T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRESININ HELICOBACTER
PYLORI YE KARSI ANTIMIKROBIYAL ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Tezi Hazirlayan
Ersin KARABULUT

Tezi Yoneten
Yrd. Do¢. Dr. Esma KAYA

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

OCAK 2011
KAYSERI



T.C.

ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRESININ HELICOBACTER
PYLORI YE KARSI ANTIMIKROBIYAL ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Tezi Hazirlayan
Ersin KARABULUT

Tezi Yoneten
Yrd. Do¢. Dr. Esma KAYA

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Bu calisma Erciyes Universitesi Arastirma Fonu tarafindan TSY- 09- 934 nolu
proje ile desteklenmistir.

OCAK 2011
KAYSERI



I

Yrd. Dog¢. Dr. Esma KAYA’ nin danismanhiginda Ersin KARABULUT tarafindan
hazirlanan  “Propolisin  etanolik ekstresinin  Helicobacter pylori’ye karsi
antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi” adli bu galisma, jlirimiz tarafindan Erciyes
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ nda
Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

13/01/2011

Bagkan : Dog. Dr. Hatice OZBILGE
Uye : Dog. Dr. Gokg¢en YUVALI CELIK
Uye : Yrd. Dog. Dr. Esma KAYA (Danigman)
ONAY:
Bu tezin kabulii Enstitli Yonetim Kurulunun .................... AT VR ooonnns say1lt
karar1 ile onaylanmustir.
....... « SN S

Enstitii Mﬁdiirii
Prof. Dr. Saim OZDAMAR



III

TESEKKUR

Egitimim ve tez calismam siiresince degerli emeklerini ve katkilarimi esirgemeyen
danmisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Esma KAYA ve Anabilim Dali Bagkanim Dog. Dr.
Hatice OZBILGE’ ye tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica caligmam siiresince destegini her an yanimda hissettigim sevgili aileme ve

projemin yiiriitiilmesindeki katkilarindan dolay1 Derya AKKUS a tesekkiir ederim.

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Yiiksek Lisans Tez
Projesi ile desteklenmistir. Maddi desteklerinden dolay1 Erciyes Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi’ ne tesekkiir ederim.



v

PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRESININ HELICOBACTER PYLORI YE KARSI
ANTIMIKROBIYAL ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Helicobacter pylori, gastrit, duodenal ve peptik iilser, gastrik karsinoma ve mukoza ile
iligkili lenfoid doku lenfomas: gibi pek ¢ok gastrointestinal sistemle ilgili hastaliklara
neden olmaktadir. Giinimiizde H. pylori’nin eradike edilmesi i¢in ¢esitli ¢oklu
antibiyotik rejimleri kullanilmakta, ancak gerek antibiyotik kullaniminda yan etkilerin
gozlenmesi, gerek bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gelistirmeleri ve gerekse istenilen
yanitin her vakada alinamamasi yeni tedavi arayislarinin ortaya ¢ikmasima ve boylece

dogal kaynaklara yonelimin hizlanmasina neden olmustur.

Propolis, bal arilar1 tarafindan bitkilerden toplanan dogal bir iiriin olup, antimikrobiyal,
antioksidan, antitimoral, antiinflamatuar gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu
bilimsel caligmalarla gosterilmistir. Bu ¢alismada, Kayseri ve ¢evresinden toplanan
propolisin H. pylori iizerine antimikrobiyal aktivitesinin in vitro olarak arastirilmasi
amaclanmustir.

Calismada, propolisin etanol ile hazirlanan ektresi kullanildi. Propolisin etanolik
ekstraktinin 16-1024 ug/ml araliginda iki kat artan konsantrasyonlar1 hazirland1 ve H.
pylori tizerine antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon ve agar diliisyon yOontemleri
kullanilarak arastirildi. Disk diflizyon testine gore 64 pg/ml ve iizeri
konsantrasyonlarda belirgin inhibisyon zon c¢aplar1 goézlenirken, agar diliisyon
yonteminde minimal inhibitdr konsantrasyon 128 pg/ml olarak belirlendi.

Sonug¢ olarak Kayseri ve cevresinden toplanan propolisin H. pylori’ye etkili oldugu
gosterilmis olup, bu calismanin propolisin H. pylori eradikasyonunda kullanimi ile

ilgili deneysel ve klinik ¢aligmalarm Oniinii acacagi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, propolis, antimikrobiyal aktivite



INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF ETHANOLIC EXTRACT OF
PROPOLIS AGAINST HELICOBACTER PYLORI

ABSTRACT

Helicobacter pylori is associated with gastritis, duodenal and peptic ulsers, gastric
carsinoma and mucosa associated lymphoid tissue lymphoma. Today, in order to
eradicate H. pylori, various multi antibiotic types are used but due to the observation of
side effects in antibiotic usage, and the resistance development of bacteria against these
antibiotics and not getting the demanded results in every event have caused searching
new treatment forms and thus this has caused orientation to natural sources.

Propolis is a natural product which is collected from various plants by honey bees. It
has been reported to possess various biological activities such as antibacterial,
antioxidant, antitumoral and antiinflammatory. In this study, the antimicrobial activity
of propolis collected from Kayseri and its around was investigated against H. pylori.

In this study, it was used ethanolic extract of propolis. It was prepared two fold
concentrations between 16-1024 pg/ml and was investigated the antimicrobial activity
against H. pylori by disc diffusion and agar dilution methods. According to the disc
diffusion test, while there were distinctive inhibition zone diameters in concentrations
of 64 pug/ml and higher, minimal inhibitor concentration was 128 pug/ml according to
agar dilution method.

Consequently, it was demonstrated that propolis collected from Kayseri and it’s a round
area was effective against H. pylori and this study was considered to provide conducting

experimental and clinical trials on usage of propolis in H. pylori eradication.

Key words: Helicobacter pylori, propolis, antimicrobial activity
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1. GIRIS VE AMAC

Helicobacter pylori, diinya niifusunun yaklasik yarisinin sindirim sisteminde kolonize
halde bulunan spiral sekilli, gram-negatif, mikroaerofilik bir bakteridir. Tedavi
edilmedigi takdirde sindirim sisteminde yasam boyu varligini devam ettirmektedir. Bu
konu ile ilgili yapilan ilk calismalar sonucu H. pylori, midenin normal flora iiyesi
olarak kabul edilmisken, daha sonra bu bakterinin lokal inflamasyona ve sistemik

humoral bagisik yanita neden oldugu gosterilmistir (1, 2).

[Ik kez 1982 yilinda gastritli bir hastanin mide biyopsi &rneginden izole edilen H.
pylori, non-iilser dispepsi, peptik ve gastrik iilser, kronik gastrit ile adenokarsinom ve
mukoza ile iligkili lenfoid doku lenfomas1 (MALT) gibi gastrik kanserlerin gelisiminde
etken olarak kabul edilmektedir. Temmuz 1994’te Diinya Saghk Orgiitii tarafindan
Grup 1 (kesin) insan karsinojeni olarak tanimlanmustir (3, 4). Diinya niifusunun yaklasik
yarisinin bu mikroorganizma ile infekte olmas1 ve malignite gibi ¢ok ciddi hastaliklara
sebep olabilmesi nedeniyle H. pylori infeksiyonlarinin tani ve tedavisi oldukca
Oonemlidir.

Giiniimiizde H. pylori’nin eradike edilmesi i¢in cesitli coklu antibiyotik rejimleri
kullanilmakta, ancak gerek antibiyotik kullaniminda yan etkilerin gozlenmesi, gerek

bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gelistirmeleri ve gerekse istenilen yanitin her vakada



allmamamas1 yeni tedavi arayislarinin ortaya ¢cikmasina ve boylece dogal kaynaklara

yonelimin hizlanmasina neden olmustur (4, 5).

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan bitkilerden toplanan ve yiizyillar
boyunca halk arasinda tedavi amach kullanilmakta olan dogal bir iiriindiir. Propolisin
antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar ve immiinmodiilator gibi biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bircok bilimsel calisma ile gosterilmistir (6, 7). Propolisin
biyolojik aktivitesi toplandig1 cografik bolgeye gore degismekte olup bu calismada,
Kayseri ve ¢evresinden toplanan propolisin antihelikobakter aktivitesinin aragstirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HELICOBACTER PYLORI
2.1.1. Helicobacter pylori’ nin Tarihcesi

1975 yilinda Steer mide mukozasinda mukus tabakasmnin altinda gastritle ilgili
bakterilere dikkat cekmistir (8). Avustralya’da patolog olarak ¢alisgan Robin Warren, ilk
defa 1979 yilinda gastrik inceleme yaptig1 biyopsi orneklerinde kivrik bakterilerin var
oldugunu gozlemlemistir. Bu bakterilerin gastrik mukozada olmadigini ve dokuyu orten

mukus tabakasi icinde bulundugunu gozlemlemistir (9).

Helicobacter pylori ilk olarak 1982 yilinda Robin Warren ve Berry Marshall tarafindan
insan mide mukozasina ait endoskopik biyopsi Orneklerinden izole edilmis ve
Campylobacter pyloridis olarak adlandirilmistir (10). Bu arastirmacilar, gastrit ve peptik
tilserli 34 hastanin mide biyopsi 6rnegini Campylobacter bakterisi izole etmek amaciyla
Campylobacter Kiiltiir besiyerine ve ayni zamanda secici olmayan besiyerlerine ekerek
mikroaerofilik ortamda inkiibe etmisler ve 48 saat sonra yapilan kontrolde iireme
olmadigin1 gormiislerdir. Ancak bes giin sonra degerlendirdiklerinde, biyopsi
orneklerinin birinde Campylobacter’e benzer bol miktarda bakterinin {iredigini
saptamiglardir. Caligmanin devaminda 11 hastamin mide biyopsisinden benzer
mikroorganizmalar izole edilmistir. Bu bakteri, yapisal ve biyokimyasal bakimdan

bilinen hi¢bir mikroorganizmaya benzerlik gostermemistir (11).
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Goodwin ve arkadaslar1 ise 1989 yilinda yaptiklar1 16S rRNA analizleriyle bu
bakterinin Campylobacter cinsinden olmadigin1 gostermis ve H. pylori olarak yeniden
isimlendirmislerdir (12). Helikal yapis1 ve siklikla midenin pilor bolgesinden izole

edilmesi nedeniyle bu ad1 almustir (13).

Kronik aktif gastrit, duodenitis ve peptik iilser yillardir bilinmesine ragmen H. pylori

sozciigii ancak 1989 yilinda tanimlanmustir (14).

1994’te  Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan H. pylori’nin peptik iilser
hastaliginin en Onemli nedeni oldugu ve H. pylori ile infekte olan hastalarda bu
mikroorganizmanin prekanser6z olmasi nedeniyle eradikasyonunun yapilmasinin

gerekliligi bildirilmistir (10).
2.1.2. H. pylori’ nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

H. pylori, Spirillaceae familyasindan, virgiil, S veya spiral sekilli, sporsuz ve kapsiilsiiz
bir mikroorganizmadir. 0.5-1.0 pm x 2.5-4.0 um boyutlarinda olan bu mikroorganizma,
4-6 adet kilifli flagellaya sahiptir (Sekil 2.1). Gastrik mukus gibi viskdz ortamlarda
mikroorganizmanin hareketini saglayan flagellalar aym1 zamanda ug¢ kisimlarmdaki
siskinlikler ile H. pylori’'nin, Campylobacter cinsinden ayirimini saglamaktadir
(terminal bulb) (15). Flagellalarin bu 6zelligi bakteriye yogun (viskoz) sivilarda
tribuson seklinde daha rahat bir hareket sansi saglamaktadir (16). H. pylori yasamasi
icin gerekli ortam sartlariin saglanamadig in vitro kosullarda, gastrointestinal sistemde

kokoid veya sirkiiler sekiller alarak kendilerini koruyabilmektedirler (17).

H. pylori gram negatif, mikroaerofil bir bakteri olup oksidaz , katalaz ve lireaz enzimleri
icermektedir. Nemli ve %5-10 CO2’ 1i ortamda 37 °C’ de, 4-7 giinde 1 mm capinda,
seffaf, yuvarlak, S tipi koloniler olusturur (15). Zenginlestirilmis brain-heart agarda 33-
40 °C’ de ve pH 6.6-8.4 arasinda iyi iirer. Brain-heart infiizyon agar, brucella agar,
cukulata agar, colombia agar, skirrow gibi zenginlestirilmis besiyerleri H. pylori’ nin
tiremesi i¢in yeterlidir. Saponin igeren %7 at kanli ya da koyun kanli agara %1

isovitalex ilavesi iiremeyi hizlandirir (8).

IIk defa 1997°de H. pylori’ nin tiim genomu aciklanmistir. Buna gore H. pylori’ nin
genom uzunlugu 1.6- 1.73 Mb arasinda degisir. H. pylori izolatlarinin %40°1 uzunlugu

1.5-23.3 Kb arasinda degisen plazmidler igerirler (18).



