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OZET

Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus TAKSONUN BAZI BiYOLOJiK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Nazmiye ERDEN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nurcihan HACIOGLU DOGRU
24/01/2022, 71

Bu arastrmada Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus bitki tiiriine ait dort farkli
ekstraktin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktivitelerinin ortaya konmasina
calisgilmistir. P. terebinthus L. subsp. terebinthus bitkisi, Acinetobacter baumanni ATCC
19606 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterilerine karsi mukayese antibiyotigi
penisilinden daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermistir. Antibiyotik kombinasyonu
sonucunda ekstraktlar ile ampisilin ve polimiksin B arasinda antagonistik iligki
saptanirken; zamana bagli Oldirme testinde, 24 saat sonunda mikrobisidal etki elde
edilmistir. En yiiksek antibiyofilm aktivite aseton ekstresinde A. baumannii ATCC 19606’a
kars1 saptanmistir. Ayrica en yiiksek antioksidan aktivite ekstraktin etil asetat ve aseton

oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus, Antimikrobiyal,
Antibiyofilm, Antioksidan Aktivite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES OF Pistacia terebinthus L.

subsp. Terebinthus

Nazmiye ERDEN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Nurcihan HACIOGLU DOGRU
24/01/2022, 71

In this research antimicrobial, antibiofilm and antioxidant activities of four different
extracts belonging to Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus were tried to be revealed.
P. terebinthus L. subsp. terebinthus plant showed a higher antibacterial activity than the
comparative antibiotic penicillin against Acinetobacter baumanni ATCC 19606 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923 bacteria. As a result of the antibiotic combination,
antagonistic relationship between extracts and ampicillin and polymyxin B was detected:;
in the time-dependent killing test, microbicidal effect was obtained after 24 hours. The
highest antibiofilm activity was obtained from the acetone extract against A. baumannii
ATCC 19606. In addition, the highest antioxidant activity extract was determined to be

ethyl acetate and acetone.

Keywords: Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus, Antimicrobial, Antibiofilm,

Antioxidant activity
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Diinya {iizerinde insanlarin ilk varolusundan giinlimiize, bitkilerle yasamimin her
sathasinda bir bag kuruldugu bilinmektedir. Bu durum, bugln etnobotanik bilimin
dogusunun en O6nemli sebebidir. Etnobotanik “deneme yanilma” ile insanlarin bitkileri
kullanarak elde ettikleri bilgileri igermektedir. Bu bilgiler kusaktan kusaga aktarilarak daha

sonra gergeklestirilecek arastirmalara temel olusturmustur (Farnsworth, vd., 1985).

Yapilan arkeolojik ¢aligmalar ilk c¢aglardan bu yana saglik sorunlar1 ve beslenme
icin oncelikli olarak bitkilerden yararlanildigini gostermektedir (Akytiz, 2005). Tarih
oncesinden bu yana bitkilerin bircok mitos ve efsanede siklikla kullanildigi ve kullanim
alanlarinin tasidiklar1 niteliklerle giiniimiize kadar uzandig1 goriilmektedir (Tarhan, vd.,
2016). Dunya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan, diinya genelinde tibbi bitkilerin yaklasik
20.000 kadar oldugu ve bunlarm ticari olarak kullaniminda 500 kadarindan yararlanildigini
bildirmistir. Tiirkiye’de ise yaklasik 9000 bitki tiirii yetismekte olup, bu tiirlerin biiyiik bir
kismmin tibbi 6zellikleri bilinmesine ragmen, bu amacla kullanimlarinin oldukca az
oldugu bilinmektedir (Ilgim, vd., 1998; Kirbag ve Zengin, 2006).

Tibbi amagla bitkilerin ¢esitli kisimlar1 (kok, meyve, yaprak, tohum cicek) veya
iirettigi sekonder metabolitler (sakiz, balsam, siit terementi vb.) kullanilmaktadir (Baytop,
1999; Tuzlaci, 2006). Glinlimiizde gelistirilen ilaglara bakildiginda, bitkisel kaynaklarin
temel veya tamamlayici etken maddelerinin yaklagik "4 ’linli olusturdugu goriilmektedir. Bu
ise bitkilerle tedavinin bilimsel duzeyde ele alindigin1 kanitlamaktadir (Giines, 2007).
Bitkilerden ekstrakte edilen etken maddelerle bitkisel ila¢larin imalatia baglanmasi ve ilag

enstitlerinin agilmasi 19. yiizyildan itibaren gergeklesmistir (Baytop, 1999).



Diinya genelinde bulunan bitkilerin hangi etken maddeleri i¢cerdigini belirlemek ve
bu maddelerin patojen mikroorganizmalar Ustiindeki etkisini ortaya koymak son derece
giincel bir konudur. Bakteri, mantar gibi mikroorganizmalarin ilaglara karsi direng

gelistirmesi yeni ilag etken maddelerini aragtirma ihtiyacit dogurmustur.

Mikroorganizmalarin ¢ogalmasmi Onlemek ya da onlar1 sinirlandirmak igin
kullanilan maddelere antimikrobiyal madde adi verilmektedir (Sipuren, vd., 2006).
Antibiyotik ise sentetik olarak hazirlanan ya da bazi mikroorganizmalar tarafindan
(bakteri, mantar ve aktinobakteriler) sentezlenen oldukca diisiik konsantrasyonlarda dahi
bakterileri 6ldiiren ya da gelisimlerini durduran maddeleri ifade etmektedir. Ilk antibiyotik
olan Penisilinin kesfinden ve kullanimindan sonra giiniimiize degin, artarak devam eden bir
antibiyotik direnci oldugu tespit edilmistir (Wright, 2007). Ilaglara kars1 olusan bu direng
halk saglig1 i¢in biiylik bir tehdit olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC), raporu; dinya capinda g0zlenen antibiyotik
direncinin, saglik hizmetleri, gida Gretimi ve sonucta yasam beklentisi konusunda

insanhigin gelisimini, ilerlemesini tehdit eder hale geldigini isaret etmistir (CDC, 2021).

Son yillarda yapilan ¢alismalar antibiyotik direncinde de 6nemli bir role sahip
biyofilm tabakasmnin mikrobiyal gelisimin Onemli bir basamagi oldugunu ortaya
koymaktadir. Bakterilerin olusturdugu biyofilmler, iirettikleri hiicre dis1 polimerik yapimin
matrisinde gémuk haldeki hiicrelerle birbirlerine, bir araylize ya da bir substrata geri
doniisiim olmayacak sekilde tutunmasindan olusmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002). Bir
baska deyisle biyofilmin, iirettigi ekzopolisakkarit icinde gomiilii halde bulunan bakteri
toplulugu olarak tanimlanabilir. Bu yapi, mikroorganizmaya konagin savunmasindan
kacma ve kullanilan antibiyotiklere diren¢ saglama yoninden avantaj saglamaktadir.
Bununla birlikte endiistriyel su sogutma kuleleri ve su artirma tesisleri gibi ortamlarda da
olusan biyofilm, bakteriye bircok dezenfektan, kuraklik ve pH degisimine karsi da
dayaniklilik saglamaktadir (Marcinkiewicz, vd., 2013). Biyofilmler, ayn1 zamanda cesitli
kronik enfeksiyonlarin ana nedenlerinden biri olup (Hoiby, vd., 2011); dis plaklari,
interven0z Kkateterler, implantlar, kontakt lensler ve kalp kapakgiklar1 gibi gesitli tibbi

biyomateryal ve araclar stlinde olusmasi1 sonucu meydana gelen enfeksiyonlar, hastalarda



onemli tedavi sorunlarina sebebiyet vermektedir (Lindsay ve von Holy, 2006). Bu durum,

biyofilmler ile micadele yontemlerinin gelistirilmesini kagmilmaz kilmistir.

Hayatimiz boyunca vicudumuzda fizyolojik ve cevresel bir takim etkiler (UV
isinlar1, besinlerdeki kimyasal katki maddeleri, hareketsiz yasam vb.), serbest radikal ad1
verilen maddeler olusmasina neden olur. Bu zararh etkilerle kopan oksijen atomlar1 canli
viicudunda serbest¢ce dolagsmakta olup; hidrojen atomlarmi kopararak, tiim viicutta doku
tahribine sebep olmaktadir. Bagisiklik sistemine ve hiicrelere zarar veren serbest
radikallerin etkilerini en aza indiren ve birgok hastalik ve erken yasliliga yol agabilecek
zincirleme tepkimeleri engelleyen molekiillere antioksidan madde denir (Alaca ve Arabaci,
2005). Serbest radikallerin biyomolekiillerde yaptig1 hasar insanda ateroskleroz, kanser,
diyabet, inflamasyon gibi birtakim hastaliklarin olusumuna da neden oldugu ispatlanmistir
(Halliwell, 1994; Maxwell vd., 1997). Bu hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi siirecinde
bitkilerde bulunan bazi (flavonoid, alkaloid ve fenolik bilesikler) maddeler, arastirilarak
elde edilebilen antioksidanlar son yillarda olduk¢a dikkat cekmektedir (Maxwell vd.,1997).
Buna ek olarak 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara karsi Uretilen ilaglara karsi direng
sorunu ve Uretilen sentetik Grlnlerin yan etkileri ile maliyeti de g6z 6niinde alindiginda, bu
sorunlara alternatif ¢oziim saglayabilecek tibbi bitki kaynaklarmma yonelik calismalarin

artmus oldugu gorulmektedir.

Pistacia cinsi, halk arasinda ge¢misten giiniimiize tonik, antihelmintik, analjezik,
balgam soktlriicu, antiseptik, antidiyabetik, antihipertansif, antispazmodik, kan temizleyici
etkileri sebebiyle kullanilan yiiksek cesitlilige sahip bir bitkidir (Tastekin, vd., 2014; Bibi,
vd., 2015; Piras, vd., 2017).

Ortadogu ve Giiney Avrupa da genis yetistirme alanma sahip ve bircok biyolojik
aktivitesi bulunan Pistacia cinsinin 6nemli bir tlrti olan Pistacia terebinthus L. ise
antioksidan, antienflamatuar, sitotoksik ve antimikrobiyal potansiyelleri bakimmdan bilim
insanlarinmn dikkatini ¢ekmektedir (Y1ilmaz, 2010). Ozellikle Akdeniz havzasini kendisine
genis yayilis alani olarak secen P. terebinthus L. (Menengicler), Ulkemizde bircok ilde
dogal olarak bulunan, cesitli kisimlarindan faydalanilan odun dist orman drinudur.

Gegmisten ginlmize halk arasinda gida, tibbi ve aromatik bitki olarak kullanimi



mevcuttur. Antep fistigina anag olarak kullanimi bakimindan da ekonomik 6neme sahiptir
(Capar, 2019).

Bu c¢alismada P. terebinthus L. subsp. terebinthus agacinin yaprak yapisinin
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisi patojen mikroorganizmalardan yedi bakteri tiirii ve
bir maya ile arastilmistir. Bu amagla Disk Diflizyon, Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu, Minimum Bakterisidal Konsantrasyon, Zamana Bagli Oldirme
Kapasitesi ve Fraksiyonel Inhibisyon metotlar1 kullanilmistir. Ayrica mikroorganizmalarda
biyofilm yapisint giderme potansiyelini incelemek icin ekstraktlarm antibiyofilm
aktiviteleri de arastirilmistir. Bununla birlikte DPPH ve CUPRAC metotlariyla antioksidan

aktiviteleri belirlenmistir.

P. terebinthus subsp. terebinthus agacinin yapraklarinin biyolojik aktiviteleri
incelenerek test mikroorganizmalar1 lizerinde antimikrobiyal, antibiyofilm 6zellikleri ile
icerdikleri sekonder metabolitler sebebiyle antioksidan o6zelliklerinin arastirilmasi, bu
konularda 6zgiin yaklasimlar olusturulmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Elde edilecek
veriler 151¢81nda, mikrobiyal ajanlarla yeni miicadelede etkin stratejiler gelistirilmesine, yeni
dogal ila¢ kaynaklarinin ve antioksidan maddelerin iilkemiz dogal bitki kaynaklarindan

elde edilmesine katki saglanmasi hedeflenmektedir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Antimikrobiyal Aktivite ve Onemi

Enfeksiyon etkeni olan mikroorganizmalarin insanlardan 0Once var olduklari
diistiniildigiinde, bu hastaliklarla miicadelenin insanoglunun var olusundan bu yana
siirdiigii goriilmektedir (Akyiiz, 2007; Oztiirk, 2011). Enfeksiyona neden olan etmenlerinin
gideriminde kullanilan kimyasal ajanlar antimikrobiyal maddeler ve dezenfektanlar olarak

smiflandirilabilirler (Hacioglu, 2010).

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalar sebebiyle ortaya ¢ikan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglardir. Mikroorganizmalarda direng gelisimi olusturmalar1 ve
cesitli yan etkilerinin varligi ile dezavantaj olusturabilmektedir. Bu sebeple gerekli
oldugunda konak ve etkenle ilgili etmenler goz 6niinde kullanilarak se¢ilmeli ve sartlara

uygun kullanilmalidir. Etki mekanizmalari agisindan antimikrobiyaller 5’e ayrilmaktadir;

1. Nikleik asit sentez inhibitorleri
2. Protein sentez inhibitorleri
3. Hiicre duvari sentez inhibitorleri

4. Antimetabolitler

5. Membran biitiinligiinii bozanlar (Saran ve Karahan, 2010) .

Bazi mikroorganizmalar iistiinde engelleyici etki yapabilen, bitki, bakteri ve kiifler
tarafindan tretilebilen dogal, sentetik yar1 sentetik ve enfeksiyon etkenlerinden korunma
da yararlanilan kimyasal maddeler antibiyotik olarak tanimlanmaktadir (Aarestrup ve
Jenser, 2007). Antibakteriyel 6zellikteki antibiyotik gruplari, bakterilerde bulunan hedef

yapilara baglanip metabolik olaylar1 Onleyerek bakterinin yasammi sona erdirmektedir.



