiizdesini azaltmada anlamli etki gostermis, fakat Pistacia

terebinthus bitkisinin ekstrakti anlamsiz antigenotoksite gostermistir.

Ayrica bu g¢alismanin son asamasinda, ayni bitkilerle hazirlanan eksatraklarin
antimikrobiyal etkileri arastirllmistir. bu bitki ugucu yaglarinin Nistatin (100 U),
Seftazidim (30pg) ve Seftriakson (30pg) antibiyotiklerle beraber kullanildiginda
meydana gelen etkileri invitro olarak arastirildi. Elde edilen ekstraktlarin
antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Trichophyton
rubrum’a kars1 denemistir. Calisma sonucunda bu bitki ekstraktlarinin adi gegen test
mikroorganizmalari tizerine farkli degerde antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
oldugu tespit edilmistir. Ayrica denenen test bakterileri tizerine bitki ekstraktlarini

ti¢ farkl antibiyotik ile in-vitro etkilesimleri de farklilik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Myrtus communis, Pistacia terebinthus, Conyza bonariensis,
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi, SMART,
antigenotoksik, antibakteriyel, antifungal, Disk difiizyon

metodu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF MYRTUS COMMUNIS, PISTACIA TEREBINTHUS, CONYZA BONARIENSIS
PLANTS

SINAPLI, Ozlem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Siikran CAKIR ARICA
June 2010, 114 pages

Since ancient times, several diseases have been treated by administration of plant
extracts based on traditional medicine. In recent years, usage has increased due to
the antibacterial, antifungal, antimutagen, and antioxidant effects of plant extracts.
Although herbal medicines are generally accepted as efficacious, they may
sometimes cause serious adverse effects. It is known that plants which are used by
people may have mutagenic, carcinogenic effect and plants with combined use of
drugs can cause side effects. Therefore, plants and plants products used for medical
treatment could not be applied before tested clearly. Specifically, the necessity of
testing was emphasized prior to use of plants together with antibiotics and other

drugs.

In this study, three plant extracts (Myrtus conmmunis, Pistacia terebinthus, Conyza
bonariensis) have been investigated for potential genotoxicy and antigenotoxicty at
concentrations of 0,5 mL, 2,5 mL and 5 mL in the wing Somatic Mutation And
Recombination Test (SMART) of Drosophila melanogaster. Different doses of
plant extracts on larvae of transheterozygous were administered and hair structure of

the wings were examined under a microscope. In addition, the mutations observed



were classified according to the size and type of the mutation per wing. Resullts of
the experiments have showned that aqueous extract of Myrtus communis, Pistacia
terebinthus, Conyza bonariensis plants have no genotoxicity effect on Drosophila
melanogaster. To determine antigenotoxic effect of these plants, AF B1 was used as
a well knownn mutagenic chemical.. Result of the experiments the highest total
mutation freguency was determined Pistacia terebinthus extract at a concentration
SmL exposure (0,51). Total mutatin freguency was 0.33 for Conyza bonariensis
extract (0,33) and 0,247 for Myrtus communis extract at a concentration 0,5 mL.
According to statistical calculations, Myrtus communis and Conyza bonariensis
showed a statistically significant effect, but Pistacia terebinthus extract

demonstrated inconclusive antigenotoxicitiy.

Moreover, antimicrobial activities of extracts of the extract of the these three plants
were studied. In addition to this, the effects of these plant extracts, when used with
the antibiotics Nystatin (100 U), Ceftazidime (30pg) and Ceftriaxone (30pg), have
been investigated as in-vitro. The antibacterial effects of plant extracts were
evaluated by using disc diffusion method against Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Trichophyton rubrum. The results
indicated that these plants extracts of three plants have different antibacterial and
antifungal activities on the tested microorganisms. In addition, the in-vitro
interactions of plant extracts with three different antibiotics on bactera tested gave

different values.

Key Words: Myrtus communis, Pistacia terebinthus, Conyza bonariensis, Somatic
Mutation and Recombination Test, SMART, antigenotoxicty,

antibacterial, antifungal, Disc diffusion method
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1. GIRIS

Giintimiizden binlerce yi1l 6nce insan, doganin tedavi edici giictinii tanimis ve saglkl
yasayabilmek icin bitkilerden yararlanmistir. Bitkilerle tedavi, insanlik tarihi kadar
eski olmakla beraber, modern tibbin ve sentetik ilaglarin gelismesine paralel olarak
bir gerileme siireci gostermistir. Ancak bu siire¢ uzun stirmemistir. Son zamanlarda
modern tibbin, sentetik ilaglar yerine dogal kaynaklarin kullanilmasindaki faydalar1
kabullenmesiyle birlikte, tedavi amagl kullanilan bitki sayisinda ve tiiketilen bitkisel
materyal miktarinda yildan yila bir artis gozlenmistir. Ayrica sehir yasaminda
mnsanlarin maruz kaldig1 stresli i1s ortami, kimyasal maddeler, endiistri ve
sanayilesmenin sebep oldugu cevre ve hava kirliligi gibi faktorler bir¢ok hastaligin
artmasma ve kanser hastaliginin yayginlasmasina zemin hazirlamistir. Bu siirecte
hiicre DNA’sindaki hasarin onarilmasinda, tamir mekanizmasinin aktivasyonunu
saglayacak antioksidan oOzelligine sahip dogal kaynaklarin arayisi hizlanmistir.
Ayrica sentetik yapili antimikrobiyal ilaglara karst mikroorganizmalarin direng
kazanmas1 ve bu ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi, tibbi bitkilerin 6nemini daha

da ¢ok arttirmus, insanlar dogal sifa kaynaklarina yonelmislerdir.

Buna ragmen bitkisel kaynakli her dogal iirtiniin mutlak surette olumlu etkide
bulunacag1 seklinde halk arasinda yaygin olan goriisiin timiiyle dogru olmadigi,
bitkilerin igerigindeki kimi maddelerin hastaliga olumsuz etkide bulunabildigi,
ilaclarla etkilesime girerek zarar verebilecegi de belirtilmektedir. Bitkinin dogrudan
toksik etkileri, alerjik reaksiyonlar, kontaminasyona baglh etkiler, ila¢ ve diger
bitkilerle olan etkilesimlerinin 1yi bilinmesi gerekmektedir. Bitkilerin tedavi amacl
kullaniminda son yillarda dikkatleri tizerine ¢eken bir baska konu ise; bazi sifali
bitkilerin yan etkilere sahip oldugunun bulunmasidir. Yapilan calismalarda; bitki ve
bitkisel triinler herhangi bir hastaligin 6nlenmesinde kullanilirken, ilaglarla beraber
kullanildiginda potansiyel ilag etkisini degistirebilecegi veya yan etkilerinin ortaya
cikabilecegi vurgulanmaktadir (1). Antibiyotik kullanimi swrasinda, giinliik olarak
alinan bazi bitkilerin ve yiyeceklere ilave edilen baharatlardaki maddelerin etkilesime
gecerek istenmeyen yan etkilere ve ila¢ etkililigin azaltilmasma neden oldugu
belirtilmektedir (2,3). Bitkilerin tedavi edici 6zellikleri yaninda zarar verici yonleri

de oldugu g6z oniinde bulundurulmali, kullanilacagi yer ve dozunun da ¢ok 1yi bir



sekilde ayarlanmas1 gerekmektedir. Ozellikle bitki ugucu yaglarmin ve bilesenlerinin
bazilarinin genotoksik aktivitesinin belli doz artisina paralel olarak ortaya ¢iktig1 da

yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (4-6).

Diinya Saglik Teskilati (WHO)’nin 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkiler1
tizerine yapilan ¢alismalardan yararlanarak hazirladigi bir arastirma sonucuna gore
tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 civarindadir (7,8).
Turkiye florast da bu agidan olduk¢a zengin bir yapiya sahiptir. Bu zenginligin

baslica sebeplert;

e Ug fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasi,

e Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmast,

e Pek cok cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu
olusu,

e Muhtemelen ekolojik ve fitocografik farklilasma 1ile 1lgili olarak tir

endemizminin yiiksek olusundan ileri gelmektedir (9).

Ulkelerin sahip oldugu bitki ortiisii zenginlikleriyle ilgili rakamlar incelendiginde
tiim Avrupa’da 12.000 bitki tiirti bulunurken, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 9.000’e
yakin bitki tiirti yer almaktadir. Diinyada pek cok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de
cesitli bitkiler ¢ok eski yillardan beri halk arasinda ¢ay, baharat ve tedavi amach
olarak kullanilmaktadir. Buna ragmen sahip olunan floral zenginlikten yeterince
istifade edilmemektedir (10). Ulkemizin her yil ila¢ hammaddeleri ithali igin 30
milyara yakin doviz karsiligi para harcadigi ve bu ithalde zaman zaman biiyiik
glicliiklerle karsilastigi bildirilmektedir (11). Tedavi amaciyla bu sentetik ilaglari
yabanci iilkelerden yiiksek fiyatlar 6deyip ithal etmek yerine, tilkemizde daha ucuza
elde edilebilecek bitkisel ilag veya ekstraktlar kullanilabilir. Ayrica bazi bitkilerin
geleneksel olarak kullananimin fazla olmasi nedeniyle, bu bitki tiirler1 giderek yok
olmakta ve dogal kaynaklarin siirdiiriilebilir kullanimi azalmaktadir. Bu nedenle hem
tedavi amaciyla geleneksel olarak kullanilan hem de potansiyeli heniiz kesfedilmemis

pek cok bitkinin yok olmadan arastirilmasi onem tasimaktadir.



Turkiye’de dogal tedavi yontemi olarak goriilen bitkilerin icerdikleri etkin
maddelerin arastirilmast ve bu konuda ki g¢alismalarin hiz kazanmasi, bitkisel
cesitliligi bakimindan zengin olan tlkemize ekonomik ve tibbi yonden destek
olacaktir. Ayrica invitro olarak yapilan pek ¢ok ¢alisma, gelecekte yapilacak olan in-
vivo c¢aligmalar1 destekleyerek Tirkiye’de bulunan biyolojik zenginlikten tip,
farmakoloji, eczacilik, tarim ve endiistri alanlarmda faydalanilmasina katki

saglayacaktir.

Yapilan bu calismanin amaglari su sekilde siralanmistir;

1. Halk arasinda siklikla kullanilan Myrtus communis, Conyza bonariensis,
Pistacia terebinthus bitkilerinin antigenotoksik ve genotoksik etkilerinin
Drosophila melanogaster’da Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

(SMART) ile aragtirilmast.

2. Bu 3 bitkinin antimikrobiyal etkilerinin Disk Difizyon Metodu ile
arastirilmasi1 ve antibiyotiklerle bitkilerin kombine kullanilmasi sonucu,

bitkilerle ilaglarin arasinda meydana gelen etkilesimi saptamaktir.



1.1.Cahsmada Kullanilan Bitkiler Hakkinda Genel Bilgi

Myrtus communis’in Genel Ozellikleri

Myrtaceae familyas: yaklasik 100 cins ve 3000 tiirii kapsayan biiyiik bir familyadir
(Cizelge 1.1). Cogunlugu Giiney Amerika ve Avustralya'nin tropikal ve subtropikal
bolgelerinde yetisir (12). Akdeniz Havzasinin tipik dogal bitkilerinden olan mersin
bitkisi iilkemizde de Adana, Antalya, Icel, Canakkale, Istanbul, Zonguldak, Sinop,

Ordu, Trabzon, Izmir, Samsun, Mugla ve Hatay cevresinde yaygindir (13).

Mersin bitkisi (Myrtus communis ) Tirkiye’de cam ormaninda ve nehir kenarlarinda,

ozellikle deniz seviyesinden 500-600 metre yiikseklikte Toros daglarinda yetistigi

bildirilmistir (Sekil 1.1). Bitki yoresel olarak ‘‘hambeles’, ““mersin’” veya ‘‘murt’’

olarak da bilinmektedir (14).

Sekil 1.1. Tirkiye’de bulunan Myrtus communis bitkisinin goértinimii (15)



Cizelge 1.1. Turkiye’de bulunan Myrtus communis ‘in Taksonomik siniflandirmasi

(16).
TUBITAK - Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritaban

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Rosidae
Order: Myrtales
Family: Myrtaceae
Species Myrtus communis Linnaeus

Cok yillik bir bitki olan mersin eski zamanlardan beri tipta, gida sektoriinde ve
baharat amac¢h kullanilmistir. Yapraklar1 ugucu yagm yani sira tanen, flavonoid
(kesretin, katesin, myrsetin tiirevler1 gibi) igermektedir (8,17). Bunun yaninda
meyveler cogunlukla ucucu yag, seker ile sitrik ve malik asit gibi organik asitler
icermektedir (8,18,19). Yapilan bir arastirmada mersin bitkisinin meyvelerinde en
fazla bulunan mineralin potasyum oldugu belirtilmistir. Ayrica fosfor ve sodyum
acisindan da 1y1 bir kaynak oldugu goriilmektedir. Diger meyvelere oranla daha fazla

magnezyum ve yiiksek diizeyde demir icerdikleri bulunmustur (20).

Halk ilaclarinda karm agrisi tedavisinde, kan sekerini diisiiriicti, 6kstiriik tedavisinde,
agiz yaralarmin tedavisinde, antimikrobiyal ve antigenotoksik olarak, kabizlik
tedavisinde, romatizmaya karsi 1yilestirici, istah acici, antihemoroidal ve haricen yara
tyilestirici olarak kullanilmaktadir (11, 21-23). Ugucu yag yiiksek dozda alindiginda
uterin kasilmalara yol acarak gebe hanimlarda diisiiklere yol acabilir (11).

Yapraklarindan buhar distilasyonu ile elde edilen ucucu yag parfimeride, kolonya
gibi seylerde koku verici olarak kullanilir, ¢esitli iceceklerde, sekerlemelerde, ¢esni

karisimlarinda, soslarda, dondurmada ve firincilik driinlerinde kullanilmaktadir



(11,12,24). Ayrica yiiksek oranda igerdigi tanen dolayisiyla dericilikte tabaklama
islemi icin, fotografcilikta ve lastik endistrisinde kisacasi tanenin kullanildigi tiim

alanlarda kullanilabilmektedir (25).

Pistacia terebinthus’un Genel Ozellikleri

Pistacia terebinthus Akdeniz ve Bat1 Asya'nin tipik bir bitkisidir. Anacardiaceae
familyasina ait olan aga¢ (Cizelge 1.2), Tiirkiye'nin bati ve giiney bolgelerinde
yaygin olarak yetisir ve menengic adiyla bilinir (Sekil 1.2). Tiurkiye'de menengic
agaci, kiy1 kesimlerdeki kayalik ve tepelik yerlerde veya Toros daglarindaki ¢am

ormanlarinda, yaklasik 1600 m yiikseklikte yetisir (11,26).

Sekil 1.2. Tiirkiye’de bulunan Pistacia terebinthus bitkisinin goriinimii (27).



Cizelge 1.2. Turkiye’de bulunan Pistacia terebinthus ‘un Taksonomik

siiflandirmasi (28).

TUBITAK - Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritaban
Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Rosidae
Order: Sapindales
Family: Anacardiaceae
Species Pistacia terebinthus Linnaeus

Pistacia turleri yapisinda igerdigi flavonoidler, diger fenolik bilesenlerden ve
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, sitotoksik, antiparaziter, kas gevsetici,
balgam soktiirticti ve ditiretik olarak kullanilmasinin yaninda, yanik, giines ¢arpmasi,
karin agrisi, mide hastaliklari, romatizma ve Oksiiriik tedavisi i¢in Tiirk alternatif
tibbinda kullanilir (11, 29, 30). Ayrica P. Terebinthus un dallarindan toplanan regine
solunum ve tiriner sistem hastaliklarinda kullanilir. Astim tedavisine de yardimci
oldugu gibi ates disiirticti etkiside vardir. Ayrica hiperkolesterolami ve artrioskleroz
olgusunda Pistacia terebinthus’un kullanilan dozu klinik yonden anlamli bir etkiye

sahiptir (11,31).

Menengi¢ Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu Bolgelerinde dogal olarak yetisen ve yagi
cikarilip cesitli amaclarla kullanilan yabani fistik tiirleri (Pistacia) arasindadir.
Yoresel isimlerinden birisi “Bittim” ya da “Buttum” olan bu bitkilerin tohumlarini
yore halki cesitli maksatlarla kullanmaktadir. Ozellikle bu tohumlardan ¢ikarilan
yagdan tretilen sabunlar piyasada “Bittim” sabunu olarak bilinmekte ve kozmetikte
kullanilmaktadir (11,32). Giiney Anadolu Bolgesinde de meyveleri kavrularak yenir
(33). Ayrica pres artigi olarak elde edilen kiispe hayvancilikta 6zellikle domuz
yetistiricilig1 i¢in aranan bir gida maddesi olup yurt disina ihra¢ edilmektedir. Koyl

1se at ve merkep disinda hayvanlarina yem olarak yedirmektedir (34).



Conyza bonariensis’in Genel Ozellikleri

Conyza bonariensis Asteraceae familyasina ait Gliney Amerika da yayilis gosteren
tek yillik ot toplulugudur (Cizelge 1.3) (35). Cicekler biiyiik, 1 ¢cm genisliginde;
govde genisleyen (Sekil 1.3) yiinsi orti tiyli ve bastirilmis tiylidiir (36).

Sekil 1.3. Tiirkiye’de bulunan Conyza bonariensis bitkisinin gortiinimii (37).



Cizelge 1.3. Tirkiye’de bulunan Conyza bonariensis’in Taksonomik simiflandirmasi

(38).
TUBITAK - Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritaban

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Asteridae
Order: Asterales
Family: Asteraceae
Species Conyza bonariensis (Linnaeus)Cronquist

Conyza bonariensis’ in toprak Usti organlari antiseptik, antioksidan, hemostatik ve
kas gevsetici ozelliklerinden dolayr modern tipta kullanilir (39). Bunun yaninda
gastrit, tilser, pamukcuk, akne, ishal tedavisinde kullanilmasmin yaninda insektisid
olarak da kullanilir (40).

1.2. Genotoksite Testleri Ile Tlgili Genel Bilgiler

Insanlar giinlik yasamlarinda veya calisma ortamlarinda genotoksik ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkisi ile karsilasmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile birlikte
uretilen yeni kimyasallar, ilaclar, gida katki maddeleri, tarim ilaglar1 ve g¢evreye
verilen atiklar canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma ihtimalini
tasimaktadir. Bu nedenle mutajenik, karsinojenik, anti mutajenik ve anti
karsinojenik maddelerin etkilerinin arastirilmasi onem kazanmistir (41). Bu baglamda
gen mutasyonlar1 ile kromozomlarin sayisinda ve yapisinda meydana gelen
degisimler baslica ilgi odaklarin1 olusturmaktadir. Bu mutasyonlarin herhangi birini

belirlemek amaci ile ¢ok cesitli in vivo ve in vitro test sistemleri gelistirilmistir (42).



In vitro yontemler kromozomal hasarmin, gen mutasyonlarinin ve DNA hasariin
gosterilmesine imkan veren kisa siireli yontemlerdir. Bu yontemler canli organizma
kullanmaksizin, deneysel biyolojik sistemlerde gecen siire¢lerdir. Test organizmalari
bakteriden mayaya, kiiltire alinmig hayvan hiicrelerine kadar genis bir yelpaze
olusturmaktadir. Pratik olarak in vitro prosediirde, test edilen kimyasalin DNA ile

reaksiyona girebilme yetenegi ve mutasyon olusturabilmesi arastirilir (43).

In vivo mutajenite testlerinde ise mutajenik etkisi arastirilacak madde belli
konsantrasyonlarda ve cesitli yollarla canliya verilmektedir. Bu testlerde genellikle

bocekler ve memeliler kullanilarak yapilir (44).