Sekil 2.1. Helicobacter pylori’ nin genel goriiniimii

2.1.3. H. pylori infeksiyonunun Patogenezi

H. pylori kronik gastriti tetikleyen bir bakteridir ve peptik iilser ile distal gastrik
kanserler icin bilinen en giiclii risk faktoriidiir (19). Bakterinin esas olarak yerlestigi yer
midedir ve burada kronik bir infeksiyona yol acgar. Fakat ektopik gastrik mukoza,
gastrik metaplazi gibi gastrik tip epitel hiicresinin bulundugu duodenum, 6zofagus gibi
gastrointestinal sistemin herhangi bir bolgesine de yerlesebilir (20). Ancak, bakterinin
kolonize oldugu kisilerin sadece bir kisminda klinik hastalik gelismektedir (19). Bu
kolonizasyonu saglayan major faktorler midenin mikroaerofilik yapisi, mukusta yasama
ozelligi, spiral sekil, flajellalar ve iireaz aktivitesidir. Spiral seklin yol agtigr motilite ve
tireaz bunlardan en Onemlileridir. Mukus icinde serbest yasayabildigi gibi, bazen
mukozal epitelyal hiicrelere yapisabilir. Epitel hiicre yiizeyi ve intraepitelyal alanda; kan
grubu antijenlerine, lewis A ve lewis B antijenlerine, siyalize proteinlere, bag dokuda;
laminin, vitronektin ve kollajene baglanmip bu yapilarm biitiinliigiinii bozar (21). H.
pylori gastrik ortamda yasamini siirdiirebilmektedir. Sadece gastrik tipteki epitel
hiicrelerine yerlesir, barsak epitel hiicrelerine yerlesmez (22). H. pylori salgiladigi iireaz
enzimiyle CO2 ve NH4 olusturur. Bu iiriinler bakteriyi mide asidinden korur, mide
epiteli icin toksiktir. NHs hiicreler arast tutunmayi1 azaltr ve H. pylori'nin
sitotoksinlerinin etkisini arttirir, notrofillerin baglattigi mukozal hasar1 potansiyalize
eder. Ayrica gastritin kroniklesmesini ve iilser olusumunu provake eder. H. pylori
suslarmin %80’inde CagA geni ile kodlanan sitotoksin bulunmaktadir. Gen bdlgelerinin
kodladig1 proteinler epitelde tirozin fosforilasyonunu indiikleyerek inflamatuar cevabi
baslatan tirozin kinazi aktive ederler. Bu gen sadece VacA geni varliginda bulunur (21).

Tim H. pylori suslarinda bulunan VacA toksininin patogenezde 6nemli bir rolii oldugu
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gosterilmistir. Epitelde vakuolizasyon yapmasi, apopitozu indiiklemesinin disinda, asit
sekresyonunu inhibe edici, pepsinojen salgisini artirici, hiicre proliferasyonunu inhibe
edici, paraselliiler permeabiliteyi artirici, mitokondriyal hasar yapici etkisi vardir (23).
VacA geni tiim H. pylori suslarinda olmasina ragmen bakterilerin sadece %65’ inde aktif
sitotoksin proteini iiretir. Infekte kisilerde bu toksine karsi notralizan antikorlar
genellikle bulunur (21). H. pylori’nin antijen ¢esitliligi peptik iilser, kronik gastrit,
gastrik kanser ve MALT lenfomada birbirinden farkhidir. Farkli antijenler midede T

hiicre aracili immiin yanit1 uyarir (24).
2.1.4. H. pylori ile iliskili Hastaliklar
2.1.4.1. H. pylori - Peptik Ulser iliskisi

H. pylori ile infekte kisilerin tiimiinde gastrit gelisirken, neden sadece %20-30’unda
peptik ilser, mide kanseri, MALT lenfoma gibi patolojilerin gelistigi tam olarak
bilinmemektedir. Bu duruma, kisiye ait genetik, immiinolojik ozellikler, sigara, alkol
gibi aligkanliklar, tuzlu diyet, tiitsiilenmis besinlerin alinmas1 gibi diyete ait faktorler,
cinko, selenyum gibi element eksiklikleri, C, A ve E vitamin eksiklikleri ve c¢evresel
faktorlerin yam sira, bakteriye ait patojenik ozelliklerin neden oldugu diisiiniilmektedir

(20).

Peptik iilser hastaliginin baslica etkeni H. pylori’dir. H. pylori ile peptik iilser arasindaki
iligkiyi ilk olarak Warren ve Marshall gostermistir (24). Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisii, 1994°te H. pylori’nin peptik iilser hastaliginin en dnemli nedeni oldugunu ve
H. pylori ile infekte iilseri olan hastalarda bu mikroorganizmanm antimikrobiyal tedavi

ile eradikasyonunun gerekliligini bildirmistir (25).

H. pylori gastriti, duodenal ilserli olgularin %95-100’iinde, mide iilserli olgularin da
%75-85’inde bulunmaktadir. Mide iilserli olgularin %?20’sinde iilser, H. pylori
infeksiyonu olmadan sadece aspirin ve diger non-steroid antiinflamatuar ilaglarin
(NSAIl) kullanim1 sonucudur, mide iilserli olgularin bir boliimiinde sadece H. pylori

gastriti bulunur, bir boliimiinde de H. pylori gastriti ve NSAII kullanimu birliktedir (26).

Benign mide iilserlerinde duodenal iilsere kiyasla daha az oranda H. pylori infeksiyonu
vardir. Bunun sebebi mide iilserlerine aspirin veya diger NSAII kullanimmin daha

yiiksek oranda etki etmesidir (27).
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NSAIl kullanimi1 H. pylori prevelansim degistirmez. NSAII kullananlarda gastrik ya da
duodenal iilser gelisimi H. pylori varhigmdan etkilenmez. H. pylori, NSAIl’lerin
prostoglandin sentezini inhibe edici etkilerini degistirmez, bu durum NSAIl’lere bagh
olarak gelisen duodenal hasar iizerine H.pylori etkisinin olmadigim diisiindiirmektedir

(28).
2.1.4.2. H. pylori - Mide Kanseri iliskisi

Mide kanserlerinin yaklasik %95’ini mide adenokarsinomu olusturur ve midede en sik
rastlanan tiimordiir (29). Mide adenokarsinomu goriilme siklig1 ve kansere bagli 6liim
siklig1 agisindan, tiim diinyada, ikinci siradaki kanser tiiriidiir. Ancak mide kanseri

insidansi1 ve buna bagli 6liim oranlari, son yillarda diisiis gostermektedir (30).

Mide kanseri, sosyoekonomik durum, H. pylori gibi faktorlerle carpici iligkilerinin
olmasindan dolayi, insan kanserlerinde cevresel faktorlerin de etkili oldugunun ortaya
koyulmasi agisindan 6zel bir 6neme sahiptir (30). Gastrik karsinogenez karmasik, ¢cok
basamakli ve ¢ok etkenli bir sonuctur. Basta cevresel faktorler olmak iizere bircok
faktoriin etyolojide rol oynadigi bilinmektedir (25). Gastrik kanserin intestinal tip (iyi
diferansiye) ve indiferansiye tip olarak iki farkli histolojik formu tanimlanmistir.
Intestinal tip, erkeklerde ve ileri yas gruplarinda daha sik, indifransiye tip mide kanseri
ise geng¢ yas grubunda goreceli olarak daha sik goriiliir ve kadm-erkek orami yaklasik
aynidir (30).

Mide kanseri etyolojisinde en ¢ok suclanan faktorlerin basinda prekanser6z mide
lezyonlar1 gelmektedir. Intestinal tip mide karsinogenezinde olaylar sirasiyla; kronik
gastrit, atrofi, intestinal metaplazi, displazi ve karsinoma seklinde gelisir. Kansere giden
bu siireci genelde H. pylori infeksiyonu baslatir (31). Mide kanseri olgularinda H. pylori
infeksiyonunun mevcudiyetini veya gegcirildigini gosteren H. pylori 1gG antikorlarinin,
kontrollere oranla anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu retrospektif
calismalar H. pylorinin mide Kkanserinin etyolojisinde rol oynayabilecegini
diistindiirmiis ve daha sonra planlanan prospektif calismalarda da mide kanseri ile H.
pylori arasinda iliski bulunmustur. Bu veriler 1s1¢inda Diinya Saglik Orgiitii’niin 1994
yilindaki degerlendirmesinde H. pylori, mide kanseri i¢in birinci derece karsinojen
kabul edilmistir (32). Karasu ve arkadaslar1 caligmalarinda mide kanserli hastalarin
cerrahi rezeksiyon materyallerinde %67°lik oranda H. pylori varligi saptamislardir.

Baska caligmalarda da mide kanserli hastalarda %21-100 oranlarinda H. pylori izole
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edilmistir (33, 34). H. pylori ile mide kanseri arasindaki iliski Sekil 2.2°de gosterilmistir
(25).

| Helicobacter pylori |
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Sekil 2.2. Helicobacter pylori ile mide kanseri arasindaki iligki

2.1.4.3. H. pylori-MALT (Mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfomasi) Arasindaki
Mliski

H. pylori infeksiyonu ile iliskilendirilen ikinci tiimoral olusum, mide lenfomas1 yani
mukoza ile iliskili lenfoit doku tiimoriidir. MALT in H. pylori ile iliskisi mide
kanserinden daha belirgindir. MALT olan hastalarin %72-98’inde H. pylori pozitifligi
saptanmustir. Patogenezde H. pylori’nin neden oldugu kronik antijenik stimiilasyonun
rol oynadigi, buna bagli olarak poliklonal lenfoit yanitin uyarildigi, sonrasinda
neoplastik transformasyonun gelistigi ileri siiriilmektedir (20). ilk kez Watherspoon ve
arkadaslari, H. pylori’ nin eradike edilmesiyle mide MALT lenfomasinda gerileme
olabilecegini gostermislerdir (28). Son calismalarda ilerlememis evrelerde H. pylori

eradikasyonuyla tiimor histolojisinde diizelme oldugu gosterilmistir (27).
2.1.5. H. pylori’ nin Epidemiyolojisi

H. pylori’nin genel rezervuari insandir. Fekal-oral ya da oral-oral gecis sz konusu
olabilmektedir. Fekal materyal ile kirlenmis su ve besinlerin kaynak olabilecegi

diistiniilmiis ise de, heniiz dogada, H. pylori saptanmamustir. Dis plaklarinin H. pylori



icin rezervuar olduguna dikkat ¢ekilmektedir. Bu sekilde baskalarini infekte etme ve

reinfeksiyon riski vardir (8).

H. pylori diinyanin en yaygin infeksiyonuna neden olmaktadir ve diinya
popiilasyonunun ortalama %60’ bu bakteri ile infekte oldugu bilinmektedir.
Infeksiyon sikligi, yas, sosyoekonomik durum ve etnik farkhiliklar gozetmeksizin
gelismis iilkelerde %35, gelismekte olan iilkelerde %75°dir. Gelismis iilkelerde
prevalans ¢ocuklukta diisiiktiir ve yasla artar, 50 yas civarinda %50°dir. Gelismekte olan
ilkelerde cocukluk donemi, infeksiyonun en cok goriildiigii donemdir. Diisiik
sosyoekonomik durum, kotii su kaynaklarinin kullanimi, kalabalik ailelerde yasam
prevalansim yiikseltir ve infeksiyonu alma yasim diisiiriir (26). Avrupa iilkeleri ve
Amerika Birlesik Devletleri gibi gelismis iilkelerde cocukluk cagindakilerin %0-5’1, 20
yas civarindakilerin %10-20’si, yetiskinlerin ise %30-50’sinin bu bakteri ile infekte
oldugu saptanmistir. Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde saglikli yasam kosullarinin
yeterince saglanamamasi ve yetersiz sosyoekonomik sartlar nedeniyle 5-10 yas arasinda
prevalans %60-70 civarinda olup, yetigkinlerde ise bu oran %85-90’lar1 bulmaktadir.
Ulkemizde 1998’deki verilere gore 14 yas alt1 cocuklarda prevalans oran1 %78 iken
2000 yilinda bu oran %62 olarak tespit edilmistir. Bakterinin kolonizasyon oranlari
kadinlar ve erkeklerde benzerdir. Bazi wrk ve gruplarda prevalansin daha fazla
saptanmasi, genetik yatkinligin olabilecegini diisiindiirse de nedeni kesin olarak
anlasilamamistir. Son yillarda gelismis toplumlarda goriilen H. pylori prevalansindaki

azalma, lilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde goriilememektedir (20).
2.1.6. H. pylori’ nin Tedavisi

Giiniimiizde H. pylori’nin bircok hastalikla iliskili oldugu yapilan calismalarla
kanitlanmistir. Bu hastaliklardan bazilar1 mide iilseri, duodenum {ilseri, mide kanseri,
mide lenfomas1 ve gastrittir. Ayrica son zamanlarda koroner kalp hastaligiyla iligkisi
izerine c¢alismalar yapilmaktadir (27). H. pylori ile diinya niifusunun yarisindan
fazlasmin, iilkemizin %85-90’1min infekte olmasi1 H. pylori’nin onemini artirmaktadir

(18). Tiim bu nedenlerden otiirii H. pylori’ nin eradikasyonu elzem bir hal almstir.

H. pylori ile iligkisi kesin olarak kanitlanmis hastaliklarda eradikasyon tedavisi
yapilmalidir (20). Avrupa H. pylori Calisma Grubu, eradikasyon tedavisi icin

endikasyonlar1 sdyle siralamistir:
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a. Peptik ilser aktif olsa da olmasa da H. pylori pozitif ise mutlaka tedavi

edilmelidir.
b. Peptik tilser kanamasi gecirenler tedavi edilmelidirler.

c. Diisiik grade MALT lenfomada eradikasyon gereklidir. Lenfomanin tamamen

iyilesmesini saglayabilir.

d. Ciddi aktif kronik gastrit olgularinda inflamasyonu gerilettigi i¢cin eradikasyon

tedavisi Onerilir.

e. Erken mide karsinomu vakalari mutlaka tedavi edilmelidir. Ailesinde mide

karsinomu Oykiisii olanlara da tedavi Onerilir.

f. Peptik iilser dolayisiyla opere olan hastalarda niiksleri azalttig1 i¢cin eradikasyon

tedavisi Onerilir.

g. NSAIl ve H. pylori birbirlerinin zararli etkilerini artirir. Bu nedenle NSAII

kullanimi brrakildiktan sonra eradikasyon tedavisi Onerilir (35).

