GAZIANTEP UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Rubus L. MEYVESININ DNA KORUYUCU
AKTIVITELERININ VE Stenotrophomonas maltophilia
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

BiYOLOJi BOLUMU

YUKSEK LiSANS TEZi

AIGERIM RAKHMANZHAN KYZY

EKiM 2017



Rubus L. MEYVESININ DNA KORUYUCU AKTIVITELERININ VE

Stenotrophomonas maltophilia UZERINE ETKILERININ

ARASTIRILMASI

Gaziantep Universitesi
Biyoloji Bolumu

Yuksek Lisans Tezi

Danmisman

Doc. Dr. ibrahim Halil KILIC

Aigerim RAKHMANZHAN KYZY

Ekim 2017



© 2017 [Aigerim RAKHMANZHAN KYZY]



T.C
GAZIANTEP UNIVERSITESI
'FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANA BILIM DALI

Tezin Adi: Rubus L. Meyvesinin DNA Koruyucu Aktivitelerinin ve Stenotrophomonas

maltophilia Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrencinin, Ad: Soyadi: Aigerim RAKHMANZHAN KYZY
Tez Savunma Tarihi: 25.10.2017
Fen Bilimleri Enstitiisti onay1 by
Prof. Di. Ahr.net Necmeddin YA'ZICI
FBE Miidiirii
Bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak gerekli sartlari sagladigini onjylarim.
Prof. Dr. Filig Gzbag GERCEKHR
Enstitii ABD Bagskan:
Bu tez tarafimca okunmus, kapsami ve niteligi agisindan bir Yiiksek Lisans tezi
olarak ka.bul edilmistir. _. [/W "
Dog. Dr. Halil KILIC
Tej Danismani
Bu tez tarafimizca okunmusg, kapsam ve niteligi agisindan bir Yiiksek Lisans tezi
olarak oy birligi ile kabul edilmistir.
Jiiri Uyeleri:
Prof. Dr. Giilden PEKCAN
Dog. Dr. ibrahim Halil KILIC

Dog. Dr. Isik Didem KARAGOZ,




flgili tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigimi ve kullanilan
tum literatiir bilgilerinin referans gosterilerek ilgili tezde yer aldigim beyan
ederim.

Aigerim RAKHMANZHAN KYZY



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE DNA PROTECTIVE ACTIVITY OF Rubus L.
FRUITS AND EFFECTS ON Stenotrophomanas maltophilia

RAKHMANZHAN KYZY, Aigerim
M.Sc.in Biology
Supervisor: Dog. Dr. Ibrahim Halil KILIC
October 2017
53 page

Emerging of resistance mechanisms to antibiotics used in therapy of infectous
diseases fastened searching for new antibiotics molecules. Blackberry fruits are
widely used in clinical studies. The study was aimed to evaluate DNA damage
protection activity of blackberry fruit and its influence on Stenotrophomonas
maltophilia strains causing infectous diseases in hospital. Protective activity of the
fruit extract against to UV and H202 induced DNA damages was studied. Plasmid
pBR322 was exposed to H202 and UV lights, in different times with methanol
extract prepared at different concentrations and the results were displayed on gel.
The results have shown that highly concentrated Rubus L. fruit extracts have the
property of protecting DNA from oxidative damage. Disc diffusion and
microdilution test studies on S. matophilia strains have shown that methanol extracts
have antibacterial activity by inhibiting the matophilia bacterias. The results
obtained can be evaluated in the future in cosmetic industry as a cream and as well

as a new antibiotic molecule in pharmaceutical industry.

Key Words: Stenotrophomonas maltophilia, Rubus L., Minimum inhibitor
concentration, DNA, Ultraviolet light.



OZET
Rubus L. MEYVESININ DNA KORUYUCU AKTIVITELERININ VE
Stenotrophomonas maltophilia UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI
RAKHMANZHAN KYZY, Aigerim
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Yoneticisi: Do¢.Dr. ibrahim Halil KILIC
Ekim 2017
53 sayfa

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere giderek artan
coklu diren¢ mekanizmalarinin gelismesi yeni antibiyotik molekiillerinin arayisini
hizlandirmigtir. Calismada, bogiirtlen (Rubus L.) meyvesi’nin DNA koruyucu
aktivitesi ve hastane enfeksiyon etkeni olan Stenotrophomonas maltophilia suslar
iizerine etkilerinin belirlenmesi amacglanmistir. Farkli  konsantrasyonlarda
hazirlanan meyve metanol 6ziitii ile pPBR322 plazmid DNA’s1 farkl: siirelerde H202
ve UV 1s18ina maruz birakilmis sonuglar jelde goriintiilenmistir. Elde edilen
sonuclar, yiksek konsantrasyonlu Rubus L. meyve oOzitlerinin oksidatif nedenli
hasarlardan DNA’y1 koruma 6zelliginde oldugunu ortaya koymustur. S. matophilia
suslari tizerinde yapilan disk difiizyon ve mikrodiliisyon test ¢aligmalar1 sonucunda,
metanol oziitlerin bakterileri inhibe ederek antibakteriyal etki gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonugclar, ileride kozmetik endiistrisinde krem yapimi ve yeni

antibiyotik molekiilii olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, Rubus L., Minimum inhibitor

konsantrasyon, DNA, Ultraviyole 1sinlari.
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BOLUM 1
GIRIS

Infeksiyon hastalig1 yapan etkenler arasinda &nemli yer tutan bakterilere kars
mevcut antibiyotikler bulunmasina ragmen, yillar igerisinde gerekli gereksiz her
durumda kullanilmalarma bagli olarak antibiyotik direnci gibi 6nemli bir sorun
ortaya c¢cikmustir. Hastane disinda gelisen toplumsal infeksiyonlarin bir¢ogunda
antibiyotik tedavisi ile iyi sonuclar alinabilmektedir. Ancak, nozokomiyal
infeksiyonlar s6z konusu olunca antibiyotik tedavisinin sonuglart o kadar yiiz
giildiiriicii olmamaktadir. Diger yandan tedaviye direnc gelismesi riski yiiksek olup,
bu risk en yuksek oranda nozokomiyal infeksiyonlarda gozlenmektedir. Bu arada,
nozokomiyal infeksiyonlarin ¢ogu kez Stenotrophomonas maltophilia gibi ¢ogul
direncli bakterilerle gelismesi nedeniyle antibiyotik tedavileri yiiksek maaliyetli
olarak degerlendirilmektedir. Onemli bir diger husus da, altta yatan sorunlari
nedeniyle hastanede yatmakta olan, bu sorunlarin tedavisi amaciyla invaziv
girisimlere maruz kalan, hastanede kalis siireleri uzamis hastalarda bu tr
infeksiyonlarin meydana gelmis olmasidir. Giiniimiizde antibiyotiklere duyarli ve
direngli bakteri suslarinin cografik bolgelere, hatta hastanelere gore degiskenlik
gosterdigini bilmekteyiz. Bu nedenle sik araliklarla direng arastirmalart yapilmali ve
ilgili bakteri ile ilaglar arasindaki duyarlilik-direng oranlari saptanmalidir. Yeni
antibiyotik molekiillerin araniginda, tibbi bitkiler 6nemli bir dogal kaynaklardandir

(Zer vd., 2009; Alves vd., 2015).

Bu caligmanin amaci, bogiirtlen meyvelerinin metanol 6ziitiiniin DNA koruyucu
aktivitesin belirleyerek kozmetik alaninda kullanilabilirligini 6ne siirmek ve
Ozutlerin bir nozokomiyal bakteri turti olan Stenotrophomanas maltophilia tzerinde
antibiyotik etkisini saptayarak yeni antibiyotik molekiillerinin bulunmasina katki

saglamaktir.



1.1. Bégiirtlen (Rubus L.) Bitkilerinin Genel Ozellikleri

Rubus L. Rosales takiminin, Rosaceae familyasina ait Rosoideae alt familyasinin,
Rubus cinsi igerisinde incelenmektedir. Rubus cinsi Ideabatus (ahududular) ve
Eubatus (bogiirtlenler) olmak {izere iki alt cinse ayrilmaktadir. Rubus fruticosus L.

yani bogiirtlen, Eubatus alt cinsine girmektedir (Agaoglu, 1986).

Bogiirtlen, dogal ve tarimsal ekosistemlerin dnemli bir yabani bitkisidir (Poling,
1996). Bogiirtlenler ¢6l iklimi disindaki tiim iklimlerde biiylimesine ragmen genel
olarak kuzey yarim kiirede bulunan karmasik yapili bitkilerdir (Agaoglu, 1986).
Bogiirtlenin anavatani1 Giiney ve Bati Avrupa olup, Alplerde 800 metreye kadar
yiiksekliklerde bogiirtlen gesitlerine rastlamak mimkunddr (Demirsoy vd., 2006b).
Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Havai, Avrupa, Afrika ve Asya’da 400-500 ayr1
bogiirtlen tiiriiniin oldugu tahmin edilmektedir (Poling, 1996). Uziimsi meyveler
grubunda bulunan bogiirtlenin diinya iizerinde dogal olarak yetisen 350’den fazla
tir tespit edilmistir (Recht, 1995). Bogiirtlen, Tiirkiyede biiyiikk olciide yabani
olarak yetistiginden herhangi bir istatistiksel bilgi mevcut degildir (Erenoglu ve

Oztiirk, 2002).

Bogiirtlen 1liman iklim meyve tiirii olmakla beraber yetistiriciligi belirli dlgiilerde
suptropik iklim bolgelerinde de yapilabilmektedir. Iklim istekleri bakimindan fazla
secici olmayan bdgiirtlenlerin degisik iklim sartlarina kolayca adapte oldugu
goriiliir. Bogilirtlen genellikle bol giinesli, riizgardan korunmus, hasat zamani
yagmur olmayan, yeterli toprak nemi olan ve kislar1 1lik gecen yerlerde rahatlikla

yetistirilebilir (Barut, 2004).

Bogiirtlenin kiiltiir ¢esitleri ise hemen hepsi Kuzey Amerika kékenlidir (Demirsoy
vd., 2006b). Az sayida olan Avrupa Kkiiltiir g¢esitleri, Rubus laciniatus, Rubus
discolor (Theodor Reimers) ve Rubus ulmifolius tiirlerinden elde edilmistir.
Bogiirtlen Avrupa’da 17 yiizyilda, Amerika’da 19 yiizyilda kiiltire alinmus,
Tirkiye’de ise ilk deneme calismalari 1960’11 yillarda Yalova’da baglamistir
(Agaoglu, 1986). Yabani bitki olarak goriilen bdogiirtlen bir siire tarim
arastirmacilart tarafindan imha edilmesi gereken bitkiler listesinde yer almustir.
Modern bahge bogiirtleni gesitlerinin temelini olusturan yabani hibrit bogiirtlenleri

de zaman i¢inde yine arastirmacilar tarafindan kesfedilmistir (Poling 1996). 1930’1u
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yillarda dikensiz bogiirtlen bulunmus olup, son yillarda degisik bolgelere adapte
olabilen yiksek kaliteli bogiirtlen gesitleri gelistirilmistir (Demirsoy vd., 2006b).
Elde edilen bu c¢esitlerin biiyiimesi kuvvetli olup, kaliteli ve iri meyve

olusturmaktadirlar (Agaoglu, 1986).