Mutajenleri tanimlamakta kullanilan test sistemlerinin her biri farkli bir mutasyonu
gosterdigi i¢in degisik test sistemleri gelistirilmistir. Son giinlerde sik kullanilan bu
testlerden bazilari; Kardes Kromatid Degisimi (SCE = sister chroramatid exchange),
Mikronukleus testi (MN), Kromozom Bozulma Testi (CA=chromosome aberration),
Comet Testi (gen doniisiimleri ve DNA kirilmalar1), SOS Kromotest ve Ames /
Salmonella Yontemi seklinde siralanabilir. Ayrica invivo mutajenite testleri arasinda
son yillarda oldukca popiiler olan testlerden biri de model organizma olarak
Drosophila melanogaster’in kullanildigi Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Test1
(SMART)’dir (45). Bu yontemler laboratuar ¢alismalarinda oldugu kadar popiilasyon
taramalarinda ve cevre kirliligi arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Ayrica bu
yontemler ile dogal triinlerin anti-karsinojenik ve anti-mutajenik ozellikler1 de

incelenebilmektedir (46).

Bakterivel Ames Testi

Canlilarm  maruz kaldiklar1  kimyasal maddelerin mutajenik  etkilerinin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bakteriyel test sistemlerinden birisi
Salmonella/mikrozom test sistemidir. Ik defa 1973 yilinda Dr. Bruce N. Ames
tarafindan gelistirilmis bir yontemdir. Ames testi olarak da adlandirilan

Salmonella/mikrozom test sistemi ile bu giine kadar 5000’den fazla kimyasal
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maddenin mutajenik ve karsinojenik etkileri aragtirilmistir. Ayrica bu test sisteminde
karaciger mikrozom enzimleri (S9) kullanilarak, kimyasal maddenin metabolitlerinin
de mutajenik olup olmadigi arastirilabilmektedir. S9 kullanildiginda pozitif sonug
alinmasi, bu kimyasal maddenin kendisinin zararsiz oldugunu, fakat canl viicuduna

alindiginda ortaya ¢ikacak metabolitlerin zararl etkiye sahip oldugunu gosterir.

Ames yonteminde genellikle Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98 ve
TA100) kullanilmaktadir. Her test susu histidin operonunun degisik bolgelerinde
cesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile
ortaya cikan baz degisimleri ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile kendini

gosteren ¢erceve kaymasi mutasyonlaridir (47,48).

Bu test yontemi kullanilarak daha once yapilan calismalarda safra asilerinin (49),

gida katki maddesi olan Azo boyalarinin (50) mutajenligi sinanmistir.

COMET (Gen doniisiimleri ve DNA kirilmalari) Yontemi

Singh ve vd. (1988) tarafindan, tek hiicre diizeyinde DNA hasarini saptamak i¢in
alkali sartlar (pH>13) altinda elektroforezi igeren, mikrojel teknigi kullanilarak
uygulanmistir. Diger genotoksisite tayin yontemleri ile karsilastirildiginda; disiik
dizeylerde DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki yiiksek sensitivitesi, tek hiicre
dezeyinde caligilabilir olmasi, kisa siirede ve kolay uygulanabilirligi ve diisiik

maliyett COMET yonteminin avantajlarindandir (51).

Mikronukleus (MN) vontemi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artis, c¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi

olarak degerlendirilmektedir. Anoploidiylt uyaran ajanlar, sentromer boliinme
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hatalarina ve 1g iplikgiklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak; klastojenler ise

kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar (52,53).

MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlaml sonuglar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanim alani bulan bir

teknik olmustur (54,55).

Kardes Kromatid Degisimi (SCE) vontemi

Genotoksik ajanlarin DNA’da olusturdugu hasar1 kromozom diizeyinde tespit
etmemizi saglayan dogrudan metodlardan birisi kardes kromatid degisimi (KKD)
analizidir. KKD, kromozomun her iki kromatidinin homolog bolgelerinde DNA da
kirik olusmasi ve kirilan bolgelerin yer degistirip yeniden birlesmesi sonucunda

olusmaktadir (56).

Kardes Kromatid Degisimi, DNA’daki ¢ok kiiciik harabiyetlerin bile hassas
gostergesi olarak kabul edilir. DNA hasarinin ve indiikklenmis DNA tamirinin

gosterilmesinde en basit, duyarli ve kisa zamanda sonu¢ veren bir yontem olarak

kullanilmaktadir (57,58).

S.0.S Kromotest

Temeli, E.coli’de hasarli DNA da S.O.S. cevabinin uyarilmasi yoneliktir. £.coli’de
S.0.S. sisteminin genel reseptorleri ile gen kontrol edildiginden dolayr S.O.S.

kromotest, DNA hasarlarini tespit etme olanagi saglar (59).
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Yapisal Kromozom Bozulma Testi (Chromosome Aberration =CA)

Bu test tekniginde mutasyon sonucu kromozomda olusmus olan gaplar (kromatite
dislokasyonlar olmadan olusan akromatid lezyonlar), kiriklar, yer degistirmeler ve
fragmentler sayilir (60). Anoploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozukluklar
ile kromozom tipi, kromatid tipi kopmalar ve anormal birlesme gibi yapisal
bozukluklar cok yaygin olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarin kolsemid ya
da kolsisin gibi bir tiibilin polimerizasyon inhibitorii kullanarak tutuklama ile
saptanmaktadir (61). Herbisit olarak kullanilan triflualin’in  insan lenfosit
hiicrelerinde kromozom aberasyonlarini arttirdigi bu test sistemi kullanilarak tespit

edilmistir (60).

Somatik Mutasvon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Okaryotik organizma Drosophila melanogaster ile gerceklestirilen testler de
genotoksisite testleri i¢ginde 6nemli bir yere sahiptir. Gen mutasyonlari ile kromozom
hasarlarinin belirlenmesi i¢in Drosophila’da degisik mutant formlar olusturulmustur
(43). Son yillarda ¢ok fazla kullanilan Drosophila Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART), kimyasallarin mutajenik ve rekombinojenik

aktivitelerinin saptanmasi i¢in uygun bir test sistemidir (62).

SMART yontemi; Kimyasalin neden oldugu mutasyon etkisini fenotipte gostererek
mitotik rekombinasyon icermesi, ¢alismanin yontem olarak kolay ve ucuz olmasi
bunun yaninda isaret genlerinin trans- heterozigot sineklerde bulunmasi, genotoksik
denemelerde bu o6zelliklerinin gézlenmesinin kolay olmasi gibi avantajlardan dolay1
siklikla tercih edilen bir yontemdir (63). Ayrica yapilan bircok c¢alisma ile
SMART’1n giivenilirliginin kanitlanmasi siklikla tercih edilen bir yontem olmasini

saglamistir (64).
SMART yonteminde kullanilan iki test vardir. Bunlar kanat benek testi ve goz benek

testidir. Bunlarin her ikisi de nokta mutasyon, delesyon, kromozom bozuklularini

tespit etmemize yarar. Bu testler embriyonik gelisim sirasinda farkli imajinal disk
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hiicrelerinden temel alirlar. Imajinal disk hiicreleri mitozla ¢ogalarak, birinci donem
larva evresinde yaklasik olarak 50—100 kadarken, ti¢lincii larva evresinde (72 saat) bu
say1 yaklasik olarak 24.000°e ulasir (65). Uygulama yapilan larvalarda bulunan
24.000 hedef hiicre, larvanin gelisimi ile birlikte cogalir, metamorfoz gecirerek
bireyin farkli viicut yapilarmi olusturur (Sekil 1.4). Eger bu imaginal disk
hiicrelerinin herhangi birinde bir genetik degisiklik olursa bundan sonraki ogul
hiicrelere bu degisiklik aktarilarak mutant hiicre gruplar1 olusur. Bu genetik farklilik
fenotipte gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, mutant hiicre gruplari ergin
sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya cikar.
SMART, uygun gen isaretlerinin heterozigotlugunun kaybini1 temel alinarak
gelistirilmistir. Boylece heterozigotlugun herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi

mutant fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olur (62,66).

Kanat

Halter

- Genital @

organ

Sekil 1.4. Drosophila melanogaster’ in imaginal disk hiicrelerinin larvadaki

pozisyonlar1 (67).

Bu calismada Drosophila melanogaster’in Kanat Somatik Mutasyon ve

Rekombinasyon Testi ya da diger adiyla Kanat Benek Testi kullanilmastir.
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1.3. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinde Kullanilan Drosophila

melanogaster 1le Tlgili Genel Bilgiler

1.3.1. Drosophila melanogaster’in Sistematikteki Yeri

Hayvanlar aleminin /nsecta sinifina dahil olan Diptera takiminin Drosophilidae
familyasi i¢cinde yer alir (Cizelge 1.4). Larvalar1 eksimis meyveler lizerinde gelistigi
icin meyve sinekleri de denilen bu familya, genetikte deney hayvani olarak kullanilan

pek cok tiirti kapsar. Bunlardan biri de Drosophila melanogaster tiiridiir (68).

Cizelge 1.4. Drosophila melanogaster’in sistematikteki yeri

Alem: Animalia

Sube Arthropoda

Smif: Insecta-Hexapoda

Takim: Diptera

Alt takim: Brachycera

Aile: Drosophilidae

Cins: Drosophila

Tir: Drosophila melanogaster

1.3.2. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Drosophila melanogaster’in dollenme ve zigot olusumunu takiben ergin bireye
doniismesi siire bakimindan ortam sicakligina bagimhihk gosterir. 25 °C” de bu siire
7- 8 giindiir. Bir ergin disi yasami boyunca yaklasik 300 yumurta birakabilir ve
genelde bunlarin %95°1 olgunlasip acilabilir. Optimum sartlarda bir genetik¢i yilda
maksimum 30 generasyon elde edebilir. Yumurtayi takiben holometabol oluslarindan
dolay1 biitiin dipterler i¢in ayni olan larva, pupa ve ergin donemleri ( Sekil 1.5) tim

hayat ¢cemberini olusturur (69).
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Sekil 1.5. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (70)
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Yumurtalar, yaklasik 0,5 mm uzunlugunda olup beyaz renklidir. Yumurtanin dig
tarafi korion ad1 verilen bir zarla kaplidir. Anterior ucunda dorsalden uzanan bir ¢ift
filament, yumurtanin birakildig1 yumusak besin ortamima batmamasmi saglar (71).
Doéllenmis yumurtalar, ¢iftlesmeden hemen sonra birakilir. Drosophila melanogaster

yumurtalar1 25 0C’ de 22 -24 saat i¢inde acilir ve larva cikar (65).

Larvalar yumurtadan ¢iktiktan sonra siirekli beslenerek gelismeye baslar. Larval
gelisim sirasinda kiitikiil tabakasi iki kez atilarak yenisi ile degistirilir. Gomlek
degistirme olarak adlandirilan bu olay larval yasamui {i¢ evreye ayirir. Ayrica iki

gomlek degistirme arasindaki donem bir evre (instar) olarak adlandirilir (65).

Larval gelisimdeki ti¢ evrenin siireleri soyledir:

e Birinci larval evre (1 giin siirer)
e Ikinci larval evre ( 2 giin siirer)

e Uciincii larval evre (2 giin siirer)

[Ik instar larvalarda yumurtadan ¢ikmadan 1,5 saat sonra gonodal dokularm ayrilmasi
goriiliir. Beyaz segmentli kurt benzeri larvalar siirekli beslenirler, mamanin i¢ine
dogru ilerlerler ve bes giinliikk varliklari boyunca kendi agirhiklarmin ti¢ katini
tiketirler. Agirliklart 0.05 mg dan 2,0 mg’a ulasir. Pupalagsma sirasinda larval
materyal dejenere olur ve imajinal disklerden kaynaklanan yetiskin dokular olusur.
Bu safha sirasinda kiitikiil kararir, sertlesir ve pupa sisenin yiizeyine yapisir. Bes giin

sonra pupa, yetiskin sinege gelisir (72).

Ergin bireylerde viicut ilk dnce agik renkli ve uzudur. Ancak birkac saat i¢inde viicut
rengi koyulasir. Baslangicta kirisik olan kanatlar1 agilir ve normal ergin goriiniimiine
ulagirlar (73). Yetiskin sinekler 2- 3 mm uzunlugunda olup, disiler erkeklerden biraz
daha uzundur. Drosophila melanogaster da viicut bas, toraks ve abdomen olmak
tizere ¢ segmentten olusur. Disilerde kuyruk yogun bir sekilde melaninlenmis
olarak abdomenin sonundadir ve kuyrugun sonu tam olarak yuvarlaktir. Disilerin

abdomeni dengeli olarak renklenmistir. Bu oOzellikler cinsiyetin belirlenmesinde
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yeterlidir. Ancak, c¢ok gen¢c erkeklerde abdomen yogun bir sekilde
melaninlenmediginden disi birey se¢iminde hatalar olabilir. Cinsiyetin tam olarak
anlasilmasi i¢in erkeklerin her bir 6n ayagindaki seks taragi karakteristiktir (72).
Tirlere gore degismekle birlikte ¢iftlesmemis disiler (virgin), pupadan ¢iktiktan 3,5-
4 saat sonra eseysel olgunluga eriserek 12 saat sonra yumurtlayabilirler. Erkekler ise

pupadan ¢iktiktan birkac saat sonra ciftlesebilirler (73).

1.3.3. Genetik Cahsmalarda Drosophila Melonagaster’in Tercih Edilme

Nedenleri

Drosophila melonagaster 1k defa 1909 yilinda T.H. Morgan tarafindan genetik
deneylerde kullanilmistir. Kendilerini fenotipik ya da letal mutasyonlar olarak ifade
eden Drosophila genleri belirlenip haritalandirilmistir. Genetik olaylar bu canlinin
hem somatik hem de germ hiicrelerinde analiz edilebilir. Bakterilerden farkl olarak
cok hiicreli Okaryot Drosophila, memelilere daha benzer hiicresel ve kromozomal
yapiya sahiptir. Ayrica Drosophila memeli benzeri detoksifikasyon yolunu
kullanmaktadir. Drosophila’nin genetik c¢alismalarda tercih edilmesini saglayan
bir¢ok 6zelliginden bazilar1 asagida verilmektedir (73).

e Kiiltiiriiniin kolay olmasi

e (Cok sayida yavru dol vermesi

e Yasam dongiilerinin kisa olusu

e Kigik yapili oluslar

e Az sayida (8 cift kromozom) ve kolay incelenilebilen kromozoma

sahip olmalar1

e Aridol olarak saklanabilmeler1

e Ekonomik olusu

e Uciincii evre larvalarmin tiikiiriik bezlerinde dev kromozomlarin

bulunmasi

e Bir¢ok mutant karaktere sahip olmasi

Daha once yapilan ¢alismalarda gosterildigi gibi Drosophila bir¢ok kimyasal ve

kimyasal karigimin metabolize edilmesi i¢in gerekli metabolik yollarin ¢ok biiyiik bir
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boliimiine sahiptir. Ayrica insanlar i¢in kanserojenik olan pek cok madde Drosophila

testlerinde de pozitif sonuglar vermistir (74-76).

1.4. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinde Kullanilan Drosophila

Mutantlarinin Genetik Yapisi

Calismada belirleyici olarak kullanilan mwh, flr ve Bd ® genleri Drosophila’nin en
biiyiikk kromozomu olan 3. kromozom {izerinde yer alir (Sekil 1.6). Drosophila’nin
Ugiincii kromozomu, en biiyilk kromozom olmasi ve kullanilan genler arasindaki
mesafenin de olduk¢a uzak olmasi nedeniyle, rekombinasyon ve mutasyonlarin
incelenmesi i¢in bityiik bir avantaj saglar (62). Belirleyici olarak kullanilan mwh, flr

ve Bd ® genleri;

— mwh / mwh (multiple wing hair )

— I’ / TM?, Bd® olarak gosterilmektedir.
Belirleyici olarak kullanilan genlerden ilki ¢oklu kanat kili (mwh) genidir (mwh, 3-

0,3). mwh geni, normal tek trikomlarin yerine killarinin ayni hiicreden ti¢ veya daha

fazla ¢ikmasi seklinde kendini ifade etmektedir (77).

— M —— mwh

s ——— 1
437 — sentromer
919 — Bds

Sekil 1.6. Drosophila melanogaster’in icincii kromozomunun yapist
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Diger isaret geni flare (flr’) ise kanat killarmin seklini etkileyen resesif mutant bir
gendir. Bu gen de yine ticlincli kromozomun sol kolu iizerinde lokalize olmustur ve
sentromere daha yakin (3-38.8) olarak yer alir (65). Flare geni resesif bir gen olup,
homozigot halde, iken embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Bu nedenle fir’
alelleri, dengeleyici bir kromozomla birlikte heterozigot olarak flr’/ TM3,Bd® stoklar1
seklinde tutulur. Drosophila’da yirmiden fazla dengeleyici kromozom
tanimlanmigstir. Bunlarin bazilar1 belli bir kromozom tizerindeki rekombinasyonlari
baskilarken bazilar1 da biitiin kromozomlardaki rekombinasyonlar1 baskilamaktadir
(78). Ugiincii kromozom iizerindeki rekombinasyonlar1 baskilayan dengeleyici
kromozom TM3’diir. Dengeleyici kromozom, inversiyon ve homozigot letal olan
dominant bir isaret geni tasimaktadir. Bu dominant gen olan Bd® (beaded—serrat)
homozigot halde letal etki gostermektedir. Normal kanatlardaki yapi diizgiin bir
sekilde (Sekil 1.7-8) iken Bd® genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin
degildir (64). Dengeleyici kromozomlar sayesinde homozigot oldugunda embriyonik
evrede letal etki gosteren genlerin bu oldiiricii etkisinden o hattt korumak

mimkiindir.
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’da mwh kanat yapis1 (Normal kanat yapisi)

1. Drosophila melanogaster

kil 1

Se

Sekil 1.8. Drosophila melanogaster’da flr® kanat tapis1 (Serrat kanat yapilari
yap
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1.5. Aflatoxin B1’ In Kimyasal Yapisi ve Etkileri

Gida maddelerinde mikotoksin varligi halk sagligini ilgilendiren ve gelecek nesillerin
de saghigmi tehdit eden ©Onemli bir problemdir. Mikotoksinler, Aspergillus,
Penicillium, Fusarium ve Alternaria basta olmak tizere bazi patojenik ve bozulma
etkeni kiifler tarafindan tretilen ikincil metabolizma frtinleridir. Dogada 100’tin
tizerinde kif tarafindan fretilen, yaklasik 400 kadar ikincil metabolitin toksik
aktiviteye sahip oldugu ve diinyada tiretilen tarim triinlerinin yaklasik dortte birinin

mikotoksinlerle kontamine oldugu 6ne siiriilmektedir (79,80).

Toksin olusturan kiif Aspergillus flavus (1961) olarak tespit edilmis ve toksine
kaynagindan dolay1 “Aflatoksin” adi verilmistir. Aflatoksin kontaminasyonu
bakimindan en yiiksek riske sahip gidalar arasinda musir, fistik, findik ve pamuk
tohumu, incir, badem ve baharatlar gelmekteyse de, kiif gelisimi i¢cin uygun olan tiim
besin gruplart ve besin hammaddelerinde de mikotoksin olusturma ihtimali her
zaman vardir. Ayrica hayvanlarin aflatoksin iceren yemlerle beslenmesi sonucu
yumurta ve et Uriinlerinin de bazen aflatoksin bakimindan kontamine olduklari

gozlenir (81).