Kullandigimiz antibiyotiklerde genel ilke, hasta hiicrelerine zarar vermeden, bakterilerin

hlicre yapisini bozmaktir (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017).

Antibiyotiklerin yaygm bir sekilde kullanimindan dolay1 olusan segici baskilama,
antibiyotiklere karst olusan direng ile direngli bakteri sayisinin artmasma neden olmustur
(Pruden, vd., 2006; Wright, 2010). Uygun olmayan antibiyotik kullanim1 sonucunda tiim
diinya i¢in tehdit olusturan mikrobiyal direng, olusan enfeksiyon, ila¢ yan etkileri, mali
kayiplar olarak karsimiza ¢ikmaktadrr (Oztirk, vd., 2008). Bircok bilimsel c¢alisma
antibiyotik kullanim modellerinin, gelisen direngli organizma sayisimi biyik 6lglde
etkiledigini gostermistir. Direnise katkida bulunan diger faktOrler arasinda yanlis tani,
gereksiz receteler, hastalar tarafindan yanls antibiyotik kullanimi ve biiylimenin tesviki
icin hayvansal gida katki maddesi olarak antibiyotik kullanimi sayilabilir. Tek tir
bilesenlerden meydana gelen antibiyotiklere karst mikroorganizmalar hizli bir bigimde
direng gelistirmektedirler. Buna ragmen bilesenler birden fazla oldugunda hizla direng
gelistirmeleri kolay olmayacaktir. Bu sebeple bitkilerde ne kadar ¢ok antimikrobiyal
bilesen varsa, diren¢ olusturma agisindan 0 kadar 6nemli bir alternatif olusturacagi
sOylenebilir. Glinimizde tlm dinya icin tehdit durumunda olan antimikrobiyal direng ile
ilgili yasanan olumsuzluklarin iyilestirilmesinde bitkilerin etken maddeleri 6nemli yer
tutmaktadir. Bu amagla dogal bitkilerin etken maddeleri ile ilgili galismalar artarak devam

etmesi diinyadaki tim canlilik i¢in buytk 6nem arz etmektedir (Giines, 2007).

2.2. Biyofilmler, Antibiyofilm Aktivite ve Onemi

Mikroorganizmalarin ~ kendi Grettikleri dis polimerik yapilara  gomilerek
birbirlerine, bir substrat ya da arayiize geri doniisiimii olmayacak sekilde tutunmasiyla
biyofilm denilen yapilar olusmaktadir (Donlan ve Costeron, 2002). Bakterilerin
olugturdugu biyofilmler karmasik bir biyolojik yapidir ve genellikle art arda olusan
saflardan sonra gergeklesen bir durumdur (Dheilly, vd., 2010). Mikrobiyal yasam formu
olarakta adlandirilan biyofilmler, dogal c¢evrede sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mikroorganizma turlerinin gevresel olumsuzluklardan korunmak ve yasamlari agisindan



daha elverisli ortamda kalabilmek i¢in meydana getirdikleri bir mikro-ekosistem olarakta

tanimlanabilirler (Marcinkiewicz, vd., 2013).

Biyofilm olusturan bakterilerde mikrobiyal direng, serbest yasayan bakterilere gore
daha yiksek olmaktadir (Carson, vd., 2009). Bakteriyel enfeksiyonlarin kronik olarak
seyretmesinde %80’inden fazlas1 biyofilmler ile baglantili olurken nozokomiyal
enfeksiyonlarin %65’inden sorumlu bulundugu bilimsel ¢alismalarla ortaya c¢ikarilmistir
(Costerton, vd., 1999). Bunlarin disinda biyofilmler, sadece klinik agidan degil, endiistriyel
ve cevresel ortamlar agisindan da sorunlara neden olabilen yapilardir (Temel ve Erag,

2018).

Bakterilerin biyofilm olusturmasi ve antibiyotiklere kars1 olusan direng yeni biyofilm
kontrol stratejilerinin ortaya ¢ikmasina yol agnustir (Simdes, vd., 2010). Ideal bir tedavi
stratejisinde  kullanilan  antimikrobiyal ajanlar, biyofilmin olusturdugu matriks
maddelerinden minimum seviyede etkilenmeli, hizli bakterisid etki yapmali ve biyofilm
hicrelerinin  blylme hizindan etkilenmemelidir (Donlan, 2008). Biyofilm olusturan
patojen bakteriler ve antibiyotik direnclilik bu patojen mikrobiyallerin neden oldugu
hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir engel teskil ettigi gortlmektedir (Roger, vd., 2010).
Bakteriyel biyofilmler kronik ve direngli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Enfeksiy6z
bakteriler kateterler, yapay eklem gibi tibbi cihazlarda biyofilm olusumuna neden
olmalariyla “Biyofilm enfeksiyonlar1” olarak isimlendirilmektedir. Agiz i¢i yumusak doku
ya da dis tlizerinde olusan biyofilmler, ¢liriik periodontitis ve mukozal yiizeylerde olusan
birgok hastaliklarin baslica nedenlerindendir (Maezono, vd., 2011). Ayrica biyofilmler
Ozellikle sut, taze drinler, kiimes hayvanlar1 ve kirmizi et isletmeleri gibi gida sanayi

sektorlinde de problemler olusturmaktadir (Jessen ve Lammert, 2003; Chen, vd., 2007).

Biyofilmlerin meydana getirdigi zararli etkileri ortadan kaldirmak ya da onlardan
korunmak igin olusumlarin1 engellemek en iyi ¢6zumdir. Bu nedenle kuruluslarin
kendilerine 6zgili baz1 metotlar1 kullanarak belli siirelerde temizlik yapmasi gerekmektedir.
Bu sekilde ortamlarin dezenfeksiyonu saglanabilmekte ve organik maddeler
uzaklastirildig1 i¢in mikroorganizmalar tutunacak ortam bulamamaktadir (Giin ve Ekinci,

2009).



Biyofilm meydana gelmesini Onlemek igin gunimuzde birden fazla metot
bulunmaktadir. Bunlar arasinda yiksek basingli temizleme sistemleri, biyokdtle
cikariminin  desteklenmesi, deterjanlar, enzimler, ultrason ve elektriksel alanlar
bulunmaktadir. Bunlar biyofilm olusturan bakteri tirtine, uygulama sekline ya da
uygulanacak yiizeye bagli olarak segilmekte ve uygulanmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009;
Ceyhan ve Ekmekcioglu, 2016).

Antimikrobiyal ajanlar ve mekanik temizleme biyofilmlerle miicadelede en c¢ok
kullanilan yontemlerdendir (Ceyhan, 2008). Alet kullanim: ve blyuk bir is guci
gerektirdigi icin mekanik temizleme maliyetli olabilmektedir. Bu yontem kirlenmis olan
bolgeye ulasilamadigi durumlarda durumlarda kullanilmamaktadir.Dezenfektan ve
antimikrobiyal ~ maddelerin  kullanilmas1  ise  biyofilmdeki = mikroorganizmalarin
antimikrobiyal ajanlara diren¢ gelistirmesi halinde etkisiz kalabilir (Stewart, vd., 2000;
Thormann, vd., 2005; Ceyhan, 2008). Genelde planktonik formda ve tek olarak bulunan
bakteriler, kendi aralarindaki sinyaller ve ¢evresel stresin ortaya cikardigi yonlendirmeler
ile olusan adaptasyonun sonucu biyofilm olusmaktadir. Bu adaptif 6zellik sonucunda
antimikrobiyal maddelere direng gelisimi olusarak, biyofilmin neden oldugu hastaliklarin

tedavisindeki zorluk artmustir (de la Fuente-Nu-ez, vd., 2013).

Antibiyotigin biyofilm icindeki dusik oranda nifuz etmesi, biyofilmdeki
bakterilerin fenotipik ve metabolik degisimleri, biyofilmi olusturan mikro cevredeki
degisiklikler, biyofilm direncinin nedenleri (zerindeki farkli tezler olup, Sekil 1°de

sunulmaktadir (Stewart ve Costerton, 2001).



-~ Diisiik penetrasyon: Biyofilmin yiizey
""" Katmanlari antibiyotigin  iceri niifuz

etmesini engelleyebilir.

,_ . ° -
— --;- Direncli Fenotip:Bakterilerin bazilari.biyofilm

w & i
o -
ESres”

\, - T olgunlagma asamalarinda daha direngli fenotip
N - — yapisi gosterebilirler.

M s [:> Degismis Mikrogevre:Besin tiiketimi ya da
©  Biyofilmalttabakast .~

attk madde birikimine bagh antibiyotik

etkinligi antagonizm gosterebilir.

Sekil 1. Biyofilmlerde antibiyotik diren¢ mekanizmasi ile alakali ¢ hipotez
(Stewart ve Costerton, 2001)

Biyofilmin olusturdugu yapiyr bozan terapétik yontemler antibiyotiklerin
etkinliginin tekrar gelismesini saglayabilmektedir. Bu nedenler yeni potansiyel
biyofilmlerle micadele terapilerinde, ancak biyofilm olusumuna odaklanilan stratejilerin
gelistirilmesi etkili olabilecektir (Stewart ve Costerton, 2001). Bitkisel maddelerin 6nemli
antibiyofilm aktivitesi oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir (Ceylan, vd., 2012;
Bazargani ve Rohloff, 2016). Elde edilen ve kullanilan bitkisel kaynakli maddeler,
geleneksel tipta uzun bir ge¢mislerinin olmasi, enfeksiyon ve hastalik tedavisinde
kullanilmalar1 ve guvenilir olmalar1 gibi sebeplerle alternatif antibiyofilm ajan
arastirmalarinda yaygm sekilde kullanilmaktadir (Musthafa, vd., 2010; Packiavathy, vd.,
2012).

Gunlmizde yapilan arastirmalarda; kullanilan antibiyotiklerin yan etkileri,
antibiyotik direng, biyofilmlerin olusturdugu bakteriyel virulans gibi sebeplerle geleneksel
antimikrobiyal tedavi yaklagimlarina odaklanmaktadir. Bu agidan alternatif terapotik tiriin
calismalar1 devam etmekte ve geleneksel ilaclarda bulunan bitkilerden izole edilmis

fitokimyasallar alternatif olarak diistiniilmektedir (Sagdig, vd., 2006).
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2.3 Antioksidanlar

2.3.1 Serbest Radikaller

Antioksidan maddelerin 6yklstu serbest radikallerle baslamaktadir. Reaktif
karakterli maddeler ve serbest radikaller ile bu maddeleri Ureten tum etmenler
“peroksidan’> veya “oksidan’’ olarak ele alimmaktadrr (Ozyurt, 2005). Giinimizde
radyasyon, ¢evre kirliligi, herbisit ve pestisitler, hiicrelerde agir metallerin birikimi ve buna
ek olarak canlida kaginilmaz olarak olusan oksijen metabolizmasi gibi etkenler insan

viicudunda serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Atomlar cekirdek ve c¢ekirdegin etrafinda gezen elektron ciftlerine sahiptir.
Herhangi bir atom veya molekiildeki serbest radikal, bir veya birden fazla eslenmemis
elektron bulunmasi durumudur. Bu durum atom ve ya molekiiliin kimyasal reaktifligini
degistirir ve onu daha reaktif hale gecirir. 1 elektron 1 proton barindiran H" radikali en
basit serbest radikaldir. Serbest radikal tepkimeleri ¢ogu zaman diger molekiillerden H

sOkiilmesiyle baslanir. (H") isareti serbest radikali gostermek i¢in kullanilir (Halliwell,

1994).

Serbest radikaller nitrojen ya da oksijen kaynakli olarak iki sekilde ele
alinabilmektedir. Reaktif oksijen tlrleri (ROS) oksijen kaynakli olanlar arasinda yer
alirken, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif klordr tirleri (RCS) ve azot veya nitrojen
kaynakli olanlar kapsaminda yer almaktadir (Halliwell, 2001). Serbest radikaller,
eslenmemis elektronlar1 sebebiyle aktif hale gecerek ortamdaki diger biyomolekiillere
saldirp yapilarini bozulmasina neden olurlar. Deoksiribonukleik Asit (DNA), lipitlerin
yapist oldugu gibi proteinin yapisini da hedefleyebilir ve canlinin metabolizmasinda
olumsuz etkiler birakabilir (Fantel, 1996; Stadtman, 2002). Kugcik boyutlu olmasi

sebebiyle hiicre zarlarindan kolayca gecebilirler (Jensen, 2003).
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Gunlik yasamda ¢evreden hem dogal (radon ve kozmik isima), hem de yapay
kaynaklardan radyasyona maruz kalmaktayiz. Diisilk dalga boylu elektromanyetik
radyasyon (O6rnegin; gamma 1sinlar1), bedendeki su molekiillerini bélerek OH radikalini
olusturmaktadir. Bu korkung duizeyde reaktif radikal bir kez ortaya ¢iktiginda ortamdaki
her seye saldirmaktadir. Omrii kisa olmasmna ragmen ortamdaki zincirleme tepkimelerinin
tetiklenmesine neden olur. Insan bedeni diger bir serbest radikal olan siiper oksidi
olusturur. Bazi super oksitler “kimya kazalar1” denilen bircok molekulin tepkimeye
girmesiyle olusur. Ornegin oksijenli solunum sirasinda mitokondriyal tepkimeler sonucu
stiper oksitler olusabilir ve bu olusumlar kaginilmazdir. Baz1 sliper oksitler ise aktiflesmis
fagositler tarafindan kronik iltihaplanmalar sirasinda vicudun koruma mekanizmasi

sonucu olusabilirler (Halliwell, 1994).

En 6nemli serbest oksijen radikalleri 1. HO (Hidroksil Radikali) 2. Stper oksit
radikali (O2-), 3. Hidrojen Peroksit (H20.) 4. Singlet Oksijen (0O21]) radikali olarak
gosterilebilir (Ercan, 2008).

