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Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar gercevesinde elde
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calismada bana ait olmayan her tiirli ifade ve bilginin kaynagma eksiksiz atif
yapildigini bildirir ve taahhiit ederim.

Seda CICEK

iii



OZET

Yilksek Lisans Tezi

ANADOLU’DA KULTURU YAPILAN BAZI UZUM ( VITIS VINIFERA L. )
CESITLERININ ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Seda CICEK
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Talip CETER

Bu calismada 8 tiziim (Vitis vinifera L.) ¢esidinden (Sauvignon Blanch, Viognier,
Narince, Malbec, Syrah, Kalecik Karas1, Okiizgozii ve Bogazkere) elde edilen etanol-su
ekstraktlarinin Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) Salmonella infantis (9), Listeria
monocytogenes, Klebsiella pneumoniae (13), Pseudomonas aeruginosa (DSMZ 50071),
Pseudomonas fluorescens, Salmonella kentucky (10), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Listeria innocua, Salmonella enteritidis (ATCC 13075), Enterococcus durans,
Salmonella typhimurium, Candida ablicans (DSMZ 1386), Enterococcus faecium (4),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (DSMZ20044),
Bacillus subtilis (DSMZ 1971), Escherichia coli (ATCC 25922), Saratia marrescens
(ATCC 13048) suslarni tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri Disk Diflizyon (DD)
Methodu ve Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) yontemleri kullanilarak
calisilmis ve sonuglar 18 farkli standart antibiyotik sonuglari ile karsilastirilmistir.

Calismanin disk difiizyon testi sonuglart Sauvignon Blanch ¢esidinin 7,00-12,33 mm
arasinda degisen zon caplar1 ile 6 mikroorganizma susu iizerinde etkili oldugunu,
Viognier ¢esidinin 7,00-15,66 mm arasinda degisen zon ¢aplari ile 9 mikroorganizma
susu lizerinde etkili oldugunu, Narince ¢esidinin 7-21,66 mm arasinda degisen zon
caplar1 ile 13 mikroorganizma susu lzerinde etkili oldugunu, Cot Malbec ¢esidinin
7,00-9,66 mm arasinda degisen zon caplar1 ile 6 mikroorganizma susu {izerinde etkili
oldugunu, Syrah ¢esidinin 7,00-20,33 mm arasinda degisen zon c¢aplart ile 7
mikroorganizma susu iizerinde etkili oldugunu, Kalecik Karasi ¢esidinin 7,00-10,33 mm
arasinda degisen zon c¢aplart ile 9 mikroorganizma susu lizerinde etkili oldugunu,
Okiizgdzii ¢esidinin 7,00-17,33 mm arasinda degisen zon gaplari ile 13 mikroorganizma
susu tizerinde etkili oldugunu ve Bogazkere ¢esidinin 7,00-19,66 mm arasinda degisen
zon caplart ile 15 mikroorganizma susu iizerinde etkili oldugunu ortaya koymustur.

MIK testi sonuglart {iziim ekstraktlarinin 0,039-20 mg/mL konsantrasyonlar arasindaki
degerlerde etki gosterdigi saptanmistir. DD ve MIK sonuclarma gore calisilan
ekstraktlarin tamamindan etkilenen S. infantis, E. faecium, S. aureus ve S. epidermidis
en duyarli mikroorganizmalar olarak belirlenirken tiziim ekstraktlarinin antimikrobiyal
etki gostermedigi C. albicans en direngli mikroorganizma olarak tespit edilmistir.



Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., MIK, antimikrobiyal aktivite, disk difiizyon
yontemi.

2018, 68 sayfa
Bilim Kodu:203



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF SOME GRAPE (VITIS
VINIFERA L.) CULTURED IN ANATOLIA

Seda CICEK
Kastamonu University
Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Talip CETER

In this study, ethanol-water extracts obtained from 8 grapes (Vitis vinifera L.) varieties
(Sauvignon Blanch, Viognier, Narince, Malbec, Syrah, Kalecik Karasi, Okiizgdzii and
Bogazkere) were tested for the presence of Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)
Salmonella infantis (9), Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae (13),
Pseudomonas aeruginosa (DSMZ 50071), Pseudomonas fluorescens, Salmonella
kentucky (10), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Listeria innocua, Salmonella
enteritidis (ATCC 13075), Enterococcus durans, Salmonella typhimurium, Candida
ablicans (DSMZ 1386), Enterococcus faecium (4), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Staphylococcus epidermidis (DSMZ20044), Bacillus subtilis (DSMZ 1971),
Escherichia coli (ATCC 25922), Saratia marrescens (ATCC 13048) strains were studied
using Disk Diffusion (DD) Method and Minimum Inhibition Concentration (MIC)
methods and the results were compared with 18 different standard antibiotic results.

The disk diffusion test results of the study showed that the Sauvignon Blanch variety
had an effect on 6 microorganisms with zone diameters varying between 7,00 and 12,33
mm and that the viognier variety had zone diameters ranging between 7,00 and 15,66
mm and was effective on 9 microorganisms. It was found that the zone diameter ranging
from 7,00 to 9,66 mm was effective on 6 microorganisms and the diameter of the syrah
variety was between 7,00-20,33 mm 7 microorganisms were found to be effective on
the micro-organism, whereas the Kalecik karasi bifurcation was effective on the
microbes of 9 microorganisms with the zone diameters varying between 7,00-10,33 mm
and that the Okiizgodzii species had the zone diameters varying between 7,00-17,33 mm
and the microorganisms were effective on the 13 microorganisms and the Bogazkere
species zone diameters ranging from 7,00-19,66 mm and 15 microns the organism has
been found to be effective on the obsessive.

MIC test results showed that grape extracts were effective at concentrations between
0.039 and 20 mg / mL. Both S. infantis, E. faecium, S. aureus, and S. epidermidis were
identified as the most susceptible microorganisms, and none of the grape extracts were
found to be the most resistant microorganism that did not show any antimicrobial
activity.
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TESEKKUR

“TUm iyi seyler sabirdan sonra gelir.”
MEVLANA

Bilim insani olarak devam etmek istedigim bu yolda Yiiksek Lisans Tez ¢alismami
tamamlamaktan mutluluk ve gurur duyuyorum.

Lisans ve Yiiksek lisans egitimim boyunca ayrica bu calisma siiresince yapmis oldugu
danismanlik, rehberlik, igten yol gostericilik ve ¢ok degerli tavsiyeleri ig¢in ve ayrica
arastirmact bir bilim insani olma yoniinde gelisimime katkida bulundugu icin
Danigmanim Dog¢. Dr. Talip CETER’e 6zel olarak minnettarligimi ve tesekkiirlerimi
ifade etmek istiyorum.

Bartin Universitesi Ogretim Uyesi sayin Dog. Dr. Ali Savas BULBUL ve Kastamonu
Universitesi Dekan Yardimcisi sayin Dog. Dr. Baris BANI’ye tavsiye ve destekleri igin
tesekkiir ederim.

Calisma boyunca sagladiklar1 destek, tesvik ve gosterdikleri sabir icin basta babam
Mustafa CICEK, annem, ablam ve kardesime ayrica sonsuz tesekkirlerimi ve
sevgilerimi sunuyorum.

Calismanin tamamlanmasinda fikir ve goriisleriyle desteklerini esirgemeyen degerli
meslektasim saym Belma BERBER e ve ¢ok degerli Umit KATIRCIya tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Bu tez ¢alismasi igin arazi calismalari ile érnekleri toplayan Kutlu SALIHOGLU na,
Kavaklidere Sarapcilik A.S. Baglar Direktorii Ahmet Gilirbiliz, Ankara Baglar Miidiirii

Ergiin Giimiis, Kirsehir Baglar Sorumlusu Ozgiir Mert ve Bag Iscisi Halis Camus’a
calismamiza verdikleri destek i¢in tesekkiir ederim.

Seda CICEK
Kastamonu, Haziran, 2018
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1. GIRIS

Eski caglardan beri bitkiler, hastaliklarin tedavisinde, beslenmede, kozmetik vb.
bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bugiin diinyadaki flora gesitliligi goz
Oniine alindiginda bitkilerin insanlik i¢in Onemi tartisilmaz bir arastirma konusu

olmaktadir.

Bitkilerin canlilar i¢in 6nemli olmasmin asil nedeni metabolizmalarindaki fenolik
bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkiye aroma, koku, savunma ve bir ¢ok Ozellik
kazandirmaktadir. Ayrica olusturduklar1 dogal antimikrobiyaller sayesinde
bakterilerin ve diger mikroorganizmalarin sebep oldugu pek ¢ok hastaligin

tedavisinde inhibitor gorevi gorerek tedavi amacl kullanilirlar.

Bitkilerden elde edilen etken maddeler mikroorganizmalar agisindan bakteri ve maya
suslar1 lizerinde antimikrobiyal oOzellikler gosterek koloni ve birey sayilarini
etkilemektedir. Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi dogal ve kazanilmis
bagisiklik gosterirler. Dogal bagisiklik verilen ilacin etki edecegi hedef noktalarin
olmamasi ile ilaglarin dogrudan tiim alani etkilemesi ile kazanilmis bagisiklik ise;
duyarli bir mikroorganizmanin antimikrobiyal madde ile inaktive edilmesine yol
acan enzim yapisinin ilagtan etkilenmeyen yollar kazanmasi ve bu durumla
karsilastiginda antibiyotik maddeyi dogrudan hiicre disina atmasi seklinde

gerceklesir [1, 2].

Antimikrobiyal maddenin canlidaki etki siiresi, siddeti veya verecegi tepki
degiskendir. Genel olarak bir antimikrobiyal madde hiicrede niikleik asit sentezi
inhibisyonu, ribozom organeli fonksiyon bozukluklari, hiicre duvar1 metabolizmasi
bozukluklarina sebep olabilir. Bunlar hiicre igerisindeki etkileri olarak bilinirken
bunun disinda canli metabolizmasinda ise kalp ve damar rahatsizliklari, bobrek

fonksiyonlarinda bozukluklara sebep olabilmektedir [3, 4].