Peptik iilserli hastalarda H. pylori eradikasyonunun, iilser yinelenmesinde azalma, iilser
iyilesmesinde hizlanma ve {ilserin yeniden kanamasini engelleme gibi yararlari
gozlenmistir. Ayrica, diisiik dereceli mide lenfomasi olan hastalarda infeksiyonun
eradikasyonunun, ¢cogu vakada tiimoriin gerilemesine neden oldugu gosterilmistir (36).
Bakterinin midede mukus tabakasi altinda canli kalabilme yetenegi ve ilaclara karsi
diren¢ gelistirebilmesi gibi nedenlerle tek bir ilagla tedavi giiniimiizde artik
onerilmemektedir. Amoksisilin, tetrasiklin, klaritromisin ve metronidazol H. pylori
eradikasyonunda en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Bazi iilkelerde fluorokinolonlar ve
furazolidon da yaygin olmamakla birlikte kullamlmaktadir (18). H. pylori
eradikasyonunda pek ¢ok tedavi rejimi Onerilmekle birlikte optimal tedavi rejimi halen
tanimlanamamistir  (37). Gilinlimiizde uygulanan standart tedavi protokolii iki
antibiyotige (amoksisilin, klaritromisin) bir proton pompa inhibitorii (PPI) veya bizmut
tuzu eklenerek yapilan ti¢lii tedavidir, ancak tedavi siiresi konusunda tartigmalar devam
etmektedir (20, 36). Bu tedavi protokoliiniin etkinligi klinik caligmalarla gosterilmis
olmasina ragmen, basar1 oram1 % 70-95 gibi genis bir aralikta dalgalanmaktadir (36).

H. pylori infeksiyonu tedavisinde Onerilen tedavi protokolleri Tablo 2.1°de verilmistir
(38, 18). Eradikasyon tedavisinde Onerilen PPI, klaritromisin, amoksisilinden olusan

icli kombinasyon Amerika ve Avrupa’da yiiksek basari oranlar1 gosterirken ayni
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oranlar iilkemizde go6zlenmemektedir. Bu farkliligin nedenleri olarak, H. pylori
yogunlugu ve antibiyotiklere kars1 direnci, tedavi siiresi, ila¢ formulasyonlar1 arasindaki
farkliliklar, hasta uyumu gosterilebilir (32). H. pylori pozitif 45 vakada yapilan bir
caligmada; lansoprazol, klaritromisin ve amoksisilinin bir haftalik kombine tedavisinin
sonucunda %95 eradikasyon orami bildirilmistir (39). Kearney ve arkadaslarmin 38
hasta lizerinde yaptiklar1 caligmada, lansoprazol, tetrasiklin, metronidazol, bizmut sitrat
dortlii kombine tedavisinde 14 giinliik uygulama sonucunda %87’°lik bir basar1 orani

goriilmiistiir (40).

Gilinlimiizde kullanilan tedavi yontemlerinin H. pylori infeksiyonunu %90’lara varan
oranlarda tedavi ettigi bildirilmekle birlikte, iilkemizde son donemde yapilan

caligmalarda bu oranlar %46 ve %56 gibi ¢ok daha diisiik diizeydedir (6).

IIk verilen tedavi ile H. pylori eradikasyonu basarili olamayan vakalarda ikinci
tedavinin basar1 sans1 daha da diisiiktiir. Ik tedavide basar1 saglanamayan vakalarda
dortlii tedavi onerilmektedir. ikinci tedavide dikkat edilmesi gereken husus ilk tedavi

protokoliiyle ayn1 antibiyotiklerin miimkiin oldugunca kullanilmamasidir (23).
Aydemir ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismada oldugu gibi dispeptik sikayetlerle
basvuran hastalardan, daha 6nce H. pylori eradikasyon tedavisi almis ve almamis hasta

gruplarindaki H. pylori sikliginin birbirine ¢ok yakin c¢ikmasi eradikasyondaki basari

oranini diisiindiirmektedir (41).

Tablo 2.1. H.pylori infeksiyonu tedavisinde onerilen tedavi protokolleri

e Klaritromisin + amoksisilin + proton pompa inhibitérii (PPI)
e Tetrasiklin + metronidazol + PPl

e  Klaritromisin + amoksisilin + ranitidin bizmut sitrat

e  Tetrasiklin + metronidazol + ranitidin bizmut sitrat

e  Klaritromisin+ amoksisilin+ PPI + ranitidin bizmut sitrat

e  Tetrasiklin + metronidazol + PPI + ranitidin bitmut sitrat
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Hicbir eradikasyon tedavisi %100 etkili degildir (42). Tedavi alan hastalarin yaklasik

%20’sinde H. pylori

basarisizligin sebeplert;

eradikasyonu basarisizlikla

sonuclanmaktadir. Tedavideki

e Antibiyotiklerin mukozada yeterli yogunlukta toplanmamalar1 ve sekrete

edilmemeleri

e Degisik pH’ larda 6zellikle asidik ortamda stabilitelerinin saglanamamasi

¢ Midenin bosalmasi ile ilaglarin midede kalis siirelerinin kisalmasi

e Mukusun limen ve epitel tarafindaki pH farkliliklar:

e Ozellikle asit pH’larda stabilitenin saglanamamasi

e Bakterinin mukusun derin tabakalaria yerlesmesi

¢ Direngli hatta birden fazla ilaca direncli suslarin bulunmasi

¢ Bakterinin katalaz aktivitesi ile fagositozdan kurtulmasi

e H. pylori’ nin fizik ve kimyasal streslere morfoloji, metabolizma, iireme,

ozelliklerini degistirmek suretiyle kokkoid forma doniiserek yanit vermesi (18).

H. pylori tedavisindeki basarisizligin en Onemli sebebinin antibiyotik direnci oldugu

belirtilmektedir ve diren¢ oranlar1 her gecen giin artmaktadir (43). Tablo 2.2 ve Tablo

2.3’de swrasiyla 1998°de farkli Avrupa merkezlerinde ve 1998-2000 yillar1 arasinda

Dogu Avrupa merkezlerinde H. pylori’de primer direng oranlar1 gosterilmistir (18, 43).

Tablo 2.2. Avrupa’nin degisik merkezlerinde Helicobacter pylori primer direng oranlari

Direnc sikligi (%)
Ulke Metronidazol Klaritromisin Amoksisilin
Belcika 18,9 10,5 0,0
Fransa 19,7 4,7 0,0
Norveg 21,7 0,0 0,0
Hollanda 23,4 1,3 0,0
Almanya 24.6 2,7 0,9
1ngiltere 28,9 1,3 1,2
Danimarka 32,0 4,0 4,0
1sveg 38,9 5,1 0,0
Yunanistan 44,1 10,2 1,7
Italya 49,0 27,2 8,2
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Tablo 2.3. Dogu Avrupa merkezlerinde 1998-2000 yillar1 arasinda
Helicobacter pylori icin primer direng oranlari

Antibiyotik % Direng
Metronidazol 37,9
Klaritromisin 9,5
Amoksisilin 0,9
Tetrasiklin 1,9

Bircok makrolid antibiyotik olmasina ragmen H. pylori eradikasyonunda diisiik
minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degeri ve uygun farmakokinetik ozellikleri
nedeniyle en cok klaritromisin kullanilir ve monoterapide %40-45 eradikasyon saglar,
ikili tedavide %20-60, iicli tedavide ise bu oran %90’a kadar cikabilir bu yiizden
klaritromisin H. pylori eradikasyonunda kullanilan en etkili antibiyotiktir (18). Ancak
son yillarda klaritromisine artan oranda diren¢ gelistigi bildirilmektedir. Hatta
eradikasyondaki basarisizligin en 6nemli nedeni olarak gosterilmektedir. Klaritromisin

direncinin %15-20 oldugu bolgelerde klaritromisin kullanilmamalidir (43).

Ulkemizde metronidazol direnci %40-85, klaritromisin direnci %8-56, tetrasiklin
direnci %0-4, siproflaksasin direnci %3,8-8, amoksisilin direnci ise nadir olarak
belirtilmektedir (43). Tablo 2.4, 2.5 ve 2.6’da H. pylori ile yapilan degisik caligmalarda

antibiyotik direng oranlar1 sunulmustur (43, 18).
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Tablo 2.4. Tirkiye'de yillara gore Helicobacter pylori i¢in klaritromisin direnci

YIL SEHIR DIRENC %
1994 Ankara 21
1996 [zmir 0
1197 [zmir 5,4
1197 Ankara 0
1999 Diyarbakir 18,7
2000 Malatya 9,8
2001 Ankara 11,4
2003 Adana 24,5
2004 Ankara 16,9
2004 Ankara 16,2
2004 Adana 21
2004 Kocaeli 9
2004 Izmir 48,2
2004 Ankara 56
2005 [zmir 38,8
2005 Ankara 55
2006 Mersin 40,5
2006 Ankara 35
2006 Konya 35,7-64
2006 Diyarbakir 16,4
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Tablo 2.5. Metronidazol direncinin degisik tilkelerdeki siklig

ULKE %

Ispanya %6
Isveg %10
Avustralya %17
Portekiz %23
Fransa %25
Kanada %35
Yunanistan %45
Brezilya %65
Zaire %88

Tablo 2.6. Helicobacter pylori suslar1 tizerine bazi antibiyotiklerin duyarhiliklart

flaclar Duyarh Direncli
% %
Tetrasiklin 90,6 9,4
Ofloksasin 93,8 6,25
Azitromisin 93,8 6,25
Klaritromisin 81,3 18,7
Amoksisilin 90,6 9,4
Metronidazol 37,5 62,5

Metronidazole diren¢ orani, gelismis ve gelismekte olan iilkeler arasinda ciddi farklilik
gosterir. Gelismis iilkelerde metronidazole diren¢ orani %10-50 arasinda iken
gelismekte olan iilkelerde bu oran %90-100’lere ¢ikmaktadir. Bunun nedeni gelismekte
olan iilkelerde dental, genital, parazitik gibi infeksiyonlarin sik goriilmesi ve bunlarin

tedavisinde ucuz bir ila¢ olan metronidazoliin tercih edilmesidir (18).
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2.2. PROPOLIS

Propolis, genellikle Apis mellifera olarak isimlendirilen bal arilar1 tarafindan toplanan
dogal bir iiriindiir. Propolis terimi ilk kez Eski Yunanlar tarafindan kullanilmistir. “Pro’’
eki On, giris; “polis’” ise sehir anlamina gelmektedir. Kalip olarak ise “sehrin defans1”,
“kovanin defans1” anlamma gelmektedir (44). Propolis yiizyillar boyunca dogal bir
antibiyotik olarak kullanilmistir. Yunan yazitlarinda iltihaplanan yaralarda ve dis eti
ciiriiklerinde tedavi amach kullanildig: belirtilmektedir. Ayrica Romalilar doneminde de
yara iizerine konulmak i¢in hazirlanan lapa benzeri karisimin icerisine katilarak

kullanildig: bilinmektedir (45).

Propolis seferine ¢ikan isci bal arilar1 propolis toplama isleminde, 6nce mandibulalar:
ile propolisi bitkiden cekerek koparwr. Agzinda nemlendirip yumusatarak ve bazi
enzimler ekleyerek pellet haline getirir ve pelleti 6n bacaklarin1 kullanarak arka
bacaklarindaki polen sepetine aktarir. Propolis yiiklii olarak kovana gelen isci ari
ayaklarmi1 kullanarak sikica petege tutunurken; kovandaki diger is¢i arilar
mandibulalariyla asilarak propolisi tasiyici arinin polen sepetinden alirlar. Propolisi
kovanda dip tahtasi, cerceve kenarlar1 ve giris deligi arkasinda biriktirerek kullanirlar

(Sekil 2.3) (46).

Mikroorganizmalara kars1 aktivitesi propolisin ¢ok onemli karakteristik bir 6zelligidir.
Propolis sahip oldugu o6zelliklerinden dolayr 1960’larin sonundan itibaren bilim
adamlarinin dikkatini c¢ekmis ve giiniimiize kadar propolisin terapdtik kullanima,
farmokolojisi, biyolojik aktiviteleri ve kimyasal yapisi iizerine pek c¢ok arastirma

yapilmistir (47).
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Sekil 2.3. Propolis elde etmek icin calisan bir bal arist

2.2.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis 10°C altinda sert ve kirillgan olup, derin dondurucuya kondugu zaman hemen
katilagir. Istenirse bir ogiitiicii yardimiyla toz haline getirilebilir. Propolis, 15-25°C
arasinda mum kivaminda elastik bir yap1 gostermektedir; 30-40°C arasinda ise
yumusayip yapiskan bir durum almakta ve bu durum yaz aylarinda aricinin ¢alismasini
giiclestirmektedir. 80°C’de kismen erir. Kovandan alindig1 zaman yapiskan ve kendine
0zgii bir kokusu olan propolisin rengi; bitki tiirline, kaynagima, yasina bagli olarak
sariddan koyu kahverengiye kadar degismektedir. Propolisin rengi, kokusu ve tibbi
karakteri bitkiye, bolgeye, mevsime ve koloniye bagli olarak degisir. Seffaf propolisin
varlig1 da kaydedilmistir (Sekil 2.4) (48).

Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciiler de kismen, %95’lik alkolde
biiylik dlciide ¢oziinmekte, suda ¢ok az ¢coziinmekte veya hi¢ ¢oziinmemektedir. Etanol
disindaki c¢oziiciiler de kullamildiginda propolisden izole edilecek maddelerin
farklilastigi ve bircok bilesenin izole edilemeyecegi goriilmiistiir (48, 49). Bundan
dolay1 etanol disindaki ¢oziiciiler cok fazla tercih edilmemektedir. Propolis, tibbi alanda

%701k alkolde ¢oziinmiis ¢ozelti olarak kullanilmaktadir (47).



18

Sekil 2.4. Kovan icinden propolis érnegi

2.2.2. Propolisin Kimyasal icerigi

Propolis, farkli kimyasal Ozellikte bilesikler ve mineral maddeler igeren, oldukca
karmasik bir yapiya sahiptir. Kimyasal bilesimi; topladig: bitkiye, bolgeye, mevsime ve
koloniye bagli olarak degisir. Bununla birlikte, ortalama %50 reg¢ine, %30 mum, %10
esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen, %5 diger maddeler ve organik kalintilardan

ibarettir (Tablo 2.7) (50).