Aflatoksinler bifuran halkas1 ve lakton baglantisi tasiyan yiiksek yapili kumarin
bilesikleridir. Bunlardan 4 tanesi ( aflatoxin B1, B2, G1, G2) yaygindir ve agirlikli
olarak Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan tiretilmektedir. Grubun

diger tiyeleri ise aflatoxin tiirevleri olarak adlandirilmaktadir (82).

Aflatoksinler icerisinde Aflatoxin B1 (AFB1) (C17H1206) grubun en toksik ve
kanserojenik potansiyele sahip olanidir (Sekil 1.6). Gida maddesi yoluyla alinan
AFB1’in orijinal formda toksik aktivite gostermedigi, muhtemelen karacigere taginim
sonrasinda c¢esitli enzimler vasitasiyla biyotransformasyona ugrayarak kanserojenik

ve mutajenik bir 6zellik kazandig1 belirtilmektedir (83).
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Aflatoksin ELI

Sekil 1.9. Aflatoksin B1’in kimyasal yapis1 (84)

Aflatoksin B1, Diinya Saglk teskilati-Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisi
(WHOIARC) tarafindan kanitlanmis (1A grubu) tek mikotoksin olmasi bakimindan
ayr1 bir onem tasimaktadir. Bu konuda IARC tarafindan Asya ve Afrika’ da yapilan
epidemiyolojik calismalar sonucunda AFB1 ile kontamine olmus gida tiiketimiyle

karaciger kanserine yakalanma riski arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (84).

Aflatoksin B;’in karsinojenite ve mutajenitesi viicuttaki metabolizmasi sonucunda
ortaya ¢cikmaktadir. Aflatoksinler, hayvanlarda oncelikle mikrozomal ve stoplazmik
oksigenaz enzim sistemleri tarafindan metabolize edilmektedir. Bu enzim sistemleri,
esas olarak karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan, sitokromla
iliskili enzimlerle, O,’ye ve NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir
organizasyonudur. Bu enzimler, ¢esitli hidroksillenmis tiirevlerin ve yiiksek reaktif
ozellige sahip epoksid metabolitin olusmasiyla sonu¢lanan aflatoksin B1'in oksidatif
metabolizmasini katalize etmektedir (85). Aflatoksin Bl DNA, RNA ve protein gibi
hiicresel makromolekiillerdeki ¢esitli niikleofilik merkezlere kovalent olarak
baglanabilir. Aflatoksin B;’in bu sekilde aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA
ile birleserek AFB;-N-Guanil kompleksini olusturdugu bilinmektedir. (Sekil 1.7). Bu
kompleks organizma veya hiicreler icin biyolojik bir tehlike olusturmakta ve
karsinojenik ve genotoksik etkilerin sorumlusu olarak degerlendirilmektedir.
Kenya’nin aflatoksin B; alimi ile karaciger kanseri arasinda pozitif iligki bulunan bir
bolgesinde hastalardan toplanan idrarlarda AFB;-N-Guanil kompleksi belirlenmistir
(83, 84).
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Sekil 1.10. AFB,;-N-Guanil kompleksi (85).

Aflatoksin B1 (AF B1) ile kontamine olmus yemlerin siit veren hayvanlar tarafindan
tikketimiyle metabolizma faaliyeti sonucunda Aflatoksin M1 (AFM1) olusmaktadir.
AFB1’ in hidroksillenmis metaboliti olan AFM1 “siit toksini” olarak da
adlandirilmaktadir (87,88). AFM1’in toksik ve kanserojenik potansiyelinin AFB1’e
yakin oldugu bildirilmektedir (82,89). Suit ve siit triinlerinin bebek ve gelisme
cagindaki cocuklarin temel besin kaynaklari arasinda yer aldigi ve kanserojenik
maddeler1  biyotransformasyon mekanizmasinin yetiskinlere oranla yeterince

gelismedigi diistiniildiigiinde tehlikenin boyutlar1 biiytimektedir (90).

Aflatoksinler insanlarda ve bir¢ok hayvan tiirlerinde karsinojenik, mutajenik ve
immiin baskilayic1 etkilere sahiptirler (91). Aflatoksinler yiiksek dozlarda akut
toksisiteye neden olabilirler. Hayvanlarin ¢ogunda gozlenen akut aflatoksikozisin
klinik bulgulari; istah azalmasi, agirlik kaybi, norolojik anormallikler, mukoz
membranlarda sarilik, kasilmadir. Ayrica karacigerde rengin ac¢ilmasi veya tamamen
renksizlesme ve yag birikimi belirgin olarak goriilir. Viicut bosluklarinda sivi

birikimi ile bobrek ve bagirsaklarda kanama da meydana gelebilir (92).
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1.6. Antimikrobiyal Aktivite Cahsmasinda Kullanilan Mikroorganizmalar
Hakkinda Genel Bilgiler

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S.aureus) hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik izole
edilen etkenlerdendir. S.aureus, Gram pozitif bakteriler arasinda en sik hastalik
olusturan ajan olmasinin yani sira deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, cerrahi alan
infeksiyonlari, pnomoni gibi ¢ok farkli dokularda ciddi infeksiyonlara neden olur
(93,94).

Ayrica Staphylococcus aureus (S.aureus) menenjitin nadir bir sebebi olup, bakteriyel
menenjit olgularmin % 1 ile % 9’unu olusturmaktadir. Bunun disinda hastalik
olusumunda zemin hazirlayan faktorler arasinda diyabet, alkolizm, kronik bobrek
yetmezligl, intravendz ila¢ bagimliligi yer almaktadir. Staphylococcus aureus’un
sebep oldugu hastaliklarin mortalitesi yiiksek olup, % 14 ile % 77 arasinda
degismektedir (95).

Escherichia coli

Escherichia coli, ik olarak Theodor Escherich tarafindan 1885°te Bacterium coli ad1
ile yeni dogan bebeklerin diskilarindan izole edilmistir. Daha sonra Escherichia coli
admi almastir. Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesine dahil olan fakultatif
anaerob, gram negatif bir bakteridir. Hasta ve saglkli hayvan ve sanlarin
bagirsaklarinda yasar. Enterobacteriaceae, saglik acisindan c¢ok onemlidir. Bu
familyada, insan barsak patojenlerinden olan Salmonella, Shigella, Yersinia gibi

cinsler yer alir (96).

Escherichia coli, uzun yillar kalin barsakta kommensal yasayan bir canli olarak

distinilmus fakat 1935 yilinda bebeklerde goriilen ishal salgini ile bu bakterilerin
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sadece normal barsak florasinda bulunmakla yetinmeyip, bazen insanlarda

hastaliklara neden olabilecekleri belirtilmistir (96).

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella cimnsi bakteriler, Enterobacteriaceae familyasmnim genel 0Ozeliklerini
gosteren Gram negatif comakgiklardir (97). Ust solunum yolunda ve diski florasinda
bulunabilen Klebsiella pneumoniae bakterileri, bulunduklari yerde uygun kosullarin
olusmasi veya yerlerini degistirerek diger organ ve sistemlere yerlesmeleri halinde

bir¢ok hastaliklara neden olurlar (98).

Klebsiella pneumoniae, Piyelit, piyelonefrit ve sistit seklinde ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarin, antibiyotiklerle yapilan tedavilerde oldukca direncli olduklar:
gorilmustir (99). Klebsiella pneumoniae’nin sebep oldugu {riner sistem

enfeksiyonlari, % 40’ lik oran ile en sik goriilen enfeksiyonlardir (100).

Listeria monocytogenes

Listeria, fakiltatif anaerob ve mikroaerofil, basit boyamada cubuk ve kokobasil,
bazen Cin alfabesi harfleri gibi goriilen Gram pozitif bir bakteridir. Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes) 30 °C "in lizerindeki sicakliklarda hareketsizdir.
Kolay gelisen bakteriler i¢inde yer aldigindan dolay1 basit besiyerlerinde ve 3- 45 °C
gibi genis bir inkiibasyon sicaklik smirinda gelisebilirler (101).

En sik rastlanan klinik tablosu diyare olmakla birlikte, bakteriyemi, menenjit, beyin
absesi, endokardit ya da pnomoni yapabilir. Listeria monocytogenes’e bagl beyin
absesi 1se c¢ok nadir olmakla birlikte ciddi enfeksiyon ozelligi tasimaktadir.
L.monocytogenes’in santral sinir sistemi tutulumu yiiksek mortaliteye, yasayan

hastalarda agir sekellere neden olur (102,103).
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Streptococcus mutans

Streptococcus mutans c¢ogunlukla insan agiz boslugunda bulunan gram-pozitif,
fakiiltatif anaerobik bir bakteridir ve dis ciirtigiiniin olusumunda 6nemli bir etkendir.
Dis yiizeyinin ilk yerlesimcileri en yiiksek oranda Neisseria sp. ve S. mutans da
iceren Streptokoklardir. Bu onci tiirlerin sayisinin artmasi ve metabolizmalari, dis
bakteri plagint olusturacak daha etkili organizmalarin onlardan sonra buraya
yerlesmesine neden olacak sekilde ortamin sartlarini degistirmektedir (104).

Yapilan bir arastirmada ¢iiriigii olan ve ¢iirtigii olmayan bireylerden alinan tiikiiriik
orneklerinde Streptococcus mutans sayilarmin ¢iirigii olan bireylerde daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bunun sonucunda ciiriik dagilimmin Streptococcus mutans

sayist ile dogru orantili oldugunu belirtmistir (105).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa Gram negatif bakteriler icinde nozokomiyal patojenlerin en
sik rastlanilanidir (106). Pseudomonas cinsi bakteriler dogada yaygin olarak
bulunmakta ve hastane enfeksiyonlarina yol a¢maktadir. Hastane enfeksiyonu
etkenleri icinde ilk siralarda yer alan P. aeruginosa cesitli antibiyotiklere karsi direng
kazanmistir. Ayrica olusturdugu enfeksiyonlara bagli yiiksek mortalite neden
olmaktadir (106).

Pseudomonas’lar 1990-1996 yillar1 arasinda National Nosocomial Infection Society
(NNIS) tarafindan nozokomiyal pnemonilerin %17 sinden, {riner sistem
infeksiyonlarinin =~ %11’inden, cerrahi yara enfeksiyonlarinin  %8’inden ve

bakteriyemilerin %3’tinden sorumlu olarak belirtilmistir (107).
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Micrococcus luteus

Micrococcus grubu bakteriler, Gram pozitif ve katalaz negatif, aerobik ve kok
seklinde bakterilerdir (108). Micrococcus ’larm birgok susu 100 °C’de gelisebilir. Bu
mikroorganizmalar tuza dayanikli olduklar1 i¢in tuzlu besinlerde de bulunurlar.
Micrococcus luteus parlak sar1 renkte pigment olusturur. Micrococcus luteus msan,
hayvan derilerinden, su ve topraktan izole edilebilirler. Ayrica st solunum
yollarinda, orta farinkste, agiz ve mukozada koloni olusturur. Micrococcus luteus
patojenik olmamasma ragmen genellikle kontaminant olarak distiniilmektedir.
Immiin sistemi zayif olanlarda ornegin AIDS’li bireylerde septik sok ya da

pendmoniye neden olabilmektedir (109).

Trichophyton rubrum

Dermatofitler canlilarda keratinize dokuya saldiran keratinofilik mantarlardir.
Dermatofitler ii¢ ana grupta degerlendirilebilirler. insanlarda bulunan ve insandan
insana bulasan tiirlere antropofilik, hayvanlarda bulunan ve hayvanlardan insanlara
bulasabilen tiirlere zoofilik, toprakta bulunan ve topraktan insanlara bulasan tiirlere
jeofilik tiirler denir. Dermatofitler, insan, hayvan ve kuslarin keratinize dokularini
(sag, tirnak, cilt) tutan mantarlar olarak tanimlanmislardir. Ozekinci vd. Dermatofitler
icinde Trichophyton rubrum’un en sik goriilen dermatofit oldugu bildirmislerdir

(111).

Trichophyton tiirleri deri ve tirnakta hastalik olusturabilirler (110). Daha cok sagsiz
deri ve tirnak Orneklerinde saptanir. Bas sach derisinde nadiren goriiliir, ancak
literatiirde 0- 3 yas arasi ¢ocuklarda tinea capitis etkeni oldugu bildirilmistir (112).
Ayrica, iki prematiire bebegin sagsiz deri 6rneklerinde de saptanmis (113) ve yine
ilging olarak Trichophyton rubrum’un iki tarafli meme biiylimesine neden oldugu

bildirilmistir (114).
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1.7. Literatiir Ozetleri

Bu ¢alismada kullanilan bitkiler ile daha 6nce yapilan ¢aligmalar;

Al-Anbor1 vd. (2008), Myrtus communis’in yapraklarindan hazirlanan etanolik
ekstraktin tiikriikte bulunan Streptococcus mutans tizerinde antibakteriyal bir etkiye

sahip oldugunun belirtmiglerdir (115).

Hayder vd. (2008), Myrtus communis’in antimutajenik etkisini Salmonela/Mikrozom
test yontemi ile arastirmislardir. Metanol ve etil asetatla hazirlanan ekstraktlarin
AFB-1 ve sodium azide ile indiiklenen mutajeniteye karsi koyucu bir etkiye sahip

oldugunu bulmuslardir (116).

Erecevit (2007), Pistacia terebinthus ekstraktlarinin bakterilerden; Staphylococcus
aureus, Bacillus megaterium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Dermofit
funguslardan; Trichophyton sp. tizerinde yiiksek oranda (10-24 mm) inhibisyon zonu
gosterirken Epidermophyton sp. tizerinde ¢ok az etkili oldugu tespit etmistir (117).

Uyar (2006), siyah ve beyaz mersin yapraklarindan elde edilen ekstraktlardan beyaz
mersin yapraklarinin metanol ekstrakti hari¢ diger ekstraktlar genel olarak
bakteristatik etkiye sahip oldugu ve ekstraktlatin % 5’lik konsantrasyonlarinin
antibakteriyal etkileri maksimum seviyede oldugu bulunmustur. Ayrica gerek beyaz
mersin gerekse siyah mersin yapraklarindan su distilasyonu yoluyla elde edilen ucucu

yaglarm antibakteriyal 6zellikleri ¢ok diisiik seviyede oldugunu belirtmistir (118).

Hayder vd. (2004), Mersin bitkisinin ugucu yagmin antigenotoksik aktivitesini
Escherichia coli PQ37°de SOS kromotesti kullanarak saptamaya calismislardir. Bu
calismada mersin ugucu yaginin Aflatoxin B1 ve Nifuroxazide karsi olduk¢a onemli

bir antigenotoksik aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir (23).
Diilger ve Goniiz (2004), Tiurkiye’de halk ilact olarak kullanilan 16 bitkinin etanolik

ekstraktinin antimikrobiyal etkisini 6 bakteri tiirli (Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomanas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus cereus,

29



Mycobacterium smegmatis, Listeria monocytogenes ve Micrococcus luteus) ve 3
maya (Kluyveromyces frangilis ve Rhodotorula) tizerinde saptamaya ¢alismislardir.
16 bitki arasinda bakteri ve mayalara karsi en 1yi etkiyit Myrtus communis’e ait

ekstraktin gosterdigini rapor etmiglerdir (119).

Kordali vd. (2003), Turkiye’de ii¢ Pistacia tiriiniin yapraklarindan hazirlanan
ekstraktin antifungal aktivesini arastirmis ve Pistacia terebinthus’un biitiin
ekstraktlarinin Rhizoctania solani’nin biiytimesini durdurucu 6nemli bir aktiviteye
sahip olmadigin1 bulmuslardir. Bunun yaninda Fusarium sambucinum ve Phythium
ultimum’un buytmesini engelledigi fakat diger tiirlerden daha diisik antifungal
aktivite gosterdigi saptamislardir (120).

Sagdic vd. (2002), Escherichia coli 0157:H7’nin gelismesi {izerine baharat
ekstraktlarinin cesitli konsantrasyonlarini denedikleri ¢calismada antibakteriyel etkinin
konsantrasyonla degistigini, mersin bitkisi ekstraktinin kismen etkili oldugunu tespit

etmislerdir (121).

Ozcan ve Erkmen (2001), yerli baharat ucucu yaglarmin % 1, 10 ve 15
konsantrasyonlarinin etkilerini cesitli mikroorganizmalar (Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus, S. aureus, E. faecalis, E. coli, Rhizopus oryzae ve A. niger) lizerine
denemigler ve mersin ugucu yaginin denenen konsantrasyonlarda etkili olmadigini

bulmuslardir (122).

Keles vd. (2000), yaptiklar1 bir ¢alismada on dort bitki tiiriine ait etanolik ektrakti 2
Gram pozitif ve 5 Gram negatif bakter: tiirtine kars1 denemisler, Pistacia terebinthus’
a ait etanolik ekstraktin sadece Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis,
Salmonella gallinaru bakterilerine karsi inhibisyon zonu olusturdugu gozlenmistir

(123).

Akin vd. (2001), yilinda bazi bitki ucucu yaglarmm hayvan patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkisini arastirmislar ve Myrtus communis’in Salmonella thypimurium
ve Sarcinia lute’nin tiremesini engelledigi fakat E. coli, Staphylococcus aureus ve P.

aeruginosa 'ya karsi zon olusturmadigini bildirmislerdir (124).
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Mansouri vd. (2001), Myrtus communis 'in kaba ekstraktinin Staphylococcus aures ve
Micrococcus luteus’a karsi en genis inhibisyon zonu olusturdugu bunu takiben
Pseudomanas aeruginosa, S. pyogenes, S. pneumoniae, Listeria monocytogenes ve E.
Coli’nin de Myrtus communise karst duyarlt oldugunu, en az inhibisyon zonunu ise
Streptococcus agalactiae’nin gosterdigi bulunmustur. Myrtus communis’in kaba

ekstrakti Campylobacter jejuni nin gelisimini inhibe etmedigi bildirilmistir (125).

Ilgim ve Digrak (1998), yaptiklari ¢calismda Myrtus communis yapraklarindan elde
edilen ekstraklarin Bacillus megaterium, Bacillus suptilis, Bacillus brevis,
Pseudomanas  aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes

bakterilerinin gelisimlerini inhibe ettigi tespit etmislerdir (10).

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile yapilan ¢alismalar;

Kaya vd. (2004), Drosophila melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi 1le baz1 antidepresan 1ilaglarin (Fluoksetine ve Tianeptine) etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonunda bulunan sonuclarin ya negatif ya da istatiksel
olarak anlamsiz sonuglar verdigini ve test edilen tiim antidepresan ilaglarin mutasyon
veya rekombinasyon olusumunu artirict etkileri bulunmadigini rapor etmislerdir

(126).

Sarikaya ve Cakir (2005), Drosophila SMART testi ile dort gida koruyucusunun
(sodyum nitrat, sodyum nitrit, potasyum nitrat ve potasyum nitrit) genotoksisitesini
ve bu maddelerin letal dozlarmi belirlemiglerdir. Uygulama gruplarinda toplam
mutasyon ve mutasyona sahip kanat sayisi arasinda pozitif bir korelasyon
gortilmistiir. Ayrica her iki kanatta gozlenen mutasyonlar mutasyonun tipine ve
boyutuna gore de simiflandirmiglardir. Kullanilan kimyasallar1 toksik ve genotoksik
etkilerine gore sodyum nitrit, potasyum nitrit, sodyum nitrat ve potasyum nitrat
olarak swralamiglardir (127), Yine Sarikaya (2003), gidalarda koruyucu olarak
kullanilan benzoik asit’in genotoksik etkisi Drosophila melanogaster’de Somatik

Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile arastirnugtir. iki isaret geni tasiyan ii¢ giinliik
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trans-heterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda (50 mM, 75 mM ve 100 mM)
test maddesi uygulanmis ve konsantrasyon arttikca yasama yiizdesinin azaldigi ve
toplam mutasyonun arttigini saptamis, benzoik asidin hem toksik hem de mutajenik

oldugunu tespit etmistir (128).