Bu tez calismasinda (Vitis vinifera L.) taksonuna ait bazi iliziim gesitlerinin

(Kiiltivarlarinin) antimikrobiyal etkilerinin arastirilarak insan sagligi i¢in ne gibi



¢oziimler tretilebilecegi ve bazi mikroorganizmalar Uzerindeki antibakteriyel

etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

1.1. Bitkilerin Tip Biliminde Kullanimi

Bitkiler, uzun yillar boyunca hemen her anlamda hayatimizda yer almislardir.
Ozellikle tip alaninda uzun yillar boyunca yaygin olarak hastaliklarin
tyilestirilmesinde kullanilan bitkiler c¢esitli sekillerde degerlendirilmistir. Tibbi
bitkilerin tarih boyunca daha ¢ok Misir, Hindistan, Yunan, Cin uygarliklarinda

kullanildig: eski kaynaklardan elde edinilen belgelerle ortaya konulmaktadir [5, 6].

1.2. Bitkilerde Bulunan Biyoaktif Bilesikler

Bitki metabolizmasinda fiiretilen birlesiklerin ¢ogu farmakolojik 0zelliklere sahiptir.
Uretilen bu bilesikler bitkinin savunma mekanizmasi, gelisimi, aym zamanda
meyvenin koku, tat ve biiyiikliigiinii etkileyen 6nemli maddelerdir. Bu maddeler
fenolik bilesikler adin1 da alirlar. Bu bilesiklerin en bilenenleri; flavonoidler,
alkoloidler, ucucu yaglar, flavonlar, tanenler, glikozitler, fenolik asitler, serbest
radikaller gibi bilesiklerdir [7]. Bahsedilen bilesikler insan saglig: izerinde de dnemli

etkilere sahiptir.

Insan metabolizmas1 canliligin devamu icin siirekli olarak enerji iiretirken aym
zamanda serbest radikallerin olugsmasina da neden olur. Serbest radikal olusmasinda
sigara, alkol, stres, kimyasal maddeler, ilaclar, UV 1sinlar vb. etken artirict etki
yaparlar [3]. Biyoaktif bilesiklerin ¢ogu sekonder metabolitlerdir. Yararli biyoaktif
bilesikler birkag kategoriye ayrilabilir [8].

1.2.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, fiziksel veya kimyasal etki ile olusabilecek hasarlar1 engelleme
gorevine sahip maddelerdir. Antioksidan miktar1 fenolik bilesiklerin miktarina bagl
olsa da etki mekanizmalar1 bugiin tam anlamiyla bilinmemektedir [9, 10, 11].

Antioksidan yetersizligi canli metabolizmasinda Hucredeki reaktif oksijen tirlerinin



olusturdugu hasarlarda olusan oksidatif stres, bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi,

kardiyovaskdler rahatsizliklar gibi saglik sorunlarina sebep olmaktadir [12-16].

1.2.2. Alkoloidler

Alkaloidler, yapisinda azot, oksijen bulunduran maddelerdir. Genellikle bitkilerde
yaralanma veya herhangi bir hastalik durumunda miktarinin arttigi bilinir. Kokusuz
ve ac1 tadi olan, giigll etki gosteren azot bilesikleridir. Etki mekanizmalari, hiicresel
solunum inhibisyonu ve "RNA polimeraz, esteraz" enzimlerini inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir [17, 18].

1.2.3. Flavonoidler

Flavonoidler bitkisel enfeksiyonlar da gorev alirlar. Polifenol grubuna ait meyvelerde
renk, koku olusumunda etkilidirler. Canli metabolizmasinda hasarli veya kanserli
hiicreyi notralize etme 6zelliine sahiptir. Yapisinda karbonil grubu igceren fenolik

yapilardan olusur. Bitkilerde bulunan en yaygin bilesiklerdendir [19, 20].

1.2.4. Tanenler

Tanenler, bitkide bulunan karmagsik polimerik fenolik maddelerdir. Tanenlerin
antimikrobiyal etkisi, molekiil agirligina gore protein ve glikoprotein yapilarina
baglanarak bag olusturma, dokuya yapisma ve bu yapilar1 ¢okertme 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Mikroorganizma adhezyonunu, membran tasiyict proteinlerini

ve enzimleri inaktive etmeyi bu sekilde gerceklestirirler [21, 22].

1.2.5. Kinonlar

Kinonlar, protein igerisindeki niikleofilik amino asitler ile geri doniisiimsiiz
kompleks olusturabilme 6zelligi sayesinde antimikrobiyal olarak aktivite gosterirler
[23].



1.2.6. Terpenler

Terpenler, Ozellikle kozalakli bitkiler ve termitler gibi bazi bocekler tarafindan
tiretilen organik bilesiklerdir. Etki mekanizmasi agik¢a anlasilamamis fakat lipofilik
bilesikler ile birlikte hiicre membraninda tahribata yol agtiklar ileri siiriilmektedir
[24]. Ayn1 zamanda bitki biiylimesinde ve bitkinin savunma mekanizmasinda da
etkili rol almaktadirlar [25].

1.2.7. Glikozitler

Glikozitler, ac1 ve yakici tada sahiptirler. Yapilarinda karbon, oksijen ve hidrojen
disinda kiiklrt ve azot bulundurabilirler. Bu bilesiklerin bobrek fonksiyonlari, Kan

dolagimini ve idrar atma fonksiyonlarinda etkili oldugu bilinmektedir [26].

1.2.8. Fenoller

Fenoller aromatik bir fenolik gruba bagli hidroksil fonksiyonel grubundan olusan
bitki bilesikleridir. Antiseptik, antiviral ve antioksidan gibi biyolojik 6zelliklere
sahiptirler. Etkileyici kokulara sahip olmalarindan dolayr aroma Uretiminde de

yaygin olarak kullanilirlar [24].

1.2.9. Saponinler

Saponinler, bitki glikozid tlirevleridirler. Eterik yaglar, re¢ine alkoloidlerle birlikte
bulunurlar. Eksimsi tadi ve sabunsu 6zelligi vardir. Bu 6zelligi suda ¢oziindiiglinde
sabun gibi kopilirmesinden kaynaklanir. Saponinler bagisiklik  diizenleyici,
antineoplastik 6zellikte olup, bitkiyi zararli mikroorganizmalara ve herbivor canlilara

kars1 savunma gorevi gorebilirler [17, 26].

1.2.10. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar bitkilerden c¢esitli sekillerde elde edilen etkin maddeler olarak

bilinirler. Kuvvetli ve keskin kokular1 nedeniyle bir¢ok alanda ve tipta kullanilirlar.



Antiseptik 6zellige sahiptirler. Kantoron, nane gibi bir¢ok bitkide bulunurlar [26,
27].

1.2.11. Diger Bilesikler

Bitkiler, metabolizmalarinda vitamin, mineral, hormonlar ve inorganik maddeler gibi

pek cok bilesigi tiretme 6zelligine sahiptirler [24, 28].

1.3. Vitaceae

Vitaceae familyasina ait bitkiler diinya {lizerinde kiiltiiri yapilan en eski bitkilerden
biridir. Gegmisi yaklasik olarak M.O. 5000 yillara dayanmaktadir. Vitaceae iklim
istegi 1liman iklim olup, su istegi az, yamag¢ arazilerde kolaylikla yetistirilir. Bu

Ozelligi Vitaceae’nin ¢oK genis cografyalarda var olmasini miimkiin kilmaktadir [29].

Bugiin Tirkiye’de yaklasik olarak 1200 civarinda Vitis vinifera tlrlne ait Gzum
cesidi yetistirilir. Bu kadar gesitlilige ragmen bunlarin yalnizca 50-60 tiri ekonomik
acidan onemlidir [30, 31]. Vitis, tilkemizde ve diinyada sarap, sira, sirke, pekmez,
pestil, regel yapimi, kozmetik gibi pek ¢ok alanda kullanilirken bunun yani sira kuru

ve yas olarak da kullanilmaktadir [30].

Vitaceae meyvesi seker orani yliksek, Ca, Fe, Na, mineral ve A,B ve C vitaminleri
acisindan zengin besleyici bir meyvedir [32]. Uziim, meyve olarak besleyici bir besin
olarak kullanilmasinin yani sira ¢ekirdegi de meyvesi kadar degerli ve kullanighdir.
Uziim bitkisinin igerdigi fenolik bilesik miktar1 sayesinde antimikrobiyal ve
antioksidan etkiye sahiptir [33- 35]. Uziim icerisinde bulunun resveratrol maddesi
basta kanser olmak {izere kolesterol ve alzheimer gibi pek cok hastalik {izerine
yararli etkileri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda metabolizmada antioksidan enzim
ekspresyonunun modulasyonunu, hiicrelerdeki oksidatif hasara karsi koruma,
antiartero-siklerotik ve anti-inflamatuar etkiler ve hem insanlarda hem de

hayvanlardaki bazi kanser tiirlerine kars1 koruma sayilabilir [36].



1.3.1 Vitis vinifera Genel Ozellikleri

Vitis vinifera L. cinsi liziim igerigindeki aromatik maddeler ve besleyici 6zelligi ile
diinyada ve tilkemizde uzun yillardir tiretimi gergeklestirilen bir bitki ¢esitidir. Vitis
vinifera bircok gesidinin olmasi ve farkli sekillerde islenebilmesi nedeniyle sarap,
pekmez, {iziim sirasi, sirke yapimi ve kozmetik gibi pek ¢ok alanda
kullanilabilmektedir. Gida ve Tarim orgiitii (FAO) 2011 yili verileri incelendiginde
Tiirkiye liziim teritim acisindan diinya siralamasinda 6’nci sirada yer almaktadir.
Bunun bir nedeni Tiirkiye ikliminin ve toprak yapisinin {iziim tiretimi ve gesitliligi
acisindan elverisli olmasidir [30].Vitis vinifera igerigindeki etken maddelerden dolayi
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikte olup arastirma konusu olarak bugtne kadar

bilim insanlarun ilgisini ¢gekmistir.

1.3.2 Vitis vinifera L. “‘6klzg6zi”’

Okiizgdzii, kokeni Elazig ve Malatya olan, bu bolgede Eyliil ortasindan ve Ekim
ortasina kadar olgunlasan iri taneli, koyu siyah renkli bir {iziim tiiriidiir. (Fotograf

1.1). Okiizgdzii iiziim igerigindeki seker ve asit oran1 yiiksektir [29].