Tablo 2.7. Propolis bilesenlerinin yiizdesi ve bilesen gruplar1

Bilesen Simifi Yiizdesi | Bilesen Grubu

Resinler % 45- 55 | Flavonoidler, fenolik asit ve esterler

% 25- 35 sl 1
Mum ve yag asitleri Art mumu, bitki kaynakli mum, bitki

kaynakli yag asitleri
Esansiyel yaglar % 10 Ucucu bilesenler
Polen % 5 Er(ﬁ;noasmljynakh proteinler, serbest
Dijger organik ve mineral maddeler % 5 Ketonlar; laktonlar, quinonlar, steroidler,

benzoik asit ve esterleri, vitaminler
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Propolisin kimyasal icerigi ¢ok komplekstir, simdiye kadar 300’den fazla kimyasal
madde teshis edilmistir ve propolisin alindig1 bitki ve floraya bagli olarak bu igerik
farklilik gostermektedir. Propolis icerigindeki bu degisimden dolayr medikal kullanimda

ve standardizasyonunda problemler yasanmaktadir (51).

Propoliste bulunan bazi mineral maddeler son yillarda yapilan arastirma sonuglarina
gore kalsiyum, magnezyum, potasyum, sodyum, demir, bakir, ¢inko ve mangan olarak

saptanmustir (50).

Brezilya’dan toplanan propolisin icerigi hakkinda yapilan caligmalarda, kimyasal
bilesimini fenolik bilesikler (flavonoid, aromatik asit ve benzopiran), di- ve triterpenler,

aromatik yaglarin olusturdugu gosterilmistir (51).

Arastirmalar flavonoidlerin, tropikal bolgedeki ve Avrupa’daki propolis orneklerinde,
bitkisel kaynaklar1 farkli olmasina ragmen ortak propolis bilesenleri oldugunu ortaya

koymustur (52).

Tropikal bolgelerden elde edilen propolisde bitkisel kaynagi halen aydinlatilamamais bir
seri lignan analiz edilmistir. Kanarya adalarindan toplanan propolisde ise 13 cesit
furofuran c¢esidi lignan bulunmustur ve bunlarin cogu halen tam olarak analiz
edilememistir (53). Brezilya ve Misir’dan toplanmis propolisde bazi triterpenik
alkollere rastlanmistir (54). Ayrica ucgucu bilesikler, sekerler, hidrokarbonlar,

minerallere de ¢esitli propolis orneklerinde rastlanmistir (Tablo 2.8) (55, 56).
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Tablo 2.8. Propolisin kimyasal bilesenleri ve etkileri

Kimyasal Madde Etkileri

Flavonoidler Kilcal damarlarin gegirgenligini azaltma ve ates diistirticii etki
Antioksidan, antihemorajik ve antimikrobiyal etki

Krizin Antitiimoral etki ve Helicobacter pylori’ ye karst etki

Apigenin Gastrik iilserin iyilestirilmesi

Kuersetin Antiviral, antitiimoral etki ve kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi

Kempferid Spazmolitik etki

Kamperol- 7, 4- dimetil eter Antimikotik etki

Ermani Antimikotik etki

Galangin Bakteriyostatik ve antimikotik etki

Pinochembrin Lokal anestezik etki, antimikotik ve bakteriyostatik etki

Pinobanksin Antimikrobiyal etki

Pinobanksin- 3- asetat Antimikrobiyal etki

Pinostrobin

Lokal anestezik etki

3, 4- dihidroksiflavanoidler

Kilcal damarlar1 giiclendirici etki

Flavan- 3- ols

Kilcal damarlar1 giiclendirici etki

Pectolinaringenin Spazmolitik etki

Luteolin Antiviral etki, gastrik iilserin iyilestirici etki
Luteolin’ in 3, 4 - dimetil eteri | Spazmolitik

Artepillin C Antitiimoral etki

Eriodiktol Kalp yetmezligi 6nleyici ve iyilestirici etki
Pinosylvin Antimikrobiyal etki

Ferulik asit

Antibakteriyel etki, kollagenik etki

Isoferulik asit

Staphylococcus aureus’ a kars etki

Benzoik asit

Bakteriyostatik, bakterisid ve antiseptik etki

Sinamik asit

Staphylococcus aureus’ a kars etki

P- kumarik asit benzil ester

Antimikrobiyal etki

Kafeik asit

Ates diistiriicii etki, antiviral ve antibakteriyel etki

Prenil caffeat

Alerjen etki

Metil caffeat

Antitiimoral etki

Kafeik asit phenetil ester

Antitiimoral etki

Clerodan’ 1n diterpenoit’ i

Antitiimoral ve antibakteriyel etki

Ucucu bilesikler

Ates diistiriicii etki ve antimikrobiyal etki
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Propolisin biyolojik ve farmakolojik ozelliklerini kimyasal bilesimi belirler. Ancak
farkl kimyasal icerige sahip propolisin ayn1 aktiviteye hatta bazen ayn1 yolak iizerinden
aym aktiveteye sebep olmasi oldukca ilgingtir. Ornegin, propolisin antimikrobiyal
ozelliginden, Avrupa propolisinde flavononlar, flavonlar, fenolik asitler ve esterlerin;
Brezilya propolisinde p-kumarik asit ve diterpenlerin sorumlu oldugu gosterilmistir.
Evrensel bir standardizasyon islemi bu nedenle miimkiin olmamaktadir. Propolisin
iceriginin detaylica incelenmesi ve onun botanik kaynaginin ve biyolojik etkisinin

belirlenmesi gerekmektedir (57).
2.2.3. Propolisin Bitkisel Kaynaklar

Arilar propolisi, kuzey kutbunun iliman bdlgelerinde yaz aylarinda, sonbahar sonu ile
temmuz ay1 baslarma kadar olan siire¢ icerisinde toplamaktadirlar. Brazilya’da ise bu
siire¢ y1l boyu devam eder ancak, mevsime bagh icerik farkliliklar1 belirlenmistir. Bu
propolisin, biyolojik olarak aktif igerigi yiikksek zamanlarda toplanabilecegi sonucunu
dogurmustur. Bununla beraber Afrikan (Apis melifera L.) ve Italyan (Apis melifera
ligustica) arilar1 y1l boyunca incelenmis ve olusturduklar1 propolisin igerigi ile birlikte
farkli biyolojik aktivitelerine bakilmistir. Sonuclar, propolisin mevsimlere bagli olarak
iceriginde degisiklikler olmasmna ragmen, biyolojik etkilerinde Onemli bir fark
olmadigin1 gostermistir. Bu durum, arilarin propolisi ayn1 grup bitkilerden ve agirhikli

olarak da baskin bir bitkiden topladiklari ile agiklanmistir (58).

Arlarin propolis iretimindeki materyallerinin hemen hepsi bitkiler tarafindan
salgilanmakta ya da bitkilerin siyrik ve yaralarindan akmaktadir. Lipofilik materyaller,
yaprak ve yaprak saplari, resinler, musilajlar, sakizlara benzer kisimlardan
toplanmaktadir. Bitkisel kaynaklarin cesitliligi propolisin kimyasal bilesimini meydana
getirmektedir (Tablo 2.9) (56).
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Tablo 2.9. Bitkisel kokenine ve kimyasal igerigine gore propolis ¢esitleri

. - - R . - Biyolojik Olarak Aktif
Propolis cesidi Cografi Kokeni Bitkisel Kaynag Maddeler
Avrupa, Kuzey .. Flavonlar, flavononlar,
. - . Aigeiros dan Populus . T
Poplar propolis Amerika, tropik <o < en cok P. niera L. sinnamik asitler ve
olmayan Asya bolgeleri pp-> e & - mera L. esterleri
Flavonlar ve
Birch propolis Rusya Betula verrucosa Ehrh. flavononlar (poplar
propolisinden farkl1)
. . Baccharis spp., . . .
Yesil (alecrim) . - Prenillenmis p-kumaric
- Brezilya cogunlukla B. . . I
propolis dracuncufolia DC asitler, diterpenik asitler
Kirmizi Poliprenillenmis
Kiiba, Venezuella Clusia spp. ;
(Clusia) propolis benzofenonlar
Pasifik bolgesi
“Pasifik” propolisi Bilinmiyor C-prenilflavanonlar
(Okinawa, Taiwan)
“Canarian” propolis Kanarya Adalar1 Bilinmiyor Furofuran lignanlar

Yapilan bir¢cok calismada kavak (Populus sp.) ve kestane (Aesculus hippocastanum) en
Oonemli propolis kaynagi olarak belirtilirken, Pinus sp. (Cam), Betula sp. (Hus), Salix sp.
(Sogiit), Alnus sp. (Kizilagag), Abies sp. (GOknar), Prunus sp. (Erik), Ulmus sp.
(Karaagacg), Quercus sp. (Mese), Fraxinus excelsior (Disbudak) gibi bitkiler de énemli
propolis kaynaklar1 olarak gosterilmektedir (59-61).

Populus tiirli, Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’yi i¢ine alan 1liman iklimde propolisin
ana kaynagidir. Buradan alinan drnekler benzer kimyasal icerik gostermekle birlikte en
onemli icerigini fenolikler yani flavonoidler, aromatik asitler ve esterleri
olusturmaktadir. Rusya’da propolisin temel kaynag1 “Betula verrucosa” olup bunun asil
biyolojik aktif kismini flavonlar ve flavonoller olusturmaktadir. Kiiba ve Veneziiella’da
ise “Clusia” tiirleri ana bitkisel kaynak ve poliprenil benzofenonlar aktif biyolojik

bilesimlerdir (57).

Brezilya’da propolisin ana bitkisel kaynagimi “Baccharis dracuncufolia” olusturmakta
ve bunu “Eucalyptus citriodora” ve “Araucaria angustifolia” izlemektedir (Sekil 2.5).
Araucaria ve Baccharis yapraklar1 ve Eucalyptus govdesinden alinan ornekler GC-
MS’de incelendiginde, B. dracuncufolia ve propolisdeki dihidrocinnamik asit, p-
kumarik asit, ve flavonoidlerin benzer

prenil- ve diprenil kumarik asitler
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konsantrasyonda olduklar1 goriilmiistiir. Diger taraftan Baccharis drneklerinde olmayan
bazi bilesikler propolisde goriilmiistiir. E. citriodora’ nin ana bilesikleri, aromatik asitler,
propolisde genellikle mevcut bazi bilesikler ve sekerdir. A. angustifolia’da ise az

miktarda aromatik asit ve cogunlukla diterpenik asitlerin bulundugu gosterilmistir (62).

Sekil 2.5. Bazi propolis kaynag bitkiler (soldan saga Baccharis dracunculifolia, Eucalyptus citriodora,
Araucaria angustifolia)

Bazi arastirmalar arilarin ayni cografyadaki propolisin kimyasal bilesiminin
degismedigini, c¢iinkii arilarin esasen aym bitkisel kaynaklar1 ziyaret ettigini
gostermektedir. Ornegin Afrika arilar1 da Brezilya’da B. dracuncufolia bitkisini tercih
etmektedir. Bitkinin re¢inemsi borularimin ya da i¢ zardan ¢ikan re¢ine kaph bezlerin,

kabuk ve ucucu maddelerin, arilarin o bitkiye olan ilgisini arttirdig1 bilinmektedir (63).

Bankova ve arkadaslari, propolis iceriginin belirlenmesi i¢cin 6nce bitki iceriginin
belirlenmesi gerektigini savunmustur. Arastirmacilar ayni zamanda aktif bilesikler
hakkinda bilgi sahibi olmamizin, propolisin standardizasyonunda ve kalite kontroliinde

biiylik avantaj saglayacagini vurgulamislardir (57).
2.2.4. Propolisin Biyolojik Etkileri

Propolis, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, sitotoksik,
immiinomodiilator, antiiilser, lokal anestetik, antitimdr, immiinostimiilatér gibi
biyolojik aktiviteleri nedeniyle popiiler bir ilag olarak halk tibbinda, apiterapide,

biokozmetikte ve ila¢ sanayinde cesitli amaclarla kullanilmaktadir (64).
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2.2.4.1. Propolisin Antimikrobiyal Etkileri

Arlarin propolisi, gedikleri yamamak ve kovana giren isgalcilerin dliilerinin
bozulmasm: engellemek icin  kullanildiginin  anlasilmasimndan  beri, propolis
antimikrobiyal bir ajan olarak kabul gormiistiir. Propolis ile ilgili arastirmalarin bircogu

antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi tizerinedir (54).

Yapilan calismalarda, Brezilya propolisinin degisik fraksiyonlarinmn Staphylococcus
aureus’a kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve bu etkinin ana kaynagmin polar

fenolik bilesimler oldugu gosterilmistir (54).

Serra ve Escola 12 ayr1 propolis drneginin antibakteriyal etkilerini arastirmmslar, MIK
degerlerini Bacillus subtilis ve S. aureus i¢cin 60-80 pug/ml, Escherichia coli i¢in 600-
800 pg/ml olarak bulmuslardir. Propolisin gram pozitif mikroorganizmalara, gram
negatif mikroorganizmalara gore daha etkili oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica bu
etkiden propolis orneklerinin fenolik igeriginin ve flavonoid bilesiklerinin sorumlu

oldugunu bildirmislerdir (64).

Propolisin B. subtilis, E. coli, ve Rhodobacter sphaeroides’ in fizyolojileri iizerine
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, propolisin sinnamik asit ve flavonoid igeriginin
sitoplazmik membranda enerji gec¢isini engelledigi ve bakterilerin motilitesini bozdugu

ortaya ¢ikardmustir (65).