Serbest radikaller (RNS/ROS) ile antioksidan sistemleri arasindaki dengesizlik
olusabilir. Serbest radikaller olduk¢a reaktif davranirlar basta lipidler, proteinler ve niikleik

asitler olmak Gzere t¢ 6nemli biyolojik molekilde hasar olusturabilirler (Droge, 2002).

Serbest radikaller canlilarda endojen ve eksojen kaynaktan da Uretilebilir. Bu
serbest radikallerin birgok zararmin yani sira yararlar1 da bulunmaktadir. Diisiik
yogunluktaki serbest radikaller vicuttaki enfeksiyonlara karsi savunma, kanser
hicrelerinin yok edilmesi, organizmaya yabanci kimyasal yapilarin uzaklastirilmasini
saglarlar. Bunlara ek olarak intraselliiler depolardan kalsiyum salinimi ve buyime faktori
sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel sinyallerin aktif hale gegisinde rol almaktadir.
Serbest radikaller endojen kaynakli durumlarda canlinin metabolik olaylari; immiin sistem
hiicrelerinin patojenlere karsi savunmasi sirasinda, mitokondriyal faaliyetler, zihinsel stres
viicut yorgunlugu gibi durumunda iiretilebilir. Eksojen kaynakli serbest radikallere ise UV
1isinlar1, mikrodalga 1sinlari, gamma 1sinlari, volkanik faaliyetler, orman yanginlari, yanlis

pisirmede organik maddelerin yakilmasi, hava kirletici maddeler ve kimyasal temizlik
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uriinleri, tutkal, boya, sigara ve egzoz dumani, bocek ilaglar1 6rnek verilebilir (Karabulut
ve Giilay, 2016).

2.3.2. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar, hucrelere zarar veren oksidasyon reaksiyonlarindan ve serbest
radikal ara triinlerinden kaynaklanan hasarlar1 geciktirici ya da bu reaksiyon sistemlerini
inhibe ederek toksik olmayan urunlere gevirici 6zellik gosteren maddelerdir (Mandal, vd.,
2009; Santos-Sanchez, vd., 2016). Serbest radikallerin zararlarini uzaklastirilmasinda rol
oynayan maddeler olmas1 bakimmdan 6nemli gérev {istlenen antioksidanlar, organizmada

dengenin olusmasini saglarlar (Gutteridge, 1995; Evelson, vd.,1997).

Canli organizmasinda serbest radikallerin  olusumu ve antioksidanlarca
uzaklastirilmas: sirasinda bir denge meydana gelmektedir. Buna “oksidatif denge” adi
verilmektedir. Bu denge bozulmadigi surece canli, serbest radikallerin olusturdugu
olumsuzluklardan hasarsiz ¢ikmaktadir. Serbest radikal diizeyinin artis1 ve antioksidan
maddelerin azalmasi sonucu, denge bozularak serbest radikaller lehine doner ve oksidatif

stres durumu olusur (Hermes-Lima ve Zentero-Savin, 2002; Serafini ve Del Rio, 2004).

Insanlarda ¢esitli hastaliklarn olusumunda serbest radikallerin olusturdugu
oksidatif stres rol oynamaktadir. Bu hastaliklarin goriildiigii insanlarin dogal antioksidan
savunmalarinda kusur oldugu tespit edilmistir. Bir¢cok arastirmaci antioksidan ve oksidatif
stres arasindaki dengesizlikten dolay1 olusan hastaliklarin dogal antioksidan tedavileri ile
dizeltilebilir oldugunu belirtmisglerdir. Boylece hastaligi Onlemek veya ilerlemesini
geciktirmek miimkiin olabilir. Potansiyel antioksidan tedaviler arasinda dogal antioksidan
enzimler, vitaminler ve sentetik madde aktiviteleri sayilabilir. Antioksidan tedavinin
faydali olacagi hastaliklar reperflizyon hasari, iltihabi durumlar  sayilabilir.
Antioksidanlarla kronik engelleyici tedavi 6rnegi damar sertligi, karsinojen ve diyabetik

vaskuler hastaliklar olarak ayrilabilir (Maxwell,vd.,1997).
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Canli organizmasinda oksidatif stres surecinde; otoimmun bozukluklar, kanser

romatoid artrit, katarakt, kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma, noérodejeneratif hastaliklar

gibi kronik ve dejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olur (Sekil 2).

FETUS

*Preeklampsi{Gebelik
zehirlenmesi)

*Fetal biiyiime bozukluklars

AKCIGER 50
* Astim *Glomerulonefrit
*Kronik Bronsit *Kronik bibrek yetmezligi
ry
EKLEMLER
it . OKSIDATIF STRES
*Romatizma
h 4
BEYIN COKLU ORGAN
*Alzheimer *Coklu organ vetmezligi
*Parkinson *(oklu organlarda vaslanma
*Hafiza Kayhi “Diyabet
*Depresyon *Inflamasyon
*inme *Iltihaplanma

¥

GOZLER
*Katarakt
*Retina hastaliklari

KALP DAMARLARI
*Arterioskleroz
*Hipertansivon
*]skemi
*Kardiyomiyopati

*Kalp vetmezlif

Sekil 2. insanlarda oksidatif stresle ortaya ¢ikabilen hastaliklar

Insan viicudu, dogal olarak {irettigi veya harici olarak gidalar veya takviye ilaclar

yoluyla saglanan antioksidanlar retip, oksidatif strese karsi koymak icin bir takim

mekanizmalar olusturmaktadir (Pham-Huy, vd., 2008).

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gostermektedirler;

1. Baslica reaktif tirevleri uzaklastirici etki,

a. Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklastirici etki

b. Ortamdaki derisimini azaltici ya da oksijen uzaklastirici etki

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
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a. Stpiiriici etki (Scavenging etki): Reaktif oksijen tiirlerini etkileyerek onlar1
tutma ya da daha reaktif molekil haline doniistirme durumudur. Bu etki enzimatik

antioksidanlara aittir.

b. Bastiric1 etki (Quencer etki): Reaktif oksijen turleri ile etkilesime girerek
onlara bir elektron aktarimi gergeklestirilmesiyle inaktif hale getiren ya da aktivitelerini
azaltan etki seklindedir. Vitaminler, trimetazidin ve flavonoidler bu etkiyi yapan

antioksidan molekillere 6rnektir.

C. Onarici1 etki (Repair etki): Protein, lipit ve DNA gibi biyolojik molekiillerin
hasarini tamir eden antioksidan etki gosteren molekiillerdir. Ornegin DNA hasar tamir

enzimleri ve metiyonin stlfoksit rediiktaz molekulleri 6rnek verilebilir.

d. Zincir kirict etki (Chain breaking etki): Olusan serbest radikalleri
kendilerine baglayip zincirlerini kirarak islevlerini engelleyici etkiyi ifade etmektedir.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu sekilde etki gostermektedir (Vinson, vd.,

1995; Ozyurt, 2005; Pinchuk ve Lichtenberg, 2002).

2.3.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar ¢esitli sekillerde siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma cesitlerine
ornek olarak endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar (Karabulut ve Giilay, 2016) olarak
siiflandirildig:r gibi, enzim yapisinda olan enzim olmayan antioksidanlar (Seven ve
Candan, 1996) olarak da siniflandirilmaktadir. Antioksidanlar ayrica; dogal ve yapay
antioksidanlar olarak ve kimyasal yapilarina gore smiflandirma, etki mekanizmalarina gore

de siniflandirilabilir (Oztiirk, 2012).

Dogal ve sentetik olarak baslica iki gruba ayrilan antioksidan maddelerin en 6nemli

kaynag bitkilerdir. Bitkisel bazi gidalardan aliman antioksidanlar genel olarak fitokimyasal
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olarak adlandirilir. Antioksidan 6zellige sahip olan fitokimyasallarda polifenolik bilesikler
bitkilerden gelen en 6nemli bilesenler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kéhkonen, vd., 1999;
Dillard ve German, 2000; Heim, vd.,2002). Antioksidanlar asagidaki gibi
smiflandirilabilirler (Sekil 3) (Yavaser, 2011; Oztiirk, 2012; Karabulut ve Giilay, 2016).

)
ENZIMATIK
SOD. EKSOJEN
Katalaz, E vitamini,
Glutatyon BetaKaroten
4 peroksidaz. (A vitamin),
DOGAL Glutatyon Askorbik Asit.
ANTIOKSIDANLAR redilktaz, Folik asit.
Glutatyon-S .
- transferaz. Polifenoller,
_ _ gENTETiK ) Flavonoidler.
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR ——
BHT.BHA. ENDOJEN
Troloks ve gesitli Glutatyon
selat olugn%mcu Seruloplaz-
sentetik maddeler
. J min,
Ferritin,
Urik asit.
Bilirubin
Melatonin
Albumin

Sekil 3. Antioksidanlarin smiflandirilmasi

Bitkisel dogal antioksidan maddeler endojen metabolitler ile flavonoitler,
karotenoid, glutatyon ve vitaminler icerir. Bu antioksidanlar bitkinin her boliminde
bulunabilirler. Bitkisel kaynakli antioksidanlar peroksitleri parcalayici, enzimleri inhibitor
olarak durdurucu ve olusan serbest radikalleri bertaraf edici olarak kullanildigi gibi

enzimlerle sinerjik etki yaparak ¢alismasi mimkunddr (Larson, 1998).

Dogal antioksidanlar organizmada olusan oksidasyonu bertaraf edebilecegi gibi
romatoid artrid, ateroskleroz, malarya, seker hastalig1 gibi hastaliklarda tedavi edici olarak
kullanilabilir. Ayrica antibakteriyel, antiviral, yaslanma karsit, antitlser, antitmoral,

antikarsinojenik, antitrombotik, antihipertansif, antimutajenik, antimetastatik, antifungal
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etkilerinin bulundugu yapilan laboratuvar ¢alismalari sonucunda ispatlanmistir (Y1lmaz,

2010).

Dogada bircok Urinln serbest radikallerin yikici etkisine karsi gelistirdigi bir
antioksidan 6zellik bulunmaktadir. Ozellikle bitkisel Uriinlerde antioksidan —etki
flavonoidler, kumarin, sinnamik asit tiirevleri gibi fenolik bilesik den kaynaklandig1 tespit
edilmistir (Kolag, vd., 2017). Dogal antioksidan bilesik olan Polifenoller ana gruplari,
flavonoid olmayan bilesikler, flavonoidler, fenolik asitler olarak ayrilmaktadir (Yavaser,

2011).

Dogal antioksidanlar anti oksidatif, antimikrobiyal etkisi ve enzim inhibisyonuna
sebep olmalar1 gibi etkilerden dolay1 bircok konuda 6nem tasimaktadirlar (Hékkinen ve
Torronen, 2000). Dogal olarak bitkilerde yaprak, kok ve ¢igek kisimlarinda 5000°den fazla
flavonoid bulundugu tespit edilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan 6zellikleri yan1 sira anti
kanser, antiinflamatuar, antialerjik, antikarsinojenik ve mide koruyucu gibi 6zelliklerinin

de oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir (Dykes ve Rooney, 2007).

Dogal antioksidanlar endojen (canli metabolizmasinca sentezlenebilen) veya
eksojen (disaridan diyetle alinan) yapilardir. Yas ilerledikce sentezlenen antioksidan
azalmaktadir. Uzmanlar olusan bu agigin kapatilmasi i¢in bitkisel antioksidanlarin iyi bir

alternatif olabilecegini belirtmektedirler (Taner, 2005).

Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlarin yalnizca bir tipini (analog) meydana
getirirler ve bu molekiilii taklit edecek sekilde gelistirilebilirler. Ornek verilirse E vitaminin
dort analogu bulunmaktadir (Yavaser, 2011). Sentetik antioksidanlar, gidalardaki lipit
oksidasyonu onleyerek, koku olusumunu tat bozulmalarmni 6nleme veya geciktirme i¢in
kullanilabilecegi gibi raf dmriinii uzatma gibi sorunlar1 6nlemek amaciyla kullaniimaktadir.
Son yillarda yapilan genotoksikolojik testler sonucunda bu sentetik antioksidanlarin
kullanim1 canli organizmasi iizerinde kanserojen ve toksik etkiler yaparak cesitli saglk

riskleri ortaya ¢ikardigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmalar ise sentetik antioksidanlarin,
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gidalarda kullanimi ve miktar1 konusunda ciddi smirlamalar getirilmesi sonucunu

dogurmustur (Haigh, 1986).

Gliniimiizde insanlar, kimyasal sentezle elde edilen bazi sentetik bilesiklerin neden
oldugu olumsuz etkiler nedeniyle dogal kaynaklardan elde edilen bilesenleri tercih
etmektedirler. Bundan dolay1 tukettikleri gidalarda bulunan bilesenlerin  daha
farkindadirlar. Bitkilerde bulunan polifenolik bilesenler ve karatenoidler gibi biyoaktif
bilesenlerin faydalar1 yapilan ¢aligmalarla ortaya ¢ikarilmistir. Temel olarak oksidatif stres
oranini yavaglatan yiiksek antioksidan kapasiteleri ile kanser kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullanilmas1 ve koruyucu etkileri ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle,
antioksidan bakimindan zengin diyetler, fizyolojik antioksidan savunma sistemini
giiclendirmek ve kronik hastaliklarin insidansini azaltmak i¢in umut verici bir yaklagim
gibi gorinmektedir (Gil-Chavez, vd., 2013).

Son yillarda tiiketime hazir gidalarin ¢ok sayida olmasi, kentsel yasam sartlari,
cevre kirliligi ve sentetik antioksidanlarin toksisitesi gibi sebeplerle dogal gidalara ve
dogal antioksidanlara olan ilgi iyice artmistir. Yapilan son bilimsel ¢alismalar, bitkilerdeki
fenolik bilesikler ile antioksidan etkili maddelerin saglhikli bir hayat Uzerine etkisine
odaklanmis durumdadir (Giirbiiz, vd., 2005). Bu nedenlerden dolay1 sentetik antioksidanlar
yerine dogal antioksidanlarin kullanimima y6nelik ilgi artmig buna bagli olarak ¢alismalarin

da bu yonde odaklanmasina neden olmustur.