CGee

Fotograf 1.1. Vitis vinifera L. vinifera ‘0kilizgozii’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).



1.3.3. Vitis vinifera L. ““narince’’

Tokat ve Amasya yoresinde baglarin yaklasik olarak %80-90 ‘n1 olusturur. Orta kalin
kabuklu ve sari-beyaz renkli tanelere sahiptir. Killi-kumlu ve ¢akilli topraklarda

verim alinmaktadir (Fotograf 1.2) [29].

Fotograf 1.2. Vitis vinifera L. ““narince’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).

1.3.4. Vitis vinifera L. ‘‘syrah”’

Syrah, Fransa kokenli bir {iziim ¢esididir. Tiirkiyede ise; genellikle Ege bolgesinde
nadir olarak Dogu ve i¢ Anadolu bolgelerinde yetistirilir. Siyahimsi renkte,
salkimlar1 ¢ok sik yapida sulu, g¢ekirdekli, etli ve hos kokulu bir Gzim tiradur

(Fotograf 1.3). Syrah, kurakliga hassastir [29].

Fotograf 1.3. Vitis vinifera L. ‘‘syrah’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).



1.3.5. Vitis vinifera L. ‘‘bogazkere’’

Diyarbakir’da yetisen Anadolu’nun en degerli saraplik iiziimlerinden biridir.
Anadolu yaylalarim1 ayiran daglarin hemen giineyindeki Mezopotamya yaylasinda,
Firat ve Dicle irmaklarinin arasindaki bolgede cakilli, bazen kalkerli ve killi, kirmiz1
topraklarda yetisir. Orta taneli, koyu renkli, kalin kabuklu ve yuksek tanenli
yapidadir.(Fotograf 1.4) [29].

Fotograf 1.4. Vitis vinifera L. cv. ‘‘bogazkere’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).

1.3.6. Vitis vinifera L. ‘‘kalecik karasr’’

Kalecik karast Ankara ili Kalecik Il¢e’sinin Kizilirmak Havzas: igerisinde kalan
bolgelerinde yetismektedir. Orta Anadolu’nun kaliteli saraplik {iziim cinslerinden
biridir. Kalecik Karas1 yuvarlak, siyah mavi renkte ve ince kabuklu bir Gzim

cesididir (Fotograf 1.5) [29].

Fotograf 1.5. Vitis vinifera L. ‘‘kalecik karas1’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).



1.3.7. Vitis vinifera L. ‘‘viognier”’

Fransanin Rhone Vadisi (Céte du Rhone) Bolgesi’nde yetisen beyaz {iziim cinsidir.
Tiirkiyede ise; Kirsehir civarinda yetistirilir (Fotograf 1.6). Viognier, dikkat cekici
floral ve meyve aromalarina sahip, govdeli, diisiik-orta asitli, lezzetli izim tanelerine
sahiptir [29].

Fotograf 1.6. Vitis vinifera L. ‘‘viognier’” (Fotograf: Salihoglu, K.).

1.3.8. Vitis vinifera L. ““malbec”’

Fransa’da yetisen liziim cinslerinden biridir. (Fotograf 1.7). Malbec taneleri oldukga
koyu renklidir. [29].

Fotograf 1.7. Vitis vinifera L. ‘‘malbec’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).



1.3.9. Vitis vinifera L. ‘‘Savuignon blanch”

Sauvignon Blanch koékeni Fransa olup Tiirkiye’de ise Marmara ve Ege bolgelerinde
yogun olarak nemli, yagisl ve karasal iklime gore daha iliman iklimin goriildigi
Adapazari, Geyve, Saroz Korfezi, Denizli ve Kapadokya Bolgesi’nde
yetistirilmektedir. Salkimlar1 orta siklikta ve kabugu orta kalinlikta aromatik bir
tiztim ¢esididir [29, 30] (Fotograf 1.8).

.
a1

Fotograf 1.8. Vitis vinifera L. ‘“‘Savuignon blanch’’ (Fotograf: Salihoglu, K.).
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2. LITERATUR INCELEMESI

Yadav, Kumar ve Mishra (2015), antibiyotik direncli patojenik bakterilere ve toksin
tireten kiiflere kars1 siyah {iziim kabugunun su, etanol, aseton ve metanol kullanarak
elde edilen 1:10 oraninda hazirlanan ekstraktlarinin 260 mg/TAE/ml olan seri 540
mg/TAE/ml ve 1080 mg/TAE/ml konsantrasyonlarmi Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli'nin antibiyotik direngli suslari, tizerindeki antibakteriyel ve
antifungal aktivitesini agar disk difiizyon yontemi kullanilarak analiz etmislerdir.
Calisma sonuclar1 diger ¢oOziicli ekstraktlar1 ile Kkarsilastirildiginda, metanol
ekstraktinin  yliksek antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. S.typhimurium ve E. coli belirlenen konsantrasyonlara tam direng
gostermiglerdir. Uziim ekstrakt1 en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 22 mm zon gap1
ile S. aureus ardindan 18 mm E. faecalis ve 21 mm zon gapi ile E. aerogenes’e karsi
gostermistir S. typhimurium ve E. coli hari¢ tiim bakteri ve kif tiirlerinin ¢ogunun

tiim solvent Oziitleri tarafindan 6énemli 6lciide (P <0.05) inhibe oldugu bulunmustur

[37].

Baydar ve ark. (2006), Hasandede, Emir ve Kalecik Karasi iiziim g¢esitlerinin
cekirdeklerinden su: aseton: asetik asit c¢oOzeltilerinin (90:9.5:0.5) ile muamelesi
sonucu elde ettikleri %1, %2,5, %5 ve %10 konsantrasyonlarindaki esktraktlar1 agar
diflizyon yontemi ile Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus cereus FMC 19,
Enterobacter aerogenes CCM 2531, Enterococcus faecalis ATCC 15753,
Escherichia coli DM, E. coli O157:H7 KUEN 1461, Klebsiella pneumoniae FMC 5,
Mycobacterium smegmatis RUT, Proteus vulgaris FMC 1, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Pseudomonas fluorescens EU, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus Cowan 1 and Yersinia enterocolitica EU
suslarina karsi antimikrobiyal etkilerini test etmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda
belirtilen konsantrasyonlarda 3 farkli tiziim ¢esidi igerisinde Hasandede gesidi tiim
konsantrasyonlarda bakteriler Gzerinde inhibe edici 6zellik gostermistir. Hasandede
ekstraktinin %10 konsantrasyonu Aeromonas hydrophila ATCC 7965 tiiriine kars1 en

yiiksek inhibisyon zonu 30,67 mm olarak Slgiilmiistiir. Seri seyrelme yonteminde %
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0,5 ve %1 konsantrasyonlarinda Escherichia coli DM, E. coli 0157:H7 KUEN 1461
suslar1 lizerinde bakteriostatik etki gosterirken tiim iiziim tiirleri Staphylococcus

aureus Cowan 1 susuna kars1 bakteriostatik etki géstermistir [38].

Baydar ve ark. (2004), Uziim cekirdeklerinden kuru olarak elde edilen 6zitii ilk
adimda petrol eteri ile yagimi ¢ikartarak sonrasinda ise etil asetat : methanol : su
(%20’lik  konsantrasyon), etil asetat:methanol:su (%4’liikk  konsantrasyon),
aseton:su:asetik asit (%20’lik konsantrasyon) ve aseton:su:asetik asit (%4’ lik
konsantrasyon) da ekstrakt hazirlamislardir. Disk difiizyon yontemi ile bu
ekstraktlarin Aeromonas hydrophila, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes,
Enterococcus faecalis Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae Listeria
monocytogenes, Mycobacterium smegmatis, Proeus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa ve Staphylococcus aureus suslarma karst antimikrobiyal etkilerini
calismiglardir. Calisma sonucunda en yiiksek antimikrobiyal etki metanol: Su: asetik
%20 konsantrasyonunda L.monocytogenes’e karsi 33,5 mm zon ¢api tespit edilmistir.
Ayrica %4’likk konsantrasyonda aseton: asetik asit: su ekstraktinin yine
L.monocytogenes susuna karsi yiiksek antimikrobiyal etkisi saptanmuitir. Etil asetat:
metanol: su %4’liik konsantrasyondaki ekstrakti E.aerogenes karsi higbir etki
gostermemistir. Calisma sonuglar ekstraktlarin % 4 konsantrasyonda dahi bakterilere

kars1 antimikrobiyal etki gdsterdigini ortaya koymustur [39].

Anastasiadi ve ark. (2009) , dort Vitis vinifera ¢esidinin (Mandilaria and Voidomato,
Asyrtiko ve Aidani) meyve, cekirdek, sap ve posasmin kimyasal igerik analizinin
yan1 sira MIK yontemiyle L. monocytogenes bakterisine karsi antilisterial
aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda {iziim meyve saplar1 ve c¢ekirdek
ekstraktlarinin oldukea etkili oldugu ve gidalarin korunmasi amaciyla katki maddesi

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [40].

Ege (2015), calismasinda Miiskiile (beyaz), Kara dimrit (mavi —siyah) ve Okiizgézii
uztm (Vitis vinifera L.) gesitlerinin ¢ekirdeklerinin dietileter ekstraksiyonu ile elde
ettigi yaglarinin aseton, su, asetik asit ve methanol igerisinde ayr1 ayr1 ekstrakte

etmistir. Hazirlamis oldugu ekstraktin ilk stok c¢ozeltisi 65,536 mg/ml? olacak
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sekilde hazirlamis ve bu ekstraktin antimikrobiyal aktivitesini Alternaria alternata,
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Escherichia coli 35218,
Pseudomonas aeruginosa 27853, Klebsiella pneumonia 700603, Enterococcus
faecalis 51299, Streptococccus pneumonia 49616 ve Staphylococcus aureus 44300
suslarina karst MiK yéntemiyle ile calismistir. Calismanm sonucunda; Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Escherichia
coli 35218, Pseudomonas aeruginosa 27853, Klebsiella pneumonia 700603,
Enterococcus faecalis 51299 suslaria karst Miiskiile, Kara dimrit ve Okiizg6zii
ekstraktlarinin  antimikrobiyal etki gostermedigi saptamistir. Bunun yanisira
Staphylococcus aureus 44300 gelisimi 32,768 mg/ml? miiskiile, 65,536 mg/ml?
Okiizgozii konsantrasyonlar1 engelleyici etki gostermistir. Streptococccus pneumonia
49616 gelisimi 2,048 mg/ml?, 4,096 mg/mlt ve 32,768 mg/mlt
konsantrasyonlarinda Kara dimrit, Miiskiile ve Okiizgozii ekstraktlar1 engelleyici etki

gostermistir [41].