Hashimoto ve arkadaslari, ham propolis ve propolis fraksiyonlarmin, gastrik iilserden
sorumlu H. pylori lizerine antibakteriyel etkilerini arastirmislar, propolisin etanolik
ekstraktinin H. pylori iizerine inhibitor etki gosterdigini ve bu etkiden p-kumarik asit, 3-
prenil-4-dihidrosinnamoloksisinnamik asit ve artepilin C’nin sorumlu oldugunu rapor
etmislerdir (65). Propolisin H. pylori iizerine etkisinin arastirildigi baska caligmalarda
da bu mikroorganizmaya inhibitdr etki gosterdigi ortaya konmustur. Propolis ve
Zingiber officinale ekstraktlarinin ayr1 ayri klaritromisin ile kombinasyonunun, 25 H.
pylori klinik izolat1 lizerine etkisinin arastirildig: bir calismada, bu kombinasyonlarin H.
pylori inhibisyonunda sinerjik ya da additif aktivite gosterdigi bildirilmis ve bu veriye
dayanarak propolis ve klaritromisin kombinasyonunun, H. pylori’ye baglh
gastroduodenal hastaliklarin kontroliine yardimci olabilecegi vurgulanmistir (66).
Propolisin, bir standart ve 11 klinik H.pylori susu iizerinde antibakteriyel etkisinin
arastirildigr bir baska calismada da, propolisin etanolik ekstraktinin oldukg¢a etkili
oldugu (MIK: 75 pg/mL) bildirilmistir (67).
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Sili’den elde edilen propolisin antimikobakteriyal etkisi ve kimyasal igeriginin
incelendigi bir ¢calismada, bu propolisin Mycobacterium tiirlerine kars: etkili oldugu ve
bu etkiden asetilviscidon, koniferil aldehit ve dihidrobenzofuran lignan aldehit
iceriginin sorumlu oldugu bildirilmistir. Ayrica bu bolge propolisinden, fenilpropan,

benzaldehit, dihidrobenzofurana ait 17 fenolik icerik de izole edilmistir (68).

Castro ve Higashi 1995°de degisik propolis formiilasyonlarint Trypanosoma cruzi ile
enfekte edilmis fareler iizerinde denemisler, ancak bu parazitin parazitik etkisi tizerine
ve farelerin hayatta kalma siirelerine bir etkisi olmadigir sonucuna varmuslardir (69).
Ancak T. cruzi parazitine karsi, propolisin trypanosidal aktivitesinin arastirildig: baska
caligsmalarda, propolisin ¢esitli ekstrelerinin 7. cruzi amastigotlarma kars1 etkili oldugu
bildirilmistir. Bu caligmalarda, propolisin etanollii ekstresinin farelerde 7. cruzi
parazitemisini ve parazitin intraseliiler ¢ogalmasin azalttig1 gosterilmistir (70, 71).
Ozbilge ve arkadaslar1 2010°da yaptiklar1 calismada propolisin Leishmania tropica
paraziti iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda propolisin 32 pug/ml
konsantrasyondan itibaren L. tropica’ya karsi etkili oldugu ve bu etkinin gerek sayisal
azalma, gerekse morfolojik degisim olarak gozlendigi, ayrica yapilan kontroller sonucu

tireme olmadigindan antileishmanial bir etkinin oldugu sonucuna varmislardir (72).

Nieva ve arkadaslari, Arjantin’in 4 yerel bolgesinden alinmig propolisin etanolik
ekstresinin antibakteriyel aktivitesini arastirdiklar1 calismalarinda, inceledikleri tiim
propolis orneklerinin gram-pozitif bakteriler iizerine inhibitor etkili oldugunu ve La
Banda Este bolgesinden alinan propolisin 6zellikle Streptococcus pyogenes’e Karsi
oldukga diisiik konsantrasyonda (MIK= 7.8 pg/ml) etki gosterdigini rapor etmislerdir
(73). Benzer sekilde, Kiiba propolisinin de 6nemli diizeyde antibakteriyel ve antifungal
aktiviteye sahip oldugu ve bu aktivitenin izole edilen novel poliisoprenillenmis

benzofenondan kaynaklandig1 gosterilmistir (74).

2000 yilinda cesitli Avrupa iilkelerinden elde edilen propolisin antimikrobiyal aktivitesi
arastirilmis, bilesimi galangin, benzil ferulat, fenil etil trans kafeatlardan olusan Alman
propolisinin S. aureus ve E. coli’ye kars1 en etkili propolis tiirii oldugu, ana kaynagini
pinocembrinin olusturdugu Avusturya propolisinin ise Candida albicans’a kars1 en

etkili propolis tiirii oldugu bildirilmistir (75).

Tiirkiye’de de degisik bolgelerden elde edilen propolisin antimikrobiyal etkilerinin

arastirildigr caligmalar mevcuttur. Keskin ve arkadaslar1 ¢esitli bolgelerden elde ettikleri



26

propolisin, Gram pozitif bakterilere karsi oldukca etkili oldugunu, ancak bu etkinin
Gram negatif bakterilere kars1 diisiik diizeyde oldugunu rapor etmislerdir (76). Silici ve
arkadaslari, Orta Anadolu propolisinin etanollii ekstresinin S. aureus bakterisine karsi
yiiksek antibakteriyel aktivite, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa’ a karsi zayif aktivite
gosterdigini bildirmislerdir (77). Ayrica iilkemizde farkli illerden elde edilen propolis
orneklerinin, S. aureus ve E. coli’ ye kars1 olduk¢a giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip

oldugu gosterilmistir (78).
2.2.4.2. Propolisin Antitiimoral Etkileri

Propolisin in vivo ve in vitro olarak antitiimoral aktivitesinin arastirildigi ¢ok sayida

calisma rapor edilmistir (79, 80).

Matsuno ve arkadaslari, Brezilya propolisinden yeni bir clerodan diterponoidi olan
PMS-1 i izole etmisler ve PMS-1"in tiim0r hiicrelerini S fazinda yakalayarak hepatoma
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini gostermislerdir. Ayni arastiricilar, suda
¢Oziinmiis propolis ekstraktlarindan PRF-1 adin1 verdikleri, antioksidan aktivite
gosteren ve insandaki hepatoselliiler karsinomaya, HelLa’ya ve insan akciger karsinoma
HLC-2 hiicrelerine karsi sitotoksik etki gosteren bir propolis etken maddesi izole
etmislerdir. Ayn1 zamanda izole ettikleri bu bilesigin, Baccharis bitkisi tiirlerinden
alman ve tiimorisid etki gosteren artepillin C’ ye benzer 6zelliklere sahip oldugunu ve
sitotoksisitesini DNA fragmentasyonundaki apoptoza etki ederek gosterdigini

bildirmislerdir (79).

Suzuki ve arkadaslar1 farelerde olusturulan Ehrlich karsinomasina karsi propolisin
antitiimoral aktivitesini belirlemek iizere, propolisi antitiimoral ilaglarla kombine ederek
tedavide kullanmiglardir. Ehrlich karsinomali farelere propolis ve antitiimoral ilaclari
kombine bir sekilde subkutan olarak vermisler ve tiimor hiicrelerinde onemli diizeyde
inhibisyon olustugunu ve hatta bazi deneklerde tiimor hiicrelerinin yok oldugunu
kaydetmiglerdir. Talai ve arkadaslar1 da ICR erkek fareleri subkutan olarak Ehrlich
ascites karsinoma hiicreleri (4-8x10° hiicre/ml) ile asilanuslar, bir grup fareyi sadece 5-
fluorourasil ile (1 mg/kg/giin), bir grup fareyi de 5-fluorourasil ile birlikte propolis
kombinasyonu ile (13 mg/kg/giin) 5 hafta boyunca tedavi etmislerdir. Sonu¢ olarak,
propolisin farelerde lenfosit tretimini artirarak immiin sistemi gelistirdigini ve 5-

fluorourasilin antitiimor etkinligini arttirdigini rapor etmislerdir (52).
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Makrofajlar antitiimoral tepkide, hem antikora baglh hiicresel sitotoksisitedeki roliiyle,
hem tiimor hiicrelerinin biiylimesine karsi inhibe edici sitokin salgilamasiyla hem de
reaktif oksijen ve nitrogen mekanizmasindaki roliiyle 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Makrofajlari antitiimoral aktivitesinin arastirildig: bir ¢caligmada, tiimor olusturulmus
farelere giinliik 50 mg/kg dozda propolis uygulandiginda makrofajlardan daha yiiksek
oranda lenfosit aktive edici faktor iiretiminin oldugu gosterilmistir. Ayrica bu yolla
insan servikal karsinoma hiicreleri (HeLa) ile Cin hamsterlarinin akciger fibroblastlarini
(V79) inhibe ettigi kaydedilmistir. Propolisin farelerde poliklonal mitojenlere karsi
yiikselmis splenosit aktiviteye sebep oldugu da bildirilmistir (79).

2.2.4.3. Propolisin Antioksidan Etkileri

Oksidanlar, fagosite edilmis mikroorganizmalar ve yikilmis onemli biyomolekiiller
sonucu fagositozla ortaya c¢ikar ve doku hasarlarina ve enflamasyona sebep olur (80).
Glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidanlar, oksidanlarin
sebep oldugu hasar1 azaltmak ve bu hasara karsi koruyuculuk yapmaktadirlar. Askorbik
asit (vitamin C) ve tokoferol (vitamin E) ise non-enzimatik antioksidanlardir.
Antioksidan ajanlarin iretimi ve yikimi arasinda organizmaya yarar ve zarar

saglayabilecek cok ince bir denge vardir (52).

Propolisin, antioksidan aktiviteye sahip flavonoid ve fenolik bilesimlerden zengin
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle propolisin, oksidanlarin yikici etkilerinden bizi
korudugu bildirilmektedir. Propolisin antioksidan aktivitesinin arastirildigr  bir
caligmada, Brezilya propolisinin serbest radikallere karsi, vitamin C, vitamin E, kafeik

asite gore daha potansiyel bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (81).

Basnet ve arkadaslari, Brezilya propolisinin sulu c¢o6zeltilerinden potansiyel
antioksidanlar1 izole etmisler ve bunlara ‘propol’ adin1 vermislerdir. Propoliin, vitamin
C ve vitamin E’den daha giiclii bir antioksidan etki gosterdigini, hem propolisin hem de
propoliin sulu ¢ézeltilerinin Cu**’yi inhibe ettigini ve diisiik LDL oksidasyonuna sebep

oldugunu kaydetmislerdir (82).

Bir baska calismada, sardunya propolisinin saturasyona ugramamis polilipidik
sistemlerdeki antioksidan etkisi incelenmis ve propolis ¢ozeltilerinin vitamin E’den
daha giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur. Benzer bir sekilde

Cin, Avusturya, Yeni Zelanda, ve Japon propolislerinde de giiclii antioksidan kapasite
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tespit edilmistir. Bu c¢aligmalarda hemen her propolis Orneginde o-tokoferoliin

bulundugu ve propolisin antioksidan etkisi ile iliskili oldugu rapor edilmistir (83).

Sun ve arkadaslari, vitamin E’den yoksun sicanlara propolis uygulamislar, bu si¢anlarda
bobreklerde ve bagirsaklarda vitamin C konsantrasyonunun kontrol grubuna gore
normalden daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle propolisin bazi etken
maddelerinin, kanda absorblanarak hidrofilik antioksidanlar ve depolanmig vitamin C

gibi davrandig1 sonucuna ulagilmistir (84).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 BESIYERLERININ HAZIRLANMASI

3.1.1. Kanh Brucella Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Icerigi (g/L):
Pepton........cooviieviiinniiini 10.0
Kazein........coooeviviiiiiiiiiicin, 10.0
Maya Oziitii.........ccovrverererereennns 2.0
D(+) GlukOZ......uvvvveeeeeeeeeerreeneee. 1.0
NaCl....oooiiiiiciiieceeee 5.0
ATt 13.0

Brucella Agar besiyeri (Merck, Almanya) iiretici firmanin tarifine uygun miktarlarda
tartilarak balon joje i¢ine konuldu. Bunun iizerine uygun miktarda distile su konularak
eriyene kadar 50°C’ ye ayarlanmis benmari (Niive, Tiirkiye) icinde bekletildi. Daha
sonra besiyeri otoklavda (Hirayama, Japonya) 121°C’ de 15 dakika tutularak steril
edildi. Oda sicakliginda sogumaya birakildi. Besiyeri 45-50°C’ ye soguyunca %5
oraninda steril fibrinsiz koyun kani ilave edilip karistirildi ve laminar akimli emniyet
kabini (Niive, Tiirkiye) icerisinde steril petrilere dokiilerek donmaya birakildi.

Besiyerleri ¢alisilincaya kadar + 4°C’ de buzdolabinda saklanda.
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3.1.2. Kanh Mueller-Hinton Agar (KMHA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Icerigi (g/1):
ST €771 L1 FRN 2.0
Kazein hidrolizat................cccc..... 17.5
A\ CSF: 1] 7 DU 2.0
AGAl..ciiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 13.0

Mueller-Hinton Agar besiyeri (Merck, Almanya) ticari toz besiyerinden iireticinin tarif
ettigi sekilde hazirlandi. Otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edildi. Oda
sicakhiginda sogumaya birakildi. Besiyeri 45-50°C” ye soguyunca %35 oraninda steril
fibrinsiz ve > 2 haftalik koyun kani eklendi. Disk difiizyon testinde kullanmak tizere
100 mm’lik petri kutularina 25-30 ml dokiilerek 4 mm kalilikta besiyerleri hazirlandi.
Agar dilisyon yontemi icin ise, KMHA besiyeri 45-50°C’ ye soguyunca hazirlanan
propolisin etanolik ekstraktinin her bir konsantrasyonundan eklenerek ayr1 ayri petrilere

dokiildii. Oda sicakliginda donmaya birakildi.

3.1.3. Tripticase Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Icerigi (g/):
Pepton........coovveevniinniiiin 3.0
Kazein........coooeviviiiiiiiiiincnn, 17.0
D(+) GIuKOZ.....uuvveveeeeeeeeirreeeeeeeen, 2.5
NaCl....oooiiiiiiiicecence 5.0
KoHPOyiiiiccicee, 2.5

TSB besiyeri (Merck, Almanya) ticari toz besiyerinden ireticinin tarif ettigi sekilde
hazirlandi. Otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edildi. Oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Besiyeri calisilincaya kadar + 4°C’ de buzdolabinda saklandi.