2.4. P.terebinthus L. subsp. terebinthus Turunun Genel Ozellikleri

2.4.1. P. terebinthus L. subsp. terebinthus TUrinin Taksonomisi

P. terebinthus (menengic veya citlembik olarak da bilinmektedir) Anacardiaceae
familyasmin iiyesi olan ve Asya ile Akdeniz’e 6zgili olup Tiirkiye’nin giineyinde yetisen
kiglk boylu bir bitki tiiriidiir. Genis, giir ve yaprak doken, dallarinin uzamasi yavas olan

ve 25-30 fit yiikseklige kadar uzayabilen, parlak yaprakli ve agir bir regine kokusu
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barindiran bir yapiya sahiptir. Mart ve nisan aylarinda agan ¢igekleri, kirmizi-mor renkli
olup 6nceki yilin filizlerinden tomurcuklanir. Meyveleri, olgunlastik¢a kahverengine donen
kiigiik, kiiresel fistikgiklaridir. Badem agacima kiyasla ayni soguk direncine sahip olsa da
ilkbaharin ge¢ haftalarinda tomurcuklanir. Yuvarlak solucan ve toprak mantarlarina karsi
giiclii ve direngli oldugu i¢in, P. terebinthus, P. vera (Antep fistig1) bitkisine ana¢ olarak
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de bu tiiriin, ¢gam ormanlarinin tepeliklerindeki kuru ve kayalik
yamaglarinda, 6zellikle de Toros daglarinin rakimi 1600 metre olan kisimlarinda yetistigi

gozlemlenmistir (Davis, 1967).

Sistematik alaninda Pistacia cinsi {izerine en giincel ¢alismay1 Al-Saghir ve Porter
(2012) yapmustir. Buna gore cins toplamda 13 takson icermekte, 10 tiire ait 5 alt tiir ve iki
seksiyondan olusmaktadir (Al-Saghir ve Porter, 2012). Pistacia aralarinda en fazla
bilimsel ¢alisma yapilan tiirleri sirasiyla P. vera, P. terebinthus, P. atlantica, P. lentiscus
ve P. khinjuk gibi popiiler tiirler igermektedir. Anacardiaceae familyasina ait iilkemizde
dogal yetisen Cotinus, Pistacia ve Rhus adinda ti¢ cins vardir. Bu familya, Davis (1967)’de
tan1 anahtarlarina gore cinslerine ayiwrmistir. Yaprakgiklar1 tam kenarli, ¢iceklerinde tag

yaprak olmamasi 0zellikleri ile Pistacia diger cinslerden ayrilmaktadir.

Pistacia tiirlerinde meyve sekli ve biiyiikligii, yaprak ucu sekli, tepe yaprak¢igin
varlig1 ya da yoklugu, yaprakcik cifti sayisi, yaprake¢ik sekli ve biiyiikliigii, yaprak ana
damar baglantilar1 taksonomik siniflandirmada kullanilan  6ncelikli  karakterleri
olusturmaktadr (Kafkas ve Perl-Treves, 2002). Ulkemizde Pistacia cinsinin 6 tiiri
yetismektedir. Bu tiirlerin ve alt tiirlerinin morfolojik 6zelliklerine gére ayrim anahtari
(Yaltirik, 1967) yaparak; Pistacia lentiscus, Pistacia atlantica, Pistacia eurycarpa, P. vera,

Pistacia khinjuk, P. terebinthus tdrleri olarak belirtmistir.
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Tablo 1

P. terebinthus L. subsp. terebinthus’un taksonomik bilgileri

Takson Hiyerarsisi | Takson Bilgileri
Alem :| Plantae Yapi .| Agag/kisa boylu
Altalem | :| Trachebionta | Ciceklenme | :| Mart, Nisan, Mayis
Donemi
Sube :| Magnoliophyta | Habitat .| Kayalik yamag, deniz seviyesine
yakin maki, Pinus brutia ormani
Simf :| Magnoliopsida | Yukseklik :| 300-500 m
Alt simf | :| Rosidae Fitocografik | :| Akdeniz
elementi
Takim :| Spindales Endemizm | :| Endemik olmayan
Familya | :| Anacardiaceae | Dinyadaki | :| Kuzeybat1 Afrika, Giiney Avrupa
yayihisi
Cins ;| Pistacia Tiirkiye’de | :| Istanbul, Balikesir, Canakkale,
yayihs Bursa, Tekirdag, Zonguldak
gosterdigi
Iller
Tar :| P. terebinthus | Tiirkiye’de
L. yayihs
(harita)
lezs § [
Kaynak Davis 1965-1988; Yaltirik, 1967; Brummit ve Powell, 1992; Gliner,
2000; IPNI, 2019; The Plant List, 2019; TUBIVES, 2020; IUCN, 2020

P. terebinthus L. subsp. terebinthus (Menengi¢) ¢alimsi1 2-3 m’ye kadar ya da 6’m
ye kadar boylanabilen, genellikle mazi iceren kiclk agaggiklardir. Yapraklar kisin
dokilir, imparpinnat ve ya paripinnat olabilir. Yaprakgiklar iistii koyu yesil alt1 daha
soluk, terminal yaprak¢iklar eger varsa yanal yapraklardan daha genis degildir.
Yaprakgiklar (1-)-2-4(-6)-cift ovat oblong veya oblong-lanseolat, 3-7(-8)x1-8(-4) cm
Olcllerinde, obtuz, akut ya da akuminat, her zaman mukronat tlystzdur. Meyveler

panikulat, globoz ya da genisge obovat, 5-6x4-6 mm’dir

P. terebinthus L. subsp. terebinthus, yaprak orta damari kanatsiz ve tiiysiiz olmasi
terminalde tek yaprak¢ikli olmasi ve terminal yaprak¢igin digerleri ile genellikle ayni
boyutta olmasi bakimindan farklilik gosterir. Ayrica yan yaprak¢iklar yumurtamsi-
dikdortgenimsi, kit ucludur (Sekil 4) (Yaltirik, 1967).
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Sekil 4. P. terebinthus subsp. terebinthus agacinin genel gérinimi

2.4.2. P. terebinthus L. subsp. terebinthus’un Gal Yapisi

Bitkilerde goriilen “gal” yapisi; baska bir organizmanin parazitik aktivitesi sonucu
olusan, bitkinin dokularindaki anormal biiyiimedir (Redfern ve Shirley, 2002). Bitkiler
iizerinde beslenen bdcekler parazitik olmayan herbivorlardir. Sadece bitki kaynaklarini
tiiketmezler, ayn1 zamanda fizyolojik olarak bitkiyi uyarir ve bitki dokusundaki morfolojik
degisikliklere neden olurlar. Hem gal baglaticinin uyaricilar1 ve hem de bu uyaricilarin
bitki ile reaksiyonlar1 bitkilerdeki biiyiime degisimlerin bir sonucu olarak kabul edilir
(Tscharntke, 1989). Baizongia pistaciae (Linnaeus, 1767). tiirii gal olusturan yaprak biti ilk
kez Fahringer (1922) tarafindan kayit altma alinmustir. P. terebinthus L. bitkisinin
tomurcuk ucunda B. pistaciae muza benzeyen bir uzanti meydana getirmekte oldugu

belirtilmektedir.

21



2.4.3. P. terebinthus L. subsp. terebinthus Tdrtndn Tarihgesi ve Etnobotanik

Kullanimi

Anacardiaceae familyas1 mensubu olan Pistacia L. cinsi igin Turkiye buydk bir gen
merkezi durumundadr (Kuru ve Ozsabuncuoglu, 1990; Onay, 1996). Ulkemiz Antep
fistig1 agacinin anavatani durumundadir ve Melengigler (P. terebinthus L.) antepfistigi
anac1 olarak degerlendirilebilmektedir. Yabani Antep fistig1 olarak isimlendirilen diger
Pistacia tiirleri iilkemizin birgok bolgesinde bulunmaktadir. Yabani Antep fistigi anaci
agaclar, Ulkemiz cesitli bolgelerinde yoresel isimler almakta olup; bunlar arasinda
melengig, sakiz, citlembik, cedene, teftere, kizban, buttum, sengel ve citlak gibi isimler

sayilabilir (Atli, vd., 2001).

P. terebinthus L. agacinin meyveleri 6zel bir kdy ekmegi ¢esidinin mayalanmasinda
kullanilmaktadir. Tannik asit ve regineli bilesikler bakimindan zengindir ve aromatik ve
tibbi 6zellikleriyle antik zamanlardan beri bilinmektedir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde bu
agacin ¢esitli organlar1 farkli amaglarla kullanmilmistir. Tiirkiye’deki arkeolojik bulgular bu
agacin fistiklarmin milattan 6nce 7000 yilindan beri beslenme igin kullanildigini
gosteriyor. Geng filizleri ve meyveleri yenirken birkac bin yildir glbre olarak
kullanilmistir. Halk tibbinda, yapraklarinin kaynatilmasiyla mide ilaci olarak kullanilmakla
birlikte meyveleri de karin agrisi, romatizma ve Oksiirlik tedavisinde; uyarici, ditiretik ve
soguk algmhig: ilact olarak kullanilmistir. Terebentin agacit olarak da adlandirilan
Terebinth (P. terebinthus), arkeolojik kazilarda yerlesim yerlerinde bulunmasi bu agacin
tarih oncesi zamanlarda da kullanildigin1 géstermektedir. Bunun yamn sira kutsal kitaplarda

ve tarihi yazitlarda isminin gegtigi gorilmektedir(Baytop, 1984; Duke, 1989).

Aslan (2012), Adana Ceyhan Tatarli Hoylikte 2009-2010 yillarinda yapmis oldugu
calismada, Helenistik donem arkeolojik kazilardan elde edilen kalintilardan P. terebinthus

tohumlarima rastlamistir.

Nesbitt (1996), 1978-1988 Yillar1 arasinda Burdur, Kurugay Hoyiik’te yapilan

kazida Kalkolitik Caga ait olan 50 arkeobotanik Ornekleri incelendiginde, yabani
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yiyecekler arasinda P. terebinthus oldugunu kaydetmistir. Neef (2003), Sanlwrfa
Gobeklitepe'de 1997-2003 yillar1 arasindaki kazilarda Erken Neolitik devirde, ¢ogunlukla
Pistacia ve Badem agaglarinin kalintilarma rastlamistir. Bu bolgenin Pistacia ve Badem

agaclar1 hakimiyetinde orman bozkir olduguna isaret etmektedir.

Clark ve digerleri (2013), yaptiklar1 ¢alismada Misir Firavunlarinin mezarlarmdaki
gida mumyalarinda inceleme yapmiglardir. Etlerin  korunmasi amaciyla yapilan
mumyalarda gerceklestirdikleri arastirmada koruyucu madde olarak bir sigir kaburgasinda
Pistacia reginesi kullanildig1 belirlemislerdir. Bu reginenin P. lenticus veya P.

terebinthus’a ait olma ihtimalinin gok yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Antik Yunanistan’da Miken uygarliginin yazdig1 Linear B tabletlerinde terebentin
agacinin ki-ta-no olarak yazilan bitki olduguna dikkat ¢eken Jhon Chadwick (1976), bu
bitkinin o donemde de bilindigine dikkat cekmektedir.

Pistacia genusu uyesi 0zellikle bes tirin (P. lentiscus, P. khinjuk, P. terebinthus,
P. Atlantica ve P. vera) farkli kisimlar1 geleneksel tipta tonik, afrodizyak, antiseptik,
antihipertansif ve dis, gastrointestinal, karaciger, idrar yolu ve solunum yolu

bozukluklarinin yonetimi gibi ¢esitli amagclarla kullanilmistir (Bozorgi, vd., 2013).

Pistacia cinsine ait tdrlerin kabuk, gévde ve yaprak gibi farkli kisimlar1 degisik
tibbi uygulamalarda halk ilac1 olarak basta Hindistan, Cin ve Iran olmak iizere bir¢ok
Ulkede kullanilmaktadir. Bu tibbi uygulamalar arasinda antimikrobiyal, antioksidan,
antidiyabetik, analjezik, antiseptik, antihelmintik, antihipertansif, antidiyabetik, afrodizyak,
balgam soktiiriicli ve kan temizleyici olma gibi kullanim alanlar1 sayilabilir (Tastekin, vd.,
2014; Piras, vd., 2017). Pistacia tiirlerinden elde edilen re¢ine geleneksel olarak ¢igneme
sakiz1 olarak kullanilmaktadir. Pistacia lentiscus’dan elde edilen sakiz (mastik), 3000
yildan beri Yunanlilar tarafindan yemeklerde, kozmetik ve mide hastaliklarinda
kullanilmaktadir (Shmuely,vd.,2016).
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Tuzlac1 (2006), yaptigi ¢alismada P. terebinthus L. subsp. terebinthus agacinin
Tirkiye’de geleneksel olarak halk arasinda, yapraklarinin taze veya kaynatilarak
zeytinyag1 ile karistirilip kansere ilag yapildigimi belirtmistir. Meyveleri ise Anadolu’da
kavrulup sonra ogiitillerek kahve seklinde igilmektedir (Baytop, 1994). Son yillarda

sabunuda ticari Urtin olarak satilmaktadir.

Karadag (2007), yaptigi c¢alismada P. terebinthus L.’nin Bursa’da yapilan
kumasglarin iplik boyamasinda, Anadolu’da ipegin ve Yoriiklerin Toroslar’da dokudugu

kilim ve halilarin sar1 renge boyanmasinda kullanildigini belirtmistir.

Bu uygulamalar yani sira bitkinin ¢esitli bolimlerinden hem ugucu yag hem de
sabit yag eldesi bu tiire ayr1 bir 6nem kazandirmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 basta
ilag, parfiimeri ve kozmetik gibi sektorlerde katki saglayacak ve arastirmaya deger bir bitki

tird olarak gorulmektedir (Gilsoy, vd., 2013).