Abtahi, Ghazavi ve Karimi (2011) kuruttuklari beyaz, kirmizi ve siyah iiziim
orneklerinden % 70’lik alkol ile elde ettikleri ekstraktlarin Escherichia coli
PTCC1330, Staphylococcus aureus PTCC 1431, Salmonella typhimurium
PTCC1639, Pseudomonas aeruginosa PTCC1310 suslarina karsi antimikrobiyal
aktivitelerini MIK yontemi ile calismislardir. Calisma sonucunda ekstraktin tiim
mikroorganizmalara karsi etki gosterdigi ve en duyarli mikroorganizma susunun S.
aureus oldugu belirtilmistir. MIK degerleri E. coli, S. aureus, S. typhimurium, P.
aeruginosa suslari igin sirasiyla, 125; 32; 125 ve 250 ug/mL olarak tespit edilmis ve
tiziim ekstrelerinin baz1 hastaliklarin tedavisinde dogal antimikrobiyal olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir [42].

Wagar ve ark. (2014), Vitis vinifera yapragi ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Enterococcus
faecalis bakteri tiirlerinde Disk diflizyon yontemi ile ¢alismislardir. Calismalarinda
5mg.yaprak 6zitiine %70 etanol eklenerek elde edilen ekstrakt disklere 3mg / 0.1mL
miktarinda yliklenerek calisma gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek
inhibisyon bolgesi S. aureus 30 mm, E. faecalis 28.9 mm, E. coli 28 mm ve P.

aeruginosa 23.7 mm olarak belirlemislerdir [43].
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Parekh ve Chanda (2006) calismalarinda Lanaunaea procumbens Roxb., Vitis
vinifera L. ve Cyperus rotoundus L. bitkilerinden elde edilen 6zlerden su ve etanol
ile hazirlanan 2 farkli ekstraktin A. fecalis ATCC8750, B. cereus ATCC11778, E.
aerogenes ATCC13048, E. coli ATCC25922, K. pneumoniae NCIM2719, P. mirabilis
NCIM224, P. vulgaris NCTC8313, P. aeruginosa ATCC27853, P. pseudoalcaligenes
ATCC17440, S. typhimurium ATCC23564, S. aureus ATCC25923, S. epidermidis
ATCC12228, S. subfava NCIM2704, C. tropicalis ATCC4563 suslarina karsi
antimikrobiyal aktivitesini agar disk diflizyon ve agar kuyucuk diflizyon yéntemleri
ile caligmislardir. Calisma sonucunda tiim etanol ekstraktlarmin ¢alisilan tim
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkinlik sergiledigi, su ekstraktlarinin ise V.
vinifera akstrakti haricindekilerin etkinlik gostermedigi saptanmistir. B. cereus, S.
aureus, S. epidermidis ve K. pneumoniae’nin ekstraktlara karsi en duyarli bakteriler
oldugu tespit edilmistir. En az duyarli olan tiir ise B. subtilis oldugu belirlenmistir.
Ekstraktlara kars1 en direngli tiirler ise S. typhimurium, P. aeruginosa, P. vulgaris ve
E.coli suslar1 olmustur. Calisma sonucunda elde edilen zon caplar
degerlendirildiginde su ekstraktinin c¢alisilan suslarda en yiiksek etkiyi P.
pseudoalcaligenes ATCC17440 kars1 17,00 mm zon gapr ile gosterirken, P. vulgaris
NCTC8313, P. aeruginosa ATCC27853, S. typhimurium ATCC23564, C. tropicalis
ATCC4563’¢ karst hicbir antimikrobiyal etki géstermemistir. Etanol ekstrakti ise en
yiksek etkiyi B. cereus ATCC11778’e kars1 21,00 mm zon ¢ap1 sergilemistir. S.
typhimurium ATCC23564 ve C. tropicalis ATCC4563 suslarina karsi her iki
ekstraktta herhangi bir antimikrobiyal etki géstermemistir. Etanol ekstraktlarinin su
ekstraktlarina gore bakteriler Uzerinde daha yiksek antimikrobiyal etkiye sahip

oldugunu tespit etmislerdir [44].

Oskay ve Sar1 (2007) igerisinde Vitis vinifera L.’nin (Sultaniye ¢esidi) yaprak, taze
meyve ve geng dallarindan elde edilen ekstraktinin de bulundugu 19 farkl: Tiirk sifal
bitki gesitlerinden etanol ile elde edilen ekstraktlarin Staphylococcus aureus ATCC
6538P, Staphylococcus aureus ATCC 95047 (MRSA), Escherichia coli, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Bacillus cereus CM 99, Bacillus subtilis ATCC 6683, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris ATCC 6997,
Serratia marcescens CCM 583, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterobacter cloaceae ATCC 13067,
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Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Candida albicans suslar1 (zerindeki
antimikrobiyal etkilerini Agar kuyucuk difiizyon yontemi ve MIK yéntemleri ile
calismislardir. Calisma sonuglar1 Vitis vinifera L. ekstraktinin tim ¢alisilan suslara
4,00 -28,00 mm arasinda degisen zon gaplar1 ile antimikrobiyal etki gosterdigini
ortaya koymustur. Sonug olarak ¢aligmis olduklar1 bitkilerin hemen hepsinin en az
bir bakteriye karsi antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmislerdir. Candida albicans
ve ilaclara kars1 direncgli baz1 bakteri tiirleri {izerinde de etkilerinin yiiksek oldugunu

saptamiglardir [45].
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3. MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1.Uziim Ornekleri

Calismada kullanilan tiztim 6rnekleri 2017 Eyliil ayinda Kavaklidere Fabrikasina ait
Kirsehir Toklumen Baglarindan toplanarak uygun saklama kosullarinda Labaratuar

ortamina getirilmistir (Fotograf 3.1). Orneklere ait bilgiler Tablo 3.1°de yer

almaktadir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan Vitis vinifera L. kiiltivariar:.

Cesidin ad1 Lokalite Totp;lﬁzzna Ornek kodu
Okiizgozi Kirsehir Toklumen Baglari  10.09.2017 KS101-102-103
Narince Kirgehir Toklumen Baglart  10.09.2017 KS104-105-106
Syrah Kirgehir Toklumen Baglart  10.09.2017 KS107-108-109
Bogazkere Kirsehir Toklumen Baglar1  10.09.2017 KS110-111-112
K.Karast Kirsehir Toklumen Baglari  10.09.2017 KS113-114-115
Viognier Kirsehir Toklumen Baglart  10.09.2017 KS116-117-118
Malbec Kirsehir Toklumen Baglar:  10.09.2017  KS119-120-121
S.Blanch Kirsehir Toklumen Baglar1  10.09.2017 KS122-123-124

KS: Kutlu SALIHOGLU tarafindan toplanmustir.

Fotograf 3.1. Orneklerin toplandig1 alan - KIRSEHIR (Fotograf: Salihoglu, K.)
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3.1.2. Test Mikroorganizmalari

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi 18 bakteri susu ve bir mantar tiirli lizerinde

degerlen

bulunan

dirilmistir. Suslar Kastamonu Universitesi Biyoloji Laboratuvari’nda

stoklardan temin eldilmistir.

Bakteri Suslar1 ve Mantar Susu

1.
2.

© o N o g B~ w

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

ATCC:
DSMZ:

Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)
Salmonella infantis (9)

Listeria monocytogenes

Klebsiella pneumoniae (13)
Pseudomonas aeruginosa (DSMZ 50071)
Pseudomonas fluorescens

Salmonella kentucky (10)

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Listeria innocua

. Salmonella enteritidis (ATCC 13075)

Enterococcus durans

Salmonella typhimurium

Candida ablicans (DSMZ 1386)
Enterococcus faecium (4)

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Staphylococcus epidermidis(DSMZ 20044)
Bacillus subtilis (DSMZ 1971)
Escherichia coli (ATCC 25922)

Saratia marrescens (ATCC 13048)

Amerikan Tir Kiltur Koleksiyonu.
Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltur Koleksiyonu.
4,9, 10 ve 13: Gidalardan izole edilen ve Ankara Universitesi

Biyoloji Boliminde tanimlanan mikroorganizma suslari
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3.1.3. Tez Calismasinda Kullanilan Ekipmanlar ve Kimyasal Malzemeler

Bu tez g¢alismasinda orneklerin ekstraksiyonu, Mikroorganizmalarin hazirlanmasi,
antimikrobiyal testlerin gerceklestirilmesi sirasinda kullanilan baz1 kimyasal
malzeme, sarf malzemeleri, cihaz ve ekipmanlar ve kullanim amaglar1 asagida

verilmisgtir.

Bos steril antibiyogram diskleri: Disk difiizyon testinde bitki ekstraktlarinin

yiiklenerek antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Dijital yoriingesel karistirict (Wiseshaker): Bitki orneklerinin ekstraksiyon

islemlerinde kllanilmistir.

Doner buharlastirict  (Heildolph): Ekstraktlardan alkoliin uzaklastirilmasi

isleminde kullanilmistir.

Etanol: Bitki Orneklerinin ekstraksiyon islemlerinde ¢oziicii olarak, ayrica

dezenfeksiyon islemlerinde kullanilmigtir.

Etiv inkibator (Mipro/Protek): Bakterilerin uygun sicaklik kosullarinda

gelistirilmesi icin kullanilmistir.

Filtre kagidi: Ekstraktlarin siiziilme islemlerinde 125 mm ¢apinda filter kagidi

kullanilmastir.

Liyofilizator (Christ):  Ekstraktlardan suyun uzaklastirilmasi islemlerinde

kullanilmastir.

Laboratuvar tipi blendir: Bitki 6rneklerinin 6giitiilmesi islemlerinde kullanilmistir.