Diinya bogiirtlen tiretimi 154.000 tondur. Bu iiretimin yaklasik % 50’si Amerika ve
% 30°da Avrupa kitasinda gergeklesmektedir (Anonim, 2006b). Diinya bogiirtlen
tiretiminde ABD (35 000 ton), Meksika (30 000 ton), Cin (29 000ton), Sirbistan (28
000 ton) ve Macaristan (13 000 ton) en dnemli iilkelerdir. Uretim alan1 bakimindan
gelecek 10 yil icinde en biiyliik gelismeyi Romanya, Polonya, Meksika, Cili,
Macaristan, Cin ve ABD“nin gostermesi beklenmektedir (Strik vd., 2006).

Tiirkiyenin hemen her bdlgesindeki dogal florada, yabani bogiirtlenlere rastlamak
miimkiindiir. Bogirtlen dretimi Silifke, Adana ve Antalya’daki bahgelerde
ckonomik olarak yapilmaktadir (Erenoglu ve Oztiirk, 2002). Hemen biitiin
bolgelerde bir veya birkag¢ tiirin farkli formlarma rastlanmaktadir. Bogiirtlenin
yabani formlarinin Tiirkiyenin hemen hemen her yerinde yetistigi, ancak daha ¢ok
Orta Anadolu ve Karadeniz bolgelerinde yogun olarak bulundugu bildirilmektedir
(Gergekeioglu, 1996). Bu boélgelerin Corum, Amasya, Tokat, Yozgat, Giimiishane
ve Rize dolaylarinda, 6zellikle 500 m. rakimin iizerindeki serin ve nemli alanlarinda

yaygin olarak bulunmaktadirlar (Pehluvan ve Giilerytiz, 2000).

Bogiirtlen iki yildan fazla yasayan ¢ali formundaki bitkilerdir ve ¢ogu cesitleri
dikenli govdelere sahiptir. Siirgiinleri iki, kokleri ise ¢ok yilliktir. Kok bogazinda
bulunan adventif tomurcuklardan ¢ikan siirglinler dnce otsu karakterde gelisirler,
daha sonra odunlasirlar. Bunlarin gelisimi ilkbahardan sonbahara kadar devam eder.
Ikinci vejetasyon periyodunda bu siirgiinler az odunlasabilen yan siirgiinler
meydana getirerek dallanirlar. Bu yan dallarin uglarinda veya koltuklarinda ¢igek
salkimlar1 olusmaktadir. Ceside bagli olarak siirglinler ve yapraklar iizerinde az

veya c¢ok kalin ve degisik uzunlukta dikensi tiiyler bulunmaktadir.

Bogiirtlenin kiigiik meyvelerine ‘bramble fruits’, endokarplarina ‘drupelet’ ve
tohumlarina ‘piren’ adi verilir (Agaoglu, 1986; Bobrowski vd., 1996). Bogiirtlen
bitkisi herhangi bir destek olmaksizin dik biiyiiyen, yari siiriiniicii ve siiriiniicii

tiplere kadar cesitlilik gosterir (Poling 1996). Diger alt cins olan ldaebatus
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(ahududu)’tan farki olarak meyve sap1 meyve iginde kalacak sekilde kopar. Ayrica
bogiirtlen ¢ubuklarinin uzamasi siirsizdir. El ayasi seklinde yapraklara sahiptir

(Gergekcioglu, 1999a).

Dikine biiyiiyen bogiirtlenlerde kisa siirede olusan kok siirgiinleri ile Uretim
mimkunddr. Bu islem ilkbaharda kok siirgiinlerinin kii¢iik bir kok pargasi ile
sokdlerek uygun goriilen yere dikilmesinden ibarettir. KOk strgunlerinin daimi
yerlerine dikilmeden 6nce bir yil fidanliklarda biiyiitiilmeleri, daha kuvvetli bitkiler
olusturmasi bakimindan iyi sonuglar vermektedir (Kaska ve Yilmaz 1974).
Ekonomik 6mri 15-20 yil kadardir. Iyi bakimli bahgelerde 1 dekar alandan en az 2
ton ve daha fazla iiriin alimabilmektedir (Barut, 2004). Bogiirtlen yetistiriciligi
onlarca yil dnce Marmara bolgesinde baslamis ve su anda Akdeniz Bélgesi’nin
Hatay, Adana illerinde ve Karadeniz Bolgesinde yeni bir Grtin olarak kullanima
girmistir (Kafkas vd., 2006). Uziimsii meyve tirlerinden Rubus cinsinin oldukca
genis sayida alt cinsi vardir. Ancak en fazla bogiirtlen (Rubus fruticosus L.) tlrinin
iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiyede polikiiltiir tarimin uygulandig1 birgok bolgemizde
lizimsii meyvelerin 6nemi ve yetistiriciligi gittikce 6nem arz etmektedir (Erenoglu

ve Oztiirk, 2002).

Bogiirtlenin diger isimleri ‘dag cilegi’, ‘agac cilegi’, ‘sultan bogiirtleni’ ve ‘Idea
dag1r bogiirtlen’idir (Agaoglu, 1986). Diinyada ve Tirkiye’ de taninan ve
yetistiriciligi yapilan baslica bogiirtlen cesitleri olarak, “Black Satin”, “Dirkson
Thornless”, “Arapaho”, “Cheroke”, “Theodor Reimers”, “Boysenberry”, “Chester”,
“Nessy”, “Darow”, “Lawton”, “Navaho”, “Bursa-1”, “Bursa-1I” ve “Bursa-Il1”
sayilabilir (Barut, 2004). Bogiirtlenlerin ayriminda Avrupa Bogiirtlenleri ve Kuzey
Amerika bogiirtlenleri olmak iizere iki biiylik grup vardir. Avrupa bogiirtlenleri iki
blyuk seksiyona ayrilir: Moriferi ve Coryli folii. Giiniimiizde taninan bes diploit
tiirli vardir. Bunlar Rubus bollei, Rubus ulmi, Rubus fulius, Rubus tomentosus ve
Rubus moschus“tur. Kuzey Amerika bogiirtlenleri (yabani) de 4 gruba ayrilir. 1-
Eldorado ve Early Harvest ¢esitlerinin bulundugu dik ve yar1 dik karakterli dogu
grubu, 2- Procumbentes siiriiniicii dogu bogiirtlenleri veya daha c¢ok Lucretia
benzeri Dewberry“ler, 3- Triviales, siiriiniicii giineydogu bogiirtlenleri veya

Manatee nin dahil oldugu Giiney Dewberry“ler, 4- Ursuni, Kuzey Amerika Pasifik



Sahili siirtiniicii bogiirtlenler grubu ki Loganberry grubunu olusturur (Gergekcioglu,

1999a).
1.1.1. Bogiirtlen Meyvelerinin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Meyvelerin fiziko-kimyasal 6zellikleri, meyve Kkalitesini tanimlayan anahtar
parametrelerdendir. Iyi bir meyve aromasi seker ve organik asitlerin daha yiiksek
seviyelerinden kaynaklanir (Yilmaz vd., 2009). Meyvelerdeki toplam asitleri temsil
eden titrasyon asitleri, pH ve sekeri temsil eden ¢Ozlinir katilar, meyvelerin ve
irlinlerin  tathligma ve asiditesine katkida bulunurlar. Tiirkiyenin farkh
bolgelerindeki bahgelerde yetisen bogiirtlen gesitlerinin ¢oziinilir katilart %8.98-
%20.2, agirhg 2.0-6.6 g, pH 3.3-3.6 ve asiditesi %1.0-%3.1’iken, yabani
bogirtlenlerin agirhigr 1.5-2.1 g, toplam ¢ozlinlir katilar1 %11.3-%13.1, pH 3.33-
3.35 ve asiditesi %0.7-%1.0 olarak saptanmistir (Agaoglu vd., 2007; Gergekgioglu
vd., 2003). Meyve asitliligi, organik asitler ve 6zellikle de malik asidin varligina
baghdir. COzlnebilir kat1 icerigi ile titrasyon asitligi arasindaki denge sekerler ve
organik asitler orani ile belirlenir ve bu meyvenin lezzetini belirlemektedir (Dimica
vd., 2012).



1.1.2. Meyvelerin Icereigi

100 g bogirtlen meyvesindeki bazi1 bilesenlerin besin degeri Tablo 1.1°de

gosterilmistir.
Tablo 1.1. 100 g bogiirtlende besin degeri.

Bilesen Besin Degeri Giinliik alim oram
Enerji 43 Kcal %?2
Karbonhidrat 9.61¢g %7
Toplam Yag 0.49¢ %2
Protein 1.39¢ %2
Diyet Lifi 5349 %14
Magnezyum 20 mg %5
Potasyum 162 mg %3
Kalsiyum 29 mg %3
Sodyum 1mg %0
Vitamin C 21 mg %35
Vitamin A 214 1U %7
Vitamin K 19.8 ug %16.5
Vitamin E 1.17 mg %8

Buna ek olarak, 100 g bogiirtlende folat 25 pg, piridoksin 0.030 mg, niasin 0.646
mg, pantotenik asit 0.276 mg, tiamin 0.020 IU, bakir 165 pg, demir 0.62 mg, ¢inko
0.53 mg, manganez 0.646 mg, selenyum 0.4 mg, karoten —p 128 mg, lutein
zeaksantin 118 pg olarak tespit edilmistir (USDA, 2014).

Meyvelerin saglik ve bagisiklik arttirici etkileri, onlarin igerdigi fenolik asit,
flavonoid, karotenoid, antosiyanin, vitamin ve minerallerin konsantrasyonlarina
baglidir (Stajcic vd., 2012). Cesitli bogiirtlenlerdeki polifenol, antosiyanin ve

askorbik asit miktar1 Tablo 1.2°de karsilastirilarak gosterilmistir.
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Tablo 1.2. Boégiirtlendeki toplam polifenol, antosiyanin ve askorbik asit

miktari.
Cesit sayis1 Polifenol Antosiyanin Askorbik Asit
(mg/1009) (mg/1009) (mg/1009)
4 2030 134-152 15.22.
7 289.3 88.7 12.9
27 460 141 NR
2 417-555 110-122 NR
6 NR NR 14.9
3 226 152.8 NR
1 (Chester) 361 NR NR
5 320 80 20.4
4 0.75 115 NR
2 NR NR 6

(Pentelidis vd., 2007; Benvenuti vd., 2004; Moyer vd., 2002; Sellappan vd., 2002;
Jiao ve Wang, 2000; Wang ve Lin, 2000; Heinonen vd., 1998; Rotundo vd., 1998;
Costantino vd., 1992; Romero vd., 1992).

1.1.3. Bogiirtlen Kullanim ve Saghk a¢isindan Degerlendirilmesi

Rubus L. tibbi, kozmetik ve besleyici degeri olan meyvesi ile unludir (Chopra vd.,
1956). Meyvelerinin hos kokusu, ¢ekici goriiniisleri, renkleri ve tatlar1 dolayisiyla
son yillarda aranan énemli bir meyve haline gelmistir (Redalen, 1990). Uziimsii
meyveler grubunda yer alan bdgiirtlenlerin gida endiistrisinde de c¢ok cesitli
kullanim alanlar1 vardir. Bu nedenle diger meyveler arasinda ¢ok 06zel bir yere
sahiptir. Ayrica bogirtlenler bilinyelerinde bulunan bazi pigmentler, fenoller,
flavanlar, flavonoidler, vitamin ve liflerin diger meyve tiirlerine gére konsantrasyon
bakimindan ¢ok yiiksek olduklar1 belirtilmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz 2004).
Bogiirtlenler dondurularak ve diger isleme yoOntemleriyle islenerek ihrag

edilebilmesinin miimkiin olmas1 bu meyve tiirlerinde iiretim artisina yol agmistir
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(Anonymous, 2011). Dalinda tam olgunlasmis bogiirtlenin taze olarak tiikketilmesi
yeme lezzeti bakimindan tavsiye edilmektedir. Taze olarak tiiketilmesindeki en
onemli faktor Ozellikle insan beslenmesindeki roliidiir. Bogiirtlen, taze olarak
tiikketilmesinin yani sira pastacilik, marmelat, regel, mesrubat, likor, meyveli yogurt,
cay, dondurma ve kurutma endistrisi tarafindan islenmekte olup, ayrica derin
dondurma ve konserve islemlerine uygunlugu nedeniyle de pazarda yer almaktadir.
Bogiirtlen, igerdigi pektin maddesi nedeniyle o6zellikle jole yapiminda aranan
meyvelerdendir (Barut 2004). Bu nedenle 6teki meyveler arasinda gok 6zel bir yere
sahiptir (Pehluvan ve Guleryiz, 2000).