3.2. MiIKROORGANIZMANIN HAZIRLANMASI
3.2.1. Mikroorganizmanin Eldesi

H. pylori susu Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (RSKK
10004) elde edildi.
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3.2.2. Mikroorganizmanin Uretilmesi

RSKK’ dan gonderilen stok kiiltiir, 0.5-1 ml TSB ile sulandirildi. %5 fibrinsiz koyun
kanli brucella agar besiyerine ekildi. 37°C’ de mikroaerofilik ortamda ( %5 O2, %10
CO2, %85 N2) 4-7 giin inkiibe edildi (85).

3.3. PROPOLIS ELDESI
3.3.1. Propolis Eldesi ve Ekstraksiyonu

Calismada, propolisin etanol ile hazirlanan ektresi kullamildi. Kayseri bolgesinden
toplanan ve toz haline getirilen 30 g propolis, %80’ lik 100 ml etanol i¢erisinde 1 hafta
boyunca ekstrakte edildi. Daha sonra Whatmann A4 filtre kagidindan siiziilerek vakum
evaporator ile alkolii buharlastirildi. Olusan propolis ekstresi deney asamasina kadar

koyu renkli plastik kutularda buzdolabinda saklanda.
3.3.2. Propolis Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Propolisin etanollii ekstresinden 820 mg tartilarak 1 ml absolii etanolde c¢oziildii.
Etanolde ¢6ziinmiis olan bu propolis ¢ozeltisi, cap1 0,2 pm olan steril membran filtreden
stiziilerek steril hale getirildi. Bu ana stok soliisyonundan asagidaki formiil kullanilarak

%10 etanol iceren distile suda 2048 pug/ml propolis konsantrasyonu elde edildi.
C1 X V1 = Cz X Vz

Propolisin 2048 pg/ml konsantrasyonundan ayni formiil yardimi ile 16-1024 pg/ml
arasinda ikiser kat propolis konsantrasyonlar1 hazirlandi. Bdylece elde edilen

konsantrasyonlardaki etanol igerigi %0.07-5 arasina diisiiriilmiis oldu.
3.4. DUYARLILIK TESTLERI

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), H. pylori’nin antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesinde agar diliisyon yontemini dnermektedir (86). Calismamizda
propolisin H. pylori lizerine antimikrobiyal etkinliginin arastirilmasinda disk difiizyon

ve agar diliisyon yontemleri kullanilmistir.
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3.4.1. Disk Difiizyon Testi
3.4.1.1. Propolis Disklerinin Hazirlanmasi

Steril, antibiyotik emdirilmemis, 6 mm c¢apinda antimikrobiyal duyarlilik test diskleri
(Oxoid, Ingiltere) buzdolabindan cikarilarak oda isisina getirildi. Propolis, asagidaki
formiil kullanilarak disklerde son konsantrasyonu 16-1024 pg/ml araliginda ikiser kat
konsantrasyonlarda olacak sekilde disklere 20’ ser ul emdirildi.

Istenilen disk icerigi (ug /ml) / Diske emdirilen miktar (ul) = Stok konsantrasyon (ug /ml)

Propolis emdirilen diskler ¢o6ziicliniin uzaklagmast amaciyla bir gece kurumaya

birakild:.
3.4.1.2. Bakteri inokiilumunun Hazirlanmas:

H. pylori mokiilumu, CLSI Onerileri dogrultusunda, koyun kanli brucella agar
besiyerinde iiremis kolonilerinden serum fizyolojik igerisinde tiirbidometre cihazi (BD,
PhoenixSpec, Nephelometer, USA) kullanilarak 2.0 McFarland (1)(107 - 1x108 CFU/ml)
standart bulanikliga ayarlandi (Sekil 3.1) (86).

Sekil 3.1. Tiirbidometre cihazi

3.4.1.3. Testin Yapihsi

2.0 McFarland standart bulanikliga ayarlanan bakteri siispansiyonu, KMHA besiyeri
yiizeyine steril ekiivyon yardimiyla inokiile edildi. Plaklar 2-3 dk kurumaya birakild:.

Propolis emdirilmis diskler bu besiyerleri iizerine yerlestirildi. Ayrica ¢0Oziiciiniin
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inhibitor etkisinin olup olmadigmin gosterilmesi amaciyla propolis icermeyip sadece
etanol emdirilen diskler de besiyerine konuldu. Plaklar 37°C’ de mikroaerofilik ortamda
5 giin inkiibe edildi (87). Inkiibasyon sonunda propolis diskleri ve ¢oziicii kontrol diski

etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar: 6l¢iildii. Test iki kez tekrar edildi.
3.4.2. Agar Diliisyon Testi
3.4.2.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Otoklavda sterilize edilen MHA besiyerine 45-50°C” ye soguyunca %35 oraninda steril
fibrinsiz ve > 2 haftalik koyun kan1 eklendi. Propolisin 16-1024 pg/ml araliginda iki kat
konsantrasyonlar1 bu besiyerine eklenerek her bir konsantrasyon i¢in ayr1 ayri ve
kalmligr 4 mm olacak sekilde petrilere dokiildii. Ayrica iireme kontrolii amaciyla

propolis icermeyen KMHA besiyeri de hazirlandi.
3.4.2.2. Bakteri Inokiilumunun Hazirlanmasi

H. pylori inokiilumu, CLSI 0nerileri dogrultusunda, koyun kanli brucella agar
besiyerinde iiremis kolonilerinden serum fizyolojik igerisinde tiirbidometre cihazi

kullanilarak 2.0 McFarland standart bulanikliga ayarlandi.
3.4.2.3. Testin yapihsi

Propolis iceren agar diliisyon plaklarina ve tireme kontrol besiyerine, hazirlanan bakteri
inokiilumundan son konsantrasyon 10* CFU/ damla olacak sekilde 1-3 pl/damla nokta
ekimi yapildi. Plaklar 37°C’ de mikroaerofilik ortamda 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda iiremenin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon kantitatif olarak saptandi. Bu

deger minimal inhibit6r konsantrasyon (MIK) olarak belirlendi (86).



4. BULGULAR

Elde edilen H. pylori stok susu TSB ile sulandirilarak %35 fibrinsiz koyun kanli brucella
agar besiyerinde iiretildi. Ureyen kolonilerin gram boyama goriintiisii Sekil 4.1’ de

gosterilmistir.

Sekil 4.1. Helicobacter pylori’nin gram boyama goriintiisii

Calismada Kayseri bolgesinden elde edilen propolisin, H. pylori lizerine antimikrobiyal

etkisi arastirildi. Bu amacla disk difiizyon ve agar diliisyon yontemleri uygulandi.



35

4.1. DiSK DIFUZYON YONTEMI

Bakteri inokiile edilmis ve propolis diskleri yerlestirilmis KMHA plaklar1 37°C’de
mikroaerofilik ortamda 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda propolis diskleri
etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplar1 Tablo 4.1° de ve grafigi Sekil 4.2° de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Disk difiizyon testinde propolis diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm¥*)

Propolis
Konsantrasyonlari 16 32 64 128 256 512 1024
(ng/ml)
Inhibisyon Zon Capi
(mm) 0 8+1 10+1 16+2 18+2 20+1 30+2

*mm: milimetre

345
— 30 T
£
E T
0 —
g ==
= 15 —
i -
] 0 —
E 5 —

I:l T T T T T T

16 32 i 128 2466 512 1024
Propoliz korsantrasyorian [pefml)

Sekil 4.2. Disk difiizyon testinde artan propolis konsantrasyonlaria gore inhibisyon zon c¢aplarinin

grafigi

Coziicii emdirilen disk etrafinda inhibisyon zonu gézlenmedi (negatif kontrol). Bu disk

cevresinden yapilan gram boyama goriintiisii Sekil 4.3 te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Coziicti emdirilen disk ¢evresinden gram boyama goriintiisii

4.2. AGAR DILUSYON YONTEMIi

Propolis iceren KMHA plaklarina ve iireme kontrol besiyerine yapilan H. pylori

ekimleri, uygun

degerlendirildi.

inkiibasyon kosullar1

ve

suiresi

sonunda iireme

yoniinden

Propolisin 16, 32 ve 64 (ug/ml) konsantrasyonlarinda iireme gozlenirken, 128 pg/ml ve

lizeri konsantrasyonlarda iireme gozlenmedi. MIK degeri 128 pg/ml olarak

degerlendirildi. Ureme kontrolii amaciyla hazirlanan propolis icermeyen KMHA
besiyerine yapilan ekimde, belirtilen inkiibasyon sonunda lireme gozlendi.
Tablo 4.2. Agar diliisyon testinde artan propolis konsantrasyonlaria gore Helicobacter pylori’ nin iireme
durumu
Propolis
Konsantrasyonlari 16 32 64 128 256 512 1024
(ng/ml)
Ureme
Var Var Var Yok Yok Yok Yok

Ayrica ¢oziiciiniin mikroorganizma iizerine inhibisyon etkisini belirlemek amaci ile her

bir propolis konsantrasyonunda bulunan ¢oziicii oranimi (%5 - 0.07 arasindaki her bir

dilisyon i¢in ayr1 plak) iceren KMHA besiyerlerine yapilan ekimler de, uygun
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inkiibasyon kosullar1 ve siiresi sonunda iireme yoniinden degerlendirildi. C6ziiciiniin bu

oranlarda mikroorganizma iizerine inhibitor etkisi gozlenmedi.



5. TARTISMA VE SONUC

Sentetik ilaglarin yan etkileri ve bu ilaglara mikroorganizmalarin giderek daha fazla
diren¢ gelistirmeye baslamalar1 nedeniyle, son yillarda 0©zellikle infeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde bitki ve dogal iirlinlerden yararlanma ¢aligmalar1 hizlanmig
ve diinyanin cesitli bolgelerinden toplanan bitkilerden elde edilen ekstrelerin
mikroorganizmalar iizerindeki etkilerini arastiran calismalar yogunluk kazanmaya

baglamistir (88, 89).

H. pylori diinyanin en yaygin infeksiyonuna neden olan mikroorganizmalardan biridir
ve diinya popiilasyonunun ortalama %60’ min bu bakteri ile infekte oldugu
bilinmektedir (27). H. pylori, prevalans1 yiiksek ve prekanserdz bir bakteri olmasi
nedeniyle tani1 ve tedavisi zorunlu bir bakteridir (90). Giiniimiizde kullanilan tedavi
yontemlerinin H. pylori infeksiyonunu %70-90 oranlarinda tedavi ettigi bildirilmekle
birlikte, iilkemizde son donemde yapilan ¢alismalarda bu oranlar %46 ve %56 gibi ¢ok
daha diisiik diizeydedir (42). H. pylori tedavisindeki basarisizligin en 6nemli sebebinin
antibiyotik direnci oldugu belirtilmektedir ve diren¢ oranlar1 her gecen giin artmaktadir
(43). Bu durum arastirmacilari dogal tedavi yontemlerine yonelmesini saglamistir. Son
yillarda cesitli dogal kaynaklarin ve bitki ekstrelerinin H. pylori’ ye kars1 antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirildig1 calismalar oldukga artmistir (91, 92).
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Ulkemizde “biberiye” olarak bilinen Rosmarinus officinalis bitkisinin yapraklarmdan
elde edilen ekstrenin H. pylori’ ye karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
gosterilmis ve MIK degeri 25 pg/ml olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada iilkemizde
“hint safran1” olarak bilinen Curcuma longa ve ‘“zencefil” olarak bilinen Zingiber
officinale rizomlarinin metanollii ekstrelerinin de antihelikobakter aktiviteleri

arastirilmis ve MIK degerleri sirasiyla 50 pg/ml ve 25 pg/ml olarak bulunmustur (92).

Mahady ve arkadaslari, 15 farkli H. pylori klinik izolat1 iizerinde yaptiklart in vitro
calismada, Myristica fragrans (kiigiik Hindistan cevizi)’in tohumlarindan elde edilen
ekstrenin MIK degerini 12.5 pg/mL olarak bulmuslar ve oldukca etkili olarak rapor
etmislerdir (92).

Halk arasinda “Peygamber cicegi, zerdali dikeni” olarak bilinen Centaurea L. cinsine
ait tiirlerin arastirildig1 bir caligmada, bu tiirlerin klinik olarak izole edilmis H. pylori
suslarinm %50’sine kars1 yiiksek aktivite gosterdigi (MIK: 1.95 ug/ml - 250 pg/ml) in
vitro caligmalarla gosterilmistir (93). Benzer sekilde Ramos ve arkadaslarinin yapmis
oldugu soganin antibakteriyel etkisinin arastirildigi bir c¢alismada, soganin sulu
ekstresinden izole edilen bilesiklerin (3-(kuersetin-8-il)-2,3-epoksi flavon) H. pylori’ye

kars1 inhibitor etkisi oldugu in vitro olarak gosterilmistir (94).

Tiirkiye’de bogiirtlen olarak taninan ve antiinflamatuar ve antimikrobiyal ozellikleri
bilinen Rubus ulmifolius’un, yapraklarindan elde edilen ekstrenin, CagA pozitif ve
CagA negatif H. pylori’ye kars1 sirasiyla 1500 ve 1200 pg/ml MIiK degerlerinde
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (95). Cesitli bal Orneklerinin
antibakteriyel etkilerinin arastirildig1 bir calismada bu {iiriinlerin, H. pylori’nin de dahil
oldugu bircok mikroorganizmaya (Escherichia coli, H. pylori, Proteus mirabilis,
Pseudomonas  aeruginosa,  Salmonella  typhimurium,  Serratia = marcescens,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes) karsi oldukca etkili olduklar1 rapor

edilmistir (91).