Sogutmal inkiibator (Pol-Eko): Candida ablicans’in uygun sicaklik kosullarinda

gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.
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Muller Hinton Agar(MHA): Antimikrobiyal aktivite testinin belirlenmesinde hazir

olarak alinan MHA besiyeri plaklar1 kullanilmigtir.

Muller Hinton Broth (MHB): MIiK degerlerinin belirlenmesi amaciyla

mikrodilliisyon plaklarina sivi besiyeri olarak MHB konulmustur.

Nutrient agar (NA): Bakterilerin aktiflestirilmesi i¢in hazir oarak alinan NA

besiyerleri kullanilmistir.

Nutrient broth (NB): Aktive edilen Mikroorganizmalar'in standart hale getirilmesi

icin NB s1v1 besiyeri hazirlanarak kullanilmistir.

Otoklav (Wiseclave): Calismada kullanilan besi yeri ve her tiirlii malzemenin

sterilizasyon islemlerinde kullanilmaistir.

Otomatik Pipet: Kkstraktlarin ve mikroorganizma solusyonlarmin olgiilii sekilde

aktarilmasi islemlerinde kullanilmustir.

Saboraud Dekstroz Agar (SDA): Candida ablicans’in aktivasyonu i¢in hazir olarak

aliman SDA besiyeri plaklar1 kullanilmstir.

Standart antibiyotik diskler: Disk difiizyon testinde 6mm ¢apindaki diskler pozitif

kontrol amacl kullanilmistir.

Steril 06ze: Disk diflizyon yonteminde Mikroorganizmalarin besi ortamina diizgiin

olarak yayilmasini saglamak i¢in kullanilmistir.

3.2.YOntem

3.2.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

Calismanin ilk basamaginda Kavaklidere Fabrikasina ait Kirsehir Toklumen
Baglarindan 8 iiziim ¢esidine ait 3’er farkli asmasindan numune toplanarak uygun

kosullarda laboratuvar ortamina getirilerek +4 °C muhafaza edilmistir.
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[lk adimda 6rnekler yikanarak taneleri salkimindan jilet yardimi ile ayrilarak sap

kisimlar1 temizlenmistir (Fotograf 3.2).

Fotograf 3.2.0rneklerin sap kisimlarindan ayrilmast.

Tane kisimlar1 temiz bir kap icerisinde ezilerek ardindan temiz bir tilbent ile
stiziillerek tartim: yapilmistir. Cekirdek ve posa kismi ise; sivi azot ile ogiitiilerek

sonrasinda posa ve elde edilen iiziim suyu birlestrilmistir (Fotograf 3.3).

\_/’

Fotograf 3.3. Cekirdek ve posanin siv1 azot ile dgiitlilmesi.
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Uziim suyu miktarina gore rneklere %96°lik etanol ilave edilerek oda sicakliginda 3

gun sure ile 100 rpm’de calkalayicida ekstraktsiyonu saglanmistir (Fotograf 3.4).

Fotograf 3.4. Orneklerin calkalayicida ekstraktsiyonu.

Vitis vinifera L. tiirlerine ait eklenen alkol ve elde edilen numune miktarlar

asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Orneklere ait alkol ve 6rnek miktart.

Ornek adi Sivi + iiziim posa miktari %96’lik etil alkol miktar
Okiizgozii 900 ml. 900 ml.
Narince 505 ml. 505 ml.
Syrah 500 ml. 500 ml.
Bogazkere 600 ml. 600 ml.
Kalecik karasi 600 ml. 600 ml.
Viognier 750 ml. 750 ml.
Malbec 400 ml. 400 ml.
Sauvignon blanch 250 ml. 250 ml.
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3 gilin calkalayict da karigmasi saglanan ornekler watmann:1 filtre kagidi ile
stiziilerek (Fotograf 3.5) daha sonra igerisindeki alkolun yogunlagarak ugurulmast
amaci ile buharlastirma balonlarina yiiklenerek evaporator cihazina vakum etkisi ile
25-40 °C sicaklik ve 100-120 devir/dak donme hizi ile igerisindeki alkol fazin
buharlastirilmast saglanmistir. Bu islemin sonunda numuneler derin dondurucuda

muhafaza edilmistir

Fotograf 3.6. Evaporator cihazi ile ¢ozeltideki etanoliin uzaklastiriimasi.
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Calismanin sonraki basamaginda orneklerin sivi kisimlarinin buharlastirilmasi amaci
ile ilk Once 6 saat -80 °C sicaklikta ardindan 3 giin liyafilizator cihazinda -55 °C
bekletilerek igerisinde bulunan suyun buharlasarak elde yalnizca 6ziitlerin toz halde

kalmas1 amaglanmustir (Fotograf 3.6-3.7).

. N

& ‘J\‘,

Fotograf 3.7. Liyafilizor cihazi ile suyun buharlastirilmasi.

3. glin sonunda toz haldeki 6rnekler buharlastirma balonlarindan kazinarak darasi

alinan steril falcon tiiplere toplanmugtir.

3.2.2. Stok Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Disk difiizyon yontemi i¢in 2’ser gr. Ekstrakt tartilarak, vida kapakli 50 mL’lik steril
falcon tuplere aktarilmis ve stogun 2:10 (w:v)’e getirilmesi i¢in 8 mL etanol 2 mL.
steril distile su ilave edildikten sonra tum ekstrakt ornekleri ¢ozulene kadar iyice
karnistirnlmis ve Oziitler enjektor filtrelerinden gecirilerek steril hale getirilmistir

(Fotograf 3.8).
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Fotograf 3.8. Ekstraktin hazirlanmasi ve steril hale getirilmesi.

3.2.3. Ekstrakt Yiiklii Disklerin Hazirlanmasi

Disk difiizyon yonteminde ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi igin

satin alinan 6 mm ¢apa sahip steril antibiyogram bos diskler kullanilmigtir.

8 farkli ekstrakttan disklere 10;50 ve 100 uL yiikleme yapilmistir (Ornegin;
Okiizg6zii 10 pL, okizgozi 50 pL, oOkizgozi 100 pL gibi). Disk emdirmesi
tamamlanan Ornekler yanlis sonu¢ ¢ikmasini Onlemek ve igerisindeki etanoliin
ugmast i¢in 30 °C steril ortamda 1 gece kurutma islemine birakilmistir. Bu islemin
ardindan petri kaplar1 parafilm ile sarilarak calismanin diger basamagi i¢in hazir

halde +4°C muhafaza edilmistir (Fotograf 3.9).
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Fotograf 3.9. Ekstraktlarin bos disklere ytliklenmesi

3.2.4. Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Mikroorganizmalari aktive etmek igin hazir Nutrient Broth (Merck) kiiltiir ortam1 ve
Nutrient Agar (Merck) kiiltiir ortam1 kullanilmistir. Calismanin kontrolii agisindan
bakteri suslar1 3 paralel olarak ¢alisilmistir. Stok bakteriler Nutrient Agar besiyerine
ekimi yapilarak 37°C’de mantar 6rnegi ise ayri1 olarak 27°C’de 1-2 gece inkiibasyona

birakilmistir (Fotograf 3.10).

Ekim sonucu gelisim gosteren bakteri tiirleri belirlenerek diger adim olan

Antimikrobiyal aktivite testi uygulanmak tizere +4°C’de saklanmistir.

Fotograf 3.10. Mikroorganizmalarin aktive edilmesi
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3.2.5. Inokiilamin (Mikroorganizmalarin) Hazirlanmasi

Mikroorganizma Ornekleri igin inokulumun, mikroorganizmanin morfolojik olarak
benzer kolonilerinin igerisinde 10 mL % 0,9 steril NaCl ¢ozeltisi bulunan cam tipler
icinde stlispanse edilerek hazirlanmistir. Bulaniklig1 0,5 McFarland standardina gore
bakteri i¢in yaklasik 108cfu.mL? ve C. albicans icin 10’cfu.mL™ olacak sekilde
ayarlanmistir [46, 47].

3.2.6. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Uziim 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu ile belirlenerek
aktivite gosteren ekstraktlarin minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MiK) degeri
ve MIK testinde aktivite saptanan kuyucuklardan Minimum bakterisidal ve

bakteriyostatik Konsantrasyon (MBK) degerleri belirlenmistir.
3.2.6.1.Disk diftizyon metodu (DDM)

Uziim ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmek igin disk difiizyon testi
uygulanmistir. Disk diflizyon testi i¢in, steril ekiivyon ¢ubuklar1 kullanilarak hazir
Miiller Hinton Agar (MHA) plaklarina 0,5 McFarland standardina gore ayarlanmis
bakteri stoklarindan mikroorganizmalar alinarak tiim plaga ekim yapilacak sekilde
0,1 mL inokulumun inokile edildigi Bauer-Kirby antimikrobiyal duyarlilik test

yontemi uygulanmistir [48].

Uziim ekstraktlarmin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi igin 6 mm ¢apl steril
bos antibiyogram test diskleri (Bioanalyse) negatif kontrol amagh ve ekstrakt yiiklii
diskler kullanilmistir. Bu yontem calisilirken her bir Miiller Hinton Agar (MHA)
plagi i¢in 1 adet steril bos disk, 10 pL, 50 uL ve 100 pL ekstrakt yiiklii diskler siras1

ile besiyerine yiizeyine yerlestirilmistir.

Tim petri kaplar1 {izerine mikroorganizma ismi, test edilen iiziim tiirii, etikette

belirtilmistir. (Ornegin, “Okiizgdzii/E.coli gibi) (Fotograf 3.11).
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Fotograf 3.11. Ekstrakt yiiklii disklerin besiyerine yerlestirilmesi ve olusan zon gaplari.

Besiyeri plaklar1 bakteriler i¢in 37 °C'de 24 saat ve mantar i¢in 30 °C'de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon ddneminden sonra inhibisyon zonlarinin g¢ap1
milimetre (mm) olarak kaydedilmis, plaklarin fotograflar1 cekilmistir (Fotograf
3.12)).