Bogiirtlen yaklasik 8000 y1l boyunca gida tiirii olarak, sifali bir bitki olarak ise buz
devri'nin hemen sonrasindan beri bilinmektedir (Sarkar ve Ganguly, 1978).
Bogiirtlenin insan sagligi agisindan degerinin giin gegtikce daha iyi anlagilmasi
sonucunda da bogiirtlen fidanina olan gereksinim her gecen giin artmaktadir
(Pehluvan ve Giileryliz 2004). Bogiirtlen antioksidan, anti-kanserojen, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, anti-diyabetik, anti-diyare ve antiviral gibi cesitli
farmakolojik aktivitelere sahip flavonoidler, glikozitler, terpenler, asitler, tanenler,
vitaminler, steroidler, mineraller ve lipidler icermektedir (Rios vd., 1987). Az
miktarda A, B, C vitaminleri ve diyet lif’i (¢6ziilen veya ¢oziilmeyen) yapilart ¢ok
biiyiik degere sahiptir. Ornegin ahududu ve bogiirtlenler her 100 g da 4-6 g lif
icermektedir. Bu oran 6zellikle muz, armut ve elma gibi bircok meyve tiriinden
daha yiiksektir. Yiiksek miktarda lif alimimin kolon kanseri ve kalp hastaliklarina
kars1 koruyucu etki yaptiklari belirlenmistir (Harris, 2002). Eskiden bitkinin
metanol Oziitli, yara iyilesmesi, Oksiiriigli tedavi etmek icin ve antiseptik,
dezenfektan olarak kullanilmistir (Rios vd., 1987). Bu meyvelerde dogal olarak
doymus yaglar, kolesterol, kalori ve sodyum diisiiktiir (Harris, 2002). Messegue
(1978), olgun bogiirtlenlerin bagirsaklart yumusattigini, hamlarinin ise peklik verip
ishali kestigini saptamistir. Bu bakimdan, peklik ¢ekenlerin olgun iyice kararmis
meyveleri, ishal olan kisilerin de yesillerini yemesi gerekmektedir. Yeni dogmus
cocuklarda sik goriilen ishal ve peklik i¢in bdogiirtlenin bu 6zelliginden
yararlanilmalidir. Olgun bogiirtlen  suruplart  gogiis ve solunum yollar
rahatsizliklarinda yararhdirlar. Meyveleri ayrica kan yapici etkiler tagir ve midenin

kuvvetlenmesini saglar.



Bogiirtlenin dikenli yapraklarina gelince, ilkbaharda taze toplanip, kurutulmaya
birakilmalhidir. Kuru yapraklar c¢esitli sekillerde kullanilabilir. Kaynatilarak
hazirlanmis suruplar1 (%5-14 tanen igerdiginden) ishal ve dizanteriye iyi geldigi
sOylenmektedir. Gargarasi bogaz agrilarin1 keser. Dis etlerinin iltihaplanmasini
durdurur, kuvvetlenmelerini  saglar.  Apandisit iltihaplanmasinda, kanin
temizlenmesinde ve gozlerin capaklarinin temizlenmesinde faydalidir (Agaoglu,
1986). Birgok geleneksel kullanimlar dogrulanmis olmasina ragmen, in vitro ve in
vivo olarak klinik oncesi ve klinik c¢alismalarla bitkinin etkinliklerini

degerlendirmek gereklidir (Riaz vd., 2011).
1.2. DNA Koruyucu Aktivite

Endojen ve ekzojen faktdrlerin etkisi, genetik materyalin molekiiler biitiinligiinde
meydana gelen degisikliklere neden olabilir. Bu durum “DNA hasar1” olarak
adlandirilmaktadir (Atmaca ve Aksoy,2009).

Stratosfer tabakasinin tahrip olmasiyla diinyaya ulasmig UV (ultraviyole) isinlari,
ozellikle cilt kanseri ve cilt yaglanmasi gibi hastaliklara neden olmaktadir (Tepe vd.,
2011). Insan derisi reaktif oksijen tiirlerini baskilayan enzimatik ya da non-
enzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Bu mekanizmalar VIS
(gorundr 1smlar) ve UV iginlarinin zararh etkilerinin azalmasi igin katkida
bulunmaktadir (Roche vd., 2010). Ancak, UV iginlarina maruz kalma hiicresel
antioksidanlarin azalmasina ve reaktif oksijenlerin neden oldugu UV-kaynakl
oksidatif DNA hasarina yol agabilmektedir (Gutteridge, 1984). Reaktif oksijen
tiirleri DNA {izerinde seker ve baz modifikasyonlari, bazik olmayan bolgeler, DNA-
protein ¢apraz baglanmasi, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 gibi hasarlara sebep oldugu
bildirilmistir (Atmaca ve Aksoy,2009). Bundan baska H202 (Hidrojen peroksid)’din
de oksidatif DNA (80hdG) hasarina neden oldugu in vitro olarak gosterilmistir
(Yokus ve Cayir, 2002).

Baz1 ¢alismalarda antioksidanlarin kanser biiylimesini azaltabildikleri gosterilmis ve
reaktif oksijen tirleri ile indiklenen DNA hasarinin fitokimyasallar tarafindan

kontrol edilebilecegi tespit edilmistir (Karaca ve Giider, 2009).



Oksidatif DNA hasarilarini1 6nlemek i¢in yeni bilesiklere ihtiyac duyulmaktadir. Bu
konuyla ilgili tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen 6ziitler lizerinde ayrintili
calismalar yapilmaktadir (Feig vd., 1994). Ornegin; Cistus incanus ve C.
monspeliensis’den elde edilen su Oziitlerinin DNA hasarin1 6nleme etkisi ve
antioksidan aktiviteleri arastirtlmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki bitkinin de
doza bagimli serbest radikal yakalama kapasitelerinin varligt ve ayrica DNA
hasarmi Onleme kapasitelerinin de yiiksek oldugu bulunmustur (Attiguile vd.,
2000).

1.3. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteri, mantar gibi canli mikroorganizmalar tarafindan iretilen
veya sentezle hazirlanan maddelerdir. Bu canlilarin antibiyotik iiretip bulunduklari
ortama salma nedenleri diger tiirlerle besin yarist i¢inde olmalaridir. Bu yizden,
bulunduklar1 ortamda kendilerinden baska organizmalarin yok olmalarin1 ya da
daha fazla buytmelerini engelleyen antibiyotik maddeleri retirler. Antibiyotikler
virislere, mantarlara ve protozoalara etki etmezler. Bu ylzden antibiyotik ilaglar
yalnizca bir bakteri enfeksiyonu séz konusu oldugunda ise yarar. Antibiyotikler
gunumiizde sentetik olarak da uretilmektedir. Uretimi yapan mikroorganizmalar
genellikle mantarlardir (6rnegin Penisilin) ve antibiyotiklerin kesfi de bu sayede
olmustur (Hoel, 1997). Literatiirlerde ve tedavide, 1928 yilinda Alexander
Fleming’in penisilini kesfetmesiyle baslayan pek c¢ok antibiyotik tiirli
bulunmaktadir (Karabay ve Hosoglu, 2008). Antibiyotikler insan ve hayvan
tedavilerinde, ilag endustrilerinde ve hastaneler gibi pek c¢ok alanlarda
kullanilmaktadir (Karc1 vd., 2010).

1.3.1. Antibiyotiklerin Siniflandiriimasi

Antibiyotikleri ¢esitli kriterilere gore siniflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler
mikroorganizmalar  lizerindeki etki  derecelerine, etki ~mekanizmalarina,
farmakokinetik 6zelliklerine ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmaktadir (Kog-

Tiirkoglu, 2008).

Biitiin bakterilerin ¢ogalma devresi yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme
donemlerin kapsamaktadir. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme

donemlerinde etki gosterirler.
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Antibiyotikler diisiik yogunlukta bile ya bakterilerin 6ldirilmesi ya da bakterilerin

gelisimi ve iremesinin durdurulmasi gibi etki giigleri gosterirler (Schugerl, 2001).

Bakteriyostatikler: Bakteri hiicrelerinin gelismesini veya iiremesini Onlerler.
Viicudun savunma mekanizmalari, gelismesi ve liremesi duran bakterileri kolaylikla
yok ederler. Bakteriyostatik etki glctnin gostergesi “Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu (MIK)” dur.

Makrolitler Linkozamidler
Tetrasiklinler Metronidazol
Sulfonamidler Mikonazol
Amfenikoller

Bakterisidler: Bakteri hiicresini yok ederler. Agir tahribatlar yaratarak, bakteri
hicrelerini 6ldururler. Bakterisid etki glctnin goéstergesi “Minimum  Bakterisid
Konsantrasyon = MBK” dur (Akkan, 1997).

Beta-Laktamlar Polipeptidler
Penisilinler Florokinolonlar
Sefalosporinler Vankomisin
Monobaktamlar Rifamisin
Karbapenemler Teikoplanin

Beta-laktamaz Inhibitérleri:
'] Tazobaktam

71 Sulbaktam

71 Klavulanik Asid

Antibiyotikler etki alanlarina gore de tanimlanmaktadirlar. Gram olumlu ve gram
olumsuz bakterileri inhibe eden ya da 6ldiiren antibiyotiklere genis spektrumlu,

sadece gram olumlu ya da gram olumsuz bakterilere karsi etkili olanlara dar
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spektrumlu, basit organizma veya hastaliga karsi etkili olanlara ise siirli spektrumlu

antibiyotikler denilmektedir.

Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore:

1. Bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe edenler

2. Bakterinin genetik yapisin1 (DNA, m-RNA sentezi) bozanlar
3. Protein sentezini inhibe edenler

4. Sitoplazmik membrani etkileyenler

5. Bakterilerde ara metabolizmay1 bozanlar olarak sinifladiriimaktadir (Akkan vd.,

2003; Dokmeci vd., 1992; Kayaalp, 1991).
1.3.2. Antibiyotiklere Direncg

Hastane infeksiyonlarinda zaman zaman gram olumlu bakterilerle gram olumsuzlar
arasinda dengeler degisse de her zaman gram olumsuz basiller sorunlu
mikroorganizmalar olarak Onemlerini korumustur. Direngli bakterilere 6zellikle
antibiyotiklerin yogun sekilde kullanildigi yogun bakim {initelerinde daha sik
rastlanmaktadir ~ (Gulay, 2002).  Antibiyotiklerin  kullaniomi  sonucunda
mikroorganizmalarin direng gelistirmesi antibiyotiklerin kesfi kadar eskidir.
Onceleri hastanelerde sorun olan direncli bakteriler giiniimiizde toplum kokenli
infeksiyonlarin tedavisinde de ciddi sorun yaratir hale gelmistir. Yakin zamana
kadar direngli patojenleri tedavi edecek antibiyotikler siirekli gelisim iginde
oldugundan klinisyenler her zaman tedavi edici ilaglar1 elde edebiliyorken
giiniimiizde bakteri direnci Oyle hizli gelismektedir ki ila¢ endiistrisi bu hiza
yetisemez hale gelmistir (Cagatay vd., 2001; Levy, 1998). Antibiyotiklere artan
diren¢ yeni antibiyotik molekiillerinin aranisini hizlandirmistir. Bu arayis icerisinde
dogal kaynaklar ©nemli bir dal olarak bilinmektedir. Dogal kaynaklardan
antimikrobiyal ajanlarin kesfi; geleneksel bitki Oziitlerinin degerlendirilmesine
dayanir (Alves vd., 2015).
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1.4. Stenotrophomonas maltophilia’nin Genel Ozellikleri

Stenotrophomonas maltophilia aerop, nonfermentatif, gram negatif ve basil seklinde
olan bir bakteri tirGdur. Hastenede, dzellikle de yogun bakim {initelerinde (YBU)
yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olan firsat¢1 bir patojendir (Diilger ve

Bektas, 2007).

S. maltophilia ilk kez 1943 de J. L. Edwards tarafindan plevral sividan izole edilmis
ve “Bacterium bookeri” olarak adlandirilmistir. Latincede “malt seven ve iiremesi
icin ¢ok az besine ihtiya¢ duyan bakteri” anlamina gelmektedir (Denton ve Kerr,
1998). Bakteriler diiz ya da hafif kivrik seklinde olup, 0.5-1.5 pm uzunlugundadir.
Tek veya ciftler halinde goriilebilirler ve spor olusturmazlar. Polar flajellar
oldugundan hareketli gelirler (Denton ve Kerr, 1998; Looney vd., 2009). 40° C'nin
tizerinde ve 5° C'nin altinda lireyemez olup, lireme i¢in ortalama en iyi sicaklik 35°

C dir. S. maltophilia maltozdan asit yapar ancak, glukozu fermente edemez.

Sekil 1.1. S. maltophilia, SMDP92 susu ve onun flagella’larinin elektronik
mikroskopta gorinimda. S. maltophilia bir (A) ya bir ka¢ (B,C) flagellalara sahip
olabilirler.

Buna ek olarak, O somatik antijenleri ve H flagella antijenlerinin varlig
saptanmistir. En sik O3 antijeni ve O31 antijeni goriilmistiir (Denton ve Kerr,
1998). Bu bakterilerin genetik yapisi ¢ok iyi bilinmemektedir. Cevresel ve klinik
orneklerden elde edilen S. maltophilia izolatlart DNA hibridizasyon, DNA
fingerprinting ve 16s rDNA sekanslama yontemleriyle A, B ve C olarak belirlenmis

ti¢ farkli genomik gruba ayrilmistir.
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20 klinik izolatlarin biiylik cogunlugu grup A’da (%44) ve grup B’de (%34) yer
almaktadir. Grup A’da yer alan suslarin enfeksiyon gelisimine yol agan ortak
karakteristiklere sahip olduklari diisiiniilmektedir. Ozellikle gyrB gibi baz1 spesifik
genomik gruplara sahip suslarin kistik fibrozisli hastalarin solunum yolunda

kolonizasyona neden oldugu belirlenmistir (Looney vd., 2009; Coeny vd., 2004).

Diren¢ mekanizmasit ve aym1 zamanda yapisal Ozelliklerinden biri olan efluks
pompasi vardir. Membran flizyon proteinidir ve enerji bagimli olarak ¢alismaktadir.
Bu mekanizma ile antimikrobiyallerle birlikte diger maddeler de disar1 atilir.

Mekanizma ilk kez SmeDF ismiyle tanimlanmistir (Alonso ve Martizel, 2000).

Klinik c¢aligmalar S. maltophilia'nin yiiksek viriilans bir bakteri olup olmadigim
ortaya koymamamistir (Looney vd., 2009). Kolonizasyon ve enfeksiyon arasindaki
ayrimin basarisizlig1 nedeniyle bu bakterilerin sinirli bir patojeniteye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Villarino ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada yogun bakimda
yatan 106 kolonize veya enfekte kabul edilen hastanin dogrudan 6liimiiyle bu
patojenite arasinda direkt bir iliski tespit edilmemistir (Villarino vd., 1992). S.
maltophilia'nin yalmzca diger patojenlerle sinerjik oldugu zaman asikar bir
enfeksiyon klinigine neden oldugu Gardner ve arkadaslari tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Deneysel hayvan ¢alismalarinda da intravendz bakteri uygulanmasi ve
enfeksiyon klinigi olusturma sonrasinda, bu enfeksiyonun ciddi sepsis tablosuna
neden olmadiginin gosterilmesi de bu hipotezi desteklemektedir (Gardner vd.,
1970). Onlarin virlilanst solunum yollar1 ve plastik yiizeylerde kolonize olmasi
sebebiyle artmaktadir. Bu virililans faktorleri; pozitif yiiklii bir ylizeye, flagella ve
pililere sahip olmasi ve biofilm olusturma yetenegidir (Looney vd., 2009).
Bakterinin kateter iligkili kolonizasyon ve enfeksiyonunda intravendz kaniiller gibi
plastik ylizeylere yapisma o6zelligi onemlidir (Jucker, 1996). Katetere baglh
enfeksiyonlarin  patogenezinde total parenteral nutrisyon ve intravendz
inflizyonlarda ¢ogalma yeteneginin olmasi da etkili bulunmustur. Benzer sekilde S.
maltophilia'nin diyaliz sivisinda ¢ogalabilmesi, diisiik molekiiler agirlikli pirojen
salgilayabilmesi ve endotoksini araciligi ile hemodiyaliz sirasinda ates reaksiyonuna
neden olabilecegi gosterilmistir (Denton ve Kerr, 1998). Yine bir virtlans faktora,
kolonizasyon ve dirence neden olan dis membran polisakaritleridir (Waters vd.,

2007). Salgilamis oldugu diger ekstraselliiler enzimler olan DNaz, RNaz ve jelatinaz
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gibi proteaz ve lipaz enzimlerinin Uretimi de bakteriyel viriilans faktorleri arasinda
oldugu saptanmustir. StmPr1 geni tarafindan kodlanan proteazin kollajen, fibrinojen
ve fibronektin gibi protein komponentlerinin bozulmasina, bdylece doku hasarina ve

kanamaya katkida bulundugu gosterilmistir (Windhorst vd., 2002).
1.4.1. Antibiyotiklere Direnci
1.4.1.1. Trimetoprim-Sulfametoksazol (ko-trimoksazol) Direnci

Trimetoprim-sulfametoksazol uygun toksisite profili, hem oral hem parenteral
yoldan uygulanabilmesi, kuvvetli bakterisidal etkisi ve diisiik maliyetli olmasi gibi
avantajlar1 nedeniyle birgok patojene karsi tiim diinyada kullanilmaktadir (Goldbery
ve Bishara, 2012). Trimetoprim ve sulfonamid grubundaki sulfametoksazoliin 1/19
oraninda birlestirilmesiyle olugsmustur (CLSI, 2006). Bakteriler DNA sentezi igin
gerekli olan folik asidi kendileri sentezlemektedir. Trimetoprim ve sulfametoksazol
birbirini takip eden iki basamagi engelleyerek bakterilerin folik asit sentezini
engellerler (Murray vd., 2009; Murray vd., 2010). Akut ve kronik Uriner sistem
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in miikemmel sonuclar gosterir (Murray vd., 2009;
Topcu vd., 2002).

SXT, S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) tarafindan 6nerilen ilk ilagtir (CLSI, 2006). S. maltophilia’nin
horizontal gecisle gram pozitif bakterilerden bile antibiyotik direng genleri
alabilecegi gosterilmistir. Integronlar bu aktarimda &nemli rol oynamaktadir (Nyc ve
Mateskova, 2010). Bunlarin SXT’a direnci sull tagiyan simif 1 integronlarla ve sul2
tastyan ISCR (insertion sequence common region) elementine baghdir. SXT
kullaniminin artmasiyla ISCR elementleri ve smif 1 integronlarda sull gen
aktivitesinin artacagi muhtemeldir (Looney vd., 2009). sull veya sul2 sulfonamid
direnc genlerini tastyanlar son yillarda sik¢a rapor edilmektedir. Benzer sekilde bir
aktarimla dihidrofolat enzim inhibisyonu yapan dhfrA genlerini elde etmesiyle
bakteri trimetoprime karsi da diren¢ kazanmis olmaktadir (Toleman vd., 2007;
Sanchez vd., 2009; Hua vd., 2011). Klinik deneyimler de SXT kulanimi sirasinda
direng gelisimi gozlenmisse de bu durum sik olarak gortilmez (Looney vd., 2009).
SmeDEF, TolCsm ve SmeYZ effluks pompalarinin da son donemde direngten

sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Chang vd., 2015).
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1.4.1.2. Beta-Laktam Grubu Antibiyotiklere Direng

S. maltophilia beta-laktam grubu antibiyotiklerin ¢oguna direngli olup, direngten
beta laktamaz ailesine ait olan L1 ve L2 beta-laktamaz enzimleri sorumlu
tutulmaktadir (Denton ve Kerr, 1998). Bu enzimlerin ekspresyonu kromozomal
genler tarafindan diizenlenmektedir. Hemen hemen tim beta-laktam grubu
antibiyotiklere dirence sebep olan L1-metallo-beta-laktamaz; 18 kDa agirliginda,
homotetramer yapisinda, aktiflesmek i¢cin Zn+2’ya ihtiyag duyan bir enzimdir.
Penisilinler,  sefalosporinler ~ ve  karbapenemleri  hidrolize  edebilirken,
monobaktamlara etkili degildir. L2 serin-beta-laktamaz ise sefalosporinaz
grubundan  olup  aztreonami  hidrolize  edebilmektedir.  Beta-laktamaz
inhibitorlerinden klavulanik asit tarafindan L1 beta-laktamaz inhibe olmazken, L2

beta- laktamaz parsiyel olarak inhibe olur (Nicodemo ve Paez, 2007).
1.4.1.3. Aminoglikozid Direnci

Aminoglikozid direnci sicakliga bagimli dis membran protein degisimleri,
aminoglikozid modifiye enzimler, efluks pompalar: ile olmaktadir. Kromozomal
genler aminoglikozid asetiltransferaz, aminoglikozid fosfotransferaz enzimlerini
kodlamaktadirlar. Bu enzimler netilmisin, amikasin, tobramisin, paromomisin ve

neomisin duyarliligini azaltirlar (Denton ve Kerr, 1998).
1.4.1.4. Kinolon Direnci

Kinolonlara kars1 direngte efluks pompa ekspresyonu (6zellikle SmeDEF) ve dis
membranin permeabilitesinin diisiik gecirgenligi rol oynar. Bununla birlikte
topoizomerazlarin mutasyonu, S. maltophilia i¢in kinolon direncinde 6nemli
goérunmemektedir. Kinolon direncinde smeDEF, smelJK, smeABC, smeVWX ve
Smgnr genlerininde rol aldigr bildirilmistir (Denton ve Kerr, 1998). Diger
antibiyotiklere direncin artmasiyla birlikte in-vivo ve in-vitro kinolon direnci de
hizla gelismektedir (Looney vd., 2009).