Kaya vd. (2002), Drosophila melanogaster’de wing spot testi ile ¢esitli mutajenlerin
genotoksik aktivitelerinin diizenlenmesinde askorbik asit’in roliinii arastirmislardir.
Aragstiricilar  kobalt klorit (CoCl12), 4-nitrokinolin ve potasyum dikromat’in
(K2Cr207) Drosophila’da Somatik Mutasyon Ve Rekombinasyon Testlerinde
(SMART) genotoksik aktivite gosterdigini ve 25, 75 ve 250 mM askorbik asit’in
mutasyon frekansini arttirmadigini belirtmiglerdir. Ayrica arastiricilar askorbik asit
ile ti¢ test maddesini kombine uygulamislar ve potasyum dikromat’m genotoksik
aktivitesini azalttigini, 4- nitrokinolin’in genotoksisitesini etkilemedigini ve kobalt

klorit’in neden oldugu mutasyon frekansini arttirdigini belirlemiglerdir (129).

Ekebas vd. (2000), Diklorvos (Dichlorvos, DDVP), Parathion metil (Parathion-
methyl), Azametifos (Azamethiphos) ve mikotoksin olan Aflatoksin B1’ i (bu
madde, bilinen genotoksik etkisinin diger kimyasallarin olusturacagi mutasyonlar ile
karsilastirilmast amaciyla kullanilmistir.) genotoksik etkisinin Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon testi ile arastirilmistir. Aflatoksin B1’in mutajenik etkisinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Kullanilan organik fosforlu pestisidlerin mutajenik etkileri, siire
ve dozlar1 g6z oniine alinarak genotoksite dereceleri Diklorvos, Metil Parathion ve

Azametifos seklinde siralanmistir (130).

Graf vd. (1994), Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinde
genotoksisiteleri bakimindan ti¢ bitkisel cay, bir siyah cay, bir brendi ve bes sarap
test edilmisti. Ug giinlik larvalar, igeceklerin fakli konsantrasyonlariyla
beslenmistir. Kirmizi saraplardan biri etanol iceriginden kaynaklanmayan acik bir
genotoksik aktivite gostermistir. Bitki ¢aylar1 ve siyah cayimn zayif genotoksik oldugu
ortaya cikmustir. Bitki orijinli iceceklerde bulunan 2-flavanol quersetin ve rutin

Drosophila somatik hiicrelerinde zayif genotoksik aktivite gostermistir (131).
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Lazutka vd. (2001) Nane ve cam bitkisinden ekstrakt edilen ugucu yaglarin
genotoksik etkiye sahip oldugu yine SMART ile tespit edilmistir (132).

Negishi vd. (1997), SMART ile klorofilin antimutajenik etkilerini arastirmiglardir.
Mutejen oldugu bilinen ( 3- hydroxyamino-1-methyl-SH-pyrido 4,3- indole ve 4-
nitroquinoline-1-oxide (4 NQO)’ nun genotoksik etkisinin klorofil ile baskilandigini
bulmuslardir (133).

Lassmar (2002), tarafindan yapilan bir calismada (4pis mellifera)’nin
tomurcuklarindan elde edilen halk arasinda iltihap 1yilestirici olarak kullanilan dogal
recineli bir maddenin (propolis) antigenotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Standart
ve yiiksek bioaktivasyon caprazlarinin her ikisinden de benzer sonuclar elde edilmis
ve bu maddenin anti rekombinajenik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica kullanilan dozlarm artisina bagl olarak bu antirekombinajenik etkinin arttig1

rapor edilmistir (134).

Idamar vd. (2002), tibbi amagla kullanilan Helichrysum italicum, Ledum
groenlandicum ve Ravensara aromatica bitki c¢esidinden eksrakte ettikleri ugucu
yaglarin genotoksik etkisini SMART ile arastirmislar ve bu maddelerin genotoksik
degil antigenotoksik etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir (74).

Ramirez vd. (2001), sodyum nitridin genotoksik etkisine kars1 yesil biber (Capsicum
spp.) ekstraktinin antimutajenik etki gosterdigini saptamiglardir (135).

Karekar vd. (2000), antioksidan olan E vitamini, kafeik asit ve glutatyonun olasi
antimutajenitesini test etmek icin Salmonella ve Drosophila test yontemini
kullanmiglardir. Promutajen aflatoksin B1’in Drosophila kanat imajinal disk
hiicrelerinde mutasyonlara neden oldugu i¢in se¢ildigi bu ¢alismada kafeik asit ve
glutatyon, AFB1 tarafindan arttirilan mutasyonel olaylarin indirgenmelerinde etkili

olurken, E vitamininin boyle bir antimutajenik yanit1 gozlemlemistir (136).

Hamss vd. (1999), SMART ile karisik diyette zerdecalin anti genotoksisitesini veya

genotoksisitesini degerlendirmek istemislerdir. Iyi bilinen giicli mutajen iirethan,
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zerdecal anti-genotoksisitesini degerlendirmek i¢in kullamlmustir. Urethan’in yalniz
kullanilan tiim konsantrasyonlarda ti¢ leke kategorisini de arttirdigi gosterilmistir.
Zerdecalin trethan ile birlikte iceri alimi tim leke kategorilerinin frekanslarinda

istatistiksel olarak benzer azalmaya neden olmustur (137).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Cahsmada Kullanilan Bitki Yapraklarimin Ekstraktsiyonu

Bu calismada kullanilan Mersin (Myrtus communis L.), Conyza bonariensis ve
Menengi¢ (Pistacia terebinthus) bitkilerinin yapraklar1 2009 yilmin Agustos ayinda
Hatay ilinden yol kenarindan uzak dag eteklerinden toplanmistir. Toplanan bitki
orneklerinin Kirikkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde

teshisi yapilmustir.

Calismada kullanilan Mersin (Myrtus communis L.), Conyza bonariensis L. ve
Menengi¢ (Pistacia terebinthus) bitkilerinin golgede kurutulan yapraklart cam
havanda toz haline getirilmistir. Ogiitiilmiis yapraklar 30 g tartilmis ve 250 ml distile
su i¢inde ayr1 ayr1 24 saat oda sicakliginda Kuru Hava Ile Calkalayic1 Inkiibatorde

( Labon Shaking Incubator) 150 rpm’de ekstraksiyona tabi tutulmustur. Siire sonunda
250 ml’ lik cam balon i¢inde, vakum altinda 50 °C’ de Rotary Evaporator cihazinda
2,5 saat siireyle buharlastirilmistir. Cikarillan ekstraktlar antimikrobiyal ve

antigenotoksite calismalarinda kullanilincaya kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

2.2. Antigenotoksite Aktivitesinin Belirlenmesi

2.2.1. Deneyde Kullanilan Drosophila Stoklar:

Deneyde kullanilan Drosophila melanogaster’in sik kanat killiligi ( multiple wing

hair, mwh/ mwh ) ve diizensiz kanat killilig1 ( flare, fIr3 / In (3LR), TM3 Bd) genlerine

sahip iki mutant irk1 kullanilmistir.
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2.2.2. Deneyde Kullanilan Aflatoxin B1 Stogunun Hazirlanmasi

Aflatoxin B—1 soliisyonunun (Acros Organics) hazirlanmasinda ¢oziicii olarak %1
Tween 80 + %3 Etanol kullanilmistir (Merck). Aflatoxin B1 soliisyonu 3
konsantrasyonda ( 125, 250, 500 nmol) hazirlanmistir. Calismada kullanilacak
Aflatoxin Bl soliisyonunu se¢mek i¢in bu 3 konsantrasyonda Drosophila
melonagaster Uizerinde denenmis, Aflatoxin B1’ in organizmada yarattigi mutasyon
sayisina ve hayatta kalma oranlarina bakilmistir. Calismaya tek konsantrasyonla
devam edilmis, Drosophila stoklarina 500 nmol Aflatoxin Bl soliisyonu

uygulanmistir (136).

2.2.3. Uygulama

Bu c¢alismada mwh wkinin daha once ciftlesmemis (virgin) disileri, stoklar
bosaltildiktan ilk 4- 8 saat i¢inde eseysel olgunluga ulasmadan toplanmistir. Mutant
soylardan 5 giinlik mwh isaret geni tastyan virgin disi ile ayni yastaki flr’ erkeklerin
caprazlanmasindan 72+4 saat sonra (yumurta veriminin en yiiksek oldugu donemde),
standart besi ortamindan almarak yikanan larvalar 100’erli gruplar halinde
ayrilmistir.  On  denemeler yapilarak deneyde kullanilacak konsantrasyonlar
belirlenmistir. 1,5 gram standart Drosophila besiyeri (Instant Drosophila Medium,
Carolina Biological Supply Company, Burlington, N.C.) test soliisyonu ile
islatilmastir. Myrtus communis, Conyza bonariensis, Pistacia terebinthus bitkilerinin
yapraklarindan elde edilen ekstraktlardan farkli dozlarda (0.5, 2.5, 5 mL) alinarak
Drosophila’nin best ortamma katilmistir. Antigenotoksik etkiyi bitkide saptamak
icin, bu bitki ekstraktlar1 farkli dozlarda almarak mutajen oldugu bilinen 2.5 mL 500
nmol Aflatoxin Bl soliisyonuyla birlikte besi ortamina uygulanmistir (Sekil 2.1).
Ayrica ekstrakt hazirlamak i¢in kullanilan distile su, Aflatoxin B1’1 ¢dozmede
kullanilan %1 Tween80+ %3 Etanol ve Aflatoxin B1 ile kontrol grubu deneyleri

yapilmistir.

Kimyasal iceren standart besi ortamina alinan larvalar gelismelerinin tamamlamaya

birakilmislardir. Pupadan ¢ikan ergin bireyler eterizasyon yontemi ile bayiltilarak
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diseksiyon mikroskopu altinda cinsiyet ve fenotipine gore; normal kanath disi,

normal kanath erkek, kirik kanath disi ve kirik kanath erkek seklinde ayrilmislardir.

L * +
+ +— i +
$ - +
mwh * +
YTMURTA TOFLAWNMAST (4-8 SAAT)
-
X
+ Filid -
$ i +
f - +
L e 5 ~
FGONLIK LARVALARA MADDE UYGULAHMASI
L. BiTEl 2 AFLATOXIN-EI 3, BITEl EKSTRAKTI
EKSTRAKTI E
AFLATOXIN-BI
L

|

NORMAL FENOTIPLI KANATLAR MIKROSKOPTA INCELENDIGINDE

Nokta Mutasyon,
Delesyon ve Somatik
Somatik Rekombinasyon
Rekombinasyon

1 1
Kiguk tek tip Buyik tek tip Buyik tek tip o
klonlar klonlar klonlar Tkciz klonlar
mwh mwh fIr3
(1-2 hiicre) (=2 hiicre) (=2 hicre)

Sekil 2.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi uygulama
yontemlerinin sematik gosterimi
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Uygulanan her doz ekstrakt ve aflatoxin B1 i¢in, pupadan ¢ikan birey sayilari tespit
edilmis ve dominant Blade isaret geni tasimayan ( normal kanat sekline sahip)
bireyler ayrilarak digerleri atilmistir. Bu normal kanat sekline sahip bireyler kanat
preparati hazirlanincaya kadar bekletilmek tizere % 70’lik alkol iceren tiiplere alinip
+ 4 C ‘de muhafaza edilmiglerdir. Ayrica her bir deneme i¢in uygulama paralel

olarak ti¢ kez tekrarlanmustir.

2.2.4. Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Kanat preparatlariin hazirlanmasinda kullanilan Faure soliisyonu Graf vd. (1984)
calismasindaki tarife gore hazirlandi (62).

Faure soliisyonun igerigi asagidaki gibidir:

Gum arabik 30 g
Gliserol 20 ml
Kloral hidrat 50 g
Distile su 50 ml

Daha once kanat morfolojilerine gore ayrilmis % 70 etanol icerisinde bekletilen
sinekler kanat preparat1 hazirlamak i¢in icerisinde distile su bulunan petriye alindilar.
Sterio mikroskop altinda ince uglu pens ile kanatlar viicuttan dikkatlice ayrildi.
Kanatlarin viicuttan ayrilmasi isleminde, kanatlar viicuda baglandigi yerden tutularak
kanat tizerindeki killara ve kanat biitiinliigiine zarar vermeden ayrildi. Kopartma
isleminde kanat tizerindeki killarin zarar gormesi halinde bu kanatlar kullanilmadi.
Her bir bireyin kanadi ayrildiktan sonra ayni bireye ait kanatlar lam tlizerine uygun
araliklarla karsilikli yerlestirildi. Preparatlar kuruduktan sonra lamlara bir iki damla
faure soliisyonu damlatilarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde tizeri lamel (24 x 60
mm) ile kapatildi. Kanatlarin diizgiin bir sekilde kurumasi i¢in kapatilan preparatlarin
tizerine kiiciik agarliklar konularak, Preparatlar 1s1ik mikroskobunda sayim islemi icin
hazir hale getirildi (62).
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2.2.5. Kanatlarin Mikroskobik Analizi

Farkli dozlarda wuygulanan kimyasallarin mutajenik etkisi, hazirlanan kanat

preparatlarinin mikroskop ( ZEISS Scope. Al) altinda 10 x 40 biiyiitme ile incelendi.

Kanatlar incelenirken sekil 2.2’de goriildugia gibi A, B, C, C1, D, DI, E olarak
boliimlere ayrildi. Kanat yiizeyindeki her bir sektor ayri ayri taranarak mwh ve/veya
fl’ mutant fenotipler sayilarak kayitlar: tutuldu (62). Mutasyonlar olusum sekillerine
gore, mutasyon tastyan hiicre kiimesinden 1- 2 hiicre oldugunda kiiciik tek tip klonlar
( S 1- 2, small single spot), 3-4 hiicre oldugunda biiyiik tek tip klonlar ( S> 2, large
spot) ve twin (mwh ve fIr3 fenotipinin her ikisinin de birlikte bulundugu kiimeler)
seklinde siniflandirilmistir (138). Beneklerin farkli olmasmin nedeni, farkli genetik
mekanizmalarin meydana gelmesidir (Sekil 2.3). Tekli benekler nokta mutasyon,
delesyon, ayrilmama ve iki belirleyci gen (mwh ve fl ) arasindaki mitotik
rekombinasyonla olusurken ikili benekler iiciincii kromozomun sentromeri ile flr’

geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (62).

Sekil 2.2. Kanat sektorlerinin sematik goriiniimii

Kigiik tek tip klonlar yalnizca mwh hiicrelerden olusmaktadir. Ciinkii varyasyonla
olusan ve flare gibi goriinen hiicreleri mutantlardan ayrmak i¢in 4’den daha az
sayidaki flare hiicreler bu sayima dahil edilmedi Esas olarak bu test, transheterozigot

larvalarda delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve rekombinsayon ile kanat
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imaginal disk hiicrelerinde olusan genetik degisimlerin fenotipte gozlenmesine
dayanir (62). Bu nedenle mikroskop gozlemleri sonucunda mwh tipi mutasyon bir

hiicreden {i¢ veya daha fazla kil ¢ikmas1 seklinde gozlenirken, flr tipi mutasyonda ise

kisa, ince killar seklinde gozlenmistir (128).
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Sekil 2.3. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genetik

mekanizmalar (60).
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Sekil 2.3 devam ediyor.

D. REKOMBINASYON
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2.2.6. Laboratuar Kosullarn

Deneyde kullanilan biitiin stok kiiltiirler ve kurulan deney sistemleri 25+1°C sicaklik
ve %40- 60 bagil nem ve siirekli karanlik kosullarda sogutmali etiivde tutuldu.
Calismalar sirasinda sinekler sadece, preparat hazirlama, eslestirme, virjin toplama,
larva toplama ve islemleri i¢in aydinlik ortama alindilar. Sinekler standart Drosophila
besiyeri (Instant Drosophila Medium, Carolina Biological Supply Company,
Burlington, N.C.) ile beslenmiglerdir.

2.2.7. istatistiksel Analizler

Saymmlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez
(Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatatiksel olarak fark olmadigi
varsayildi. Alternatif hipotez (Ha) de ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon
oranmin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi. Hesaplama
sonucunda eger uygulama grubundaki (nt) mutant sektor sayisi tablo degerine esit
veya buyiikse H, red edilir. Ayni sekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant sektor
sayist eger tablo degerine esit veya biiyilkse Ha red edilir. Orijinal ve alternatif
hipotezlerin kabul veya red edilmesinde karar verilirken Kastenbaum ve Bowman
(1970) tablosundan yararlanilir (139). Orijinal ve alternatif hipotezlerin Binomial
Sarth Test kullanilarak % 5 giiven araliginda hesaplanmasiyla sonuglar Frei ve
Wiirgler (1988)’ e gore; pozitif (+), zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) ve negatif (-)
olarak gosterildi (140).

Cizelge 2.1. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

. HA
HiPOTEZLER
KABUL (1-p) RED (B)
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
Ho (1-a) P=(1-0 )(1-B)=1- a- B+ a B P=(1-0) p=B-a B
RED POZITIF ZAYIF POZITIF
o P=a (1-B)=a-a B P=a
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Hipotezlerin kurulmasi sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan parametreler

asagida verilmistir

NC= Kontrol grubunda incelenen kanat sayisi

Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayisi

nc= Kontrol grubunda gozlenen mutant klon sayisi

nt= uygulama grubunda gozlenen mutant klon sayisi

n= nt+nc= toplam mutant klonlarin sayis1

Po= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, orijinal hipotez ( Ho ) i¢in
Po= Nc / (NC+Nt)

go= uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinalhipotez (Ho) i¢cin
qo=Nt / (NC+ Nt)

PA= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
PA=NC / (NC+ mNt)

qA= uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternaif hipotez (Ha) i¢in
gA= mNC+mNt)

Pon= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayis1,Orijinal hipotez (Ho) i¢in
gon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) i¢in
PAn= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
gAn= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
M= Carpim sabiti

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in hazirlanmis olan
bilgisayar programi MICROSTA ile oncelikle yukarida verilen parametreler
hesaplandi. Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayis1
cizelge degerine esit veya biiyiikse Ho red edildi. Ayni sekilde kontrol grubundaki
(nc) mutant klon sayis1 eger cizelge degerine esit veya biiyiikse (Ha) red edildi. Ho ve
Ha’nin kabul veya red edilmesine gore Cizelge 2.1. kullanilarak sonuglar pozitif (+),

zay1f pozitif (+), onemsiz fark (1) veya negatif (-) olarak degerlendirildi.
Ayrica kontrol grubu ve test grubu arasindaki hayatta kalma orani, mutasyon

gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesi arasindaki farkin anlamliligimi

saptamak amaci ile X* testi kullanilmustr.
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2.3.Antimikrobiyal Aktivite Calismasi

Bu ¢alismada Disk Difiizyon Teknigi kullanilmistir. Bu teknik, bir Antimikrobiyal
tlacin mikroorganizmalarin iremesini inhibe ettigini, acgiklamak i¢in kullanilir.
Bakterilerin iiremesini inhibe ederek ilacin etkisinin ne kadar oldugunun 6l¢iilmesine

ve standartlarla karsilastirma yapilmasina yarar.

2.3.1. Deneyde Kullanilan Mikroorganizmalar

Analizde kullanilan mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Bagkaliligi Ulusal Tip Kiiltir Koleksiyonu ve Kirikkale Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Bolumiinden temin edilmistir.