Fotograf 3.12. Besiyeri plaklarinin inkiibasyona birakilmas.
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3.2.6.2.Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) saptanmasi

Disk diflizyon testinde pozitif aktivite gosteren iizim ekstraktinin etkiledigi
mikroorganizmaya karsi etki gosteren en diisiik konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla 96 kuyucuklu steril mikroplakalarla Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) testi yapilmistir. MIK degeri, bir mikroorganizmanin gorsel biiyiimelerini

tamamen inhibe eden en diigiik ekstrakt konsantrasyonu olarak tespit edilmistir.

MIK belirlenebilmesi i¢in oncelikle 2 gr ekstrakt tartilarak iizerine 10 mL steril
distile su eklenmek suretiyle ¢oziinmesi saglanarak stok cozeltisi ve daha dnce

belirttigimiz sekilde inokulum ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Stok ¢ozeltisi ve inokulum hazirladiktan sonra 96 kuyucuklu mikroplaklarda seri
mikrodiliisyon yontemine gecilmistir. Burada amag aktivite gosteren en diisiik
konsantrasyonu belirlemektir. Bu asamada kutu iizerindeki talimatlara gore
hazirlanan Miiller Hinton Broth besiyerinden 100 uL 12 kuyucuklu mikrotitrasyon
plagmin tim kuyucuklarina pipet ile yiiklenmistir.

Ekstrakt stok ¢ozeltisinin 100 pL'si birinci kuyucuga yiiklenip iyice karistirilmis seri
sekilde 1 numarali kuyucuktan 100 pL alinarak ikinci kuyucuga aktarilmistir. Bu seri
mikrodiliisyon, 10. kuyucuga kadar uygulandiktan sonra 10. kuyucugun igeriginden
100 pL alinarak atilmistir.

Seri yiikleme tamamladiktan sonra 10 pL inokulum ¢ozeltisi 12 numarali kuyucuk
hari¢ tiim kuyucuklara yliklenmistir. Bu sekilde {iziim ekstraktinin aktivitesini
belirleyebilmek igin 1 - 10 numarali kuyucuklar kullanilmig, 11 numarali kuyucuk
mikroorganizma i¢in pozitif kontrol, 12 numarali kuyucuga ise yalnizca Miiller
Hinton Broth besiyeri yliklenerek negatif kontrol olarak degerlendirilmistir (Fotograf
3.13))

Yiiklemeleri tamamlanan bakteri plaklar1 37 °C’de 24 saat, mantar plagi ise, 27

°C’de 24 saat ayr1 ayr1 inkiibasyona birakilmistir.
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Fotograf 3.13. Mikrodilliisyon plakalari ile MIK testi uygulamasi.
3.2.6.3. Minimum Bakterisidal/Bakteriostatik Konsantrasyon (M.B.K) Testi

Minimum Bakterisidal/Bakteriostatik ~Konsantrasyon (MBK) Testi, M.LK
caligmasinda inkiibasyon sonucu {ireme gozlenmeyen kuyucuklarda bakteri
gelisiminin olup olmadigini tespit etmek igin yapilan testtir. Burada amag besiyerine
ekim yaparak hangi konsantrasyonun kuyucukta bakteriyosidal veya bakteriostatik

olarak etki ettigini tespit etmektir.

MBK testi galismast igin ilk adimda, M.I.K testi tamamlanan ve iireme gdzlenmeyen
kuyucuklar tespit edilmistir. Ureme gozlenmeyen kuyucuklardan steril 6ze ile 6rnek
alinarak nutrient agar besiyerine ekimi yapilmistir. Ekimi tamamlanan besiyeri

plaklar1 37°C “de inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyon sonucu petri kaplarindaki iiremeler degerlendirelerek mikrodiliisyon
plaklarindaki tireme goézlenmeyen kuyucuklar ile karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak
MBK testinde de iireme gozlenmeyen bakteri konsantrasyonlari igin Bakteri
Oldiiriicu  (Bakteriyosidal= Bc) degerlendirilmesi  yapilmistir. MIK  plak
kuyucuklarinda ireme gozlenmeyen fakat MBK testinde (reme gozlenen
kuyucuklardaki konsantrasyon degerleri i¢in ise Bakteri gelisimini durdurucu

(Bakteriyostatik=Bs) etki degerlendirmesi yapilarak not alinmistir (Fotograf 3.14.)
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Sekil 3.14. MBK testi sonucunu gosteren drnek petri kabi

3.2.8. Kontroller

Disk diflizyon methodu i¢in steril bos diskler negatif kontrol olarak 19
mikroorganizma icin 18 standart antibiyotik diski [Meropenem (MEM10) 10ug] ,
[Lincomycin (L2) 2 mcg], [Ofloxacin (OFX5) 5mcg], [Ceftazidime (CAZ30) 30
mcg], [Tetracycline (TE 30) 30 mcg], [Ampicillin (AM10) 10 mcg], [Vancomycin
(VA30) 30 mcg], [Kanamycin (K30) 30 mcg], [Gentamicin (CN10) 10 mcq],
[Compound sulphonamides (S3300) 300mg], [Nalidixic acid (NA30) 30 mg],
[Chloramphenicol (C30) 30 mcg], [Sulphamethoxazole trimethaprim (SXT25) 25
mg], [Ciprofloxacin (CIP5) 5 mg], [Amoxycillin clavulanic acid (AMC30) 30
mg], [Neomycin (N30) 30 mg], [Streptomycin (S10) 10 mcg], [Spectinomycin
(SH100) 100 mg], pozitif kontrol amag¢l kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Disk Difiizyon Testi Sonuclari

Vitis vinifera L. ekstraktlarinin 18 bakteri ve bir mantar tiiriine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi disk diflizyon yontemi ile 3 paralel seklinde caligilarak besiyerlerinde
olusan inhibisyon zonlar1 o6l¢iilerek kaydedilmis ardindan 3 paralelin ortalamasi

alinarak tablolar hazirlanmistir (Tablo 4.1-4.8).

4.1.1 Vitis vinifera L. “‘narince’’Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

Tabloda 4.1°de Vitis vinifera L. narince ¢esidinin Disk difizyon metoduna goére
antimikrobiyal etki sonuglari verilmistir. Narince ekstraktt 100 pL hacimde S.
infantis, P. aeruginosa, S. kentucky, E.faecalis, L. innocua, S. enteritidis, E. durans,
S. typhimurium, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis, B. subtilis, E. coli’e karsi

6,66-21,66 mm arasinda inhibisyon zonlari ile antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

50 puL hacimde; S. infantis, S. kentucky, E. faecalis, L. innocua, E. durans, S.
typhimurium, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis, B. subtilis, E. coli 6,00-18,00
mm arasinda degisen inhibisyon zonlar ile antimikrobiyal etki gdstermistir. Fakat
100 pL hacimde etki gosterdigi P. aeruginosa ve S. enteritidis’e 50 pL hacimde etki
gostermemistir. 10 uL hacimde ise; S. epidermidis, B. subtilis ve E. faecalis,
K.pneumoniae 7,33-18,00 mm arasinda degisen inhibisyon zonlari ile antimikrobiyal

etki gostermistir.

Narince etkstraktinin 3 farkli hacimde de E.aerogenes, L. monocytogenes, K.
pneumoniae, P. fluorescens, C .ablicans ve S. marcescens’e antimikrobiyal etkisi

gbzlenmemistir (Grafik 4.1).
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Tablo 4.1. Narince ¢esidinin disk difizyon metoduna gore antimikrobiyal etki sonuc¢lart.

Zon Caplar: (mm)

Mikroorganizmalar 10 pL 50 pL 100 pL

A|/B|C|Ort.|A|B|C|Ortt| A| B|C| Ort
B. subtilis 18 18 18 18 19 17 18 18 21 21 20 20,66
C. ablicans - - - - - - - - - - - -
E. aerogenes - - - - - - - - - - - -
E. coli - - - - 15 15 15 15 18 13 17 16
E. durans - - - - 7 7 8 73 7 7 8 1733
E. faecalis 15 18 17 16,6 17 14 17 16 22 20 23 21,6
E. faecium - - - - 8 7 7 733 9 10 9 933
K. pneumoniae - - - - - - - - - - - -
L. innocua - - - - 9 9 8 866 7 9 10 8,66
L. monocytogenes - - - - - - - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - - - - 8 8 7 17,66
P. fluorescens - - - - - - - - - - - -
S. aeureus - - - - 15 15 15 15 7 7 7 7
S. enteritidis - - - - - - - - 18 18 15 17
S. epidermidis 7 7 17 17 17 17 1 7 7 7 7 7,00
S. infantis - - - - 11 10 15 12 18 16 10 14,66
S. kentucky - - - - 8 15 15 126 17 18 10 15
S. marcescens - - - - - - - - - - - -
S. typhimurium - - - - 16 16 16 16 20 20 20 20

Fotograf 4.1. Narince esktrakti’min S. infantis’e karsi inhibisyon zonlari
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Grafik 4.1. Test Mikroorganizmalarina kars1 narince esktraktinin antimikrobiyal aktivitesi.

4.1.2 Vitis vinifera L. ‘“6kiizgozii’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuclari

Tablo 4.2°de Vitis vinifera L. okiizgozii ¢esidinin disk difizyon metoduna goére
antimikrobiyal etki sonuglar1 verilmistir. Okiizgdzii 100 pL hacimde E. aerogenes, S.
infantis, L. monocytogenes, P. fluorescens, S. kentucky, E. faecalis, L. innocua, S.
enteritidis, S. typhimurium, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis, B. subtilis’e kars1
7,00-17,33 mm arasinda inhibisyon zonlari olusturarak antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

50 pL hacimde; S. infantis, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. kentucky, E
faecalis, L. innocua, S. typhimurium, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis,
B.subtilis’e kars1 7,33-16,33 mm arasinda degisen zon gaplar1 ile antimikrobiyal etki
gostermis, 100 pL’de etki gosterdigi P. fluorescens ve S. enteritidis’e karsi ise bu

hacimde etki gostermemistir.

Okiizg6zii ekstrakt1 10 uL hacimde ise hicbir mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal
etki gostermemistir. Ayrica narince etkstraktinin 3 farkli hacimde de K. pneumoniae,
E. durans, C. ablicans, E. coli ve S. marcescens’e antimikrobiyal -etkisi

gbzlenmemistir (Grafik 4.2).
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Tablo 4.2.0kiizgozil cesidinin disk difizyon metoduna gore antimikrobiyal etki sonuglart.