1.4.1.5. Diger diren¢ mekanizmalari

S. maltophilia polisakkarit boyutu ve dis membran lipopolisakkaritlerinin fosfat

igerigi farkli sicakliklarla degisebilir. Belli sicakliklar karsilastirildiginda
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aminoglikozid ve polimiksin B direncinin 30° C’ de, 37° C'den daha fazla oldugu
saptanmigtir (McKay vd., 2003). Ayrica, suslarin giimiis kaph kateteri de tolere
etmelerine neden olan, ¢ok sayida metale karsi diren¢ mekanizmasina sahiptir

(Crossman vd., 2008; Pages vd., 2008).
1.4.2. Stenotrophomonas maltophilia Kaynakh Hastaliklar

S. maltophilia ¢evresel ortamda yaygin olurlar ve kanalizasyon, toprak, su,
bitkilerden, hayvansal kaynaklardan izole edilebilir. Hastane ortaminda da yaygin
olarak bulunmaktadir. Saglik ¢alisanlarinda solunum yolu, orofarengeal siiriintii ve
ellerinde tasiyiciligi saptanmistir (Senal, 2004). Ayrica bakterinin musluk suyu,
kanalizasyon atiklari, pismemis siit, donmug balik, insan ve hayvan fecesinde
uredigi gosterilmistir (Pages vd., 2008; Hayward vd., 2010; Murray vd., 2010;
Lonney, 2005; Gales vd., 2001). Hastane ortaminda yaygin olarak bulunan S.
maltophilia; musluk sulari, plastik siseler, dezenfektanlar, infiizyon solusyonlari,
steril sular, preoperatif temizlik malzemeleri gibi bolgelerde kontaminant olarak
tespit edilmistir (Nyc ve Mateskova, 2010; Lonney, 2005; Loonay vd., 2009).
Yapilan pek ¢ok calisma bakterinin orafarenks, gastrointestinal sistem, vajen ve

saglik personelinin ellerinde kolonize olabilecegi bildirilmektedir.

Bu bakterilerle iliskili stirekli genisleyen klinik tablolar bildirilmektedir. Bu etkenle
iligkili enfeksiyonlarin gercek kanitlart bir ¢ok calismada irdelenmistir. Karigik bir
kiiltiirden izole edilmesi, yiizeyel cilt lezyonlarindan, {ist solunum yollarindan
izolasyonu bunun etken mi  yoksa kontaminasyon mu oldugunun ayrimini
gliclestirmektedir. Daha oOnceki raporlarda da S.maltophilia smirli patojenik
potansiyeli olan bir mikroorganizma olarak gosterilmistir. Immiin sistemi
baskilanmis olanlar disinda nadiren enfeksiyon etkeni olmustur. S. maltophilia
oncelikle nozokomiyal bir enfeksiyon etkeni olarak kabul edilmesine ragmen toplum

kaynakl1 enfeksiyonlar olarak da siklikla tanimlanmistir.

Bakterinin enfeksiyonlarin en sik klinik tablosu pnomoni seklindedir. Bunu kan
dolasim enfeksiyonlari, daha az siklikla idrar yolu ve yara yeri enfeksiyonlar: takip
eder. Endokardit (protez kapagi olanlar, cerrahi sonrasi ve intravendz ilag

kullanimi,), menenjit (¢ogu cerrahi sonrasi), siniizit (mantar enfeksiyonlarmi taklit
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edebilir), kolanjit, mastoidit, bursit, peritonit, goz enfeksiyonlar1, epididimit, artrit ve

osteokondrit seklinde nadir olgular bildirilmistir (Denton ve Kerr, 1998).
1.5. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri klinik mikrobiyoloji laboratuvarmin en Onemli
gorevleri arasindadir (Johnson, 1996; Jorgensen ve Sahm, 1995). Ciinkii elde edilen
bilgiler hasta tedavisiyle yakindan iliskilidir. Bu testler sonucunda ortaya g¢ikan
bilgiler antibiyotiklere kars1 direng diizeyini gostermek suretiyle recete yazilmasinda
ve yeni ajanlarin gelismesinde etkilidir (Andrews, 2001). Antibiyotik duyalilik
testleri, hastalarin tedavisinde kullanildigi gibi, hastane enfeksiyon kontrolii ve
epidemiyolojik arastirmalar i¢in de gereklidir. Hastalarin tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklerin gelistirilmesi, se¢imi, verilis dozu ve sekli yapilan test sonuglart ile
iliskilidir (Johnson, 1996). Antimikrobiyal testler, normal flora iiyeleri ve
kolonizasyon yapan bakteriler igin uygulanmamali ve sadece izole edilen
mikroorganizma i¢in onerilen standart yontem uygulanarak yapilmalidir (Jorgensen

ve Sahm, 1995; Villanova, 1997).

Antimikrobiyal ilag ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesim bazi faktorlere
baglhdir. Bunlardan bazilari ilacin yapisi, digerleri ise konak veya patojen ile ilgilidir
(Johnson, 1996). Ancak, antibiyotik duyarlilik testleri bu etmenlerin tiimiinii
saglayamamaktadir. In-vitro duyarlilik testlerinde bakterinin sabit bir fazi
kullanilarak sabit sicaklik, nem ve oksijen uygulanmaktadir. Buna karsin hastada
durum farkhdir, testlerde kullanilan diisiik yogunlukta bakterinin karsisindaki sabit
antibiyotik konsantrasyonu yerine yogun bakteri karsisinda dalgalanan ilag
konsantrasyonu bulunmaktadir (Amsterdam, 1996; Johnson, 1996). Bu nedenlerle
in-vitro testlerin klinik sonug lizerinde predaktif bir degeri olmasina karsin, bunun
bazi smirlamalart oldugunu da gz ardi etmemek gerekir (Jorgensen ve Sahm,
1995).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in standartlarin belirlenmesi ve elde edilen
sonuclara gore tedavi basarisinin tahmin edilebilmesi i¢in farkli kurumlar uzun
siiredir caligmaktadir. Ik olarak 1972°de Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
National Committee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS, sonra Clinical

and Laboratory Standards Institute, CLSI) tarafindan standardizasyon oOnerileri
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yaymlanmistir (Barlett vd., 1994). Tilrkiyede de Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti
blnyesinde 1994’te kurulan Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu
(ADTS) calisma grubu bu islevi tistlenmistir. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) ise European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases (ESCMID) ve the European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) himayesinde, bu iki kurumun maddi destegiyle 1997°de
kurulmus olup European Medicines Agency (EMA) ve ECDC i¢in Avrupa ¢apinda
testlerin standardizasyonunu ve klinik eslik degerlerinin belirlenmesini {istlenmistir
(EUCAST, www.eucast.com). Ginimizde CLSI ve EUCAST antimikrobiyal
duyarlilik testleri {izerinde calisan iki 6nde gelen ekibi barindirmakta ve karsilikli

etkilesim i¢inde ¢alismalarina devam etmektedirler (CLSI, 2010).

Bir antimikrobiyal ajanin inhibitér etkisi dilusyon veya disk diffiizyon metoduyla
bulanabilir.

1.5.1. Disk Diflizyon Testi

Disk diflizyon testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1960’11 yillarin
ikinci yarisinda standardize edildiginden bu yana mikrobiyoloji laboratuvarlari
tarafindan en sik kullanilan antibiyotik duyarlilik testi olmustur (Acar ve Goldstein,
1996). Disk difiizyon testi klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin ¢ogunda tercih edilen
kalitatif bir yontemdir. Belirli yogunlukta bakteri besiyerine yayilir ve antibiyotik
emdirilmis diskler bunun yerine yerlestitilir. Bir gecelik inkubasyondan sonra diskin
cevresindeki inhibisyon zon ¢ap1 Olgiilerek bakterinin o antibiyotige duyarli olup
olmadig1 saptanir (Acar ve Goldstein, 1996; Villianova, 1997). Diger bir avantaj da
bu yontemin en ¢ok denenmis ve standardize edilmis duyarlilik testi olmasidir. Bu

testtte sonuglar duyarli, direncli ve orta direncgli seklinde bildirilmektedir (Johnson,
1996).

1.5.2. Mikrodilisyon Testi

Bakterilere kars1 bir antimikrobiyal ilacinin aktivitesini kantitatif olarak 6lgmek igin
buyon veya agarda yapilan diliisyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu testlerde
antimikrobial ilacin farkli konsantrasyonlari buyyon veya agara eklenir, test edilecek

organizma ile birlikte bir gece inkibe edilir ve minimum inhibit0r konsantrasyonu
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(MIK) belirlenir (Villianova, 1997). Diliisyon ydntemlerinin uygulanmalar1 daha
giic ve pahali olmakla birlikte bu testler MIK degerini verdiginden tercih
edilmektedir (Johnson, 1996; Jorgensen ve Sahm, 1195). Ayrica diliisyon testleri,
disk diflizyon testi uygulanamayan bazi bakteriler icin uygulanabilmekte ve
bilgisayarli programlar ile birlestirebilmektedir. Kalitatif testlerin immiin
baskilanmis hastalardaki infeksiyonlarda klinik basari ile iligkisi yeterince acik
degildir. Buna karsin kantitatif testler daha kesin ve kullanigh bilgiler vermektedir.
Genelllikle MIK degerinin diisiik olmasi, tedavide olumlu sonu¢ alinacagini

gostermektedir (Johnson, 1996).
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BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

Bogiirtlen meyveleri yiliksek miktarda fenolik bilesik ve baglica antosiyaninler
igerdiginden antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar etkiler gostermektedir
(Riceevans vd., 1995).

Halvorsen ve arkadaslar1 (2002) ii¢ farkli bolgede yetisen bdogiirtlenlerin (R.
fruiticosus) toplam antioksidan kapasitesin arastirmiglardir. Calisma sonunda,
onlarin Yyiksek konsantrasyonda (5.03-9.17 mmol/100g) antioksidan faaliyeti
gosteren bilesenlere sahip oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Cavanagh ve arkadaglar1 (2003) tarafindan bogiirtlen bitkisinin meyve o6zlii
icecekleri bakteriostatik oldugu bildirilmistir. Bogiirtlen meyve suyu Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus marcescens ve Escherichia coli'nin

blyumesini % 50' den % 75'e kadar engellemistir.

Bogiirtlen influenza tedavisinde diger tibbi bitkilerle birlikte kullanilmistir  ve
influenza viriisiinii kontrol altina alma rolii, icerdigi polifenollere bagli oldugu 6ne

stiriilmistiir (Shimizu vd., 2004).

Tate ve arkadaslar1 (2006) bogiirtlen 6ziitlerinin UV (ultraviyole) 1sinindan koruma
Ozelliginde oldugunu gostermistir. Calismada, bitki Oziitlerinin - Salmonella
typhimurium'da UV kaynakli DNA hasarlardan korudugu ve mutajenezi inhibe

ettigi gozlemlenmistir.

Bogiirtlen yapraklarindan hazirlanan %70 alkol ekstraktinin su ve biitanol
fraksiyonlari insiiline bagimli olmayan diyabetin tedavisinde ve dnlenmesinde aktif
oldugu tespit edilmistir (Xu vd., 2006).

Oziitlerin, agar diliisyon testinde 1 mg / mL minimum inhibitér konsantrasyonu ile
Mycobacterium tuberculosis'i inhibe ettigi Krisch ve arkadaglari (2008) tarafindan
bildirilmistir.
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Spormann ve arkadaglar1 (2008) yiiksek fenol ve antosiyanin i¢eren boglirtlen meyve
sular1 hiicrelerde DNA oksidasyon hasarini, protein ve lipid peroksidasyonunu,
nlkleer faktor-KB baglanma aktivitesini Onemli bir derecede azaltarak kansere karsi

korudugunu tespit etmisglerdir.