Calismada kullanilan bakteriler Escherichia coli ATCC 3509, Micrococcus luteus,
Streptococcus mutans RSKK 676, Pseudomonas aeruginosa RSKK 96108,
Klebsiella pneumoniae  ACTT 27736, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ACTT 29213, ve mantar susu olan Trichophyton rubrum
RSKK 468 kullanilmstir.

2.3.2. Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

Bakteri suslarindan Steptococcus mutans ve Staphylococcus aureus Triptase Soy
Broth ‘a agilanmistir. Antibakteriyel etkinin incelenmesi i¢cin % 5 Koyun Kanli Agar
(ORBAK)’a ekimleri yapilmistir. Calismada kullanilan; Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus’un Nutrient Agar (NA) (Merck) besi yerine
ekimler1 yapilmistir. Trichophyton rubrum’un ise Patato Dextrose Agar- PDA (
Merck)’a ekimi yapilmistir.
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2.3.3.Besi Yerlerinin Petri Kaplarina Dokiilmesi

Hazirlanan ve sterilize edilen besi yerleri, 9mm’lik petri kaplarina ortalama 4.0 mm

(= 0.5 mm) derinlikte olacak sekilde dokiilmustiir (141).

2.3.4. Mikroorganizmalarin Standardize Edilmesi

Hazirlanan inokulumlarin standart olmasi ¢ok onemlidir. 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda gelisen kolonilerin ne ¢ok seyrek, ne de ¢cok yogun olmasi gerekmektedir.
Yogun koloniler, inhibisyon zonlarinin daralmasina neden olurken, seyrek koloniler
tam tersi bir etki yapmaktadir. Gozlem icin uygun koloni miktarini hazirlamak ve
besi yeri lizerine yaymak i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
biri, besi yerleri tizerine yayilacak inokulumlar1 hazirlarken 0,5 McFarland Standardi

ile karsilastirmaktir.

Disk diftizyon yontemi kullanmadan 6nce, bakteri 6rnekler1 0.5 McFarland standardi
ile karsilastirilarak standardize edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 6ncelikle izole koloniler
elde etmek amaciyla agar ortamina ekilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra 4—
5 tane 1y1 izole olmus koloni, 6ze yardimiyla %0,9’luk serum fizyolojik i¢ine
alimmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonu, daha once hazirlanmis olan 0,5
McFarland standardi ile karsilastirilarak siispansiyonun bulaniklig1 ayarlanmistir. 0.5
McFarland standardinin bulanikligina gore ayarlama yapildiginda, tiip i¢indeki canli

hiicre sayis1 1 x 10" — 1 x 10® cfu/mL arasinda olmaktadir (142).

2.3.5. Besi Yerlerinin Inokiilasyonu

Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlar1 standardize edildikten sonra besi
yerlerine mikroorganizma siispansiyonundan 100 pL alnarak, ekiivyon yardimiyla

bu stispansiyon besi yerinin tzerine yayilmistir. Bu sekilde besi yerine ekimi

yapilacak siispansiyonun da miktarinin standart olmasi saglanmistir (143).
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Mikroorganizma siispansiyonu yayilan petriler, diskler uygulanmadan once bir siire

kurumaya brrakilmistir.

2.3.6. Bitki Ekstraktlarin Disklere Emdirilmesi ve Disklerin Ortama

Yerlestirilmesi

Yapilan denemeler sonucu ¢alismada kullanilan her ti¢ bitki i¢in mikroorganizma
tremesini engelledigi konsantrasyon %5 olarak bulunmustur. Myrtus communis,
Conyza bonariensis, Pistacia terebinthus ekstraktlart %35’lik konsantrasyonda
hazirlanmis ve 6 mm’lik bos, steril antibiyotik disklerine Moniharapon ve Hashinaga
(2004)’nin belirttigi sekilde 20 pl. ekstrakt emdirilmistir (144). Emdirilen 6rnek
miktarinin kontrolii i¢in degisik miktarlarda ekstraktlar disklere emdirilmeye
caligilmistir. Disklerin 30 pL tizerindeki 6rnegi ememedigi, orneklerin bir kisminin
disklerin disina tastig1 ve burada kurudugu gozlenmistir. Diskler, 30 pL iizerinde
ekstrakti uygun bir sekilde ememedigi icin bu miktarm kullanilmas: uygun
olmamistir. Ayrica yapilan karsilastirmada 30 pL. emdirilmeye calisilan diskler ile 20
pL. emdirilmis diskler arasinda etki bakimindan ¢ok fazla bir fark olmadig:

gozlendigi icin disklere 20 pL. ekstrakt emdirilmesine karar verilmistir.

Kontrol olarak standart antibiyotik diskleri kullanilmis olup bunlar; Seftazidim
(Ceftazidime 30ug- Bioanalyse), Sefriakson (Ceftriaxone 30pug- Bioanalyse), Nistatin
(Nystatin 100 U- Bioanalyse)’dir. Bitki ekstraktlarinin antibiyotiklerle etkilesimini
in-vitro belirlemek amaciyla, yukarida ifade edilen standart antibiyotik disklerine her
bitki tiirii i¢cin ayr1 olacak sekilde 20 pl bitki ekstrakti emdirilmistir. Etken maddeleri
iceren diskler petri kabina yerlestirilirken tamami agar {izerine her yerde esit
dokunmus olmasma dikkat edilmistir. Ayrica inhibisyon zonlarmin okunamayacak
derecede st iiste binmesini engellemek amaciyla agar tizerine seyrek araliklarla

dizilmistir.
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2.3.7. inkiibasyon Asamasi

Diskler uygulandiktan sonra uzun bir siire oda sicakliginda bekleyen petrilerde
goriilecek Inhibisyon zonlari, diskler uygulandiktan hemen sonra inkiibe edilen
petrilere gore daha az olabilir. Bu nedenle diskler uygulanmis petri kaplari, 15 dakika
icinde inkiibe edilmeye baslanmistir

Inkiibasyon i¢in hazir hale getirilmis petri kutularindan bakteri ve maya asilanan
plaklar 37+ 0,1 °C’de 24 saat, mantar asilanan plaklar ise 25 °C de en az 1 hafta
inkiibasyona birakilmistir. Ayrica her uygulama icin 3 kontrol grubu paralel olarak

hazirlanmistir.

2.3.8. inhibisyon Zonlarimn Olgiimii

Olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilerek capt mm (milimetre) cinsinden ifade edilmistir.

2.3.9. istatistiksel Analizler

Mann-Whitney U testi parametrik olmayan c¢ift tarafli bir testtir. Bagimsiz iki
orneklem t testinin parametrik olmayan alternatifidir. Z ve t’nin, test istatistigi olarak
kullanilmast uygun olmadigi durumlarda iki 6rneklem arasindaki farkla ilgili sifir
hipotezini test etmek imkansiz degildir. Bu gibi durumlarda genellikle uygun bir non-
parametrik yontem secilir. Konu iki bagimsiz 6rnegin arasindaki farkin anlaml olup
olmadigini test etmek ise, non-parametrik testlerden en sik kullanilanit Mann-Whitney
U testi se¢ilir. Bu calismada elde edilen degerlerin istatiksel degerlendirilmesinde

Maun Whitney-U testi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART), mutant isaret genleri
nedeniyle transheterozigot fenotipe sahip larvalari ¢esitli kimyasallarin etkisine
birakilarak olusan ergin sineklerin kanat hiicrelerindeki mutajenik hiicrelerin fenotipe
yansimasina dayanir. Bu c¢alismada Myrtus communis, Pistacia terebinthus ve
Conyza bonariensis bitkilerine ait kaba ekstraktlarin antigenotoksik aktivite varligini
arastirmak amaciyla mutajen etkisini fenotipte gosteren Aflatoxin B1’e kombine
uygulanmast sonucu mutasyon sikliklar1 belirlendi. Uygulama gruplarindaki kanat
basma diisen mutasyon frekansi su kontrol grubundaki ile karsilastirildi. Bulgularin
degerlendirilmesi Frei ve Wiirgler’e gore yapildi (140). Istatistiksel hesaplamalar
bagil binomial test kullanilarak %35 giiven araliginda Kastenbaum ve Bowman’a gore

yapildi ve sonuglar cizelge 3.1-3” de gosterildi (139).

Aflatoxin Bl ve bitki ekstraktlarinin farkli dozlarinin kombine uygulandigi
larvalardan ¢ikan yetiskin normal kanatli bireyler ayrildi ve kanat killar1 400 biiytitme
ile incelenerek mutasyon tipler1 belirlendi.  Mikroskobik incelemeler sirasinda
mutasyonlar olusum sekillerine gore, mutasyon tasiyan hiicre kiimesinden 1-2 hiicre
oldugunda kiiciik tek tip benekler ( S 1-2, small single spot), 3-4 hiicre oldugunda
buyiik tek tip benekler ( S> 2, large spot) ve ikiz benekler (mwh ve fIr3 fenotipinin
her ikisinin de birlikte bulundugu kiimeler) seklinde siniflandirildi. Kigiik kiime
halinde goriilen ve tek hiicreden 1-2 kil gozlenmesiyle ayirt edilen mwh tipi
mutasyon Sekil 3.1°de gosterildi. Biyiik kiime halinde goriilen mwh tipi mutasyon
1se bir hiicreden ti¢ veya daha fazla kil ¢ikmasi seklinde olup Sekil 3,2° de gosterildi.
flr tipi mutasyonda fenotip, kisa ince killar seklinde oldugu gibi bazilar1 da nokta
sekilinde ve balona benzer. Kiigiik tek tip klonlar yalnizca mwh hiicrelerden
olusmaktadir. Ciinkii varyasyonla olusan ve flare gibi goriinen hiicreleri mutantlardan
ayirmak icin 4’den daha flare hiicreler bu sayima dahil edildi. Buyiik tek tip flr tip
mutasyon Sekil 3.3’de gosterilmistir. Mikroskobik analizde her iki fenotipin de

gozlenmesi seklinde ortaya ¢ikan twin tipt mutasyon Sekil 3.4°de gosterildi.
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Sekil 3.1. Kigiik tekli benek, mwh tip mutasyon

Sekil 3.2. Biiyiik tekli benek, mwh tip mutasyon
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Sekil 3.4. ikiz benek (mwh + fIr)

50



Genetik degisimler imaginal disklerin somatik hiicrelerinde mutant hiicre klonlarmin
olusmasina neden olur. Nokta mutasyon, kromozom kirigi, mitotik rekombinsayon,
kromozom kaybi1 ve ayrilmama gibi genetik bozukluklar kii¢iik tekli benek denilen 1-
2 hiicre kiimesinde mutasyon goriilmesiyle kendini gosterir. Mitotik rekombinsayon

ise ikiz benek denilen mwh ve flIr tip mutasyonun birlikte goriilmesiyle ortaya ¢ikar.

Mutasyon frekansi deney gruplarinda kontrole gore diisiik oldugunda, bu genotoksik
etkinin negatif oldugunu gosterirken, mutasyon frekansi deney ve kontrol gruplarinin
her ikisinde de esitse etkinin anlamsiz oldugunu ya da ¢ok yakinsa bu da genotoksik
etkinin zayif pozitif oldugunu gostermektedir. Eger deney gruplarindaki mutasyon
frekans1 kontrol grubundan yiiksek bulunduysa o zaman genotoksik etki pozitif
olarak degerlendirilir. Bu degerlendirme istatistik hesaplamalar sonucunda bu sekilde

bulunmaktadir.

Mikroskop analizleri sirasinda en fazla rastlanan mwh tipi mutasyon iken, en az

rastlanan mutasyon tip1 ise ikiz benek olmustur.

3.1.1. Myrtus communis’ in Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Bulgulan

Kontrol grubu olarak kullanilan Myrtus communis bitkisine ait kaba ekstraktin
kullanilan 3 dozu da (0,5 mL, 2,5 mL, 5mlL) denemelerde Frei ve Wiirgler’in
istatistiksel degerlendirmesine gore negatif bulundu (Cizelge 3.1). Bu durumda bitki
deney grubundaki mutanat kolon sayisit su kontrol grubuna gore disiik ¢ikmistir.
Istatistiksel hesaplamalara gore; Myrtus communis bitkisine ait kaba ekstraktin
genotoksik olmadigi goriilmistiir. Ayrica toplam mutasyon frekanst su kontrol
grubunda 0,07 iken Myrtus communis bitkisinin 0.5 mL‘lik dozunda 0.025, 2.5 mL
ve 5 mL uygulanan dozunda ise 0.017 bulundu (Cizelge 3.1). Bu sonuglara gore
uygulanan bitki ekstraktinin mL cinsinden miktar1 arttikca olusan toplam mutasyon

frekansinda kismen azalma gozlendi.
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Myrtus communis bitkisinin uygulanan 3 dozu da hayatta kalis yiizdesi, mutasyon
gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesi bakimindan su kontrol grubu ile
karsilastirildi.  Bu farkin istatistiksel olarak anlamliligimi saptamak i¢in SPSS
istatistik paket programmnda X (Ki Kare) Testi kullanild1. Bu sonuglara gore:

Myrtus communis bitkisinin 0.5mL, 2.5 mL ve 5 mL dozunun da hayatta kalis
ylizdesi, mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesi bakimindan
su kontrol grubuna gore toplam mutasyon frekansinda azalma gozlendi fakat bu fark

istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Cizelge 3.2).

Calismada kullanilan Myrtus communis, Conyza bonariensis ve Pistacia terebinthus
bitkilerinin antigenotoksik etkisinin var olup olmadigini saptamak amaci ile kontrol
grubu olarak Aflatoxin B1 kullanildi. Deney grubu olarak Myrtus communis, Conyza
bonariensis ve Pistacia terebinthus bitkilerinin ekstraktlar1 farkli dozlarda Aflatoxin
B1 ile kombine bir sekilde Drosophila melanogaster (mwh X flr) larvalarina
uygulandi. 2,5 mL 500 nmol Aflatoxin B1 uygulanan larvalardan gelisen ergin
bireylerde mutasyon frekansi su kontrol grubu ile karsilastirildiginda genotoksik
degerlendirme istatistiksel olarak pozitif bulundu (Cizelge 3.4). Ayrica aflatoxin
B1’in larvalara uygulanmasi sonucu hayatta kalis ytizdesi (larvalardan ¢ikan ergin
birey sayisi) mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesi

bakimindan su kontrol grubu arasindaki farkin uygunlugu X testi ile karsilastirild.

Aflatoxin B1 uygulanan larvalardan ergin olarak gelisen birey sayisi (hayatta kalig
yuizdesi) % 71 olarak tespit edilmistir. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu
(X? Hesap =441 > X? Tabio= 384 oldugundan). Bu durumda aflatoxin B1’in larvalara
uygulanmasi sonucu hayatta kals yiizdesinde azalma oldugu tespitedildi (Cizelge
3.3).
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Cizelge 3.1. Myrtus communis, Pistacia terebinthus ve Conyza bonariensis ekstrakt etkisinin SMAR Testi’ nden elde edilen sonuglari

Hayatta Kiigiik tekli benek Biiyiik tekli benek Tz b_enek Toplam mwh benek | Toplam benek
Lest Konsantrasyon | Kabs | ~208 | (1 Dhtiere) m=2) | (=2 hiicre) (m=5) (m=3) (m=2) (m=2)
Maddesi %) Sayisi
No. Fr. |D.|No.| Fr |D.|No.| Fr No.| Fr. | D. |N°| B |D.
Distile su - %98 122 7 0,06 1 | 0,008 1| 0,008 9 | 007 9 | 0,07
0,5 mL %94 121 2 0,016 - 1 ] 0008 | +] 0| 0,00 3 10025] - | 310025 -
Myrtus communis 2,5mL %91 119 2 0,017 -1 0 000 |z ]| 0| 0,00 2 10017 ] - | 210017 -
5mL %87 119 1 0,008 - 1 10008 |z ]| 0| 000 2 10017 ] - |210017] -
Pistacia 0,5 mL 92% 120 3 0,025 - | 4 003 |z | 1| 0,008 7 | 058 | - | 8 (0,067] -
. 2.5mL 91% 120 3 0,016 - |5 004 |z |0 0 7 10058 | z | 8 [0,066] z
terebinthus
5mL 86% 115 4 0035 |z | 5 004 |z |0 0 9 | 008 | z | 9]008] z
0,5 mL 93% 120 2 0,016 - 2 0,016 | z | 0 0 4 0,03 -1 41003 -
Conyza
5 . 2,5mL 90% 120 2 0,016 « 1 0,008 | z | 0 0 3 10,025 - | 31]0,025] -
onariensits
5 mL 89% 117 1 0,008 = | 3 002 |z |0 0 31003 | - |31]003] -

Fr., frekans D., istatistik sonuglarmin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 0nemsiz fark z: zayif pozitif ; m=carpim faktorii;

Olasilik diizeyi= 0,05 D: Frei ve Wiirgler (137)’e gore istatistiksel degerlendirme
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Cizelge 3.2. Myrtus communis, Pistacia terebinthus ve Conyza bonariensis’ in genotoksisitesi ile ilgili sonuglar

Yasama Yizdesi Mutasyon Gozlenen Kanat Toplam Mutasyon
(%) (%) (%)
Doz
mL
Myrtus Pistacia Conyza Myrtus Pistacia Conyza Vorius commuis Pistacia Conyza
communis terebinthus bonariensis communis terebinthus bonariensis 4 terebinthus bonariensis
0.5 mL %94 81% 82% %2.,48 %6,67 %3,33 %2.,48 %6,67 %3.33
’ Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz
25 ml %91 80% 82% %2.,52 %5.83 %2.5 %2.,52 %5.83 %2.5
? Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz
5 mL %388 79% 80% %2.,52 %6.,95 %3,33 %2.,52 %7.,82 %3.33
Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz Onemsiz
SU %98 %7,37 %7,37

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde nemli (X test)
**Kontrole gre P< 0,01 diizeyinde 6nemli (X test)

%% Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde dnemli (X test)
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ilgili sonuglar1

Cizelge 3.3. Aflatoxin B1’in mutajen etkisine kars1 Myrtus communis, Pistacia terebinthus ve Conyza bonariensis’ in antigenotoksk etkisi ile

Yasama Yiizdesi Mutasyon Gozlenen Kanat Toplam Mutasyon
(%) (%) (%)
Doz Myrtus Pistacia Conyza Myrtus Pistacia Conyza Myrtus Pistacia Conyza
mL Communis Terebinthus Bonariensis Communis terebinthus Bonariensis communis terebinthus bonariensis
+ + + + + + + + +
Aflatoxin B1 | Aflatoxin Bl Aflatoxin Bl | Aflatoxin Bl | Aflatoxin Bl | Aflatoxin Bl Aflatoxin Bl Aflatoxin B1 | Aflatoxin Bl
0.5 mL 84% %81 %382 %19,8 %43.,6 %25 %24.7 %350 %33
3 Onemsiz Onemsiz Onemsiz ook Onemsiz otk kH Onemsiz ook
25 mL 82% %380 %382 %18 %43,11 %22 %23 %150.45 %27
’ Onemsiz Onemsiz Onemsiz *okok Onemsiz otk otk Onemsiz Hokok
5 ] 80% %79 %380 %17 %45,04 %20 %20 %51.35 %27
Onemsiz Onemsiz Onemsiz koK Onemsiz koK koK Onemsiz hokk
0,
Aflatoxin Bl adl %57 %67.28
Su %98 %7,37 %7,37

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde nemli (X test)
**Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde 6nemli (X test)

*#* Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde 6nemli (X test)




Aflatoxin B1’in mutasyon gozlenen kanat yiizdesi bakimindan ( X2 H=9437 > XzT: 3.84)
ve toplam mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ( X? 1 =136.36 > X° 1= 384) bakimindan su
kontrol grubu ile karsilastirdigimizda sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Aflatoxin B1 deney gruplarindaki mutasyon frekansi, su kontrol grubundan yiiksek
bulundugundan dolay1 genotoksik, mutajenik ve rekombinojenik etkiye sahip oldugu
tespit edildi (Sekil 3.5).
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HAYATTA KALIS MUTASYON TOPLAM
YUZDESI GOZLENEN MUTASYON
KANAT YUZDESI YUZDESI

Sekil 3.5. Aflatoxin B1’in su kontrol grubu ile hayatta kalis, mutasyon gozlenen

kanat ve toplam mutasyon yiizdesi arasindaki fark

Mpyrtus communis bitkisinin antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasit amaciyla;
bitkinin 0,5 mL, 2.5 mL, SmL dozlar1 2.5 mL aflatoxin B1 ile kombine uygulandi
(Myrtus communis + AF B1 ). Kontrol grubu olarak aflatoxin B1 kullanildi.