2.4.4. P. terebinthus L. subsp. terebinthus Turindn Biyolojik Aktivite
Ozellikleri

Bitkilerin biyolojik aktiviteleri incelenirken kimyasal yapilarinin bilinmesi
biyolojik aktiviteler icin 6nem arz etmektedir. P. terebinthus meyveleri 6nemli bir
fitokimyasal kaynagi olup; doymamis yag asitleri, tokoferoller, polifenoller ve
karotenoidler bakimmdan zengin %40 oraninda yag icermektedir (Durmaz ve Gdkmen,
2011). P. terebinthus’un bitki kisimlarinda izole edilen kimyasal bilesikler; Meyve ve
yapraklarda; a-pinen, regine; olgunlagsmamis yaprak ve meyvelerinde Limonene, Terpinen-
4-o0l ve a-ocimene tespit edilmistir. Gemacrene-D ¢iceklerde, recinede; Masticadienolic
asit, Moralic asit, Oleanolik asit, Tirucallol, Dammaradienone, o-Amyrin, Lupeol
bulunmaktadir. Meyvede ise Hydroxyhypolaetin ve 3-Methyleter bulunmaktadir (Larza,
vd.,2002).

Ozcan (2004), P. terebinthus meyvelerinin mineral icerigini ICP-AES ile tespit

etmis ve mineral konsantrasyonunu: K, Mg ve Zn igerikleri daha az Na ve P igeriklerinin
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ise daha yiiksek olarak bildirmistir. Ayrica meyvelerin K, P, Ca ve Fe konsantrasyonlar1 da
muz ve zeytin gibi bazi meyvelere goére yiiksek bulunmustur. Ozcan (2004)’a gore;
citlembik yagi oleik ve linoleik asitin yiiksek bir i¢erigine sahiptir ve bu nedenle beslenme
icin saglikli bir kompozisyondur. Bu bulgular, bu bitkiden elde edilen meyvelerin diyet
icin faydali olabilecegini, dolayisiyla yiiksek protein ve yag icerigi, hos kokusu ve tadi ile

gida endiistrisinde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

P. terebinthus’un yapragindan elde edilen ekstraktin, BHA ve askorbik asitten

yaklagik 12 kat daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir (Kavak,
vd., 2010).

Orhan, vd. (2012), yaptiklar1 ¢aligmada P. terebinthus meyvelerinin, EDTA'ya
kiyasla fark edilir metal selasyon 6zellikleri ile standartlara benzer yiiksek radikal siiplirme
aktivitesi gosterdigini ve meyvelerin antioksidan aktivitesinin kavurma islemi ile

artirilabilir oldugunu belirtmislerdir.

Tirkoglu, vd. (2017), ekstraktlarm antioksidan ve antiradikal aktivitelerini
belirlemek icin toplam antioksidan aktivite, DPPH, FRAP testi ve metal selatlama
aktivitelerini inceledikleri ¢alismalarinda; P. terebinthus tirinin yaprak, ¢icek ve meyve
ekstrelerinin daha yiksek temizleme aktivitesine sahip oldugunu ve en yiiksek DPPH
aktivitesinin ise P. terebinthus’un cicek ve yaprak kisimlarmin etanol ekstrelerinde
bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica ekstraktlarda toplam fenolik bilesikleri pirokatekol

ve kuersetin miktar1 olarak belirlenmistir.

Topcu, vd. (2007), P. terebinthus L. subsp. terebinthus meyvelerinin metanol ve
aseton ekstraktlarinin dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini ve 0zellikle
kuersetin ve a tokoferol gibi fenolik ve flavonoidler bilesenlerinin icerdiklerini tespit
etmislerdir (Topgu, vd., 2007).

Larza, vd. (2002), P. terebinthus gal yapisindan elde ettikleri triterpenleri, farelerin

akut ve kronik inflamasyonun farkli in vivo modellerinde kullanarak anti inflamatuar
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aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. P. terebinthus galinden izole edilen Ug triterpen
olan; mastikadienonik asit, mastikadienolik asit ve morolik asit 12 tekrarli uygulamalar
yaparak fare kulak iltihabi Uzerine kronik ve akut eflamasyona karsi etkili oldugu

kanitlamistir.

Kacar (2008), P. terebinthus’un da aralarinda oldugu 42 bitkinin etanol
ekstraktlarmin  disk  difizyon yontemiyle antibakteriyel aktivitesini  arastirdigi
caligmasinda; P. terebinthus’un antibakteriyel aktiviteye sahip en umut verici bitkilerden
biri oldugunu tespit etmistir.Yaptig1 c¢alismada test mikroorganizmalarindan Bacillus
substilis e kars1 zon ¢apmin 8.37 oldugunu ortaya koyarken Escherichia coli’de herhangi
zon ¢apinin olusmadigmi, Enterococcus faecium’da ise 7.75 mm zon capi olustugunu

belirtmistir.

Kordali, vd. (2002), P. terebinthus’un yaprak ekstraktlarinin Phythium ultimum,
Rhizoctania solani ve Fusmarium sambacum kuf tirleri Uzerinde antifungal aktivitesini
arastirdig1 ¢alismasinda, P. ultimum ve R. solani’nin biyidmesinin dnemli 6lglide inhibe

edildigini, F. sambucinum’a kars1 ise herhangi bir aktivite gostermedigini bildirmistir.

Sinapli (2010), yaptig1 calismada; E. coli ATCC 3509, Microccocus luteus,
Streptococcus mutans RSKK 676, Pseudomonas aeruginosa RSKK 96108, Klebsiella
pneumoniae ACTT 27736, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus
ATCC 2913 ve Trichophyton rubrum RSSS468 kiifu kullanilarak disk diflizyon yéntemi
ile antimikrobiyal etkisi test etmistir. Calisilan test mikroorganizmalarindan sadece M.

luteus (13 mm) ve P. aeruginosa (10 mm)’ya kars1 zon olusturdugu belirlenmistir.

Diger bir caliymada; Bizerte (Tunus) ve Baunei'de (italya) toplanan P.
terebinthus'un yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarm antifungal aktiviteleri
incelenmistir. Cryptococcus neoformans ve dermatofit strainlerinin ¢ogu, Candida
strainleri, 6zellikle T. rubrum, Microsporum canis ve Epidermophyton floccosum ile

karsilagtirildiginda Tunus yagma daha fazla duyarlilik gdstermistir. MiK ve MLK degerleri
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(0.16-0.32) pL/mL araligindadir. Elde edilen sonuglar, Tunus'tan elde edilen yagin

dermatofitoz tedavisinde kullanilmasini desteklemektedir (Piras, vd., 2017).

P. terebinthus meyvesinin etanol ekstraktmin Streptococcus agalactia ATCC 7077,
S. aureus (Cowan | straini), S. enteritidis ATCC 13076, S. gallinarum ATCC 9184, E. coli
ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13883 ve P. aeruginosa ATCC 9027 bakteri
strainlerine kars1 antibakteriyel aktivitesinin disk difiizyon ve dilusyon teknikleri ile
arastirildig1 bir caligmada ise S. gallinarum’a kars1 10 mm, S. aureus’a karst 10 mm ve S.
enteritidis’e kars1 8 mm inhibisyon zonu Olgiiliirken diger bakterilere karsi herhangi bir
inhibisyon zonu 6dlgiilememistir. Ayrica S. gallinarum ve S. aureus’a karsi elde edilen 2
mg/mL MIK degerine karsin diger bakterilerde herhangi bir inhibisyon olusmadig1 da
bildirilmistir (Keles, vd., 2001).

Pulaj, vd. (2019), P. terebinthus tiiriine ait esansiyel yaglarin kimyasal bilesimini
inceleyerek antibakteriyel etkinligini test ettiklerinde arastirmalarinda ii¢ farkli S. aureus
strainine (NRS385, LAC ve UAMS-1) kars1 antagonistik etkinin ¢ok yliksek oldugunu

bildirmislerdir.

Erecevit ve Kirbag (2017), P. terebinthus L. palaestina tlriinde yaptiklari
caligmada, test mikroorganizmasi olarak S. aureus COWAN 1, C. glabrata ATCC 6922, C.
albicans FMC 17, E. coli ATCC 25922, C. tropicalis ATCC 13803, K. pneumoniae FMC
5, B. megaterium DSM 32, Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp. tdrlerini
kullanmiglardir. Elde edilen sonuclara gore, P. terebinthus palaestina bitkisinin testte
kullanilan tiim mikroorganizmalarin biiylimelerini farkli oranlarda inhibe ettigi ortaya
konmustur. Maksimum aktivite C. tropicalis (24mm)’e gosterirken K. pneumoniae FMC 5,
B. megaterium DSM 32, S. aureus COWAN 1, E. coli ATCC 25922, C.albicans ve C.

glabrata (22-10 mm) arasinda degisen oranlarda zon gap1 olusturdugunu belirtmislerdir.

Durak ve Ugak (2015) yaptiklar1 caligmada, P. terebinthus L. meyvesinin yag asidi
bilesimi, antimikrobiyal, antioksidan aktivite ve toplam fenolik iceriklerinin Olcimuna

yapmuslardir. P. terebinthus metanol ve aseton ekstraktlari, gram pozitif (S. aureus ATCC
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25923 ve L. monocytogenes ATCC 19118) ve gram negatif bakteriler (E. coli O157: H7
ATCC 33150 ve S. enterica subsp. enterica serovar typhimurium ATCC 14028) karsi test
edilmis ve en duyarl bakterinin S. typhimurium, en direncli bakterinin ise E. coli O157:H7
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada ayrica Anti radikal aktivite, DPPH yontemi ile
yapilmistir. Sonug olarak bu c¢alisma ile terebinth meyvelerinin gicli biyoaktif ve

antimikrobiyal 6zelliklerinin oldugu dogrulanmustir.

Bahgecioglu, vd. (2015), P. terebinthus meyvelerinden elde edilen kahvenin test
sicanlarindaki karaciger hasari (zerindeki etkilerini incelemislerdir. P. terebinthus’un
doymamis yag asitleri, tokoferoller, polifenoller ve karatenoidler igerdigini belirterek
antienflamatuar ve potansiyel antioksidan aktivitesinin olduguna dikkat ¢ekmislerdir.
Sonug olarak test hayvanlarinda P. terebinthus kahvesinin tiyoasetamid (TAA) kaynakli

karaciger hasarina kars1 yararli etkiler sagladig tespit edilmistir.

Benhammou, vd. (2008), P. lentiscus L. ve P. atlantica Desf.’in bitkilerinin
antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerini arastirmislar ve giiglii antifungal ve zayif bir
antibakteriyel aktivite ile antioksidan kapasite olarakta siiper oksit anyonlarini azaltic etki

gosterdiklerini bildirmislerdir.

Duru, vd. (2003), Pistacia cinsine ait U¢ tirn P. vera, P. terebinthus, P. lentiscus
yaprak esansiyel yaglar1 ve P. lentiscus reginesi kullanilarak ii¢ tarimsal patojene (P.
ultimum, R. solani ve F. sambucinum) kars1 etkileri incelenmistir Yaglar, inhibisyon
etkisini yalnizca R. solani’nin biiyiimesinde gostermis ve genel olarak inhibisyon yiizdeleri
diisiik (%40°dan az) oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak yaglardan hig biri P. ultimum
ve F. sambucinum’a karsi antifungal etkinlik gostermese de yaglarin tamami F.
sambucinum’a kars1 pro-fungal etkinlik gostermistir. P. lencitus regine o6rnegi F.

sambucinum’un biiytimesini gozle gorilir 6lgtde artirdig: tespit edilmistir.

P. terebinthus bitkisinin Slavum aff. mortvilkoii afidi tarafindan uyarilarak olusan
gallerinin aseton, etanol, petrol eteri ve su ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan
etkilerinin incelendigi arastirmada; en duyarli mikroorganizma S. aureus olurken, S.

pyogenes ve C. albicans’a karsi diisiik aktivite bildirilmistir. Antioksidan aktivitelerinin ise
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yuksek oldugu belirlenmis olup, fenolik icerik korelasyonunu destekleyen bulgulara
ulagiimistir (Algan, 2019).

P. terebinthus o6zutlerinin yemlere eklenmesiyle gokkusagi baligi olarak da
adlandirilan Oncorhuynchus mykiss’de biiyiime performansi, hematolojik parametrelerin
durumu, spesifik olmayan bagisiklik parametreleri, antioksidan enzim aktivitesi ve
sindirim aktivitesindeki degisikliklere bakilmistir. Yapilan g¢alismada diyete eklenen
menengic ile birlikte baliklarda blylme performans: parametreleri, spesifik olmayan
bagisiklik tepkileri, antioksidan enzim aktiviteleri ve enzim salgilanmasiin arttii tespit
edilmistir. Bu sonuclardan dolay1r P. terebinthus 0zdtlerinin O. mykiss diyetine
eklenmesinin faydali oldugunu gésterilmistir (Mohamed, 2019).

Altunova (2016), P. terebinthus meyve Ozutlerini, Vankomisine direngli
Enterococcus (VRE)’ye ve Metisiline direngli S. aureus (MRSA)’a kars1 antibakteriyel
etkinligini test etmistir. Bu amagla hazirlanan olgun ve ham Menengigler sirasiyla hekzan,
etanol ve su ekstreleri, maserasyon ve basingli solvent ekstraksiyonu (BSE) yontemleri ile
ekstrakte edilmiglerdir. 14 adet klinik MRSA strainlerine karsi elde edilen ham Menengi¢
hekzan 0zitl 8-16 mm, etanol 6z0tld 11-18 ve su 6zitu 10-35 mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Bes adet klinik VRE strainlerine karsi ise, ham Menengi¢ hekzan 6zuta, 11-
14 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Ham ve olgun 6ztlerin
antibakteriyel etkinligi karsilastirildiginda ham Menengi¢ ekstrelerinin daha fazla

antagonistik etki gosterdikleri ortaya konmustur.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Orneklerinin Toplanmas: ve Teshisi

Materyal olarak Balikesir ilinden toplanmis P. terebinthus L. subsp. terebinthus
bitkisinin yapraklar1 kullanilmigtir. Toplanan bitki Ornekleri Tirkiye Florasi’ndan
(Boissier, 1869, Davis, 1965-1988; Yaltirik, 1967) ve diger kaynaklardan (Zohary, 1952;
Mill ve Tan, 1988; Brummit ve Powell, 1992; Giner, vd., 2000; IPNI, 2019; The Plant
List, 2019; TUBIVES, 2020; IUCN, 2020) yararlanilarak Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakultesi, Biyoloji Bolumii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Ersin
KARABACAK tarafindan teshis edilmistir. Bitkilerin 6rnekleri Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Herbaryumunda saklanmaktadir. Calisma ornekleri ilgili bilgiler Tablo 2°de

sunulmaktadir.