Zon Caplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 10 pL 50 pL 100 pL

AlB|clort.|A|B|Cc|ort |[A]B]|C]| Ort
B. subtilis - - - - 7 7 8 733 8 7 7 1733
C. ablicans - - - - - - - - - - - -
E. aerogenes - - - - - - - - 7 7 7 7
E. coli - - - - - - - - - - - -
E. durans - - - - - - - - - - - -
E. faecalis - - - - 10 9 9 933 10 10 10 10
E. faecium - - - - 13 10 13 12 14 13 14 13,66
K. pneumoniae - - - - - - - - - - - -
L. innocua - - - - 9 10 9 933 10 12 10 10,66
L. monocytogenes - - - - 9 8 8 833 10 10 10 10
P. aeruginosa - - - - - - - - - - - -
P. fluorescens - - - - - - - - 11 10 10 10,33
S. aeureus - - - - 8 9 9 866 9 8 10 9
S. enteritidis - - - - - - - - 18 16 16 16,66
S. epidermidis - - - - 7 7 8 733 9 9 10 933
S. infantis - - - - 8 8 8 8 8 8 8 8
S. kentucky - - - - 9 10 9 933 15 10 10 11,66
S. marcescens - - - - - - - - - - - -
S. typhimurium - - - - 16 18 15 16,33 20 16 16 17,33

Fotograf 4.2. Okiizgdzii ekstrakti’nin S. typhimurium’a kars1 inhibisyon zonlari.
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Grafik 4.2. Test Mikroorganizmalarina kars1 6kiizg6zii esktraktinin antimikrobiyal aktivitesi.

4.1.3 Vitis vinifera L. ‘‘syrah’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuglari

Tablo 4.3’te Vitis vinifera L. syrah c¢esidinin disk difiizyon metoduna gore
antimikrobiyal etki sonuglar1 verilmistir. Syrah ekstraktt 100 pL hacimde E.
aerogenes, S. infantis, K. pneumoniae, S. enteritidis, E. faecium, S. aeureus, S.
epidermidis’e kars1 7,33-20,33 mm arasinda degisen inhibisyon zonlar1 ile
antimikrobiyal aktivite gostermistir. B. subtilis, E. coli, S. marcescens, E. durans, S.
typhimurium, L. innocua, E. faecalis, S. kentucky, P. aeruginosa, P. fluorescens ve L.

monocytogenes e kars1 ise hi¢bir hacimde etki gdstermemistir.

50 pL hacimde yalnizca, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, E.
aerogenes ve S. infantis’e kars1 7,00-10,00 mm arasinda degisen inhibisyon zonu ile

antimikrobiyal etki gostermistir.

10 pL hacimde ise ekstrakt sadece K. pneumoniae’ye karsi 7,00 mm’lik zon ¢ap1

antimikrobiyal etki gostermistir. (Grafik 4.3).
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Tablo 4.3. Syrah ¢esidinin disk difizyon metoduna gére antimikrobiyal etki sonuglart.

Mikroorganizmalar

Zon Caplar1 (mm)

10 L

50 pL

100 pL

O v Tov o XMmMmmMmmMmmMmaoo

. subtilis

. ablicans

. aerogenes
.coli

. durans

. faecalis

. faecium

. pneumoniae
. innocua

. monocytogenes
. aeruginosa
. fluorescens
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. aeureus

. enteritidis

. epidermidis
. infantis

. kentucky
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Fotograf 4.3 Syrah ekstrakti’nin S. enteritidis ’e karsi inhibisyon zonlar1.
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Grafik 4.3. Test Mikroorganizmalarina kars1 Syrah esktraktinin antimikrobiyal aktivitesi.

4.1.4 Vitis vinifera L. ‘‘bogazkere’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuclari

Tablo 4.4’te Vitis vinifera L. bogazkere cesidinin Disk difiizyon metoduna gore

antimikrobiyal etki sonuglar1 verilmistir.

Bogazkere ekstrakti 100 uL hacimde E. aerogenes S. infantis L. monocytogenes K.
pneumoniae P. fluorescens P. aeruginosa E. faecalis L. innocua S. enteritidis E.
faecium S. aeureus S. epidermidis B. subtilis E. coli ve S. marcescens e kars1 7,33 -

19,66 mm arasinda degisen inhibisyon zonu antimikrobiyal etki gostermistir.

50 pL hacimde S. infantis, L. monocytogenes, K. pneumoniae, P. fluorescens, P.
aeruginosa, E. faecalis, L. innocua, E. faecium, S. aeureus, S. epidermidis, B. subtilis
ve E.coli'ye karsi 7,33-12,33 mm arasinda degisen inhibisyon zonlari ile etki
gostermistir. Ekstrakt 10 pL  hacimde ise hicbir mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal etki gostermemistir. Ayrica bogazkere ekstrakti higbir ¢aligilan hi¢bir
hacimde S. Kentucky, E. durans, S. typhimurium ve C. ablicans’a Kkarsi

antimikrobiyal etki sergilememistir (Grafik 4.4).
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Tablo 4.4. Bogazkere ¢esidinin disk difizyon metoduna gbre antimikrobiyal etki sonuglart.

Zon Caplar1 (mm)
Mikroorganizmalar | 10 pL 50 pL 100 pL

AlB|[clort.|A|B |[Cc|ort. |A[B[C |Ort.
B. subtilis - - - - 10 9 10 966 12 12 12 12
C. ablicans - - - - - - - - - - - -
E. aerogenes - - - - - - - - 7 7 8 1733
E. coli - - - - 9 7 10 866 10 9 10 09,66
E. durans - - - - - - - - - - - -
E. faecalis - - - - 12 12 14 1266 12 17 17 15,33
E. faecium - - - - 12 12 13 12,33 20 19 20 19,66
K. pneumoniae - - - - 7 8 7 733 10 10 10 10
L. innocua - - - - 12 10 13 11,66 16 15 16 15,66
L. monocytogenes - - - - 9 10 11 10 12 14 16 14
P. aeruginosa - - - - 7 7 8 733 9 8 9 8,66
P. fluorescens - - - - 10 14 14 11,33 14 15 17 15,33
S. aeureus - - - - 11 7 10 933 13 10 12 11,66
S. enteritidis - - - - - - - - 8 8 10 8,66
S. epidermidis - - - - 7 7 8 733 8 8 7 1766
S. infantis - - - - 9 7 7 766 10 12 12 11,33
S. kentucky - - - - - - - - - - - -
S. marcescens - - - - - - - - 9 9 10 933
S. typhimurium - - - - - - - - - - - -

Fotograf 4.4. Bogazkere ekstrakti’nin B.subtilis ’e kars1 inhibisyon zonlari.
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Grafik 4.4. Test Mikroorganizmalarina kars1 bogazkere esktraktinin antimikrobiyal
aktivitesi.

4.1.5 Vitis vinifera L. ‘‘kalecik karas1’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuglari

Tablo 4.5’te Vitis vinifera L. cv. Kalecik karasi ¢esidinin disk difiizyon metoduna
gore antimikrobiyal etki sonuglari verilmistir. Kalecik karasi ekstrakti 100 pL
hacimde S. infantis, K. pneumoniae, E. faecalis, L. innocua, S. enteritidis, E.
faecium, S. aeureus, S. epidermidis ve S. marcescens’e karsi 7,00-10,33 mm arasinda

degisen inhibisyon zonu antimikrobiyal etki gostermistir.

Ekstrakt 50 puL hacimde, S. infantis, K. pneumoniae, E. faecalis, E. faecium, S.
aeureus S. epidermidis ve S. marcescens’e karsi 7,00-9,33 mm arasinda degisen

caplarda inhibisyon zonlari ile aktivite gdstermistir.

10 uL hacimde ise yalnizca K.pneumoniae susuna karst 7,00 mm ¢apinda inhibisyon
zonu ile antimikrobiyal etki gosterebilmistir. Ekstrakt B. subtilis, C. ablicans, E.
aerogenes, E. coli, E. durans, L. monocytogenes, P. aeruginosa, P. fluorescens, S.
Kentucky ve S. typhimurium suslarina karsi g¢alisilan hacimlerde antimikrobiyal

aktivite sergilememistir (Grafik 4.5).
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Tablo 4.5. Kalecik karas: cesidinin disk difizyon metoduna goOre antimikrobiyal etki

sonuclari.
Zon Caplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 10 pL 50 pL 100 pL

AlB|clort.[A][B|C|Ort.|A|[B]|C] Ort.
B. subtilis - - - - - - - - - - - -
C. ablicans - - - - - - - - - - - -
E. aerogenes - - - - - - - - - - - -
E. coli - - - - - - - - - - - -
E. durans - - - - - - - - - - - -
E. faecalis - - - - 10 10 10 10 9 12 10 10,33
E. faecium - - - - 8 8 8 766 9 9 8 866
K. pneumoniae T 7 17 7 7T 7 7 7 7T 7 7 7
L. innocua - - - - - - - - 10 10 10 10
L. monocytogenes - - - - - - - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - - - - - - - -
P. fluorescens - - - - - - - - - - - -
S. marcescens - - - - 10 9 9 933 10 10 10 10
S. aeureus - - - - 8 8 11 9 9 7 8 8
S. enteritidis - - - - - - - - 10 10 9 9,66
S. epidermidis - - - - 8 7 7 733 11 10 10 10,33
S. infantis - - - - 7T 7 7 7 8 8 8 8
S. kentucky - - - - - - - - - - - -
S. typhimurium - - - - - - - - - - - -

Fotograf 4.5. Kalecik Karasi ekstrakti’nin S. enteritidis e karsi inhibisyon zonlari.
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Grafik 4.5. Test Mikroorganizmalarina kars1 Kalecik karasi esktraktinin antimikrobiyal
aktivitesi.

4.1.6 Vitis vinifera L. ‘‘viognier’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuclari

Tablo 4.6’da Vitis vinifera L. viognier ¢esidinin disk difiizyon metoduna gore
antimikrobiyal etki sonuglari verilmistir. Viognier ekstraktt 100 pL hacimde S.
infantis, L. monocytogenes, P. fluorescens, S. kentucky, E. faecalis, S. enteritidis, E.
faecium, S. aeureus ve S. epidermidis’e karst 8,00-15,66 mm arasinda inhibisyon

zonlar1 olusturdugu ve antimikrobiyal etki gosterebildigi tespit edilmigtir.