56



Bu sonuglara bakildiginda;

a)

b)

Myrtus communis’in aflatoxin B1 ile kombine (Myrtus communis + AF B1 )
uygulamasi sonucu kullanilan 3 dozunun da (0,5 mL, 2.5 mL, S5SmL) Frei ve
Wiirgler’in genotoksik degerlendirmesine gore sonuglar1 istatistiksel olarak
pozitif bulundu. Bu sonuca gore kombine kullanim da anlaml bir genotoksik

etki gozlendi (Cizelge 3.4).

Myrtus communis’in kullanilan 3 dozunun da (0,5 mL, 2.5 mL, 5mlL)
Aflatoxin Bl ile kombine olarak larvalara uygulanmasi sonucu ergin
bireylerdeki gozlenen hayatta kalis ylizdesi, mutasyon gozlenen kanat yiizdesi
ve toplam mutasyon yiizdesi bakimidan AF Bl kontrol grubu ile
karsilastirildi. Uygulanan her 3 dozda da Aflatoxin- B1’e gore hayatta kalis
yiizdesi artmustir. Fakat bu artig istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptandi
(X? Tablo=3.84 > X Hesap -1,09) (Cizelge 3.3).

Toplam mutasyon yiizdesine baktigimizda; Myrtus communis ekstraktinin
5mL’lik dozu Aflatoxin B1’e kars1 en iyi koruyucu etkiyi gosterirken (X Hesap
362 > X% Tablo= 3.84 ), bunu 2.5 mL (X? 1 28,50 > X* Tablo= 384) Ve 0,5 mL‘lik
dozlar1 takip etmistir (X2 H =2508> X2 Tablo= 3.84). Bulunan bu degerler
istatistiksel olarak anlamli oldugundan Myrtus communis bitkisinin
antigenotoksik etkiye sahip oldugu belirlendi. Ayrica ¢izelge 3.4’te
goriildigi gibi uygulanan ekstraktin mL cinsinden miktar1 arttikga toplam

mutant klon sayisinda azalma oldugu gozlendi (Sekil 3.6).
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Cizelge 3.4. Aflatoxin B1’in mutajen etkisine kars1 Myrtus communis ekstrakt etkisinin SMAR Testi’ nden elde edilen sonuglari

Test Hayatta Kanat Kiigiik tekli benek Biiyiik tekli benek Ikgnlfsn)ek Toplam mwh spots | Toplam spots
Maddesi Konsantrasyon I%(z;l);s Sayisi (1-2hiticre) (m=2) (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2)
No. Fr. D. No. Fr. D. | No. Fr. No. Fr. D. | No. Fr. D.
- %098 122 7 0,06 1 0,008 1 0,008 9 0,07 9 0,07
%1 Tween 80
+ 2,5mL %383 100 10 0,1 z 1 0,01 z 1 0,01 12 0,12 | z 12 | 0,12 | z
%3 Etanol
Aflatoxin B1
2.5mL %71 107 39 | 0,36 + 28 0,26 + 5 0,046 67 | 062 | + | 72| 067, |+
(500nmol)
Myrtus communis 0,5 mL 84% 101 15 | 0,15 + 9 0,09 + 1 0,009 24 | 023 | + | 25| 0,247 | +
* 2,5mL 82% 100 8 0,08 + 15 0,15 + 0 0 18 | 0,18 | + | 23 | 023 |+
AF BI
5mL 80% 100 10 0,1 z 9 0,09 + 1 0,01 19 | 0,19 | + | 20 02 |+

Olasilik diizeyi= 0,05, D: Frei ve Wiirgler (137)’e gore istatistiksel degerlendirme

Fr., frekans D., istatistik sonug¢larmin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 0nemsiz fark z: zayif pozitif ; m=carpim faktorii;
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Sekil 3.6. Myrtus communis ekstraktinin uygulanan farkli dozlarinin toplam

mutasyon yiizdesi bakimindan AFB1 ile karsilastirilmasi

3.1.2. Pistacia terebinthus’un Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Bulgulan

Pistacia terebinthus bitkisi ile beslenen larvalardan ¢ikan ergin bireylere ait sonuglar
su kontrol grubu ile karsilastirildi Istatistiksel hesaplamalara gore; Pistacia
terebinthus un 0,5 mL’lik dozu genotoksik olarak negatif bulunurken, 2,5 ve 5
mL’lik dozlar1 1se zayif pozitif olarak bulundu (Cizelge 3.1). Pistacia terebinthus
ekstraktinin uygulanan 2,5 ve 5 mL’lik dozlarmin zayif pozitif olmasi, su kontrol
grubu ile karsilastirildiginda toplam mutasyon frekansi bakimindan birbirlerine ¢ok

yakin olmalarinin sonucudur.
Ayrica X* analizine gore uygulanan 3 konsantrasyonda da yasama yiizdesi, toplam

mutasyon yiizdesi ve mutasyon gozlenen kanat bakimindan su kontrol grubu ile

karsilastirildi. Uygulanan dozun miktar1 arttikca yasama yiizdesi azaltti, toplam
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mutasyon sayist ve mutasyon gozlenen kanat sayisinda artis olmustur fakat bu

farklilik istatistiksel olarak onemsiz bulundu (Cizelge 3.2).

Pistacia terebinthus bitkisinin antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasi amaciyla,
hazirlanan 0,5 mL, 2.5 mL, 5SmL dozlar1 2.5 mL aflatoxin B1 ile kombine uygulandi
(Pistacia terebinthus + AF B1 ). Kontrol grubu olarak aflatoxin B1 kullanildi.

Bu sonuclara baktigimizda;

a) Frei ve Wiirgler’in istatistiksel degerlendirmesine gore kombine uygulamada
genotoksik etkinin pozitif oldugu tespit edildi. Sadece 0.5 ve 2.5 mL’lik
konsantrasyonda ikiz benek sayisi bakimindan zayif pozitif oldugu bulundu.
Bu sonug¢ Pistacia terebinthus bitkisinin 0.5 ve 2.5 mL’lik dozlarinin
rekombinasyonu baskiladig1 gostermektedir (Cizelge 3.5).

b) Pistacia terebinthus‘un ekstrakti uygulanan her 3 dozda da hayatta kalis
yiizdesini AF Bl’e gore arttirmis, fakat bu artis istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. Ayrica kullanilan bitkinin dozu arttikca hayatta kalis

yiizdesinde bir azalma gozlenmistir.
Cc) Bunun yaninda mutasyon gozlenen kanat yiizdesinde azalmayi en etkili

olarak bitkinin 0,5 mL’lik dozu azaltmissa da (X* Tapie= 384 > X° Hesap =1,89) bu

farklilik 3 doz i¢cinde 6nemsiz bulundu (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.5. Aflatoxin B1’in mutajen etkisine kars1 Pistacia terebinthus ekstrakt etkisinin SMAR Testi’ nden elde edilen sonuglar1

Hayatta Kiigiik tekli benek Biiyiik tekli benek Ttz lf,nek Toplam mwh spots Toplam spots
Test Konsantrasyon | Kahs | S2%8 | Jhiicre) m=2) | (>2 hiicre) (m=>5) (m=5) (m=2) (m=2)
Maddest 4 Say1s1
(%) N N No
No. Fr. |D.|No.| Fr. | D. |°| Fr. °| Fr. D. Fr. | D.
Distile su . %98 122 7 0,06 1 |0,008 1 | 0,008 9 |0,07 9 | 0,07
%1 Tween 80
+ 2,5mL %83 100 10 0,1 1 001 ] z [1]001 12 | 0,12 z 12] 0,12 | z
%3 Etanol
Aflatoxin Bl
2.5mL %71 107 39 036 | + |28 1026 | + |5 ]0,046 67 | 0,62 + |72] 0,67 | +
(500nmol)
Pistacia terebinthus 0,5mL 81% 110 23 017 | + {30 1]027 | + | 210018 50 | 0,45 + [55] 05 | +
+ 2,5mL 80% 109 15 014 | + [37]034 | + |3 0027 48 | 0,44 + 5500504 | +
Afhl 5mL 79% 111 20 018 | + (321028 | + |5 10,045 50 | 0,45 + |57] 0,51 | +

Fr., frekans D., istatistik sonuglarmin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 0nemsiz fark z: zayif pozitif ; m=carpim faktorii;
Olasilik diizeyi= 0,05 D: Frei ve Wiirgler (137)’e gore istatistiksel degerlendirme




d) Pistacia terebinthus‘un ekstrakti uygulanan her 3 dozu da Cizelge 3.5°de
gosterildigi gibi toplam mutasyon frekansini azaltmistir. Bu frekans aflatoxin
B1’de 0,067 iken Pistacia terebinthus‘un 0.5 mL’lik dozunda 0,5, 2.5 mL‘lik
dozunda 0,504 ve 5 mL’lik dozunda 0,51 olarak bulundu. Bu bulgulara gore
toplam mutasyon frekansinda azalma olmustur. Bu bulgularin aksine Pistacia
terebinthus “‘un uygulanan 0.5 mL dozunda (X2 Tablo= 3,84 > X2 Hesap =1,81), 2,59mL
dozunda (X Tablo= 3,84 > X Hesap =2.59) Ve 0,5 mL dozunda (X* tabio= 384> X Hesap
-2.17) 1statistiksel olarak toplam mutant klon bakimmndan fark olmadig:
gozlendi (Cizelge 3.3). Bu sonug Pistacia terebinthus bitkisinin uygulanan her
3 dozunun da istatistiksel olarak antigenotoksik etkiye sahip olmadigi

gostermektedir.

= AFB-1

AR

\

& Pistecia terebinthus 05 ML

& Pistecia terehinthus 25 ML

Pistecia terebinthus 5 ML

AF B1 05 ML 25 ML 5 ML

Sekil 3.7. Pistacia terebinthus ekstraktmin uygulanan farkl dozlarinin toplam

mutasyon yiizdesi bakimindan AFB1 ile karsilastirilmasi
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3.1.3. Conyza bonariensis’in Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Bulgulan

Conyza bonariensis bitkisinin kullanilan 3 dozunda da toplam mutant kolon sayisi
bakimimdan su kontrol grubu ile karsilastirildi. Her {i¢ dozda da genotoksik etkinin
negatif oldugu bulundu (Cizelge3.1). Ayrica hayatta kals yilizdesi, mutasyon
gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesi bakimindan su kontrol grubuna
gore faklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (Cizelge 3,2). Bu sonuglara gore
Conyza bonariensis bitkisinin kullanilan 3 dozunun da genotoksik aktiviteye sahip

olmadig1 saptandi.

Conyza bonariensis bitkisinin antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasi amaciyla;
bitkinin 0,5 mL, 2.5 mL, S5SmL dozlar1 2.5 mL aflatoxin B1 ile kombine uygulandi

(Conyza bonariensis + AF B1 ). Bulunan sonuclara gore;

a) Conyza bonariensis’in uygulanan 3 dozunun da aflatoxin BI1 ile kombine
uygulamasi1 sonucu genotoksik degerlendirmesi bakimindan sonu¢ pozitif
olarak bulundu (Cizelge 3.6). Bitkinin yalniz kullanimi sonucunda gozlenen
negatif etki aflatoxin B1 ile kullanimi sonucu pozitif olarak bulundu ayrica

toplam mutasyon frekansinda da artis gozlendi.

b) Coyza bonariensis’in uygulanan 3 dozunun da aflatoxin B1’in azalttig1 hayatta
kalis ytizdesini kismen arttirdig1 fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamsiz

oldugu tespit edildi (Cizelge 3.3).

¢) Mutasyon gozlenen kanat yiizdesi bakimindan en 1y1 antigenotoksik aktiviteyi
Coyza bonariensis’'in 5 mL’lik dozu gosterdi (X2 Hesap =23.11 > T e 3.84).
Bunu sirasiyla 2.5 mL (X2 Hesap =19.29 > X Tablo=3.84) V€ 0,5 mL’lik dozlar takip
etmistir (X2 Hesap =14.73 > X Tablo= 3,84). Bu sonuclara gore kullanilan bitkinin
ekstraktinin ml cinsinden miktar1 arttitkga mutasyon gozlenen kanat

yiizdesinde azalma gozlendi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.6. Aflatoxin B1’in mutajen etkisine kars1 Conyza bonariensis ekstrakt etkisinin SMAR Testi’ nden elde edilen sonuglar1

Hayatta Kiigiik tekli benek | Biiyiik tekli benek L bene_k henek Toplam mwh spots Toplam spots
Tost Konsantrasyon | Kahs | 38 |' ohiicre) m=2) | (>2 hiicre) (m=5) (roe=3) (m=2) (m=2)
Maddesi (%) Sayist
No. | Fr. |D.|No.| Fr. | D. [No.| Fr. |D.|No.| Fr. | D. |N°| . |D.
Distile su - %98 122 | 7 | 0,06 1 | 0,008 1 | 0,008 9 | 0,07 9 | 0,07
%1 Tween 80
+ 2,5mL %83 100 [ 10|01 [z]| 1 | 001 z 1 |00l | z | 12]012 z |12]012 | z
%?3 Etanol
Aflatoxin Bl
2.5mL %71 107 39 | 0,36 | + | 28 0,26 + 5 0,046 | z 67 | 0,62 + 721 0,67 | +
(500nmol)
Conyza bonariensis 0,5 mL 82% 100 11 0,11 | z 20 0,2 + 2 0,02 z 30 0,3 + 331 0,33 | +
+ 2,5mL 82% 100 16 | 0,16 | + | 9 0,09 + 0 0 z | 26 | 0,26 + 27 | 027 | +
ALBI 5 mL 80% 100 11 0,11 | z 10 0,1 + 2 0,02 z | 27 | 024 + 271 0,24 | +

Fr., frekans D., istatistik sonuglarmin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; 1, 0nemsiz fark z: zayif pozitif ; m=carpim faktorii;
Olasilik diizeyi= 0,05 D: Frei ve Wiirgler (137)’e gore istatistiksel degerlendirme




d) Gozlenen toplam mutasyon sayist bakimindan Conyza bonariensis
uygulanan 3 dozu da aflatoxin B1 ile karsilastirilmis ve uygulanan her 3
dozunda 1statistiksel olarak antigenotoksik etkiye sahip oldugu tespit edildi.
Ayrica Conyza bonariensis’in kullanilan dozu arttikca toplam mutasyon
yiizdesinde bir azalma oldugu gozlendi. Cizelge 3.3’de gorildigi gibi,
antigenotoksik etki en fazla SmL ve 2.5 mL’lik Conyza bonariensis
ekstraktinda (X2 Hesap =21,04 > X2 Tablo= 384) go0zlenirken, kullanilan 0,5 mL
ekstraktta ise bu etki daha az bulundu. (X? esap—13.25 > X Tablo 3.84). Bu veriler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, Conyza bonariensis bitkisinin
yapraklarindan hazirlanan ekstraktin antigenotoksik etkiye sahip oldugu tespit
edildi (Sekil 3.8).

AFB-1

B Conyza bonariensis 0,5 ML

8 Conyza bonariensis 25 ML

Conyza bonariensis 5 ML

AFB-1 05ML 2 5ML amML

Sekil 3.8. Conyza bonariensis ekstraktinin uygulanan farkli dozlarinin toplam

mutasyon yiizdesi bakimindan AFB1 ile karsilastirilmasi
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Calismada kullanilan bitkilerin antigenotoksik etkilerine gore siralamak miimkiindiir.
Cizelge 3.3°de gozlenen bulgulara gore antigenotoksik aktivitesi en fazla olan bitki
Myrtus communis olarak bulunmus bunu sirasiyla Conyza bonariensis ve Pistacia
terebinthus izlemistir. Myrtus communis ve Conyza bonariensis’in antigenotoksik
aktivitesi istatistiksek olarak anlamli bulunurken, Pistacia terebinthus’un toplam
mutasyon yiizdesini azalttigi fakat bu sonuclarin istatistiksel olarak anlamli

bulunmadig1 gozlendi (Sekil 3.9).

80

1. Su

2 AFBA

3. Pistacia terehinthus 0,5ml
4 Pistacia terebinthus 2,5ml
5. Pistacia terebinthus &ml
6. Conyza honariensis 0.5 ml
7. Conyza honariensis 2.5 ml

8. Conyza hanariensis aml

Toplam mutasyon (%)

9. Myrtus communis 0.5 ml
10. Myrtus communis 2.5ml

1. Myrtus communis 5l

Uygulamalar

Sekil 3.9. Calismada kullanilan 3 bitkinin toplam mutasyon yiizdesi bakimmdan
AF B1 ile karsilastirilmasi
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3.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismasi1 Bulgular

Bitkiler yillardan beri halk arasinda tedavi amagl kullanilmaktadir. Son zamanlarda
sentetik 1laclarin  bir takim yan etkilere sahip olmasi ve kullanilan
mikroorganizmalarin bu ilaglara diren¢ kazanmasi insanlar1 hizla dogal kaynaklar
olan bitki kullanimmna yoneltmistir. Bitkiler ve baharatlar tek basma
kullanildiklarinda bircok hastaligi tedavi edici etkisi olmasina ragmen, ilaglarla
birlikte kullanildiklarinda bir takim etkilere sebep olabilmektedirler. Antimikrobiyal
etkisi bilinen bir bitkinin antimikrobiyal ajan olan antibiyotiklerle alinmasi sonucu

in-vitro olarak baslica ti¢ etki izlenir:

e Kombine kullanilan iki antimikrobiyal ajanin etkisi, bu ilaclarin tek tek
kullanildiginda gozlemlenen etkilerin toplamina esittir. Additif
(Additive) etki olarak adlandirilan bu durumda beklenen ile gozlenen
deger arasinda isatatistiksel olarak farklilik yoktur.

e Sinerjistik (Sinerjik) etkide ise Incelenen antimikrobiyallerin kombine
etkisi, bu ilaglar tek tek uygulandiginda elde edilen etkilerin toplamindan
fazladir. Bu durumda iki antimikrobiyal ajanin kullanimi hastaligin
tedavisini olumlu olarak etkileyecektir.

e Eger kullanilan kombinasyonun etkisi, antimikrobiyallerin tek tek
uygulandiginda saptanan etkilerin toplamindan disiikse, bu iki ajan
birbirine Antagonistik etki yaratmigs demektir. Bu durumda bitkilerle
ilaclarin arasinda meydana gelen etkilesime bagh olarak ilaglarin

etkisinde azalmaya yol acacaktir (99).
Myrtus communis, Pistacia terebinthus, Conyza bonariensis bitkilerinin

antimikrobiyal aktivitesinin ve ilag etkilesimlerinin bulunmasi amaciyla disk

diftizyon yontemi kullanilmistir.
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3.2.1. Myrtus communis bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

% 5’lik Myrtus communis ekstraktt antibiyotik disklerine uygulandi ve

antimikrobiyal aktivitesi arastirildi. Bu sonuclara gore;

Cizelge 3.7°de goruldugu gibi Myrtus communis ekstraktinin; Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes’in liremesine karsi hi¢bir zon
olusturmadig1 gozlenmistir. Bu bakteriler Myrtus communis bitkisinin ekstraktina
kars1 direngli oldugu bulundu. Ayrica Myrtus communis ekstrakti Ceftazidime
(Seftazidim), Ceftriaxone (Seftriakson) ve Nistatin antibiyotiklerine uygulandiginda
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes bakterilerinde
beklenen zon ¢api ile gozlenen zon capi (Sekil 3.10-12) arasinda farklilik istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu.(Additive etki) ( p > 0,05).