Tablo 2

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri

Tur Toplandig: alan Toplayici

P. terebinthus L. Balikesir Altmoluk Koyii E. Karabacak
subsp. terebinthus 39°57'42.68"K26°74'94.75

3.2. YOontem

3.2.1. Ekstraktlarin Elde Edilmesi

Bitki materyalleri oda sicakliginda yapilan kurutmanin ardindan aseptik sartlarda
mekanik parcalayict yardimiyla toz haline getirilmistir. 15 g olarak tartilan bitki materyali
150 mL’lik etanol, aseton, metanol ve etil asetat (%96) ¢cdzgenleri icinde Soksilet

cihazinda 12 saat sure ile ekstraksiyona tabi tutulmuslardir.
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Islemler bittikten sonra, evaporator (Spektral, Heidolph, Laborota 4001) ile
cozgenleri ugurulup elde edilen ham ekstraktlar buzdolabinda (0-4 °C) deney basamagina
kadar saklanmigtir. Deneyler icin dimetil silfoksit (DMSO)’da ¢0zilerek farkl
konsantrasyonlarda hazir edilen ekstraktlar, membran filtre (0,2 pm) ile steril edilmis ve

caligilmaya hazir hale getirilmislerdir (Kaur, vd., 2002; Baubaker, vd., 2010).

3.2.2. Kullanilan Mikroorganizma Kilttrleri Ortamlari

Antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite calismalarinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolumi, Temel ve Endustriyel
Mikrobiyoloji Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmis olan Escherichia coli
NRRL B-3704, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 13315, Staphylococcus
haemolyticus ATCC 43252, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 bakterileri ile Candida
albicans ATCC 10231 maya kulturi olmak (zere toplam 8 adet mikroorganizma

kullanilmustir.

3.3. Antimikrobiyal Etkilerin Belirlenmesi

Ekstraktlarm antimikrobiyal aktivitesi; disk diflizyon, broth mikrodiliisyon, Zamana
Bagli Kinetik Oldirme Testi ve Fraksiyonel inhibisyon katsayisi (FIK) metotlar

kullanilarak tespit edilmistir.

3.3.1. Disk Diftizyon Metodu

Cahsmada  kullanilan  bitki  ekstraktlarmm  antimikrobiyal  aktivitesinin
belirlenmesinde disk diflizyon metodu kullanilmistir. Yontem geregince kagit diskler 6
mm ¢apinda hazirlanmig ve ekstreden 50 pL. emdirilmistir. Besiyeri olarak ¢alismada maya

ve bakterilerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde Mueller Hinton Agar (MHA)
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kullanilmistir. Mikroorganizmalarin canlandirilmasinda Maya kiiltiirii igin Malt Extract
Broth (MEB) ve bakteri i¢in Brain Heart Infusion Broth (BHI) besiyerleri kullanilmustir.
Stok kiiltiirlerden alinan bakteri strainleri 4-5 mL olan broth besiyerinde ayr1 ayr1 siispanse
edilmis ve etiivde 2-5 saat inkiibasyon edilmistir. inkiibasyon sonrasinda McFarland
standart tlplne bakteri steril serum fizyolojik ile ayar yapildiktan sonra ekim
gerceklestirilmistir. Steril ekivyon bakteri stispansiyonuna daldirilarak karistirilmis ve
plaga sik araliklarla ekuvyon taranarak 3 farkli yonde inokulasyon yapilmistir. Maya
straini 24 saatlik broth besiyerindeki kaltiri ile %1 miktarinda asilanarak iyice
calkalandiktan sonra steril pipetlerde MHA bulunan steril petri kaplarma 15’er mL
seklinde dagitilmis ve petri kutusu i¢inde besiyerinin homojen dagilmasi saglanmistir. 5-15
dk sire ile biitiin petri plaklar1 oda isisinda kurutulmustur. Petrilerin icerisine aseptik
olarak ekstre emdirilmis diskler siire sonunda yerlestirilmistir. Inokule edilen plaklardaki
bakteriler 37+£0.1 °C’de 24 s, maya kiiltiirii ise 27+0.1 °C’de 24 s inkiibe edilmistir. Siire
sonunda disklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlarmin gaplar1 Sl¢lilmistiir. Buna
ilaveten, negatif kontrol olarak sadece ¢6zgen emdirilmis diskler, pozitif kontrol i¢in ise
standart antibiyotik diskleri [Penisilin (P10), Nistatin (NYS 100), Streptomisin (S10),
Bioanalyse, Turkiye] kullanilmistir (CLSI, 2006).

3.3.2. Broth Mikrodiltsyon Ydntemi

Bitki orneklerinden elde edilen ekstraktlarin ¢calismada kullanilan test bakterilerine
kars1 minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri broth mikrodiliisyon metoduna
gore tespit edilmistir (Wikler, 2006). Ekstraktin seri diliisyonlar1 diiz tabanli 96 kuyulu
steril hiicre kiiltiiri mikroplakalar1 kullanilarak gergeklestirilmis olup, test besiyeri olarak
Mueller Hinton Broth (MHB) kullanilmustir. Her test bakterisi icin 5 = 10> CFU/mL
konsantrasyonda bakteri ve maya siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ilk sirada sadece besiyeri,
ikinci sirada besiyerit+bakteri, {iglincli sirada besiyeri+bakteri+¢dzgen olmak tizere diger
siralarda elde edilen ekstraktlarin final konsantrasyonlarmi (20, 15, 10, 5, 2.5, 1.25
mg/mL) igeren besiyeri+bakteri siispansiyonlar1 kuyucuklara eklenmistir. Mikroplak

kuyucuklara 50 pL ekstrakt, 50 uL MHB, 50 pL bakteri ve maya kultliri konmustur.
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Bakteri kiilttirleri 37+0.1°de, 24 s, C. albicans ise 30+0.1 de 24 s inkiibe edilmis ve
bulanikligm olmadigr ilk kuyu MIK olarak belirlenmistir. Olglimler ii¢ tekrarli olarak
yapilmustir. MIK 6lgtimleri Mikroplaka Okuyucu cihazinda 550 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir.

MIK degerleri saptandiktan sonra farkli derisimlerde ekstrakt iceren kuyulardan
ornek almarak bir seri sulandirma yapilmis (10-kat) ve bu sulandirma- lardan sonra MHA
besiyerlerine damla plak yontemiyle 10 pL inokiilasyon yapilmustir. Bakteri kultirleri
37+0.1 °C’de, maya kiiltiirii ise 30+0.1 °C’de 24 s inkiibasyona tabi tutulmustur. Inokiile
edilen petrilerden daha sonrasinda koloni sayimi yapilmis ve bakteriyel koloni sayilari
hesaplanarak ve pozitif kontrol drneklerinin sayim sonuglar1 ile kiyaslanarak logaritmik
yuzde azalmalar saptanmistir. Gozle goriiniir tiremenin olmadigi bu kuyucuklarda Log-3
(% 99.9) azalma saptanan derisim degerleri, “minimum bakterisidal derisim degeri
(MBK)” olarak belirlenmistir. Maya kiiltiirii icinde “Minimum Fungisidal Konsantrasyon”

(MFK) kabul edilmistir.

3.3.3. Zamana Bagh Kinetik Oldiirme Testi (Time Killer)

Elde edilen bitki ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi etkisi zamana bagl
Oldurme testi ile test edilmistir. Test mikroorganizmalari MHB besiyerinde inkibe
edilirken 2, 4, 6 ve 24 saat araliklarla tiiplerdeki numunelerden seyreltmeler yapilarak
MHA besiyerine ekimler yapilmistir. Koloni sayimi inkiibasyon siiresi sonunda sayilmis ve
koloniler kob/mL olarak tespit edilmistir. Bakterisidal etkinin zaman ve konsantrasyona
bagh degisimi, l0g10 degeri olarak alimmis ve bu degisimin incelenmesi saglamistir.
Bakterilerin  sayilarindaki 3-logio oraninda azalmasi bakterisidal etki olarak

degerlendirmeye alimmistir (Isenberg ,2004).
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3.3.4. Fraksiyonel Inhibisyon Katsayis1 (FIK) Yontemi

Bitki ekstraktlarmin bakteriler iizerine etkisinin degerlendirilmesi igin FIK indeksi
kullanilmigtir. Antimikrobiyal ilag kombinasyonu ve bitki ekstraktlarmm etkilesiminin
ortaya ¢ikarilmast amaciyla “Dama Tahtas1 (Checkerboard)” metodu kullanilmistir. Bitki
ekstraktlar1 ve kullamlacak olan polimiksin ve ampisilin antibiyotiklerinin MIK degerleri
belirlenerek ¢ift kath seri diliisyonlar1 hazirlanmis ve metoda uygun sekilde MiK degerleri
olciilmiistiir. Bu dlgiimlere bagl kalinarak alman FIK (XFIK) toplami hesaplanmasinda (a)
bitki ekstrakt drnegi ve geleneksel antimikrobiyal numune 6rnegi (b) temsil edilerek FIK

degeri hesaplanmistir(Van Vuuren ve Viliojen,2011).

FIK A=B’ nin olmasi durumunda A’nin sayisal MIK degeri / A’nin tek basina
sayisal MIK degeri.

FIK B=A’nm olmas1 durumunda B’nin MIK sayisal degeri / Tek basma B’nin
say1sal MIK degeri.

YFiK indeksi=FIK A+FiK B

Kombinasyonlarmn etkinlik durumu XFiK 0,5 oldugunda sinerji, 0,5 < XFIK > 1
olursa kismi sinerji , FIK = 1 ise aditif, 1 < X FIK > 4 olmas1 durumunda etkisiz olma,

YFIK > 4 olma durumunda ise antagonistik olarak degerlendirilmistir (Isenberg,2004).

3.4. Antibiyofilm Kapasitenin Belirlenmesi

Bitki drneklerinden elde edilen ekstraktlarin MiK ve MIK alt1 konsantrasyonlarda
test mikroorganizmalarinin biyofilm olusturma yetenekleri (zerindeki inhibisyon etkisi
mikroplaka biyofilm metodu (Merritt, vd., 2011) ile tespit edilmistir. Bakteriyel kiltirler
%S5 glikoz iceren 5 mL Triptik Soy Broth (TSB) besiyerinde gelistirilmis olup bu kiiltiirler
1:100 oraninda TSB kullanilarak diliie edilmis ve her diliisyondan steril mikroplakada 4
kuyucuga pipetlenmistir. 37 °C’de 48s inkiibasyon sonrasinda tim kuyucuklardan
planktonik bakteriler uzaklastirilmig ve kuyucuklar distile su ile iki kez yikanmistir. Distile
su ile yikamadan sonra her kuyucuga % 0.1’lik kristal viyole soliisyonundan 200 pL

eklenmis ve 20 dk beklenmistir. Boyanmis ekstraktlar dokulerek boya ¢ikana kadar yikama
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yapilmistir. Mikroplaka tablalar1 ters yiz edilerek icinde kalan sivi bosaltilarak oda
isisinda kurutulmustur. Bakterilerle yapilan bir seri islemden sonra, kuyulardan alinan
boyali solventler temiz bir mikroplakaya alinmis ve son optik densiteleri mikroplaka
okuyucu ile 550 nm’de okunmustur. Caligma 3 kontrol grubu kullanilarak yapilmistir. 1.
grup negatif kontrol grubu olup sadece besiyeri ortami kullanilmustir. 2. grup pozitif
kontrol olup besiyeri ortamina bakteriler Inokiile edilmistir. 3. grupta ise bakteri inokiile
edilecek olan besiyeri ortamina bitkilerden elde edilen ekstrakt son konsantrasyon 20, 15,
10, 5, 2.5. 1.25 mg/mL olacak sekilde ilave edilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarl olarak yapilmis
olup, ekstraktin antibiyofilm etkisinin 06lgtlmesi yizde indirgeme formilasyonu ile

yapilmistir.

% Inhibisyonz(Akontrol'Aﬁrnek/Akontrol)X]-OO

Axontrol: Kontrol reaksiyonunun absorbansi

Asrek: Test bilesiklerinin absorbansi.

3.5. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla Cu(ll) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite Belirleme Tayini (CUPRAC) (Apak, vd., 2005) ve Serbest Radikal Giderme
Aktivitesi (DPPH) (Blois, 1958) yontemleri kullanilmigtir. CUPRAC ve DPPH olglimi
icin swrastyla 470 nm ve 517 nm ve dalga boyunda spektrofotometrede Olglimler
yapilmistir. Hazirlanan Orneklerin oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan
sonra 517 nm’de absorbanslari Olgiilmiistiir. Elde edilen absorbans degerlerinden
inklibasyon degerleri absorbans degerleri (A): % inhibisyon=(A kontrol-A 6rnek)/ A
kontrol x 100 gore hesaplanmistir. Standart olarak BHT kullanilmistir. Tiim denemeler iig
tekrarli gerceklestirilmis olup; DPPH sonuglarinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden

yararlanilmustir.
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% inhibisyon=(Axontrol-Asrnek)/ Akontrol X 100

3.5.1. Veri Analizi

P. terebinthus subsp. terebinthus yaprak ekstraktlar1 ile yapilan tiim biyolojik
aktivite denemeleri ii¢ tekrarli yapilarak elde edilen sonuglar Microsoft Excel programi

kullanilmasi ile ortalama ve standart sapma degerleri alinmistir
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bitki Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivite Bulgular

4.1.1. Disk Difiizyon, MiK ve MBK Bulgular

P. terebinthus subsp. terebinthus’un yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin test
mikroorganizmalari (izerine antimikrobiyal aktivite bulgular1 Tablo 3°de belirtilmistir.