Martini ve arkadaslar1 (2009) bogirtlen (Rubus ulmifolius) o6zdtlerinin ylksek
miktarda polifenoller igerdiginden Helicobacter pylori’ye karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. Bitki 6zUtlerinde bulunan polifenollerin H.
Pylori suslarina inokiilasyonundan 24 saat sonra, minimum bakterisid
konsantrasyonu 1200 pug / mL ve 1500 pg / mL oldugu gériilmiistiir. inokulasyondan
48 saat sonra ise polifenollerin mininmum bakterisid konsantrasyonu 134 pug / mL

ve 270 ng / mL olmustur.

Riaz ve arkadaslar1 (2011) sekiz bakteri susuna (Salmonella typhi, Escherichia coli,
Streptococcus aureus, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis
Citrobacteri sp., Pseudomonas aeruginosa) karsi bdogiirtlen bitkisinin ¢esitli
boélgelerinden alinan metanol Gziitiiniin antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir.
Tim ekstraktlarin, bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. En diisiik
mininmum inhibitdér konsantrasyon (MiK) etkisin bitkinin sap bolgesi, ikinci olarak,

sirayla kok, yaprak ve meyve bolgeleri gostermistir.

Huang ve is arkadaglar1 (2012) Rubus L. 6zutlerinin 2 mg / ml’de ylksek seviyede
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’e kars1 koruma o&zelligi (%95.37) gosterdigini
belirtmislerdir.

Sangiovani (2013) , in vitro ve in vivo modellerle gastrik inflamasyonun kontroli
icin elagitanninle zenginlestirilmis R. fruticosus  6zltlerinin (Ets) etkilerine
bakmustir. Ets TNFa ile indlklenen NF-kB yonetici transkripsiyonunun( IC50: 0.67-
1.73 mg / ml) ve iL-8 sekresyonun engellemistir. Arastirma sonunda, Ets’in gastrik

inflamasyonundan koruma etkinliginde oldugu saptanmustir.

Bogiirtlen bitkisinin sulu ve etanol oziitleri, Helicobacter pylori'ye karst
antibakteriyal etki gostermektedir. Ozitlerin minimum inhibitor konsantrasyonu

400 ve 450 pg / mL, bunun yani sira; sirasiyla ayni ekstraktlar i¢in inhibisyon zonu

8 ve 7.3 mm olmustur (Abachi vd., 2013).
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Radovanovic ve arkadaslar1 (2013) yabani bogiirtlenlerden (Rubus fruticosus) elde
edilen polifenollerin antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Arastirmada gram
(-) ve gram + dahil 12 bakteri ¢alisilmigtir. Alinan ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesi, test edilen bakteri suslarmin hemen hepsine karsi yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Disk difiisyon testine gore, test edilen yabani meyvelerin
inhibisyon zonlar1 12.0 - 16.2 mm araliginda olmugtur. Gram (-) bakteriler arasinda
en duyarli Salmonella enteritidis iken, Gram + bakteri grubunda Staphylococcus

aureus oldugu belirlenmistir.

Ali ve arkadaslar1 (2013) bogirtlen metanol meyve 0Ozdtinin akut toksisite
calismalarinda LD50'si 887.75 £ 9.22 mg / mL oldugnuu bildirmislerdir. Ayni
oztlerin Raillientina spiralis ve Ascaridia galli'ye kars1 antihelmintik aktivitesi 20

mg / mL olarak belirlenmistir.

ABD’da Miyasaki ve arkadaslar1 (2013) tarafindan bogiirtlen (Rubus chingi) dahil
bir ka¢ bitki Ozutlerinin Acinobacter baumanii’ye karsi trettigi antimikrobiyal
bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu arastirilmistir. Bitki 6ziitlerinde, hastane
enfeksiyonlarina neden olan A. Baumanii’ye kars1 6 aktif, antimikrobiyal bilesik
saptanmistir. Antimikrobiyal bilesikler icinden en ¢ok norwogonin oldugu
bulunmustur. A. Baumanii’ye karsi norwogonin bilesiginin minimum inhibitdr
konsantrasyonu (MIK) 128 pg /mL, bakterisid konsantrasyonu ise 256 pg /mL
oldugu tespit edilmistir.

Kentucky’de Octavio ve arkadaslar1 (2013) bogiirtlen 6ziitlerinin in vitro ortaminda
oral bakteri kommensallere ve periodontopatojenlere karsi antibakteriyel etkilerini
incelemislerdir. Calismada, bogiirtlen 6ziitlerinin periodontopatojenlere karsi etkili
oldugu saptanmistir. 350-1,400 pg /mL bogirtlen oziitlerin  Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutants suslarinin metabolik
aktivitesini  zorlastirdigi goriilmiistiir. Antosiyanin bakimindan zenginlestirilmis
bogiirtlen fraksiyonu P. gingivalis veya S. mutans'in degil, F. nucleatum'un
metabolik aktivitesini digiirmistiir. Ancak, bdgiirtlen 6ziitlerinin kommensalleri az

derecede etkiledigi tespit edilmistir.

Bogiirtlen (Rubus ulmifolius) 6ziti olan 220D-F2 Streptococcus pneumaniae

nedenli planktonik hiicreleri ve pndmokok biyofilmleri yok edebildigi Talekar ve
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arkadaslar tarafindan (2014) bulunmustur. 100 ve 200 mg/ml 220D-F2 pnémokokal
planktonik kiiltiirlere karsi inokiilasyon sonrasi en erken 3 saat icinde Onemli
miktarda bakterisidal etki gostermistir. Suslarin antibiyotik direnci ve planktonik
kiiltiirlerine kars1 220D-F2’nin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 80 ng /
mL olmustur. Pndmokok biyofilm populasyonun azalmasi ise 220D-F2’nin
inokiilasyonundan 3 saat sonra gerceklesmistir. S. pneumaniae biyofilmleri igin

minimum inhibit0r konsantrasyonu 100 pg / mL olmustur.

Bogiirtlenlerde bulunan siyanidin-3-glukosid (C3G) ve siyanidin-3-rutinosid (C3R)
denilen 2 bilylk antosiyaninlerin hcreleri hidrojen peroksid (H202) nedenli
hasarlardan koruma etkinliginde oldugunu Jung ve arkadaslar1 (2014) ortaya
koymustur. Antosiyaninler (5, 10 ve 20 pg / mL) H202 ile uyarilmis makrofaj
hlcrelerinde olusan sitotoksisiteyi dnemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistir. C3G veya
C3R ile inkiibasyon sonrasi, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri ve DNA hasar1t 6nemli

derecede azalmistir.

Bogiirtlen (Rubus fruticosus) meyve suyunun Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus rhamnosus gibi gida kaynakli patojenlere kars1 giiglii antimikrobiyal

potansiyele sahip oldugu bildirdirilmistir (Yang vd., 2014).

Divya ve arkadaslar1 (2015) giinesin iiltraviyole-B (UVB) 1sinlarina kars1 bogiirtlen
Oziitlerinin koruma etkilerini arastirmiglardir. Deney, UVB 1sinlarina maruz
birakilmis, kilsiz fareler iizerinde yapilmistir. Elde edilen bulgular, bogiirtlen
ekstrakti ciltteki UVB 151mm1 nedenli hiperplaziyi baskiladigini ve sagsiz farelerin
derisinde inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu azalttigin1 gostermistir. Bogiirtlen
oziitleri ciltte olusan oksidatif stres ve iltihaplanmaya karst koruyarak, cilt

kanserinin 6nlenmesine katki sagladigi saptanmistir.

Bogiirtlen meyvelerinin yiiksek potansiyelli fenolik ekstraktlart bagirsak patojeni
olan Salmonella typhimurium, Campylobacter jejuni’nin tedavisinde ve evcil
tavuklarin bagirsagindaki Salmonellla, Campylobacter’in hasat éncesi kolonizasyon
seviyesinin diisliriilmesinde uygulanabilirligini Salaheen ve arkadaglari (2016)

tarafindan bildirilmistir. Ekstraktlar bakterilerin biylme, yizme ve sarmal
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hareketliligini azaltip, bu bakterilerin hiicre yiizeyi hidrofobikligini ve otomatik

agregasyonunu degistirmislerdir.

Bogiirtlen bitkilerinde bulunan polifenolik glikokonjugatlarin gamma-radyasyona
bagli insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarint Onleyebildigini Szejk ve
arkadaslar1 (2016) tespit etmislerdir. Calismada, 10-15Gy radyasyona maruz kalmis
insan hicrelerine 1,5 ve 25 pg / mL polifenolik glikokonjugatlar eklenmistir.
Hicrelerde lipid peroksidasyon inhibisyonu, slperoksit dismutaz ve S-glutatyon
transferaz enzim restorasyonu, DNA oksidasyonun ve DNA hasarlarinin azaldig

gorilmiistiir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1. Bégiirtlen Meyve Oziitiiniin Hazirlanmasi

3.1.1. Materyal
Metil alkol (CH3OH), Soxhlet, Evaporator.
3.1.2. Metod

Bogiirtlen numuneleri Gaziantep’te local marketten satin alindi. Gaziantep
Univeristesi, Biyoloji Bolimi, Botanik laboratuvarinda teshis edildi. Meyveler
laboratuvarda ag¢ik havada kurutulduktan sonra mekanik parcalayici ile toz haline
getirildi. Par¢alanmis meyveler (5 gram) tartilarak Soxhlet cihazinin (Gerhardt EV
14) kartuslarina yerlestirildi. Soxhlet cihazinda, kartus icin 150 mL metanol
(Mercek) ile 2 saat 6zltlemeye tabi tutuldu. Calisma sonunda, 1.6 (%32) gram

metanol meyve 6z(td elde edildi.

3.2. DNA Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesi
3.2.1. Materyal

pBR322 DNA (vivantis), hidrojen peroksid (H202), % 1.5°lik agoroz jel, UV
transliminator (DNR-IS), distile su (dH20), jel dokimantasyon sistemi (DNR-IS,
MiniBIS Pro).

3.2.2. Metod

Eppendorf’a elde edilen meyve 6ziitlinden 50 mg tartilarak tizerine 1000 ul distile su
eklenmistir. Oziitiin vortex cihaziyla tamamen c¢oziinmesi saglandiktan sonra

seyreltme islemi gerceklestirilmistir.
1/10 oraninda seyreltme i¢in 5 pl 6ziit tizerine 45 pl dH20 eklenmistir.