H. pylori eradikasyonunda mevcut tedaviyi desteklemek ya da dogal tedavi rejimleri
olusturabilmek amaciyla bitkiler ve dogal iriinler iizerinde yapilan 6rnekleri verilen
bilimsel calismalar arttirilabilir. Son yillarda antihelikobakter etkili bilesik ya da
triinlerin arastirildig1 ¢calismalarda propolisin de mevcut oldugu dikkatleri cekmektedir.
Propolis, immiinmodiilator, antimikrobiyal, antioksidan, antitiiméral etkilerinden dolay1

yiyecek ve igeceklerde ve halk tibbinda kullanilan bir dogal tiriindiir (96). Propolisin H.
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pylori iizerine in vitro olarak etkisinin arastirildig1 ¢calismalarda, bu iiriiniin toplandigi
cografik bolgelere gore etkinliginin degistigi goriilmektedir. Arastirmacilar toplandig:
iklim, bitki tiirli, cografik bolge ve ar1 tiiriine bagli olarak propolisin kimyasal i¢ceriginin

ve boylece biyolojik aktivitesinin degisebildigini rapor etmislerdir (97, 98).

Boyanova ve arkadaslari, Bulgaristan’da toplanan propolisin 38 ayr1 H. pylori klinik
izolatinin iiremesine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, propolisin %30 etanolik
ekstrakti1 kullanmiglar ve kontrol olarak kullandiklar1 etanole gore propolisin, bu
suslarin iiremesini istatistiksel olarak anlaml bir sekilde inhibe ettigini gdstermislerdir.
Sonugta Bulgar propolisinin H. pylori’ ye kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu
ortaya koymuslardir (99). Aym arastirmacilar ayn1 bolgeden toplanan propolisin H.
pylori iiremesine etkilerini arastirdiklar: daha genis ¢apli bir ¢caligmada, bu propolisin 94
izolat iizerinde inhibitor etkisini, kontrol olarak kullandiklar1 etanole gore istatistiksel
olarak anlamli bulmus ve daha ileri mikrobiyolojik, farmakolojik ve klinik ¢aligmalarin

gerekliligine dikkat ¢cekmislerdir (98).

Coelho ve arkadaslarinin Brazilian green propolisin, H. pylori infeksiyonlu 18 Kkisi
tizerinde etkilerini aragstirdiklar1 klinik bir ¢calismada, hastalar1 7 giin boyunca giinde 3
kez 20’ser damla propolisle tedavi etmeye calismislar ve H. pylori’nin eradikasyonu
acisindan takip etmislerdir. Tedavi sonras1 40. giinde iire nefes testi ile
degerlendirdikleri hastalarda diisiik bir basar1 oram elde etmisler ve bu konuda daha

genis capli ve uzun siireli caligmalara ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir (100).

H. pylori infeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotikleri desteklemek ya da alternatif bir
tedavi olusturmak amaciyla Nostro ve arkadaslari, 17 farkli bitki ekstraktinin bir
standart ve 11 klinik H. pylori susu iizerinde antibakteriyel etkisini arastirmislar ve
ozellikle Cuminum cyminum L. ve propolisin etanolik ekstraktlarinin oldukca etkili
oldugunu bildirmislerdir. Calismada H. pylori’nin duyarliliginin saptanmasinda
oncelikle disk difiizyon testi uygulanmis ve disk ¢apmdan daha biiyiik inhibisyon zonu
gosteren ekstraktlarin MIK degerlerini belirlemek iizere agar diliisyon testi yapilmistir.
Buna gore propolisin etanolik ekstraktinin (8 mg/disk) inhibisyon zon ¢ap1 20mm ve
MIK degeri 75 ug/ml olarak belirlenmistir. Bu iiriinlerin in vitro etkilerinin H. pylori
infeksiyonlarinin tedavisinde yeni ve giivenilir tedavi rejimleri olusturulmasinda dikkate
alinmas1 gerektigini ve bu amacgla klinik ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir

(67).



41

Propolis ve Zingiber officinale’nin etanolik ekstraktlarinin ayr1 ayri klaritromisin ile
kombinasyonunun, 25 H. pylori klinik izolat1 iizerine etkisinin arastiriddigi bir
calismada, bu kombinasyonlarin H. pylori inhibisyonunda sinerjik ya da additif aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Propolisin etanolik ekstraktinin tek basma H. pylori izolatlar1
lizerine MIK arahig1 10-80 ug/ml olarak belirlenirken, ayn1 ekstrenin klaritromisin ile
kombinasyonunun MIK araligi  2.5-40 pg/ml olarak bulunmustur. Zingiber
officinale’nin etanolik ekstraktlar1 i¢in bu degerler swrasiyla 10-160 pg/ml ve 2.5-40
ug/ml olarak bildirilmistir. Bu verilere dayanarak klaritromisinin, propolis veya
Zingiber officinale ile kombinasyonunun H. pylori’ye bagh gastroduodenal hastaliklarin

kontroliine yardimci1 olabilecegi vurgulanmistir (66).

Hashimoto ve arkadaslari, ham propolis ve propolis fraksiyonlarinin, gastrik iilserden
sorumlu H. pylori tizerine antibakteriyel etkilerini arastirmislar, propolisin etanolik
ekstraktinin H. pylori iizerine inhibitor etki gosterdigini ve bu etkiden p-kumarik asit, 3-
prenil-4-dihidrosinnamoloksisinnamik asit ve artepilin C’nin sorumlu oldugunu rapor

etmislerdir (65).

Propolisin biyolojik aktivitesini, propolisin toplandigr cografik bolge, o cografik
bolgenin bitki Ortiisii, iklim ve propolisin tasindigi kovanin bulundugu alan gibi
faktorler biiyilik Olciide etkilemektedir. Bu ¢aliysmada Kayseri ve cevresinden toplanan
propolisin H. pylori’ye in vitro etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagcla
propolisin etanolik ektraktr hazirlanmis ve antimikrobiyal duyarlilik testleri olarak disk
difiizyon ve agar diliisyon yontemleri kullanilmistir. Disk difiizyon testine gore 64
pug/ml ve iizeri konsantrasyonlarda belirgin inhibisyon zon caplar1 goézlenirken, agar
diliisyon yonteminde minimal inhibitdr konsantrasyon 128 ug/ml olarak belirlenmistir.
Yapilan calismalar degisik bolgelere ait propolisin H. pylori’ye karst 10-300 pg/ml
arasinda MIK degerlerinin degistigi ve etkinliginin doza bagimli olarak arttig1 rapor
edilmistir (67, 98). Bizim calismamizda da propolisin diisiik dozda antihelikobakter

aktivite gosterdigi ve bu etkinin doza bagimli olarak arttig: tespit edilmistir.

Propolisin icerdigi maddelerin ¢esidi ve miktar1 toplandig: bitkilerin kaynagina gore
degismektedir. Propolisin kimyasal formiilii bu yiizden sabit degildir (48). Fitokimyasal
caligmalar propolisin baslica fenolik bilesikler, flavonoidler, terpenler, aromatik
aldehitler ve alkoller olmak {lizere cesitli bilesiklerden olustugunu gostermektedir.

Propolisin degisen igerigi biyolojik etkinligini de etkilemektedir. Bu caligmada c¢alisilan
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propolisin Silici ve Kog¢ tarafindan GC-MS analizi yapilmis ve ana bilesiklerinin
flavonoidler, aromatik ve yag asitleri ile alkol ve ketonlardan olustugu gosterilmistir
(101). Calismamizda kullandigimiz propolisin etanollii  ekstresinin  kimyasal
bilesenlerinden olan flavonoidlerin yiiksek miktarda olmasi nedeniyle antihelikobakter
etkisinin bununla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konuda ileri calismalarin

yapilmas1 gerekmektedir.

Sonug olarak Kayseri ve cevresinden toplanan propolisin H. pylori’ye etkili oldugu
gosterilmis olup, bu calismanin propolisin H. pylori eradikasyonunda kullanimi ile

ilgili deneysel ve klinik ¢aligmalarm Oniinii acacagi diisiiniilmiistiir.



6. KAYNAKLAR

Ozden A. Helicobacter pylori 2006 “WGO-OMGE Practice Guideline” ve “Maastricht
IIT Florence Consensus Report 2005”. Giincel Gastroenteroloji 2006; 10(4): 287-291.

Sanders CJ, Yu Y, Moore DA, Williams IR, Gewirtz AT. Humoral immune response to
flagellin requires T cells and activation of innate immunity. J Immunol 2006; 177:

2810-2818.

Asaka M. Helicobacter pylori infection and gastric cancer. Internal Medicine 2002;

41(1): 1-6.

Pandey R, Misra V, Misra SP, Dwivedi M, Kumar A, Tiwari BK. Helicobacter pylori
and gastric cancer. Asian Pac J Cancer Prev 2010; 11(3): 583-588.

Duck WM, Sobel J, Pruckler JM, Song Q, Swerdlow D, Friedman C, et al.
Antimicrobial resistance incidence and risk factors among Helicobacter pylori infected

persons, United States. Emerg Infect Dis 2004; 10(6): 1088-1094.

Bankova V, Castro SL, Marcucci MC. Propolis: recent advances in chemistry and plant

origin. Apidologie 2000; 31: 3-15.

Dobrowolski JW, Vohora SB, Sharma K, Shah SA, Naqvi SA, Dandiya PC.
Antibacteriyal, antifungal, antiamoebic, antiinflammatory and antipyretic studies on

propolis bee products. J Ethnopharmacol 1991; 35: 77-82.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

44

Ozdemir R. Gastroskopi yapilan hastalarin digk1 drneklerinde tedavi dncesi ve sonrasi
H. pylori antijeninin ELISA yontemi ile arastirilmasi, Uzmanlik Tezi, Istanbul 2006; 6-
30.

Yilmaz YA. Helicobacter pylori: Mikrobiyolojik tan1 yontemleri. Hacettepe Tip Dergisi
2004; 35: 182-186.

Giirsoy O, Kimk O. Probiyotik bakterilerin klinik uygulamalarinda yeni gelismeler-II.
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi 2006; 43(1): 189-196.

Bingdl R. H.pylori Mikrobiyolojisi. 9. Tiirk Klinik ve Mikrobiyoloji Kongresi, 3-9
Kasim 1999 Antalya, Kongre Kitabi. s. 51-55.

Marshall BJ, Warren JR. Unidentified curved bacilli in the stomach of patients with

gastritis and peptic ulceration. Lancet 1984; 16: 1311-1315.

Altindis M, Ozdemir M. Helicobacter pylori ve tanisi. Kocatepe Tip Dergisi 2003; 2: 1-
12.

Goodwin CS, Armstrong JA, Chilvers T, Peters M and Collins MD: Transfer of
Campylobacter pylori and Campylobacter mustelae to Helicobacter gen. nov. as
Helicobacter pylori comb. nov. and Helicobacter mustelae comb. nov., respectively. Int

J System Bacteriol 1989; 39: 397-405.

Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji. Baris Yayinlari, Fakiilteler Kitabevi, 10. Baski,
Izmir; 2000. s: 143-146.

Windsor HM, O’Rourke J. Bacteriology and toxonomy of H.pylori. Gastroenterology
Clinics of North America 2000; 29(3): 633-649.

Goodwin CS and Worsley B W: Microbiology of Helicobacter pylori.
Gastroenterology Clinics of North America 1993; 22: 5-19.

Ozden A, Baglan P.H. Helicobacter pylori’ nin antibiyotiklere direnci. Giincel
Gastroenteroloji Dergisi 2003; 220-225.

Current Opinion In Gastroenterology (2006). Citation Guide.
[http://www.turkiyeklinikleri.com/abstract_tr.php?id=45114] Erisim Tarihi: 20 Agustos
2010.

Tiinger O. Helicobacter pylori infeksiyonlar1. Turkish Journal of Infection 2008; 22 (2):
107-115.



21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

45

. Ergiir E. Farengeal ve palatin tonsillerde hizli iireaz testi ve immiinohistokimyasal

analiz yontemiyle helicobacter pylori kolonizasyonunun arastirilmasi, Uzmanlik Tezi,

Istanbul 2006; 2-4.

Erdem B. Campylobacter ve Helicobacter pylori. Ustacelebi §. Temel ve Kinik
Mikrobiyoloji kitabindan, Giines Kitabevi, Ankara. 1999: 536-539.

D’Elios MM, Amedei A, Del Prete G. Helicobacter pylori antigenspesific T- cell
responses at gastric level in chronic gastritis, peptic ulcer, gastric cancer and low-grade
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma. Microbes and Infection 2003;
5:723-730.

Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA. Manuel of Clinical
Microbiology (9. ed). Ceviri: Basustaoglu A. Boliim Ceviri: Akyon Y. Helicobacter.
Kitap: Klinik Mikrobiyoloji. Atlas Kitapcilik, Ankara 2009; ss 947-962.

Demiray M, Manavoglu O. Helicobacter pylori ve gastrik karsinogenez. Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi 2003; 29(2); 29-33.

Uzunismail H. Helicobacter pylori ve eradikasyon. Gastrointestinal sistem hastlaliklar1

sempozyumu Istanbul, 11-12 Ocak 2001: 19-26.

Kadanali A, Ozkurt Z. Helicobacter pylori infeksiyonu: Epidemiyoloji, patogenez ve
iligkili hastaliklar, Klinik Dergisi 2004; 3: 146-150.

Sivri B. Peptik Ulser Tedavisinde Yenilikler, Giines Kitabevi, Ankara 1999; ss 72-88.

Erikoglu M, Yol S, Tavli K, et al. Mide kanserleri: 15 yillik deneyimlerimiz. Genel Tip
Dergisi 2005; 15(2): 71-75.

Karasu Z, Akarca US, Ersoz G, et al. Mide kanserinde Helicobacter pylori infeksiyonu;
kanser dokusunda bakteri varliginin PCR ile belirlenmesi, T Klin Gastroenterohepatol

2001; 12: 1-7.

Erdem L, Akbayrr N, Sakiz D, et al. Dispepsili hastalarda midenin prekanserdz
lezyonlart ile karsilagma riski. Akademik Gastroenteroloji Dergisi 2005; 4(2): 78-82.

Ozer B, Serin E, Cosar A, et al. Helicobacter pylori eradikasyon tedavisinde
lansoprazol, klaritromisin ve amoksisilin ile ranitidin bizmut sitrat, tedavisinde
lansoprazol, klaritromisin ve amoksisilin rejimlerinin etkinliginin karsilagtirilmasi.