Disk diflizyon metodu verileri incelendiginde; P. terebinthus subsp. terebinthus
bitkisinin etanol, metanol ve aseton ekstraktlari, S. aureus ATCC 6538P’e kars1 mukayese
antibiyotigi P10’a kiyasla daha diisiik zon ¢ap1 gosterirken, etil asetat ekstraktinin P10’a
gore daha yuksek oranda zon ¢ap1 olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Bitki ekstraktlarinin S. aureus ATCC 6538P test bakterisine karsi disk
difizyon bulgular1
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Benzer durum A.baumannii ATCC 19606 bakterisine kars1 aseton ekstraktinda elde
edilmistir. Ayrica dort ekstraktinda, P. aeruginosa ATCC 27853, P. vulgaris ATCC 13315
(Sekil 6), B. substilis ATCC 6633 ve C. albicans ATCC 10231 test kiiltiirlerine kars1
herhangi bir antagonistik etkisi tespit edilemezken; E. coli NRRLB 3704 (aseton harig) ve
S. haemolyticus ATCC 43252 (etil asetat harig) test bakterilerine karsi mukayese
antibiyotigi P10’e gore diisiik olmakla birlikte antibakteriyal aktiviteleri saptanmistir.

Sekil 6. Bitki ekstraktlarinin P. vulgaris ATCC 13315 test bakterisine karsi disk
diflizyon bulgular

Kontrol olarak sadece etanol, metanol, aseton ve etil asetat emdirilen disklerde zon

cap1 0-1 mm olarak 6l¢iilmiistiir.

MIK bulgular: incelendiginde tlm ekstraktlarm 1.25 - 40.0 pg/mL araliginda
degerler verdigi tespit edilmistir (Tablo 3; Sekil 7). Disk diftizyon verilerine benzer sekilde
P. aeruginosa ATCC 27853, P. vulgaris ATCC 13315, B. subtilis ATCC 6633 bakteri ve
C. albicans ATCC 10231 mayalarma karst MIK degeri elde edilememistir. Bununla
birlikte E. coli NRRLB 3704 (aseton haric), S. haemolyticus ATCC 43252, A. baumannii
ATCC 19606 (etanol ve etil asetat hari¢) ve S. aureus ATCC 6538P metanol ve etil asetat
ekstraktlarimdan mukayese antibiyotigi P10’a gore daha diisik MIK degerleri tespit

edilmistir.
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Sekil 7. Test mikroorganizmalarina kars1 etanol ekstraktmm MIK bulgular

MBK degerleri ise 1.25-40 pg/mL araliginda olup; en diisiik MBK degerinin 1.25
pg/mL ile E.coli NRRLB 3704 (aseton harig), S. haemolyticus ATCC 43252, A. baumannii
ATCC 19606 (metanol ve asetonda) (Sekil 8) ve S. aureus ATCC 6538P (sadece etil
asetat) bakterilerine kars1 saptandig1 gézlenmistir (Tablo 3).

39



Sekil 8. Bitki ekstraktlarinin metanol ekstraktinin A. baumanii ATCC 19606 bakterisine
karsiMBKbulgular1
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Tablo 3

P.terebinthusL.subsp.terebinthus yaprak ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesi

Antimikrobiyal Test Yontemleri

*Disk Difiizyon? MIK MBK (MFK) MBK (MFK)/MIK
Test Bitki Ekstraktlar Kontrol Bitki Ekstraktlan Kontrol Bitki Ekstraktlar Bitki Ekstraktlari
Mikroorganizmalari (mm) (mm) (ng/mL) (ng/mL)
El E2 E3 E4 P10 NY100 E1 E2 E3 E4 S10 NY100 E1 E2 E3 E4 El E2 E3 E4
E. coli NRRB 3704 100 120 — 140 1600 D 125 125 — 125 40 D 125 125 — 125 10 10 — 1.0
P. aeruginosa ATCC — — — — 8.0 D — — — — 10 D — — — — —_ = = —
27853
P. vulgaris ATCC — — — — 13.0 D — — — — 40 D — — — —
13315
B. subtilis ATCC 6633 — — — — 14.0 D — — — — 20 D — — — — _ = = —
S. haemolyticus ATCC 11.0 9.0 120 — 140 D 125 125 1.25 125 40 D 125 125 125 125 10 10 10 10
43252
A. baumannii ATCC — 140 240 — 120 D — 1.25 0625 — 40 D — 2.5 125 — — 20 20 —
19606
S. aureus ATCC 7.0 11.0 7.0 24.0 15.0 D 40.0 25 40.0 0625 50 D 400 25 400 125 10 10 10 20
6538P
C. albicans ATCC — — — — D 16,0 — — — — D 2.5 — — — — —_- = = =
10231

E1: Etanol ekstrakti, E2: Metanol ekstrakti, E3: Aseton ekstrakti, E4: Etil asetat ekstrakti; (*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini
gostermektedir. P10 = Penisilin (10 pg/disc); NY100: Nistatin (100 pg/disc); S10: Streptomisin (10 pg/disc); D: Denenmedi
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4.1.2. Bitki Ekstraktlarimn FIK Bulgular

P. terebinthus subsp. terebinthus’un bitkisinin test mikroorganizmalarina karsi
kiiltiirlerine kars1 polimiksin B ve ampisilin ticari antibiyotikleriyle kombinasyonlarmnin
dama tahtas1 metoduna gore FIK bulgular1 Tablo 4’de verilmistir. Tiim test kiiltiirlerine

kars1 tim kombinasyonlarda antagonistik etki tespit edilmistir.

4.1.3. Zamana Bagh Kinetik Olduirme Testi Bulgular

P. terebinthus subsp. terebinthus ekstraktlarinin zamana bagl kinetik 6ldiirme testi
bulgular1 Sekil 9, 10, 11 ve 12 ’de verilmistir. Tiim kiiltiirler i¢in saate bagh periyodik bir
azalma tespit edilmis olup, tiim kiiltiirler i¢in kayda deger mikrobisidal etkinin 24 saat

sonunda elde edildigi saptanmustir.
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Tablo 4

Bitki ekstraklarinm FIK bulgulari

Test Kulttrleri

YFIK indeksi

Kombinasyonlar

E1P E2P E3P E4P E1A E2A E3A E4A
E. coli 6 (Antagonist) 24 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
NRRLB 3704 (Antagonist)
P. aeruginosa | 6 (Antagonist) 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
ATCC 27853
P.vulgaris 12 (Antagonist) 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
ATCC 13315
B.subtilis 6 (Antagonist) 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
ATCC 6633
S. haemolyticus | 6 (Antagonist) 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
ATCC 43252
A.baumannii 6 (Antagonist) 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 6 (Antagonist)
ATCC 19606
S.aureus 6 (Antagonist) 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist)
ATCC 6538P
C. albicans | 6 (Antagonist) 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 12 (Antagonist) | 6 (Antagonist) | 12 (Antagonist)
ATCC 10231

E1P: Etanol+Polimiksin B; E2P: Metanol+Polimiksin B; E3P: Aseton+Polimiksin B; E4P: Etil asetat+Polimiksin B; E1A:Etanol+ Ampisilin;
E2A:Metanol+Ampisilin; E3A: Aseton+Ampisilin; E4A: Etil asetat+ Ampisilin
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Bakteri sayisi (log/mL)

4,5

E.coli

2 saat

4 saat

Saat

6 saat

24 saat

=4==Ftanol
== Metanol
== Aseton

== ] 3setat

Bakteri sayisi (log/mL)

6,5

5,5

4,5

3,5

P.aeruginosa

\ =4=—FEtanol
\ ——Metanol
\ == Aseton

\ —— Ftil asetat

2 saat 4 saat b saat 24 saat
Saat

Sekil 9. E. coli NRRLB 3704 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine kars1 ekstraktlarin zamana bagli Kinetik éldirme testi grafigi
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P.vulgaris B. subtilis
6.5
6.5
= =
E 6 - g 6
) ®
2 © 55
= == Etanol - \ === Etanol
a w5
555 S
] == Metanol 3 \ == Metanol
— = 45
[J] [J]
g s ~d= Aseton g . \ ~h— Aseton
o =3 Etil asetat o 35 \ == Etil asetat
45 3
2 saat 4 saat 6 saat 24 saat 2 saat 4 saat 6 saat 24 saat
Saat Saat

Sekil 10. P. vulgaris ATCC 13315 ve B. subtilis ATCC 6633 bakterilerine karsi ekstraktlarin zamana bagli kinetik dldirme testi grafigi
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S.haemolyticus

Gl
@]

()]
|

L)
@]

w

Bakteri sayisi (log/mL)
n
9y

S

2 saat 4 saat
Saat

6 saat

24 saat

=—4¢=—Etanol
== Metanol
= Aseton

== Eti| asetat

Bakteri sayisi (log/mL)

5,4

A.baumanii

\N

\:

== Etanol
—fi— Metanol
== Aseton
Etil asetat

2 saat 4 saat 6 saat
Saat

24 saat

Sekil 11. S. haemolyticus ATCC 43252 ve A. baumannii ATCC 19606 bakterilerine karsi ekstraktlarin zamana baglh kinetik éldirme testi

grafigi
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S. aureus C. albicans

6.9 6.5
— 6.4 - —
] = 6 -
£ £
W59 - oo
o S
‘5 == Etanol ‘5 5.5 === Etanol
S.54 2
] =fli= Metanol S 5 =fli= Metanol
g 4.9 == Aseton g == Aseton
5+ [5°]
m 44 =3= Ftil asetat @ 4.5 =3= Etil asetat

w
©
o

2 saat 4 saat 6 saat 24 saat 2 saat 4 saat 6 saat 24 saat
Saat Saat

Sekil 12. S. aureus ATCC 6538P ve C. albicans ATCC 10231 test kiltiirlerine kars1 ekstraktlarin zamana baglh kinetik dldirme testi grafigi
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4.2. Biyofilm Olusumunu Giderme Yuzdesi (Antibiyofilm) Aktivite Tayini Bulgular

Dért farkls bitki ekstraktmin MiK ve MIK alt1 degerlerde biyofilm giderim yiizdesi
bulgular1 Tablo 5’de verilmistir. En yiiksek antibiyofilm aktivite yiizdesi aseton (MIK)
ekstresinden % 95.72+0.12 oranla A. baumannii ATCC 19606 bakterisine karsi, en diisiik
giderim yiizdesi ise % 2.65+0.25 oranla E.coli NRRLB 3704 bakterisine kars1 etil asetat
(MIK/2) ekstresinden elde edilmistir.

Bununla birlikte antimikrobiyal aktivite test sonuglarina benzer sekilde P.
aeruginosa ATCC 27853, P. vulgaris ATCC 13315, B. subtilis ATCC 6633 bakteri ve C.
albicans ATCC 10231 maya kilturiine kars1 antibiyofilm aktivite verisi elde edilememistir.
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Tablo 5

Ekstraktlarm antibiyofilm (% inhibisyon) aktivitesi

Test Mikroorganizmalar:

Konsantrasyon | E. coli P. aeruginosa | P.vulgaris A. baumannii | B. subtilis | S. aureus S. haemolyticus | C.  albicans
Ekstraktlar (ug/mL) NRRLB 3704 | ATCC 27853 | A1cc 13315 | ATCC 19606 | ATCC 6633 | ATCC 6538P ATCC 43252 | ATCC 10231

MIK 32.75:022 | - - - - 20.34+0.60 61.12+0.22 -
El MIK/2 - - - - - - - -
MiK/4 - - - - - - - -
MIK 28.4510.2 - - 77.12+0.24 - 57.1240.15 59.15+0.07 -
52 vikn 367205 - - - - - 41.06+0.45 -
MiK/4 - - - - - - - -
MIK - - - 95.7240.12 - 12.08+0.6 68.4120.12 -
E3 MIiK/2 - - 65.12+0.1 - - - -
MiK/4 - - - - - - - -
MIK 31.0120.23 | - - - - 75.05+0.56 62.57+2.10 -
E4 [ MIK2 2.650.25 - - - - 40.18+1.20 18.93+0.62 -
MiK/4 - - - - - - - -

E1: Etanol, E2: Metanol, E3

: Aseton, E4: Etil asetat
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Pistacia genusuna ait bir ¢ok Uyenin gesitli bitki kisimlar1 ve sekonder
metabolitleri lizerine yapilmis pek ¢ok calisma mevcuttur (Morena, vd., 2001; Alma,
vd., 2004; Dabos, vd., 2010; Bibi, vd., 2011; Mharti, vd., 2011). Bu grubun yiiksek
oranda icerdigi 6zellikle terpenoidler, monoterpen, flavonoid, alkoloidler, saponinler,
yag asidi ve steroller bakimmdan zenginligi bu genusun farmasoétik olarak biiyiik ilgi
gOrmesine neden olmustur. Etnomedikal olarak uzun yillar deneme yanilmalarla
etkisi halk arasinda ispatlanmasinin yani sira, bilimsel olarak klinik ¢aligmalarlada
antimikrobiyal ve antiinflamatuar olarak kullanilabilecegi yoniinde ¢ok sayida veri

bulunmaktadir (Rauf, vd., 2017).

P. terebinthus subsp. terebinthus tiirii ile ilgili literatiir incelendiginde, bu
tirin yapraklarindan elde edilen dort farkli ekstraktinin antimikrobiyal etkilerinin
disk difizyon, MIK, MBK, FiK ve time Killer metotlarmin timinin birlikte
kullanilarak incelendigi ve ayni zamanda antibiyofilm aktivitesinin de ortaya

kondugu bu kapsamda bir galigma saptanamamustir.