1/5 oraninda seyreltme i¢in 10 pl 6ziit tizerine 40 ul dH20 eklenmistir.
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1/2,5 oraninda seyreltme i¢in 20 pl 6ziit tizerine 30 pl dH20 eklenmistir.
1/1,25 oraninda seyreltme i¢in 40 pl 6ziit tizerine 10 pl dH20 eklenmistir.
Kontrollerin hazirlanmas:

1. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)

2. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 )+ UV

3. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 pl)

4. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)+UV+ H202 (1 pl)
Oziitlerin hazirlanmast:

5. Plazmit DNA (3 pl) + 1/10 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)
6. Plazmit DNA (3 ul) + 1/5 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)

7. Plazmit DNA (3 pl) + 1/2,5 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)
8. Plazmit DNA (3 pl) + 1/1,25 oranindan o6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)

5 nolu tipe 1/10, 6 nolu tipe 1/5, 7 nolu tipe 1/2.5, 8 nolu tiipe 1/1.25 oraninda
seyreltme yapilan bogiirtlen 6ziitlerinden 5.0 pl konulmustur. Oziitlerin DNA’y1 UV
ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma aktivitesinin tespiti i¢in pBR322 plazmid
DNA’si (vivantis) kullanilmistir. Tiiplerin icerisine 3.0 pl pBR322 plazmid DNA’s1
(172 ng.ul) ve 1.0 pl % 30’luk H202 konulmustur. Isik kaynagi olarak oda
sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 uW/cm yogunlukta 11k lireten UV
transliminatdr (DNR-IS) cihazi kullanilmistir. Bogiirtlen oziitlerinin oldugu tiipler,
2 ve 4 kontrol tiipler ile birlikte 5 dk siiresince UV 1sinlarina maruz kalmistir. Hazir
olan numunelerden 5.0 ul alip, iizerine 5.0 pl yiikleme tamponu eklenerek % 1.5°lik
agaroz jele yuklenmistir. Jel elektroforezinde 45 dakika uygulandiktan sonra jel
dokimantasyon sisteminde (DNR-IS, MiniBIS Pro) goriintiilenerek fotograflari elde

edilmistir.
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3.3. Bogiirtlen Meyve Ozitinin Stenotrophomonas maltophilia Uzerinde Disk
Diflzyon Testi

3.3.1. Materyal

Mueller Hinton Agar (MHA), distile su (dH20), serum fizyolojik, McFarland,
McFarland tlpleri, ekiivyon, BLANK diskler.

Arastirmada, Gaziantep Universitesi, Tip arastirma hastanesi, Mikrobiyoloji
laboratuvarinda izole edilmis ve identifikasyonu yapilmis S. maltophilia suslart
kullanildi. Sus no 3; Trakeal aspirasyon sivisi pediatri yogun bakim iinitesinden, sus

no 1; Kan Orenegi, genel cerrahi yogun bakim tinitesinden izole edilmistir.
3.3.2. Metod

Bogiirtlen meyve oOziitlerinin - S. maltophilia zerindeki antibakteriyel etkisininin
belirlenlmesi igcin EUCAST ( European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing) tarafindan Onerilen disk difiizyon yontemi kullanilmistir.

S. maltophilia’nin 1 ve 3 numarali suslart MHA bulunan besi ortaminda 37° C’de

bir gece inkiibasyona birakilarak iiremesi saglanmistir.

Sekil 3.1. MHA besiyerindeki S. maltophilia’nin 3 no’lu susu

Dogrudan koloni siispansiyonu yontemini kullanarak bakterilerin serum fizyolojik
icerisinde 0.5 (1,5x108 cfu/ml) McFarland bulaniklik standardi yogunlugunda

stispansiyonu hazirlanmistir. Bulaniklig1 ayarlanmis inokiilum siispansiyonundan 50
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ul alinarak MHA bulunan besiyerine ekimi yapilmistir. Test icin 200 mg 6zt
tartilarak 1000 pl distile suda ¢dziilmiistiir. Ozitlerin sulandirma isleminde 0.2
mg/pl’ den baslanarak son derisim 0.05 mg/ul olacak sekilde seri suulandirma
yapilarak 3 konsantrasyon hazirlanmigtir. Birinci konsantrasyondan 30 pl (6.0 mg),
tekrar birinci konsantrasyondan 20 ul (4.0 mg), ikinci konsantrasyondan 20 ul (2.0
mg), Uglncu konsantrasyondan 20 pl (1.0 mg) almip, BLANK disklere
emdirdirilmistir. Diskler, daha 0nce bakteri (sus no 1; sus no 2) ekimi yapilmis
MHA besi ortamina yerlestirilmistir. Bakterilerin Gremesi igcin 37° C’de bir gece

inklbe edilip, disklerin etrafinda olusan zonlara gdére sonuclar degerlendirilmistir.

3.4. Meyve Ozitinin Stenotrophomonas maltophilia Uzerinde Mininmum

Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi
3.4.1. Materyal

Eliza pleyt, mikropipet, Nutrient broth, Mueller Hinton Agar (MHA), distile su
(dH20).

3.4.2. Metod

Bogiirtlen meyve oziitiiniin  minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin
belirlenlmesi icin EUCAST ( European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing) tarafindan Onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.

S. maltophilia’nin 1 ve 3 numarali suslar1t MHA’ da, 37° C’ de bir gece inkiibe
edilmistir. Antibakteriyel aktivite testi icin 200 mg 6zut tartilmistir ve 1000 pl distile
suda ¢Oziilmiistiir. ELISA pleyt’in ilk 5 kuyucuguna 100 pl Nutrient Broth besiyeri
konulmustur. Bogiirtlen meyve Oziitiiniin baslangi¢ konsantrasyonundan (200 mg
+1000 pl) 100 pl alinip, ilk kuyucuga eklenmistir. Oziitlerin sulandirma isleminde
0.05 mg/ plI’ den baslanarak son derisim 0.003125 mg / ul olacak sekilde 5 kez seri
sulandirma gergeklestirilmistir. Ardindan, MHA’da tiremis, saf bakteri kultliriinden
0.5 McFarland (1,5x108 cfu/ml) degerine esit olacak sekilde serum fizyolojik
icerisinde hazirlanmis inokiilumdan 100 pl eklenmistir. Tiim kuyucuklarda son
hacim 200 pl olacak sekilde islem tamamlanmistir. Testlerin yapildigi mikrotiter
plaklar normal atmosferik sartlar altinda bakteriler i¢in 37° C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Bakteri biiyliimesi beyaz bir pellet veya bulaniklik varliginda
gbzlemlenmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

Rubus L. Meyve Oziitiniin DNA Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesinde Elde

Edilen Sonuclar

Metanol meyve 0zutinin H202 ve UV 1sinina karsi DNA koruyucu aktivitesinin
belirlenmesinde, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan meyve oOzitlerin 5 dk
stiresince UV 1smina maruz birakilmasi sonucu degerlendirilmistir. 1 pl H202 ve 5
dk UV 1smma maruz kalan farkli konsantrasyonlardaki (1/10, 1/5, 1/2.5, 1/1.25)
meyve Ozutlerinin jel dokimantasyon sistemine yuklenmesi sonucunda (DNR-IS,

MiniBIS Pro) gorintulenen bantlar sekil 3.2°deki gibidir.
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Bi(ioy BI{(1D)  B3(13) B4(11.25)

-

5 dk UV + 1l 202
Kl1- Kontrol 1: Plazmit DNA (3 pl) + dH2O (6 pl)

K2- Kontrol I: Plazmit DNA (3 ) + dH2O (6 pl)+ LUV

K3- Kontrol 3: Plazmit DNA (3 ) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 )

K4- Kontrol 4: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)+UV+ H202 (1 ul)

Bl (1/10): Plazmit DXNA (3 pl) + 1/10 oramndan bégiirtlen fzitd (3 pl+ UV+ H202 (1 )
B2 (1/3): Plazmit DNA (3 pl) + /S oranindan bogiirtlen dziiti (5 plj+ UV+ H202 (1 pl)

B3 (1/2.5): Plazmit DNA (3 pl) + 1/2,5 oranmndan bogiirtlen dziiti (3 plj+ UV+ H202 (1 )

B4 (1/1.25): Plazmit DNA (3 pl) + 1/1.25 oramindan bégiirtlen dziitd (5 pl)y+ UV+ H202 (1 ul)

Sekil 4.1. Jel dokiimantasyon sisteminde gorintilenen bantlar

Alinan sonuglar, metanol Oziitlerin oksidatif nedenli hasarlardan DNA’y1 koruma
0zelliginde oldugunu ortaya koymustur. Farkli konsantrasyonlar arasindan en
yuksek 1/1.25 (40 pl meyve oziit +10 ul DH20) numunesi 5 dk UV ve 1ul H202’e
karst DNA koruyucu etki gostermistir. Buna gore, bogiirtlen meyvelerinin nispeten
yuksek konsantrasyonlu metanol 6zitiiniin DNA’y1 koruma faaliyetinde oldugu 6ne

stirilmektedir.
Disk Difiizyon Yonteminde Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyondaki bogiirtlen metanol meyve 6zltinun Stenotrophomonas
maltophilia suslar1 Uzerinde disk difiizyon test sonuglari, disklerin etrafinda

meydana gelen zonlar lzerinden degerlendirilmistir.

Plaklar, ¢iplak gozle gézden 30 cm uzakta tutularak, zon sinirlar1 liremenin tam
olarak inhibe oldugu nokta olarak belirlendi. MHA plaklari, yansiyan isikla

aydmlatilmis koyu renkli bir zemin iizerinde gozlemlenerek diskin etrafindaki zon
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caplari cedvel ile (mm) olcildi. EUCAST disk difiizyon siir deger tablolart

kullanilarak bakteri, 6zgiil bir antibiyotik i¢in kategorize edilmistir.

S. maltophilia’nin, kan 6renegi genel cerrahi yogun bakim tinitesinden izole edilmis
1 no’lu susu ve trakeal aspirasyon sivisi pediatri yogun bakim iinitesinden alinan 3
no’lu susu ile yapilan disk difiizyon testinde sonuglar sekil 3.3., sekil 3.4 ve tablo
3.1.”de gosterildigi gibidir.

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyondaki meyve 0zutinin 1 no’lu susa karsi antibiyotik

etkisi
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyondaki meyve 0zitiiniin 3 no’lu susa kars1 antibiyotik

etkisi

Tablo 4.1. Cahsmada uygulanan meyve 0zlU konsantrasyonlar ve diskler

etrafinda olusan zon caplarimin degerlendirilmesi

No: 1 sus Zon cap1 No: 3 sus Zon cap1
Konsantrasyon sinir degeri sinir degeri
S>16 mm S>16 mm
Zon cap1 R<16 mm | Zonc¢apr | R<16 mm
6 mg/30 | 0.2 mg/ul
16 mm S 14 mm R
pl
4 mg/20 | 0.2 mg/pl
pl 13 mm R 11 mm R
2 mg/20 0.1 mg/ ul
pl 10 mm R 9mm R
1 mg/20 | 0.05 mg/ul
pl 8 mm R 7 mm R

EUCAST disk difiizyon sinir deger tablosuna gore, 0.5 (1,5x108 cfu/ml) McFarland

bulanikligindaki 1 numarali bakteri susu i¢in 0.2 mg/ul (6 mg/30 ul) konsantrasyonu

duyarli (S > 16 mm) kategorisine girmistir.
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Ayni bakteri susu icin, 0.2 mg/ul (4 mg/20 pl), 0.1 mg/ pl (2 mg/20 ul), 0.05 mg/ul
(1 mg/20 pl) konsantrasyonlari direngli (R< 16 mm) kategorisinde oldugu
saptanmustir. 0.5 (1,5x108 cfu/ml) McFarland bulanikligindaki 3 no’lu bakteri
susuna karst uygulanan, 0.2 mg/ul (6 mg/30 ul), 0.2 mg/ul (4 mg/20 ul), 0.1 mg/pl
(2 mg/20 pl), 0.05 mg/ul (Img/20 pl) konsantrasyonlar: ise direngli (R<16)
kategorisinde yer almistir. Calisma sonunda, meyvelerin metanol 0Ozutleri S.
maltophilia suslarinin iiremesini inhibe ederek antibiyotik etki gosterdigi tespit

edilmistir.
Mikrodiliisyon Yonteminde Elde Edilen Sonu¢larin Degerlendirilmesi

Mikrodillisyon testi sonuglarina gore, bogiirtlen metanol meyve ozitinin
Stenotrophomonas maltophilia’nin 1 ve 3 no’lu suslarina karsi antibakteriyel etki
gosterdigi  belirlenmistir. Bakteri buylmesi beyaz bir bulaniklik varliginda
gozlemlenmistir. Uygulanan farkli konsantrasyonlar arasindan bakterilerin 0.5
(1,5x108 cfu/ml) McFarland bulanikligindaki iki ayr1 suslarinin iremesini durduran
minimum inhibitdr konsantrasyonu 0,00625 mg/ul (1,25 mg/200 pl) oldugu
saptanmigtir. EUCAST mikrodiliisyon sinir deger tablosuna gore (S< 4 mg/ml)

bogiirtlen metanol meyve 6ziitli bu bakterilere kars1 duyarli kategorisine girmistir.