Akademik Gastroenteroloji Dergisi 2004; 3(3): 125-128.

McFarlane GA, Munro A. Helicobacter pylori and gastric cancer. B J Surgery 1997; 84:
1190-1199.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

46

Guarner J, Mohar A, Parsonnet J, et al. The association of H.pylori with gastric cancer

and preneoplastic gastric lesions in Chiapas, Mexico. Cancer 1993; 71: 297-301.

Lee J, O’'Morian C. Who should be treated for H. pylori infection A review of
concensus and guidelines. Gastroenterology 1997; 113: 99-106.

Uygun A, Tiiziin A, Yesilova Z, et al. Helicobacter pylori eradikasyon tedavisinde 7 ve
14 giinliik lansoprazol, amoksisilin, klaritromisin protokoliiniin karsilastirilmasi,

Akademik Gastroenteroloji Dergisi 2005; 4(3): 172-175.

Aydemir S, Bayraktaroglu T, Ustiindag Y, et al. Standart iiglii tedeavi ile eradikasyon
saglanamayan Helicobacter pylori enfeksiyonunda lansoprazol, ranitidin bizmut sitrat,
tetrasiklin ve metronidazolden olusan dortlii tedavinin etkinligi. Akademik

Gastroenteroloji Dergisi 2004; 3(3): 129-133.

Malfertheiner P, Chan FKL, McColl KEL. Peptic ulcer disease. Lancet 2009; 374:
1449-1461.

Schutze-K, Hentscbel E. Duedonal ulcer healing after 7 day treatment a pilot study with

lansaprazole, amoxicilline and clarithromycin. Z Gastroenterol 1995; 33: 651-653.

Kearney DJ, Brousal A. Treatment of Helicobacter pylori infection in clinical practice

in the United States: results from 224 patients. Dig Dis Sci 2000; 45: 265-271.

Aydemir S, Ustiindag Y, Bayraktaroglu T, et al. Helicobacter pylori igin tedavi almis
dispeptik sikayetleri olan hastalarda Helicobacter pylori prevalansi, Akademik
Gastroenteroloji Dergisi, 2004; 3(1): 20-23.

Bytzer P and O’Morian C. Treatment of Helicobacter pylori, Helicobacter 2005; 10:
40-46.

Ozgakir O, Yimaz YA. Helicobater pylori’de antibiyotik direnci, Hacettepe Tip
Dergisi 2007; 38: 75-79.

Diaz NJ, Quevedo Alvarez O, Saucedo BL. Determination of Fe, Mn, Zn and Cu in an
ethanolic extract of Cuban propolis. Rev Cienc Quim 1997; 28: 93-95.

Ghisalberti EL. Propolis: a review. Bee World 1979; 60: 59-84.

Cunha IBS, Sawaya ACHF, Caetano FM, et al. Factors that influence the yield and
composition of Brazilian propolis extracts. Journal of the Brazilian Chemical Society

2004; 15: 964-970.



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

47

Duran GG. In-vitro kosullarda propolisin antibakteriyel, antifungazl ve leyismayasidal
etkilerinin arastirilmasii, Yiiksek Lisans Tezi, Mustafa Kemal Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii, Hatay 2007; 6-9.

Woo KS, Park JS. Eucalyptus propolis beverages with their composition and effects. In
Mizrahi A, Lensky Y(eds), Bee Products Properties, Applications and Apitherapy. New
York, Plenum Pres, 1997: 125-128.

Burdock GA. Review of the biological properties and toxicity of bee propolis . Food
Chem Toxicol 1998; 36: 347-363.

Sforcin JM, Lopes CAM, Bankova V. Seasonal effect on Brazilian propolis
antibacterial activity. J of Ethnopharmacol 2000; 73: 243-249.

Cunha IBS, Sawaya ACHF, Caetano FM, et al. Factors that influence the yield and
composition of Brazilian propolis extracts. Journal of the Brazilian Chemical Society

2004; 15: 964-970.

Sforcin JM. Propolis and the immune system: a review. J Ethnopharmacol 2007; 113: 1-

14.

Bankova V, Christov R, Delgado Tejera A. Lignans and other constituents of propolis
from the Canary Islands, Phytochemistry 1998; 49: 1411-1415.

Marcucci MC, Rodriguez J, Ferreres F, et al. Chemical composition of Brazilian

propolis from Sado Paulo state, Z Naturforsch 1998; 53: 117-119.

Vassya S, Bankova, Solange L, De Castro, Maria C. Marcucci Propolis: recent

advances in chemistry and plant origin. Apidologie 2000; 31: 3-15.

Kumova U, Korkmaz A, Avci BC, Ceyran G. Onemli bir ar iiriinii: propolis. Uludag
Aricilik Dergisi 2002; 2(2): 10-23.

Bankova V. Chemical diversity of propolis and the problem of standardization. J of

Ethnopharmacol 2005; 100: 114-117.

Bankova V. Seasonal variations in essential oil from Brazilian propolis. J of Essential

Oil Res 1998; 10: 693-696.

Albayrak S. Leishmania tropica iizerine kayseri propolisinin antileishmanial
aktivitesinin arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes Univcersitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisii, Kayseri 2009; 5-6.



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

48

Markham KR, Mitchell KA, Wilkins AL, Daldy JA, Lu Y. HPLC and GC-MS
identification of the major organic constituents in New Zealand propolis.

Phytochemistry 1996; 42: 205-211.

Kumova U, Korkmaz A, Avci BC, Ceyran G. Onemli bir ar iiriinii: propolis. Uludag
Aricilik Dergisi 2002; 2(2): 10-23.

Bankova V, Boudourova-Krasteva G, Sforcin JM, et al. Phytochemical evidence for the
plant origin of Brazilian propolis from S™ao Paulo State. Z Naturforsch 1999; 54: 401-
405.

Teixeira EW, Negri G, Meira RMSA, Message D, Salatino A. Plant origin of green

propolis: bee behavior, plant anatomy and chemistry. Evidence-based Complementary

and Alternative Medicine 2005; 2: 85-92.

Serra J, Escora R. A study on the bacteriostatic activity of propolis. Deut Lebensm

Rundsch 1995; 54: 549-553.

Mirzoeva OK, Grishanin RN, Calder PC. Antimicrobial action of propolis and its
components, the effects on growth membrane potential and motility of bacteria.

Microbiol Res 1997; 152: 239-246.

Nostro A, Cellini L, Bartolomeo SD et al. Effect of combining extracts (from Propolis
or Zingiber officinale) with clarithromycin on Helicobacter pylori. Phytother Res 2006;
20: 187-190.

Nostro A, Cellini L, Bartolomeo SD, et al. Antibacterial effect of plant extracte against

Helicobacter pylori. Phytother Res 2005; 19: 198-202.

Valcic S, Montenegro G, Mujica A-M, et al. Phytochemical, morphological and
biological investigations of propolis from Central Chile. Z Naturforsch 1999; 54: 406-
416.

Vassya S, Bankova, Solange L, De Castro, Maria C. Marcucci Propolis: recent

advances in chemistry and plant origin Apidologie 2000; 31: 3—15.

Dantas AP, Olivieri BP, Gomes FHM, De Castro SL. Treatment of Trypanosoma cruzi-
infected mice with propolis promotes changes in the immune response. J

Ethnopharmacol 2006; 103: 187-193.

Dantas AP, Salomdo K, Barbosa HS, De Castro SL. The effect of Bulgarian propolis
against Trypanosoma cruzi and during its interaction with host cells. Mem Inst Oswaldo

Cruz 2006; 101(2): 207-211.



72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

49

Ozbilge H, Kaya EG, Albayrak S, Silici S. Anti-leishmanial activities of ethanolic
extract of Kayseri propolis. Afr J Microbiol Res 2010; 4(7): 556-560.

Borges-Walmsley MI, Chen D. The pathobiology of Paracoccidioides brasiliensis.
Trends in Microbiology 2002; 10: 80-87.

Rubio OC, Cuellar CA, Rojas N, et al. A polyisoprenylated benzophenone from Cuban
propolis. J Nat Prod 1999; 62: 1013-1015.

Hegazi AG, Abd Es, Hady FK, Abd Allah FA. Chemical composition and antimicrobial
activity of European propolis. Z Naturforsch 2000; 55: 70-75.

Keskin N, Hazir S, Baser KH, Kurkcuoglu M. Antibacterial activity and chemical
composition of Turkish propolis. Z Naturforsch 2001; 56: 11-12.

Silici S, Kutluca S. Chemical composition and antibacterial activity of propolis
collected by three different races of honeybees in the same region. J Ethnopharmacol

2005; 99: 69-73.

Popova M, Silici S, Bankova V. Antibacterial activity of Turkish propolis and its

qualitative and quantitative chemical composition. Phytomedicine 2005; 12: 221-228.

Matsuno T, Jung SK, Matsumoto Y, Saito M, Morikawa J. Preferential cytotoxicity to
tumor cells of 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid (artepillin C) isolated from

propolis. Anticancer Res 1997; 17: 3565-3568.

Orsolic N, Basic I. Immunomodulation by water-soluble derivative of propolis: a factor

of antitumor reactivity. J of Ethnopharmacol 2003; 84: 265-273.

Matsushige K. Quality evaluation of propolis. 1.A comparative study on radical

scavenging effects of propolis and vespae midus. J Trad Med 1995; 12: 45-53.

Basnet P, Matsuno M, Neidlein R. Potent free radical scavenging activity of propol

isolated from Brazilian propolis. Z Naturforsch 1997; 52: 587-590.

Cengarle L, Carta A, Tilloca G, Marceddu MF. Antioxidant activity of sardinian
propolis. Riv Ital sostanze Grasse 1998; 75: 551-557.

Sun F, Hayami S, Haruna S, et al. In vivo antioxidative activity of propolis evaluated by
the interaction with vitamins C and E and the level of lipid hydroperoxides in rats. J

Agri Food Chem 2000; 48: 1462-1465.

Dunn BE, Cohen H, Blaser MJ. Helicobacter pylori. Clin Microbiol Rev 1997; 10(4):
720-741.



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

50

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; 18" informational supplement. CLSI document

M100-S18, Wayne, PA, USA, 2008.

Hachem CY, Clarridge JE, Reddy R et al. Antimicrobial susceptibility testing of
Helicobacter pylori 1996, 24: 37-41.

Takashami J, Chica N, Yoneda K, Ohsaki A. Derisin, a new rotenoid drom Derris
malaccensis plain and anti-Helicobacter pylori activity of it’s related constituents. J Nat

Prod 2002; 65: 611-613.

Malekzadeh F, Ehsanifer H, Shahamat M, Levin M, Colwell R. Antibacterial activity of
black myrobalan (Terminalia chebula Retz) against Helicobacter pylori. Int J

Antimicrob Agents 2001; (18): 85-88.

Kasifoglu N. Microbiological diagnosis of Helicobacter pylori. Tiirk Klinik
Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Dernegi Dergisi 2007; 29(3): 153-161.

Erdogrul O, Erbilir F. Kahramanmaras’ta iiretilen bal 6rneklerinin mikrobiyel kalitesi ve
antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi. KSU Fen ve Miihendislik Dergisi 2007; 10(1): 1-
5.

Mahady GB, Pendland SL, Stoia A,et al. In vitro susceptibility of Helicobacter pylori to
botanical extracts used traditionally for the treatment of gastrointestinal disorders.

Phytother Res 2005; 19: 998-991.

Arif R, Kiipeli E, Ergun F. The Biological activity of Centaurea L. Species. G. U. Fen
Bilimleri Dergisi 2004; 17(4): 149-164.

Ramos FA, Takaishi Y, Shirotori M, et al. Antibacterial and antioxidant activities of
quercetin oxidation products from yellow onion (Allium cepa) skin. J Agric Food Chem

2006; 17: 3551-3557.

Martini S, D’Addario C, Colacevich A, et al. Antimicrobial activity against
Helicobacter pylori strains and antioxidant properties of blackberry leaves (Rubus

ulmifolius) and isolated compounds. Inter J Antimicrob Agents 2009; 34: 50-59.

Drago L, Mombelli B, Tocalli L, et al. In vitro antimicrobial activity of propolis dry
extract. J Chemother 2000; 12: 390-395.

Banskota AH, Tezuka Y, Adnyana IK, Ishii E, Midorikawa K, Matsushige K, et al.
Hepatoprotective and anti-Helicobacter pylori activities of constituents from Brazilian

propolis. Phytomedicine 2001; 8(1): 16-23.



51

98. Boyanova L, Gergova G, Nikolov R, Derejian S, Lazarova E, Katsarov N, et al.
Activity of Bulgarian propolis against 94 Helicobacter pylori strains in vitro by agar-
well diffusion, agar dilution and disc diffusion methods. J Med Microbiol 2005; 54:
481-483.

99. Boyanova L, Derejian S, Koumanova R, Katsarov N, Gergova G, Mitov I, et al.
Inhibition of Helicobacter pylori growth in vitro by Bulgarian propolis: preliminary
report. ] Med Microbiol 2003; 52: 417- 419.

100. Coelho LG, Bastos EMAF, Resende CC, Silva CMP, Sanches BSF, Castro FJ, et al.
Brazilian green propolis on Helicobacter pylori infection: A pilot clinical study.

Helicobacter 2007; 12: 572-574.

101. Silici S, Koc AN. Comparative study of in vitro methods to analyse the antifungal
activity of propolis against yeasts isolated from patients with superficial mycoses. Lett

Appl Microbiol. 2006; 43: 318-324.



OZGECMIS

Ersin KARABULUT, 1984 yilinda Ankara ilinde dogdu. Ilk ve orta 6grenimini
sirastyla Ankara Tuzlugayrr ilkokulu ve Namik Kemal Ilk6gretim Okulu’nda,
lise 6grenimini Ankara Tuzlugayir Lisesi’nde tamamladi. 2003 yilinda Erciyes
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'ne girdi, 2007 yilinda
mezun oldu. 2007 yilinda Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans 6grenimine baslada.

E-posta: ersin.karabulut@hotmail.com