Myrtus communis ekstraktt Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia bakterilerine kars1 13- 24 mm arasinda degisen
inhibisyon zonlar1 gostermektedir (Sekil 3.13-16). Ayrica bu mikroorganizmalar i¢in
Myrtus communis ekstrakti Seftazidim antibiyotigine uygulandiginda Antagonistik
etki gozlenimistir (p < 0,05). Seftriakson antibiyotiklerine uygulandiginda da
Klebsiella  pneumonia  bakterisinde  Additive  etki  gorilirken,  diger

mikroorganizmalarda antagonistik etki varligi saptandi (p<0,005).

Myrtus communis ekstrakti Trychophyton rubrum’a kars1 antifungal aktivite gosterdi
(Sekil 3.17). Myrtus communis ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1, kontrol
grubu olarak kullanilan fungus antibiyotigi (Nistatin) ile ayni zon c¢apini (23 mm)
gosterdi’rychophyton rubrum bu bitkinin ekstraktina duyarli olmasina ragmen,
Nistatin antibiyotigi ile kombine kullanilmasi beklenen zon g¢apmni azaltmis ve

antagonistik etki gozlendi (p<0,05).
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Cizelge 3.7. Myrtus communis bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

INHIBISYON ZONLARI (MM)
ETKI
BE SAD BEKLENEN GOZLENEN
Mikroorganizmalar BE+SAD BE+SAD
%5 CAZ CRO NYS CAZ CRO NYS
*> | CAZ | CRO | NYS + + + + + + CAZ | CRO | NYS
BUY BUY BUY BUY BUY BUY
Escherichia coli - 30 21 - 30 21 - 28 20 - E E E
Micrococcus luteus 24 31 30 - 55 54 24 30 32 24 A A E
Staphylococcus aureus - 9 11 - 9 11 - 10 11 - E E E
Listeria monocytogenes - 33 32 - 33 32 - 32 32 - E E E
Streptococcus mutans 13 19 20 - 32 33 13 17 22 13 A A E
Pseudomonas aeruginosa 17 35 33 ) 52 50 17 33 36 17 A A E
Klebsiella pneumonia 12 32 - - 44 12 12 34 13 12 A E E
Trychophyton rubrum 23 - - 23 23 23 46 23 23 23 E E A

BE: Bitki ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu, SAD: Standart antibiyotik diskinin olusturdugu inhibisyon zonu, UAOG: Bitki ekstrakti ve
standart antibiyotik diskinin birlikte kullanildiginda olusmasi gereken inhibisyon zonu, UAQO: Bitki ekstrakt1 ve standart antibiyotik diskinin
birlikte kullanildiginda olusan inhibisyon zonu, CAZ:Ceftazidime (Seftazidim), CRO: Ceftriaxone (Seftriakson) NYS: Nistatin,

Maun Whitney-U testi sonuclarina gore: S: Sinerjik etki, E: Additive etki, A: Antagonistik etki



Sekil 3.10. E. coli bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait ekstraktin
etkisi, 2.Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus communis +
CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ antibiyotiginin kombine
kullanim1 sonucu olusan zon

Sekil 3.11. Staphylococcus aureus bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus
communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.12. Listeria monocytogenes bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus
communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi1 sonucu olusan zon

Sekil 3.13. Micrococcus luteus bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus
communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.14. Streptococcus mutans bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus

communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.15. Pseudomanas aeruginosa bakterisine karsi; 1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus

communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ antibiyotiginin
kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.16. Klebsiella pneumonia bakterisine karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus
communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.17. Trychophyton rubrum mantarina karsi;1. Myrtus communis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Myrtus communis + NYS antibiyotigin, 3. Myrtus
communis + CRO antibiyotigi, 4. Myrtus communis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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3.2.2. Pistacia terebinthus bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Cizelge 3.8’de gorildugi gibi %35 Pistacia terebinthus ekstraktinin; Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Klebsiella pneumonia, Listeria
monocytogenes bakterileri ve Trychophyton rubrum fungusunun iiremesine karsi
hicbir zon olusturmadigr gozlendi (Sekil 3.18-23) Bu bakteriler Pistacia terebinthus
ekstraktinin ekstraktina kars1 direncli oldugu tespit edildi. Bu bakteriler ve fungus
icin menengi¢ ekstrakti, Seftriakson ve Nistatin antibiyotikleri ile kombine
uygulandiginda beklenen zon cap1 ile gozlenen zon ¢api arasinda farklilik istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (p > 0,05). Seftazidim antibiyotigi ile kombine kullanimi
sonucu Klebsiella pneumonia haricinde bakteri ve mantarlarda gozlenen etki additive

iken, Klebsiella pneumonia’da antagonistik etki gozlendi (p< 0,05).

Pistacia terebinthus ekstraktinin kullanilan dozu Micrococcus luteus (13mm) ve
Pseudomonas aeruginosa (10mm) tizerinde Myrtus communis ekstraktindan daha az
inhibisyon zonu olusturdu. (Sekil 3.24-25). Ayrica Pistacia terebinthus un
Seftazidim, Seftriakson antibiyotigi ile kullanilmasi Micrococcus luteus tizerinde
olusan inhibisyon zonun beklenen degerden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azaltarak antagonistik etki yaratti ( p < 0,05).
Pistacia terebinthus ekstraktinin kullanilan dozunun Nistatin antibiyotigi ile

kullanimi ise zon ¢apint arttirdi. Fakat bulunan bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamsiz oldugundan Additive etki gozlendi (p>0,05).
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Cizelge 3.8. Pistacia terebinthus bitkisinin antimikrobiyal aktiviteleri

INHIBISYON ZONLARI (MM)
ETKI
SAD .
. . BEKLENEN GOZLENEN
Mikroorganizmalar BE BE+SAD BE+SAD
%5 CAZ CRO NYS CAZ CRO NYS
*> | CAZ | CRO | NYS + + + + + + CAZ | CRO | NYS

BUY BUY BUY BUY BUY BUY
Escherichia coli - 30 21 - 30 21 20 30 20 20 E E E
Micrococcus luteus 13 31 30 - 44 54 13 27 31 13 A A E
Staphylococcus aureus - 9 11 - 9 11 - 11 10 - E E E
Listeria monocytogenes - 33 32 - 33 32 - 33 32 - E E E
Streptococcus mutans - 19 20 - 19 20 - 17 20 - E E E
Pseudomonas aeruginosa 10 35 33 - 45 43 10 29 30 10 A A E
Klebsiella pneumonia - 32 - - 32 - - 32 - - A E E
Trychophyton rubrum - - - 23 - - 23 - - 20 E. E. E.

BE: Bitki ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu, SAD: Standart antibiyotik diskinin olusturdugu inhibisyon zonu, UAOG: Bitki ekstrakt1 ve
standart antibiyotik diskinin birlikte kullanildiginda olusmas1 gereken inhibisyon zonu, UAQO: Bitki ekstrakt1 ve standart antibiyotik diskinin
birlikte kullanildiginda olusan inhibisyon zonu, CAZ:Ceftazidime (Seftazidim), CRO: Ceftriaxone (Seftriakson) NYS: Nistatin, Maun
Whitney-U testi sonuclarina gore: S: Sinerjik etki, E: Additive etki, A: Antagonistik etki



Sekil 3.18. E. coli bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine ait ekstraktin
etkisi, 2. Pistacia terebinthus+NYS antibiyotigin, 3. Pistacia terebinthus

+CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus+CAZ antibiyotiginin kombine
kullanimi1 sonucu olusan zon

Sekil 3.19. Staphylococcus aureus bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine

ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3.

Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.20. Streptococcus mutans bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3.

Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.21. Klebsiella pneumonia bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3.

Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.22. Listeria monocytogenes bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3.
Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.23. Trychophyton rubrum mantarina karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3.

Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.24. Micrococcus luteus bakterisine karsi; 1. Pistacia terebinthus bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS antibiyotigin, 3. Pistacia

terebinthus + CRO antibiyotigi, 4. Pistacia terebinthus + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.25. Pseudomanas aeruginosa bakterisine karsi;l. Pistacia terebinthus
bitkisine ait ekstraktin etkisi, 2. Pistacia terebinthus + NYS
antibiyotigin, 3. Pistacia terebinthus + CRO antibiyotigi,
Pistaciaterebinthus + CAZ antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu

olusan zon
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3.2.3. Conyza bonariensis bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Cizelge 3.9°da gorildugi gibi %5’°lik Conyza bonariensis ekstraktinin; Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumonia bakterilerinin iremesine karsi
inhibe edici bir zon olusturmadig1 gozlendi (Sekil 3. 26-31). Bu sonuca gore Conyza
bonariensis bitkisinin ekstraktina kars1 bakterilerin direncli oldugu yorumu
yapilabilir. Ayrica bu bakterilerde Conyza bonariensis ekstrakti Seftazidim,
Seftriakson ve Nistatin antibiyotiklerine uygulandiginda beklenen zon capi ile
gozlenen zon ¢ap1 arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Additive
etki) (p > 0,05).

Calismada kullanilan 3 bitki arasindan Listeria monocytogenes’e karst zon olusumu
(Sekil 3.32) sadece Conyza bonariensis bitkisinin ekstraktinda gozlendi (17 mm).
Buna ragmen Listeria monocytogenes’de Conyza bonariensis ekstraktinin Seftazidim
ve Seftriakson antibiyotikleriyle uygulandiginda beklenen zon ¢api ile gozlenen zon
cap1 arasindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunurken (Antagonistik etki)
(p<0,05). Nistatin antibiyotigi ile kullanilmasi sonucu anlamsiz etki gozlendi
(Additive etki) ( p > 0,05). Bir fungus olan Trychophyton rubrum’da ise Conyza
bonariensis ekstraktinin kullanilan Nistatin antibiyotigine yakin bir zon olusturdugu
gozlendi (17 mm) (Sekil 3.32). Ayrica Nistatin antibiyotigi ile kombine kullanimi
sonucu beklenen degerden daha dusiik bir sonu¢ gozlendiginden antagonistik etki
tespit edildi ( p < 0,05).
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Cizelge 3.9. Conyza bonariensis bitkisinin antimikrobiyal aktiviteleri

INHIBISYON ZONLARI (MM)
ETKI
Db BEKLENEN GOZLENEN
Mikroorganizmalar BE BE+SAD BE+SAD
%5 CAZ CRO NYS CAZ CRO NYS
*> | CAZ | CRO | NYS + # + + + # CAZ | CRO | NYS

BUY BUY BUY BUY BUY BUY
Escherichia coli - 30 21 - 30 21 - 30 18 - E E E
Micrococcus luteus - 31 30 - 31 30 - 27 32 - E E E
Staphylococcus aureus - 9 11 - 9 11 - 10 11 - E E E
Listeria monocytogenes 17 33 32 - 50 49 17 35 35 15 A A E
Streptococcus mutans - 19 20 - 19 20 - 21 18 - E E E
Pseudomonas aeruginosa - 35 33 - 35 33 - 33 34 - E E E
Klebsiella pneumonia - 32 - - 32 - - 30 - - E E E
Trychophyton rubrum 17 - - 23 17 17 40 16 15 30 E E A

BE: Bitki ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu, SAD: Standart antibiyotik diskinin olusturdugu inhibisyon zonu, UAOG: Bitki ekstrakt1 ve
standart antibiyotik diskinin birlikte kullanildiginda olusmasi gereken inhibisyon zonu, UAQO: Bitki ekstrakti ve standart antibiyotik diskinin
birlikte kullanildiginda olusan inhibisyon zonu, CAZ:Ceftazidime (Seftazidim), CRO: Ceftriaxone (Seftriakson) NYS: Nistatin, Maun
Whitney-U testi sonuclarina gore: S: Sinerjik etki, E: Additive etki, A: Antagonistik etki



Sekil 3.26.E. coli bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait ekstraktin etkisi,
2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza bonariensis + CRO
antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ antibiyotiginin kombine
kullanim1 sonucu olusan zon

Sekil 3.27.Staphylococcus aureus bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza
bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.28.Micrococcus luteus bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza
bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.29.Streptococcus mutans bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza
bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.30. Pseudomanas aeruginosa bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza

bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.31. Klebsiella pneumonia bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza

bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon
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Sekil 3.32. Listeria monocytogenes bakterisine karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine
ait ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza
bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

Sekil 3.33. Trychophyton rubrum mantarina karsi;1. Conyza bonariensis bitkisine ait
ekstraktin etkisi, 2. Conyza bonariensis + NYS antibiyotigin, 3. Conyza
bonariensis + CRO antibiyotigi, 4. Conyza bonariensis + CAZ
antibiyotiginin kombine kullanimi sonucu olusan zon

85



4. TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. TARTISMA

Giliniimiizde modern yasantinin getirdigi avantajlar insanlarin kirsal yasamdan kentsel
yasama yonelmesine neden olmaktadir. Bu yonelmenin avantajlari oldugu kadar
dezavantajlar1 da vardir. Sehir yasaminda insanlarin maruz kaldig: stresli is ortam,
kimyasal maddeler, endiistri ve sanayilesmenin sebep oldugu ¢evre ve hava kirliligi
gibi faktorler insan yasantisini olumsuz yonde etkilemektedir. Insan saghigini tehdit
eden bu faktorlerin hayatimiza girmesi bircok hastaligin artisina sebep olmaktadir.
Guntumiizde hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik yapili 1ilaclarin  yan
etkilerinden dolay1 insanlar dogal sifa kaynaklarina yonelmislerdir. Bu nedenle
yillardan beri kirsal kesimlerde yasayan halk tarafindan g¢esitli amaglarla kullanilan
bitkilerin faydasi ve tedavi edici 6zelliginin bilimsel agidan sinanmasina yonelik

calismalar hiz kazanmstir.

Arastirmacilar dogal kaynaklardan elde edilen bilesenlerin biyolojik etkisini test etmek
amaciyla bircok yontem gelistirmistir. Bu testlerden siklikla kullanilan bir tanesi de
Drosophila melanogaster ile yapilan Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART)’dir. SMART yontemi kimyasal maddelerin mutajenik ve rekombinojenik
etkilerine bakmakla kalmayip, antigenotoksite tayininde de kullanilmaktadir. Bu
arastirmada 6zellikle Turkiye nin giiney bolgelerinde yaygin olarak kullanilan Myrtus
communis, Pistacia terebinthus, Conyza bonariensis bitkilerinin genotoksik ve
antigenotoksik etkisi Drosophila melanogaster (mwh X flr)’da Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART) ile smanmistir. Ayrica arastirmada kullanilan
bitkilerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde Disk Difiizyon Teknigi
kullanilmistir. Bu teknigin amaci bitkinin mikroorganizmalarin tiremesi lizerindeki
etkisini saptamaktir. Bu calismada Myrtus communis, Pistacia terebinthus, Conyza
bonariensis bitkilerinin bakteri ve funguslar {izerinde etkisine bu yontemle bakild.

Ayrica bitki ve 1lag etkilesimleri de tespit edildi.
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Bu calismay1 konu alan bitkilerin bazilar1 arastirmacilar tarafindan da kullanilmistir:
Ornegin, Hayder vd. (2008), Myrtus communis bitkisinin yapraklarindan hazirlanan
hekzan, kloroform, metanol ve etil asetatl ekstraktlarin antimutajenik etkisini
Salmonela/Mikrozom test yontemi ile arastirmislardir. Calismada farki ¢oziiciilerle
hazirlanan bitki ekstraktlarinin hepsi AFB-1 ve Sodium azide ile indiiklenen
mutajeniteye karsi koyucu bir etkiye sahipken en 1yi antimutajenik aktiviteyi metanol
ve etil asetat ekstraktinin gosterdigi bulunmustur (116). Yine baska bir ¢alismada
Mersin bitkisinin yapraklarindan hazirlanan hekzan, kloroform, metanol, etil asetat ve
su ile hazirlanan ekstraktin yaninda ugucu yagmin da antigenotoksik aktivitesini
Escherichia coli PQ37°de SOS kromotesti kullanarak saptamaya c¢alismiglardir.
Onceki calismalarinda goriildiigii gibi Aflatoxin B1’in mutajen etkisine kars1 en iyi
korumay1 metanol ve etil asetat ekstraktinin gosterdigi bulunmustur. Ayrica metanol
ve sulu ekstraktinin ise Nifuroxazide karsi oldukca onemli bir antigenotoksik
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Metanol, etil asetat ve sulu ekstraktinin
1se serbest radikalleri siipiiriicti etkisi bulundugunu belirtmislerdir (23). Bu ¢alismada
1se Mersin bitkisinin (Myrtus communis) sulu ektraktinin antigenotoksik varligini
saptamak amaciyla Drosophila  melanogaster’da  Somatik  Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART) kullanildi. Calisma bulgulari SOS kromotesti ve
Salmonela/Mikrozom test yonteminde belirlenen onceki sonuglar ile uyumlu bulundu.
Myrtus communis’in sulu ekstraktinin kullanilan 3 dozunun da (0,5 mL, 2.5 mL, S5SmL)
Aflatoxin Bl ile kombine olarak larvalara uygulanmasi sonucu ergin bireylerdeki
gozlenen hayatta kalis ytizdesi, Aflatoxin B1’e gore hayatta kalis ylizdesini arttirdigi

saptandi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Toplam mutasyon gozlenen kanat yiizdesi bakimindan Myrtus communis ekstraktinin
SmL’lik dozu Aflatoxin B1’in olusturdugu toplam mutat klon sayisin1 azaltmada en 1y1
etkiy1 gosterdi ve bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Daha 6nce yapilan
calisma sonucglarina paralel olarak Mersin bitkisinin sulu ekstraktinin antigenotoksik
etkiye sahip oldugu belirlendi. Ayrica uygulanan sulu ekstraktin ml cinsinden miktari

arttikca toplam mutant klon sayisinin azaldigi tespit edildi.
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Calisma sonunda mikroskop analizleri sirasinda en fazla rastlanan mwh tipi mutasyon
iken, en az rastlanan mutasyon tipi ise ikiz benek olmustur. Mutasyon tiplerinin
bulunma siklig1 ile ilgili bu sonuglar daha one yapilan ¢alisma sonuglari ile uyum
icerisinde bulundu (147).

Bakirel vd. (2003), Pistacia terebinthus bitkisinin kurutulmus meyvesinin deneysel
hiperkolesterolemi olusturulan tavsanlarda olasi farmakolojik ve toksikolojik etkilerini
incelemisler, biyokimyasal veriler yoniinden bitkiden kaynaklanan herhangi bir toksik
etkiye rastlanmadiklarini belirtmislerdir. Bu sonucu Pistacia terebinthus meyvelerinin
doymamis yag asitlerinin yani1 sira fenolik bilesiklerden katesik tanen ve
flavonoidlerin varligina baglamislardir. In vivo ve in vitro oksidasyon modeli
kullanilarak yapilan calismalarda katesinlerin bitki fenolleri icinde en giicli
antioksidanlar oldugunu belirmislerdir (31). Bu calismada da ise, Pistacia terebinthus
bitkisinin antigenotoksik aktivitesi Drosophila melanogaster (mwh X flr)’da Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile arastirildi. Pistacia terebinthus
bitkisi ile beslenen larvalardan ¢ikan ergin bireylere ait sonuglar su kontrol grubu ile
karsilagtirildi. Istatistiksel hesaplamalara gore; Pistacia terebinthus’un 0,5 mL’lik
dozu genotoksik olarak negatif bulunurken, 2,5 ve 5 mL’lik dozlar1 ise zayif pozitif
olarak bulundu. Sonucun zayif pozitif olmasi toplam mutasyon frekansinin su kontrol
grubu ile birbirlerine ¢ok yakin olmalarinin sonucudur. Daha 6nce yapilan calismaya
uygun olarak bu calismada da Pistacia terebinthus bitkisinin su ile hazirlanan

ekstraktinin genotoksik olmadigi bulundu.