Sekil 4.4. Mikrodiliisyon testi sonucunda gézlemlenen bulaniklik dereceleri. S.m.1:
Stenotrophomonas maltophilia’nin 1 no’lu susu. S.m.3: Stenotrophomonas

maltophilia’nin 3 no’lu susu.
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onlarin S. maltophilia’ya kars etkilerinin degerlendirilmesi

Tablo 4.2. Mikrodiltsyon testinde uygulanan meyve 6zlU konsantrasyonlar ve

MK smir
Bakteri Gremesi degeri
Konsantrasyon
S <4 mg/mi
Sus: 1 Sus:3
R >4 mg/ml
10 mg/200 w1 0.05 mg/ ul
5 mg/200 pl 0.025 mg/ pl
2,5 mg/200 pl 0.0125 mg/ pl
a _ S
1,25 mg/200 ul | 0.00625 mg/ pl
+ +
0,625 mg/200 pl | 0.003125 mg/ pl
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Diinyanin bir ¢ok Ulkesinde, ozellikle gelismekte olan iilkelerde bazi hastaliklarin
tedavisi klasik yontemlerle yapilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO)
verilerine gore bu oran % 80 olup, hastaliklarin tedavisinde 20.000 tibbi bitkinin
oziitleri ve icerikleri kullanilmaktadir (Eloff, 1998). Biyolojik ¢esitlilik bakimindan
zengin olan Tulrkiyede de bazi bitkiler halk arasinda tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Son yillarda antibiyotiklere direncli suslarin ortaya
cikmasi ve sentetik ilaglarda dikkati ¢ekecek kadar yan etkilerin ¢ok olmasi gibi
nedenler gerek toplumu gerekse bilim insanlarint dogal kaynakli ilaglar1 arastirmaya

ve tibbi bitkilere yoneltmistir (Diilger vd., 1997).

Calismada kullanilan bogiirtlen meyveleri yaklasik 8000 yil boyunca gida tiirii
olarak, sifal1 bir bitki olarak ise buz devri'nin hemen sonrasindan beri bilinmektedir
(Sarkar ve Gangulu, 1978). Bogiirtlen meyveleri flavonoidler, glikozitler, terpenler,
asitler, tanenler, vitaminler, steroidler, mineraller ve lipidler acisindan zengindir ve
antimikrobiyal, antioksidan, anti-kanserojen, anti-inflamatuar, anti-diyare, anti-
diyabetik ve antiviral gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Rios vd., 1987).
Antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar etkileri, yiksek miktarda fenolik
bilesik ve baslica antosiyaninler igeriginden kaynaklanmaktadir. (Riceevans vd.,
1995). Bogiirtlen meyvesinin antibakteriyel etkileri ile igili literatiirde birgok
calisma mevcuttur. Bogiirtlen meyve suyu, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Streptococcus marcescens ve Escherichia coli'nin biuyumesini % 50" den % 75'e
kadar engelledigi Cavanagh ve arkadaslar1 (2003) tarafindan bildirilmistir
(Cavanagh vd., 2003).

Riaz ve arkadaslar1 2011 yilinda yapilan c¢alismada  sekiz bakteri susuna
(Salmonella typhi, Escherichia coli, Streptococcus aureus, Micrococcus luteus,

Proteus mirabilis, Bacillus subtilis Citrobacteri sp., Pseudomonas aeruginosa) karsi
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bogiirtlen bitkisinin ¢esitli bolgelerinden alinan metanol 6zutlerinin antibakteriyel
aktivitesini incelemis ve tlim ekstraktlarin, onun i¢inde meyve ekstraktlarinin da
bakterilerin buyUmesini inhibe ettigi gozlemlenmistir (Riaz vd., 2011). Gegmis
yillarda halk arasinda bitkinin metanol 06z(tl Oksiiriigi tedavi etmek ve yara
iyilesmesi igin antiseptik, dezenfektan olarak kullanilmistir (Rios vd., 1987). Son
zamanlarda hastane enfeksiyonu olarak izole edilen ve ¢oklu dirence sahip olan

Stenotrophomonas maltophilia’ya karsi etkileri ile ilgili calismaya rastlanilmamustir.

Calismamizda da bdogiirtlen meyvesinin  metanol 06zutd  Stenotrophomonas
maltophilia’ya iizerine etkileri arastirilmistir. Farkli konsantrasyondaki metonol
Ozltlerinin hasteneden izole edilmis ve identifikasyonu yapilmig Stenotrophomonas
maltophilia suslari tlizerindeki etkinligi tespit edilmistir. Benzer bir ¢aligmada da
bogiirtlen bitkisinin sulu ve etanol Oziitlerinin Helicobacter pylori'ye karsi

antibakteriyal aktivite gosterdigi saptanmistir (Abachi vd., 2013).

ABD’da Miyasaki ve arkadaslar1 tarafindan bogiirtlen (Rubus chingi) dahil bir kag
bitki 6zutlerinin Acinobacter baumanii’ye karsi tirettigi antimikrobiyal bilesiklerin
izolasyonu ve Kkarakterizasyonu arastirilmistir.  Bitki  Ozitlerinde, hastane
enfeksiyonlarina neden olan A. baumanii’ye karsi 6 antimikrobiyal bilesiklerin aktif
oldugu saptanmistir. Bilesikler icinden en c¢ok norwogonin oldugu ve A.
baumanii’ye karst minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 128 pg /mL, bakterisid
konsantrasyonu ise 256 pg /mL oldugu tespit edilmistir (Miyasaki vd., 2013). Bizim
caligmamizda da hastanede, 6zellikle yogun bakim {initesinde ciddi enfeksiyonlara
neden olan ve ¢oklu direng gosteren Stenotrophomonas maltophilia nin iki farkli
susu degerlendirilmis olup, konsantrasyona bagli etki gosterdigi ortaya konulmustur.

En yiksek etkinlik 0.2 mg/ul konsantrasyonunda saptanmustir.

Elde edilen sonuglara gore, Rubus L. metanol meyve o6zitli Stenotrophomonas
maltophilia suslarinin iiremesini inhibe etmek amaciyla antibiyotik molekiil olarak
potansiyeldir denilebilir. Ancak etken bilesiklerin saptanmasi i¢in daha ileri

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tum organizmalar hucreleri gcevresel hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim
mekanizmas: igermektedirler. DNA onarimi, mutasyonu, replikasyon hatalarini,

hlcre 6limind ve DNA hasarinin devamliligini azaltan biitiin islemlerde kullanilir.
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Bu islemlerdeki bir anormallik kansere ve yaslanmaya neden olur ( Lodish vd.,
2000). DNA hasarina neden olan eksojen kaynaklar icerisinde giinesten gelen
ultraviole 1ginlar1 yaslanma ve kanser agisindan énemli bir rol oynamaktadir (Tepe

vd., 2011).

Son zamanlarda, kansere yol acan oksidatif DNA hasarini kontrol eden yeni
bilesiklerin saptanmasi i¢in tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen 6ziitler tizerinde
ayrintili ¢aligmalar yapilmaktadir (Oguzkan vd., 2016). Spormann ve arkadaslar
(2008) yuksek antosiyanin ve fenol igeren bogiirtlen meyve suularmin hicrelerde
DNA oksidasyon hasarini, lipid peroksidasyonunu ve nikleer faktor-KB baglanma
aktivitesini diisiirerek kansere karsi korudugunu belirtmislerdir (Sporman vd., 2008).
Tate ve arkadaglar1 (2006) bogiirtlen 6ziitlerinin UV (ultraviyole) 1sinlardan koruma
Ozelliginde oldugunu bildirmislerdir. Calismada, bitki 6ziitlerinin Salmonella
typhimurium'da UV kaynakli DNA hasarlardan korudugu ve mutajenezi inhibe
ettigi gozlemlenmistir (Tate vd., 2006). Bogiirtlenlerde bulunan siyanidin-3-glukosid
(C3G) ve siyanidin-3-rutinosid (C3R) denilen 2 buyuk antosiyaninlerin hiicreleri
hidrojen peroksid (H202) nedenli hasarlardan koruyabildigini Jung ve arkadaslari
(2014) ortaya koymuslardir. Antosiyaninler, H202 ile uyarilmis makrofaj
hiicrelerinde olusan sitotoksisiteyi onemli 6l¢iide azaltmistir. C3G veya C3R ile
inkiibasyon sonrasi, hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin édnlenmesiyle DNA hasar1 da
onemli derecede azalmistir (Jung vd., 2014). Arastrmamizda, farkli
konsantrasyonlardaki bogiirtlen metanol meyve Ozutlerinin ve pBR322 plazmid
DNA’sinin 5 dakika siiresince UV’ ye ve H202 ‘de maruz birakilmasi sonucunda
DNA koruyuculugu tespit edilmistir. Yiksek konsantrasyondaki meyve 6zutunin
(1/1.25, 40 pl meyve o6zit +10 ul DH20) UV’ ye ve H202’e karsi daha iyi DNA
koruyucu aktivite gosterdigi saptanmistir. Yine, bir baska calismada Divya ve is
arkadaslar1 (2015) bogiirtlen Oziitlerinin giinesin Ultraviyole-B (UVB) isinlarina
kars1 koruma etkilerini arastirmislardir. Deney, UVB 1sinlarina maruz birakilmis,
kilsiz fareler iizerinde yapilmistir. Elde edilen bulgular, bogiirtlen ekstrakti ciltteki
UVB 1s1n1 nedenli hiperplaziyi baskiladigini ve sagsiz farelerin derisinde inflamatuar
hlcrelerin infiltrasyonunu azalttigini gostermistir. Ayni ¢alismada, bogiirtlen
Ozltlerinin ciltte olusan oksidatif stres ve iltihaplanmaya karsi koruyarak, cilt

kanserinin 6nlenmesine katki sagladigi saptanmigtir (Divya vd., 2015).
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Bizim ¢alismamizda da, H202 ve UV isinlarinin oksidatif nedenli hasarlarindan
korudugu saptanmistir. Oziitlerin  DNA  koruyuculugu kozmetik sektoriinde,
ozellikle giines koruycu kremlerinde dogal UV koruyucu potansiyeli oldugu

sOylenebilir.

Sonu¢ olarak bir c¢ok bakteri {izerine etkinligi saptanmis olan bdgiirtlenin
Stenotrophomonas maltophilia’ya karsi da etkili oldugu saptanmis, yine UV
isinlarma ve H202 ‘in oksidatif hasarina karsi protektif potansiyelleri ortaya
konulmus oldu. Bogiirtlen meyvesinin biyoaktif bilesik bakimindan oldukca zengin
oldugu etken bilesiklerin ve etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi ve gerekli

asamalar tamamlandiginda alternatif {iriinlerin ortaya konulabilecegi kanaatindeyiz.
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