P. terebinthus bitkisinin yapraklar1 ile yapilan antimikrobiyal c¢alismalar
incelendiginde; Kagar (2008) etanol ekstraktmin B. subtilis’e karsi disk difiizyon
yontemiyle en yiiksek zon ¢apini 8.37 mm olarak tespit etmistir. Kordal, vd. (2002),
eter ekstraktlarmin P. ultimum ve R. solani kif tlrlerinin biylimelerini dnemli dlgiide
inhibe ettigini bildrimislerdir. Sinapli (2010) ise yaptigi ¢alismada, P. terebinthus
yaprak sulu ekstraktmm E. coli, S. aureus, S. mutans, K. pneumoniae, L.
monocytogenes ve T. rubrum’un iiremesini inhibe etmezken; P. aeruginosa ve M.
luteus bakterilerine karsi antagonistik etkisini tespit etmistir. Pulaj, vd. (2016),
yaptiklar1 caligmada yaprak esansiyel yaglarmin S. aureus’un ti¢ farkl strainine karsi
yiiksek MIK degerini elde etmistir. Kavak, vd. ( 2010), P. terebinthus yaprak ham
oztlerinin S. aureus’a karsi MIK degerini 1.56 mg/mL olarak tespit ederken
E.coli’ye kars1 herhangi bir antibakteriyel etki gostermedigini bildirmislerdir. Keles,
vd.,(2001), P. terebinthus meyve etanol ekstraktlarininmn S. gallinarum ve S.

aureus’'a kars1 10’ar mm, S. enteriditis’e kars1t 8 mm inhibisyon zon ¢ap1 elde
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etmistir. Durak ve Ucak (2015), P. terebinthus meyve ekstrelerininin metanol ve
aseton ekstraktlarmim disk difiizyon ile arastirildigi ¢aligmada S.typhimurium’u en
duyarl bakteri, E. coli’yi ise en direngli bakteri olarak bildirmislerdir. Calismamizda
etil asetat ekstresinin S. aureus’a karsi yiiksek antagonistik etki verisi ile E. coli test
bakterisi icin elde ettigimiz diisiik zon ¢aplar1 yukaridaki verilerle benzerlikler
gostermektedir. Ayrica A. baumannii ATCC 19606 test organizmasina karsi aseton
ekstresinden elde edilen yiiksek antibakteriyal aktivite de literatiir agisindan ilk veri

olma 6zelligi tasimaktadir.

P. terebinthus bitki tiirii ile yapilan antibiyotik kombinasyon ¢alismalarinin
olduk¢a smirli oldugu gorulmektedir. Calismamizda polimiksin ve ampisilin
antibiyotikleriyle kombinasyon sonucunda elde ettigimiz antagonistik etkinin aksine
Sinapli (2010), Seftriakson ve Nistatin antibiyotikleriyle kombinasyonda E. coli, S.
aureus, S. mutans, K. pneumoniae, L. monocytogenes bakterilerine kars1 additif etki
gosterdigini tespit etmistir. Bundan sonra yapilacak kombinasyon ¢alismalarin da P.
terebinthus bitkisi ile farkli ticari preparatlarin kombinasyonunun incelenmesi

sinerjitik etki tespit edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Literatiirde zamana bagl kinetik 6ldiirme testinin P. terebinthus bitki tlriinde
calisildig1 herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bu alanda elde ettigimiz veriler

ilk olma niteligi tasimaktadir.

Ayrica antibiyofilm aktivite calismasinin sonucunda A. baumannii ATCC
19606 test bakterisine karsi elde edilen ylksek biyofilm giderim yuzdesi literatlr

acisindan ilk veri olma niteligindedir.
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4.3. P. terebinthus subsp. terebinthus Bitkisinin Antioksidan Aktivite Bulgular

4.3.1. Ekstraktlarin Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH)
Bulgularn

Bitki yaprak ekstraktlarmin 5 farkli konsantrasyonda (20, 40, 60, 80, 100
pg/mL) antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile 517 nm’de absorbans degerleri
saptanmig olup; pozitif kontrol olarak Biitil hidroksi toluen (BHT) ve Askorbik asid

kullanilmastir.

Calismada kullanilan etil asetat ve aseton ekstraktlarinin 6zellikle Askorbik
asit ve BHT pozitif kontrollerine gore oldukga yiliksek oranda antioksidan 0zellik
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 6; Sekil 13).

Tablo 6

P. terebinthus subsp. terebinthus yaprak ekstraktlarmin DPPH yontemi ile serbest

radikal giderme aktivitesi.

% Inhibisyon Degerleri

Ekstraktlarm
Konsantrasyonlar Askorbik
(ng/mL) BHT Asit Etanol Metanol Etil Asetat  Aseton
20 36.935£3.4 32252428 5179151 50.522+£29 359851+19 61.940+2.6
40 58238442 45405532 52910447 50821436 65373£22 75373428
60 67.586+5.2 3666738 33433£32 51194+38 69925+33 7925419
g0 T3870£3.4 6702745 34.179£35 51269+34 7701342 R7985£39
100 88420+32 87207x19 54831+26 51269+29 78358+3.1 92.164+42
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Sekil 13. P. terebinthus subsp. terebinthus yapraklarma ait dort farkli ekstraktin

DPPH yontemi ile serbest radikal giderme aktivitesi

4.3.2. Bitki ekstraktlarmm CU(II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite
(CUPRAC) Belirleme Tayini Bulgular:

P. terebinthus subsp. terebinthus bitkisinin aseton ekstraktmin diger

ekstraktlardan daha ylksek oranda Cu(ll) iyonu indirgeyici antioksidan etkisi tespit
edilmistir. TUm ekstraktlarin konsantrasyon artisina bagli olarak 0Ozellikle 80

pug/mL’den sonra antioksidan aktivitelerinin yiikseldigi tespit edilmistir (Tablo 7;

Sekil 14).
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Tablo 7

P. terebinthus subsp. terebinthus bitki ekstraktlarinin CUPRAC kapasitesi

Absorbans Degerleri
Ekstraktlarm Ackorbik
skor .
Konsantrasyonlari BHT Asit Etil Asetat Aseton Etanol Metanol
(ng/mlL)
20 0.398=0.003 0.284=0.003 0.182+0.001 0.128=0.004 0.134=0.004 0.167=0.003
40 0.680=0.004 04810006 0.191=0.02 02250005 0.107=0.010 0.112=0.009
60 1.019£0.005 0.701=0.020 0.18820.059 024520002 0.117=0.005 0.14720.005
g0 128220005 09310011 0280=0.005 029320005 0.110=0.013 0.12820.004
100 165820010 1.114z0.002 0340z0.008 0300£0.003 0.12920.003 0.137£0.005
18
1.5 F
12 }
g 09 f
S
€06 f
o
S
203+ » - ;
0
20 40 60 80 100
Konsantrasyon (jg/mL)
e=g== Askorbik asit e=ill==BHT ==@= Ftil asetat Aseton e=spe=Ftanol === Netanol

Sekil 14. P. terebinthus subsp. terebinthus’a ait CUPRAC kapasitesi



P. terebinthus subsp. terebinthus bitkisinin farkli ¢tzgenlerle elde edilen
ekstraktlarmm DPPH ve CUPRAC gibi iki farkli metod kullanilarak antioksidan
aktiviteleri ortaya ¢ikarilmaya ¢aligilmistir. Pozitif kontrollere gére aseton ve etil
asetat ekstraktlarmin oldukca ylksek DPPH serbest radikal giderme etkisi
bulunurken, diger ¢ozgenlerinde 20pg/mL’den sonra sabit denilebilecek oranlarda
antioksidan etki gosterdigi gorilmektedir. CUPRAC yontemi ile antioksidan
belirleme kapasitesinde ise, aseton ekstraktinin konsantrasyona bagli olarak kontrol
gruplarindan yiksek oranda antioksidan kapasite gostermesi dikkat cekmektedir.
Bununla beraber iki metotta da 6zellikle aseton ekstraktlarinin, antioksidan 6zellik

gosteren etken maddeleri 6n plana ¢ikardig: diistiniilmektedir.

Kavak, vd. (2010), P. terebinthus yapraklarindan elde edilen ham ekstraktin
TEAC yontemi ile antioksidan kapasitelerini 6lgmiisler ve BHA ve Askorbik asit
kontrol gruplarina kiyasla yaklasik 12 kat daha yuksek antioksidan kapasitesi
oldugunu bildirmislerdir. Oziitlerin ayrica katesin dogal antioksidanma gdre 10 Kat
daha fazla antioksidan ozellik gosterdigini de belirtmislerdir. Orhan, vd. (2012), P.
terebinthus meyvelerinin EDTA’ya kiyasla fark edilir metal selasyon 6zellikleri ile
standartlara benzer yiksek radikal stpirme aktivitesi gosterdigini ve meyvelerin
kavurma islemi ile antioksidan aktivitesinin artirilabilir oldugunu belirtmislerdir.
Tiirkoglu, vd. (2017), P. terebinthus yaprak ¢icek ve meyve ektraklarmin antioksidan
ozelliklerini arastirdiklar1 calismada, en yiiksek radikal temizleme aktivitesi DPPH
yOntemi ile cicek ve yaprak etanol ekstraktlarinda bulundugunu belirtmislerdir. P.
terebinthus gallerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktivitelerinin arastirildigi diger
bir calismada ise antioksidan Ozelliginin yiiksek oldugu belirlenmis olup, fenolik
icerik korelasyonunu destekleyen bulgulara ulagilmistir (Algan, 2019). Topcgu, vd.
(2007), yaptiklar1 caligmada P. terebinthus subsp. terebinthus meyvelerinin metanol
ve aseton ekstraktlarmm antioksidan aktivitelerini, p-karoten agartma ve DPPH
yontemleri ile arastirilmiglardir. Her iki ekstraktin da yiksek antioksidan ozellik
gosterdigini ve serbest radikal slpirme etkisinin bitkide bulunan flavonlardan

kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismadaki meyve aseton ekstraktlarinin
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yuksek antioksidan 6zellik gostermesi, calismamizdaki aseton ekstraktlarin yuksek

antioksidan ozelligi ile ortigmektedir.

SONUC VE ONERILER

P. terebinthus subsp. terebinthus, Anacardiaceae familyasinin tiyesidir ve
Diinyanin bircok bolgesinde, farkli kisimlari, farkli amaglar i¢in geleneksel ilag
olarak kullanilmistir. Bitkilerin, halk tebabetinde deneme yanilma ile yiizlerce yil
smanarak kullanilmasi, giiniimiizde bilimsel agidan bu bitkilere dikkat cekilmesi ve

arastirmalarin bu alanda yogunlasmasima neden olmustur.

Cahsmamizda P. terebinthus subsp. terebinthus bitki yapraklarmin dort
farkli ekstraktinin anti mikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan 06zelliklerinin
arastirtlmasi ile bu bitki tiriiniin dogal bir ila¢ kaynagi olmasi yolunda bilimsel
acidan 6nem arz etmektedir. Diinyada biiylik bir tehlike olarak antibiyotiklere direng
gelistiren bazi1 mikroorganizmalara karsi, dogal ilaglarin eldesine katki saglamaya
calisgan bu c¢alismada test mikroorganizmalarindan E. coli NRRLB-3704, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus 6538P, S. haemolyticus ATCC 43252, B. subtilis
ATCC 6633, P. vulgaris ATCC13315, A. baumannii ATCC19606 bakterileri ile C.
albicans ATCC 10231 maya kiiltiirti kullanilmistir. Bu bitki genusunun tiirleri ve bu
tiirtin degisik kisimlar1 ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde S.aureus’a karsi yliksek
oranda anti mikrobiyal etki bu c¢alismamizla da onaylanmistir. S aureus’a karsi
antimikrobiyal etkiverilerinde diger caligmalardan farkli olarak, etanol ve aseton
ekstraktlarindan daha yiksek antimikrobiyal degerler elde edilmesi dikkat
cekmektedir. A. baumannii bakterisinin metanol ekstraktinin ylksek oranda
antagonistik deger gostermesi ile de farkhilik arz etmektedir. Diger bilimsel
calismalarda Pistacia tdrlerinin E.coli bakterisine karsi elde edilen disiik

antimikrobiyal aktivite verileri de ¢alismamizla 6rtiismektedir.

Bitkinin meyveleri ile daha dnce yapilan antioksidan testler mevcut olup

yiksek antioksidan degerler icerdigi gortlmektedir. Bu turun yapraklar: ile ilgili
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mevcut ¢alismamizda DPPH ve CUPRAC yontemi ile antioksidan 6zelligi ortaya
cikarilmaya c¢alisilmistir. Bu genusun yapraklarinda bulunan yuksek oranda
antioksidan Ozellikli maddelerin flavonlar ve terpenler olabilecegi yapilan birgok
fitokimyasal ¢alisma ile desteklenmistir. Calismamizla P. terebinthus’un tek alt turd
olan bu bitkinin, antioksidan degerleri hakkinda kayda deger bulgular elde

edilmistir.

Elde edilen bu veriler, P. terebinthus’'un muhtemel biyolojik aktivite
bakimindan ylksek katma degeri olabilecek ylksek sekonder metabolit kaynagi
oldugunu ortaya koymakta olup bu bitki tiiriiyle yapilacak daha kapsamli caligmalar1
gerekli kilmaktadir.

1- P. terebinthus bitkisinin kok, gdvde, yaprak, meyve ve gal yapilarina ait

detayli fitokimyasal analizler yapilmalidir.

2- Elde edilecek sekonder metabolitlerin ilag hammaddesi olma potansiyelleri

detayli biyolojik aktivite ¢alismalariyla analiz edilmelidir.
3- Farkli antibiyotik kombinasyonlariyla sinerjizm testleri tekrarlanmalidir.

4- Mikrobiyal biyofilmlere etkilerinin daha detayli tespiti icin anti-quorum

sensing ¢alismalarinda P. terebinthus bitki ekstraktlar1 ¢alisilmalidir.

5- Dogal antioksidan kaynagi olma potansiyeli yapilacak detayli ¢alismalarla

irdelenmelidir.
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