Pistacia terebinthus bitkisinin sulu ekstraktinin kullanilan 3 dozuda da (0,5 mL, 2.5
mL, SmL) Aflatoxin B1’e gore hayatta kalis ylizdesini istatistiksel olarak anlamli
olamamkla birlikte kismen arttirdi. Ayrica Pistacia terebinthus ekstraktinin uygulanan
her 3 dozunda da toplam mutasyon frekansinda azalma oldu fakat bu azalma
istatistiksel olarak onemli bulunmadi Bu sonuglara gore Pistacia terebinthus
bitkisinin uygulanan her 3 dozu da genotoksik etkiye sahip olmadigi gibi AF B1l’in

mutajen etkisine karsi koruyu bir antigenotoksite aktiviteside gostermedi.
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Conyza bonariensis bitkisinin toprak tistii organlar1 antiseptik, antioksidan, hemostatik
ve kas gevsetici ozelliklerinden dolayr modern tipta kullanildigi bilindigi halde
(39,40), literatiirde genotoksik ve antigenotoksik aktivitesi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu c¢alismada Conyza bonariensis bitkisinin sulu ektraktinin
antigenotoksik etkisi smamak amaciyla Drosophila melanogaster’da Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) kullanildi. Conyza bonariensis
bitkisinin kullanilan 3 dozunda da (0.5 mL, 2.5mL ve 5 mL) toplam mutant kolon
sayist bakimindan su kontrol grubuna kiyasla genotoksik etkinin negatif oldugu tespit
edildi. Ayrica hayatta kals ytizdesi, mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ve toplam
mutasyon yiizdesi bakimindan su kontrol grubuna gore faklilik istatistiksel olarak
onemsiz bulundu. Bu sonuclara gore Comnyza bonariensis bitkisinin kullanilan 3
dozunun da genotoksik aktivitesi saptanamadi. Antigenotoksik aktivitesine bakilan
Conyza bonariensis bitkisin 0,5 mL, 2.5 mL, SmL dozlarin1 2.5 mL aflatoxin B1 ile
kombine uygulandi. Antigenotoksik etkiyi belirlemek amaciyla aflatoxin B1 ile

kiyaslandiginda bulunan sonuglara gore:

Conyza bonariensis’ in uygulanan 3 dozunun da aflatoxin B1’in azalttig1 hayatta kalis
yuzdesini arttirdigi, fakat bu artisin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu bulundu.
Ayrica Coyza bonariensis’in 5 mL’lik dozu mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ve
toplam mutant klon sayisini azaltmada en 1y1 aktiviteye sahip oldugu bulundu, bunu
sirastyla 2.5 ve 0,5 mL’lik dozlarin takip ettigi belirlendi. Bu sonucglara Cony:za
bonariensis’in kullanilan dozu arttikga toplam mutasyon yiizdesinde bir azalma
oldugu gozlendi. Bu veriler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, Conyza
bonariensis bitkisinin yapraklarindan hazirlanan sulu ekstraktin antigenotoksik oldugu

tespit edildi.

Bitkiler antigenotoksik aktiviteleri yaninda antimikrobiyal aktiviteye de sahiptirler.
Yillardan beri bir¢ok bitki antibakteriyel, antifungal, antiseptik 6zelliklerinden dolayli
tibbi amacli ve gidalara koruyucu olarak kullamlmaktadir. Ozellikle son zamanlarda
sentetik 1ilaglara mikroorganizmalarin hizla diren¢ kazanmasi insanlar1 bitkilere

yoneltmistir.
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Bitkiler mikroorganizmalara karsi farkli olarak gelisen direng mekanizmalarini
kullanirlar;
e Bitkiler mikroorganizmalar1 o6ldirmek i¢in 1ilaglarla sinerjik aktivite
gosterebilirler bu durumda bitkilerle ilaglarm kullanimi tedaviyi hizlandirir.
e Bitkiler antibiyotikler1 wuzaklastiran direncli bakteriyel suslarin efflux
pompalarinin hareketini inhibe edebilirler
e Bitkiler antibiyotikleri etkisiz hale getiren bakteriyel enzimleri inhibe edebilir.
Bitkilerin ve bitki bilesenlerinin ¢ogunlugunda bu mekanizmalarin her biri i¢cin
kanit bulunmustur (145). Bitkilerin bu olumlu etkilerinin yaninda yan etkileri
ve ilaclarla birlikte kullanildiginda meydana gelebilecek ila¢ etkilesimlerine

(antagonistk etki) dikkat edilmesi insan saglig1 bakimindan faydali olacaktir.

Al-Anbor1 vd. (2008), Myrtus Communis’in yapraklarindan hazirlanan etanolik
ekstraktin tikiriikte bulunan Streptococcus mutans bakterisi tizerinde antibakteriyel
etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismada ise yine ayni bakteri tizerinde daha
once yapilan calismaya paralel olarak Myrtus communis’in su ile hazirlanan ekstrakti

13 mm c¢apinda bir inhibisyon zonu olusturmustur (115).

Ozcan ve Erkmen (2001) yaptiklar1 calismada Mytrus communis bitkisinin ugucu
yagmin %1, % 5 ve %15 hazirlanan konsantrasyonlarda Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus’a karst zon olusturmadigini gozlemlemislerdir. (122). Buna
ragmen Akin vd. (2001) 1se Mytrus communis ugucu yagmin E. Coli’ye karsi 12 mm
capinda zon olusturdugunu, Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve Pseudomanas

aeruginosa’ ya karsi zon olusturmadigi gozlemlemislerdir (124).

Diilger ve Goniiz (2004) Mytrus communis bitkisinin etanolik ekstraktinin
Staphylococcus aureus ACCTT6538P ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27852
suslar1 tizerinde 20 mm, Listeria monocytogenes ATCC 15313 susu tizeride 34 mm ve
Micrococcus luteus CCM 169 tizerinde 22 mm ¢apinda inhibisyon zonu olustururken,
Klebsiella pneumonia tizerinde zon olusturmadigi gozlenmistir (119). Monsouri vd.
(2001) ise Myrtus communis bitkisinin metanol ekstraktinin Staphylococcus aureus

PTCC 1112 susu lizerinde 18 mm, Micrococcus luteus PTCC 1109 susu iizerinde
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17mm, Listeria monocytogenes PTCC 1295 susu tizerindel2 mm ve E. coli tizerinde

12 mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugunu bulmuslardir (125).

Bu calismada 1se Myrtus communis’in sulu ekstraktinin; Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes’in lremesine karsit hi¢cbir zon
olusturmadig1 gozlendi. Buna ragmen Micrococcus luteus’a karsi 24 mm,
Pseudomonas aeruginosa’ ya karst 17mm, Klebsiella pneumonia’ya karst 12 mm
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. % 5’°lik Myrtus communis ekstraktmin Trychophyton
rubrum’a kars1 yiiksek seviyede antifungal aktivite (23 mm) saptandi. Bu etki
kullanilan fungus antibiyotiginin (Nistatin) zon ¢apina esittir. Ayrica bu caligmada
diger calismalardan farkli olarak bitkilerin ilag¢ etkilesimlerine bakildl. Myrtus
communis bitkisinin sulu ekstarktinin Seftazidim, Seftriakson antibiyotigi ile
kullanilmast Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes
bakterilerinde beklenen zon ¢ap1 ile gozlenen zon ¢api arasinda farklilik olmadig:

tespit edildi (Additive etki).

Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia bakterilerine karst Myrtus communis ekstrakti Seftazidim antibiyotigine
uygulandiginda antagonistik etki tespit edildi. Seftriakson antibiyotiklerine
uygulandiginda da Klebsiella pneumonia bakterisinde additive etki goriiliirken, diger
mikroorganizmalarda antagonistik etki varligi saptanmis. Trychophyton rubrum’ da
da Nistatin antibiyotigi ile kombine kullanilmasi beklenen zon ¢apini azaltmis ve

antagonistik etki ortaya ¢ikmustir.

Erecevit (2007) Pistacia terebinthus bitkininin kloroform ekstraktinin Staphylococcus
aureus’ a karst 17mm inhibisyon zonu olusturdugunu tespit etmistir. Ayrica
Escherichia coli’ ye kars1 16 mm ve Trychophyton rubrum’ a karsi 21 mm inhibisyon
cap1l olustugunu gozlemlerken (117), Keles vd. (2001) ise Pistacia terebinthus
bitkininin etanol ekstraktinin Staphylococcus aureus COWANI1 susu tizerinde 10mm
zon ¢ap1 olusturdugunu, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumonia

bakterisinin tiremesini engelleyici etki gostermedigini bulmuslardir (123).
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Kiveak vd.(2002) Escherichia coli ATCC 29998 susu tizerinde 8 mm ve Escherichia
coli ATCC 11230 susunda 7 mm inhibisyon zonu olusturdugu, Escherichia coli ATCC
25922 susunda ise herhangi bir inhibisyon zonuna rastlanmadigini belirtmislerdir.
Ayrica Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
suslarinin her ikisinde de 8 mm ATCC 12228, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
susunda ise 7 mm zon ¢ap1 gozlemlemislerdir (146). Bu calismada ise, hazirlanan sulu
ekstrakt Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’ un tiremesini inhibe edemezken,
Pseudomonas aeruginosa tizerinde 10 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdu. Ayrica
calismada kullanilan diger bakteri ve mantarlardan Streptococcus mutans, Klebsiella
pneumonia, Listeria monocytogenes ve Trychophyton rubrum’ un lremesine karsi
hicbir zon olusturmadigi, Micrococcus luteus tizerinde 13mm inhibisyon zonu

olusturdugu tespit edildi.

Bulgularimiz bazi ekstraktlarin bakteriler ve fungiler tizerinde antimikrobiyal etkisinin
bulundugunu ortaya koymaktadir. Ancak bu ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri
cesitlilik gostermekte olup, test edilen mikroorganizmalarin tiriine gore farklihik
gostermistir. Bu farklilasmanm bitkinin sahip oldugu kimyasal kompozisyonundan,
kullanilan mikroorganizma tiiriinden ve yontemdeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
dustintilmektedir (147).

Diger calismalardan farkli olarak Pistacia terebinthus bitkisinin %5 ekstraktinin
ilaclarla kombine kullanimi sonucu olusan etkisine bakildiginda Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Klebsiella pneumonia, Listeria
monocytogenes bakterileri ve Trychophyton rubrum fungusu i¢in menengic ekstrakti,
Seftriakson ve Nistatin antibiyotikleri ile uygulandiginda additive etki gosterdi
Seftazidim antibiyotigi ile kombine kullanimi sonucu Klebsiella pneumonia haricinde
bakteri ve mantarlarda gozlenen etki additive iken, Klebsiella pneumonia’ da

antagonistik etki gozlendi.

Pistacia terebinthus’ un Seftazidim, Sefiriakson antibiyotigi ile kullanilmasi
Micrococcus luteus tizerinde olusan inhibisyon zonun beklenen degerden istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltarak antagonistik etki yaratti. Nistatin antibiyotigi ile

kullanim1 sonucunda ise Additive etki gozlendi.
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Conyza bonariensis bitkisinin ekstraktinin Cloudosporium cucumerinum, tizerinde
antifungal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica Sercinea lutea bakterisi tizerinde

de antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir (148).

Bu calismada ise; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumonia
bakterilerinin liremesine karsi inhibe edici bir zon olusturmadigi gozlendi. Calismada
kullanilan 3 bitki arasindan Listeria monocytogenes’e karst zon olusumu sadece
Conyza bonariensis bitkisinin ekstraktinda tespit edildi (17 mm). Ayrica Conyza
bonariensis ekstraktinin Trychophyton rubrum fungusuna karsi olsturdugu etki

Nistatin antibiyotigine yakin bulundu (17 mm).

Conyza bonariensis ekstraktinin Seftazidim ve Sefiriakson antibiyotikleriyle
uygulandiginda  Listeria  monocytogenes’de  antagonistik etki  gozlenirken,
Trychophyton rubrum’da da Nistatin antibiyotigi ile kullanilmasi sonucu antagonistik
etki yaratmistir. Calismada kullanilan diger bakterilerde ise bitki ekstraktinin

antibiyotiklerle kullanimi sonucu olumsuz etki gozlenmedi.

Yapilan calismalarda da belirtildigi gibi (1), bitki ve bitki tirtinlerinin herhangi bir
mikroorganizmay1 inhibe edici etkisi mevcutken, ilaclarla beraber kullanildiginda
potansiyel ila¢ etkilesiminin ve yan etkilerin meydana gelebilecegine dikkat edilmesi
gerektigi belirtilmistir. ifade edilen sonuca benzer olarak yapilan bu calismada
kullanilan bitkiler ile ilaglar arasinda herhangi bir sinerjik etkiye rastlanmazken,

additive ve antagonistik etkiler gozlendi.
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4.2. SONUCLAR

Bu calismanin sonucunu kisaca 6zetleyecek olursak;

1.

Mersin bitkisinin sulu ekstraktinin 3 dozununda hayatta kalis ylizdesini
arttirdigr ve toplam mutant klon sayisi azalttigi tespit edildi. Kullanilan
ekstraktin mL cinsinden degeri arttik¢a toplam mutasyon frekansinda azalma
saptanirken en 1y1 etkiyi 5 mL Myrtus communis ekstrakti gosterdi. Bu sonuca
gore; Myrtus communis bitkisinin su ile hazirlanan ekstraktmin antigenotoksik

aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Pistacia terebinthus bitkisinin sulu ekstraktinin kullanilan 3 dozu da hayatta
kals ylizdesini arttirmustir. Ayrica Pistacia terebinthus ekstraktinin uygulanan
her 3 dozunda da toplam mutasyon frekansinda azalma gozlendi fakat bu
azalma istatistiksel olarak onemli bulunmadi. Bu sonuglara gore Pistacia
terebinthus bitkisinin uygulanan genotoksik etkiye sahip olmadigi gibi AF
BI’in mutajen etkisine karsi koruyu bir antigenotoksik aktivitesinin de

olmadig1 saptandi.

Coyza bonariensis’ in uygulanan 3 dozunun da aflatoxin B1’in azalttig1 hayatta
kalis yilizdesini kismen arttirdigi halde bu artis istatistiksel olarak onemli
bulunmadi. Sonuglara gore, Conyza bonariensis’in kullanilan dozu arttik¢a
toplam mutasyon yiizdesinde bir azalma oldugu gozlendi. Bu veriler arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli olup, bu bitkinin sulu ekstraktin antigenotoksik

etkiye sahip oldugu tespit edildi.

Myrtus communis’in sulu ekstraktinin; Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Listeria monocytogenes’ in iremesine karsi hi¢bir zon olusturmadigi
gozlenirken, Micrococcus Iuteus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia’ ya karst inhibisyon zonu olusturdu tespit edildi. Ayrica
Trychophyton rubrum’a karsi da yiiksek seviyede antifungal aktivite gosterdigi
bulundu. Myrtus communis bitkisinin sulu ekstarktinin Seftazidim, Seftriakson

antibiyotigi 1le kullanilmasi Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
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Listeria monocytogenes bakterilerinde beklenen zon cap1 ile gozlenen zon ¢ap1
arasinda farkhilik olmamustir (Additive etki). Trychophyton rubrum’da da
Nistatin antibiyotigi ile kullanilmasi beklenen zon c¢apini azaltmis ve
antagonistik etki ortaya ¢cikmustir. Micrococcus luteus, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia bakterilerine karsi Myrtus
communis ekstrakti1 Seftazidim antibiyotigine uygulandiginda antagonistik etki
tespit edildi. Sefiriakson antibiyotiklerine uygulandiginda da Klebsiella
pneumonia bakterisinde additive etki gorilirken, diger mikroorganizmalarda

antagonistik etki varligi saptandi.

Pistacia terebinthus bitkisinden hazirlanan sulu ekstrakt Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Klebsiella pneumonia, Listeria
monocytogenes ve Trychophyton rubrum’un iremesini inhibe edemezken,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus tizerinde inhibisyon zonu
olusturdu. Pistacia terebinthus ekstraktinin ilaglarla kombine kullanimi sonucu
olusan etkisine bakildiginda Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Klebsiella pneumonia, Listeria monocytogenes
bakterileri ve Trychophyton rubrum fungusu ig¢in, Seftriakson ve Nistatin
antibiyotikler1 ile uygulandiginda additive etki gosterdigi saptandi. Seftazidim
antibiyotigi ile kombine kullanimi sonucu Klebsiella pneumonia haricinde
bakteri ve mantarda gozlenen etki additive iken, Klebsiella pneumonia’da
antagonistik etki gozlendi. Pistacia terebinthus’ un Seftazidim, Seftriakson
antibiyotigi ile kullanilmast Micrococcus luteus tizerinde olusan inhibisyon
zonu beklenenden daha az bulundugundan, antagonistik etki yarattigi tespit

edildi. Nistatin antibiyotigi ile kullanimi sonucunda 1se Additive etki gozlendi.

Conyza bonariensis ekstraktinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa ve
Klebsiella pneumonia bakterilerinin tiremesine karsi inhibe edici bir zon
olusturmadig1 gozlendi. Antimikrobiyal aktivitesi smanan 3 bitki arasindan
Listeria monocytogenes’e karst zon olusumu sadece Conyza bonariensis
bitkisinin ekstraktinda tespit edildi Ayrica Trychophyton rubrum’a karsi da zon

olusumu saptandi. Conyza bonariensis ekstraktinin Trychophyton rubrum
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fungusuna kars1 olsturdugu etki Nistatin antibiyotigine yakin bulunmustur.
Bitkinin ekstrakt1 Seftazidim ve Seftriakson antibiyotikleriyle uygulandiginda
Listeria monocytogenes’de antagonistik etki gozlenirken, Nistatin antibiyotigi
ile kullanilmas1 sonucu additive etki tespit edildi. Calismada kullanilan diger
bakterilerde ise bitki ekstraktinin antibiyotiklerle kullanimi sonucu olumsuz
etki gozlenmedi. Trychophyton rubrum’™un Nistatin antibiyotigi ile

kullaniminda ise zon ¢apinin azalmasindan dolay1 antagonistik etki saptandi.

Bu ¢alismada antibakteriyel ve antifungal etkine bakilan Myrtus communis, Conyza
bonariensis,  Pistacia  terebinthus  bitki  ekstraktlarmin adi  gecen test
mikroorganizmalar1 tizerine farkli degerde antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
oldugu tespit edilmistir. Fakat ¢alisma sonucunda da goriildiigi gibi bu bitkilerin
antibiyotiklerle kombine kullanimi1 ilacin etkisinde azalmaya neden oldugu
gorilmustir. Myrtus communis ve Conyza bonariensis bitkilerinin anlaml
antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Halk arasinda farkl amaglarla
yaygin olarak kullanilan bu bitkilerin etkileri bilimsel metodlarla daha kapsamli bir

sekilde sinanmali ve faydalar1 agikliga kavusturulmalidir.
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