Ekstrakt 50 pL hacimde ise L. monocytogenes, P. fluorescens, S. kentucky, S.
enteritidis, E. faecium, S. aeureus ve S. epidermidis’e karst 7,00-13,33 mm

arasindaki zon ¢aplari ile antimikrobiyal etki géstermistir.

10 pL hacimde ise yalnizca S. epidermidis’e karst 7,00 mm zon c¢ap1 olusturmustur.
P.aeruginosa turi bakteri 100 pL hacimde, 10,00 mm zon ¢api ile etki gostermistir.
Ekstrakt c¢aligilan hacimlerde B. subtilis, C. ablicans, E. aerogenes, E. coli, E.
durans, K. pneumoniae, L. innocua, S. marcescens ve S. typhimurium suslarina kars1

herhangi bir etki gostermemistir (Grafik 4.6).
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Tablo 4.6. Viognier ¢esidinin disk difizyon metoduna gore antimikrobiyal etki sonu¢lari.

Zon Caplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 10 uL 50 pL 100 pL

A|B|C|Ort.| A|B|C|Ort.  A|B|C| Ort
B. subtilis - - - - - - - - - - - -
C. ablicans - - - - - - - - - - - -
E. aerogenes - - - - - - - - - - - -
E. coli - - - - - - - - - - - -
E. durans - - - - - - - - - - - -
E. faecalis - - - - - - - - 9 10 9 933
E. faecium - - - -7 17 7 7 9 8 8 833
K. pneumoniae - - - - - - - - - - - -
L. innocua - - - - - - - - - - - -
L. monocytogenes - - - - 9 10 10 966 8 8 8 8
P. aeruginosa - - - - - - - - 10 10 10 10
P. fluorescens - - - - 9 10 9 933 9 9 10 933
S. aeureus - - - - 7T 7 7 7 8 8 8 8
S. enteritidis - - - - 8 7 7 733 15 16 16 15,66
S. epidermidis T 7 17 7 8 7 8 766 10 8 8 8,66
S. infantis - - - - - - - - 12 10 10 10,66
S. kentucky - - - - 13 14 13 1333 13 15 18 15,33
S. marcescens - - - - - - - - - - - -
S. typhimurium - - - - - - - - - - - -

Fotograf 4.6. Viognier ekstrakti’nin S. kentucky ‘e karsi inhibisyon zonlari.
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Grafik 4.6. Test Mikroorganizmalarina kars1 viognier esktraktinin antimikrobiyal aktivitesi.

4.1.7 Vitis vinifera L. ““malbec’’ Disk Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

Tablo 4.7°de Vitis vinifera L. malbec ¢esidinin Disk difiizyon metoduna gore
antimikrobiyal etki sonuglar1 verilmistir. Ekstrakt 100 uL hacimde E. aerogenes, S.
kentucky, E. faecium, S. aeureus, S. marcescens ve S. epidermidis’e kars1 7,33-9,66

mm arasinda degisen inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal etki gostermistir.

Ekstrakt 50 uL hacimde E. aerogenes, S. aeureus, S. epidermidis ve S. infantis’e

kars1 7,00-8,00 mm arasinda araliginda degisen zon gaplari ile etki sergilemistir.

Ekstrakt 10 pL  hacimde higbir mikroorganizma &rnegi inhibisyon zonu

olugturamamis ve antimikrobiyal etki gésterememistir.

Ayrica ekstrakt B. subtilis, C. ablicans, E. coli, E. durans, E. faecalis, K.
pneumoniae, L. innocua, L. monocytogenes, P. aeruginosa, P. fluorescens, S.
enteritidis, S. marcescens ve S. typhimurium suslar1 tizerinde galisilan hi¢bir hacimde

antimikrobiyal etki sergilememistir (Grafik 4.7).
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Tablo 4.7. Malbec ¢esidinin disk difizyon metoduna gore antimikrobiyal etki sonuglari.

Zon Caplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 10 pL 50 pL 100 pL

AlB|clort.|A|B|C|Ort.|A[B]|C]Ort
. subtilis - - - - - - - - - - . i
. ablicans - - - - - - - - - - - -
. aerogenes - - - - 8 8 7 766 7 7 8 733
.coli - - - - - - - - - - - -
. durans - - - - - - - - - - - -
. faecalis - - - - - - - - - - . -
. faecium - - - - - - - - 10 8 10 933
. pneumoniae - - - - - - - - - - . -
. innocua - - - - - - - - - - - -
. monocytogenes - - - - - - - - .- .
. aeruginosa - - - - - - - - - - - -
. fluorescens - - - - - - - - - - . -
. aeureus - - - - 8 8 8 8 10 9 10 9,66
. enteritidis - - - - - - - - - - - -
. epidermidis - - - - 7
. infantis - - - - 9
. kentucky - - - - - e ..
. marcescens - - - - - - - - - - . -

. typhimurium - - - - - - - - - - - -

W m»m v nmnL OO oD o rErCeXxXMmMmMmMmMmmMmmMmQOoOo@

Fotograf 4.7. Malbec esktrakti’nin S. infantis 'e karsi inhibisyon zonlari
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Grafik 4.7. Test Mikroorganizmalarina malbec esktraktinin antimikrobiyal aktivitesi.

4.1.8. Vitis vinifera L. ¢‘sauvignon blanch’’ Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

Tablo 4.8’de Vitis vinifera L. sauvignon blanch ¢esidinin Disk difiizyon metoduna

gore antimikrobiyal etki sonuglari verilmistir.

Sauvignon Blanch ekstrakti 100 pL hacimde S. infantis, E. durans, E. faecium, S.
aeureus, S. epidermidis ve S. marcescens’e karst 8,00-12,33 mm arasinda degisen

inhibisyon zonu olusturarak antimikrobiyal etki gostermistir.

Ekstrakt 50 pL S. aeureus, S. epidermidis ve S. infantis suslar tizerinde 7,00- 8,00
mm arasinda zon ¢ap1 etki gosterirken 10 pL hacimde yalnizca S.infentis susuna

kars1 7,00 mm ¢apida zon olusturarak aktivite sergilemistir (Grafik 4.8).

Ekstraktin ¢aligilan higbir konsantrasyonu B. subtilis, C. ablicans, E. aerogenes, E.
coli, E. faecalis, K. pneumoniae, L. innocua, L. monocytogenes, P. aeruginosa, P.
fluorescens, S. enteritidis, S. Kentucky ve S. #yphimurium’a suslarma Kkarsi

antimikrobiyal etkinlik gdstermemistir.
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Tablo 4.8. Savuignon blanch ¢esidinin disk difizyon metoduna gére antimikrobiyal etki

Sonuclar

Mikroorganizmalar

Zon Caplar1 (mm)

10 L

50 pL

100 pL

B

C

Ort.

A

B

C

Ort.

A

B

C

Ort.
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Fotograf 4.8. Sauvignon Blanch ekstrakti’nin S.aureus ‘a karsi inhibisyon zonlart.
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Grafik 4.8. Test mikroorganizmalarina karsi sauvignon blanch esktraktinin antimikrobiyal
aktivitesi.

4.2. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Sonuglar1 Testi Sonuglar

Disk difiizyon testinde pozitif aktivite gosteren tiiziim ekstraktinin etkiledigi
mikroorganizmaya kars1 etki gosteren en diisiik konsantrasyonunu belirlemek
amactyla Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testi yapilmistir. Mik testi

sonuclar1 Tablo 4.9°da verilmistir.

MIK testi sonuglar1 incelendiginde ekstrakt konsantrasyonlari azaldik¢a bakterilerin
gostermis oldugu direncin arttigi gozlenmektedir. Calisma sonuglart Uziim
ekstraktlariin 0,039-20 mg/100 mL konsantrasyonlar arasinda mikroorganizma
suslarina karst MIK degeri gosterdigi saptanmustir. En giiclii antimikrobiyal etki
S.enteritidis, S.infentis, E. faecium, S. aureus suslarina karsi, en diisiik antimikrobiyal

etki ise, K. pneumoniae susuna kars1 tespit edilmistir.
4.3. M.B.K Testi Sonuclari

MIK testi sonucunda etki gozlenen kuyucuklardaki etkinin bakteri oldiiriicii
(Bakterisidal) veya gelismesini durdurucu sekilde mi gerceklestigini saptamak i¢in
MBK testi gerceklestirilmistir. Test sonuglar1 iiziim gesitlerinin birgok bakteriye
kars1 MIK degerlerinin  bakteriyostatik etki gdsterdigini, daha yiiksek

konsantrasyonlarda ise bakterisidal etki sergiledigini gostermektedir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.9. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) testine ait sonuclar.

BAKTERI ADI OKUzGOZU NARINCE SYRAH

BOGAZKERE K.KARASI

1,25 1,25

E.aerogenes 2,5 T
10

S.infantis 1,25 1,25 5
L.monocytogenes 2,5 10
K.pneumoniae 20
P.fluorescens 10
P.aeruginosa
S.kentucky
E.faecalis
L.innocua
S.enteritidis
E.durans
S.typhimurium
C.ablicans
E.faecium 0,039 0,039 20 10
S.aeureus 0,156 0,156 0,625 0,625
S.epidermidis 2,5
B.subtilis 10
E.coli

S.marcescens

DL 25 haaan

VIOGNIER MALBEC S.BLANC

0,625 0,039 0,039 0,039
2,5

0,039 0,039 0,039 0,039
0,078 0,625 0,625 0,078
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Tablo 4.10. MBC testi sonuglar: (Bsd: Bakterisidal etki, Bst: Bakteriyostatik etki)

Mikroorganizma _ Okuizgoz Narince Syrah Bogazkere K. Karasi Viognier Malbec S. Blanc
Bsd Bst Bsd Bst Bsd Bst Bsd Bst Bsd Bst Bsd Bst Bsd Bst Bsd  Bst

E. aerogenes 25 125 125 [ 25

S. infantis 1,25 10 1,25 5 0,625 0,039 0,039 0,039

L.monocytogenes 2,5 10 20 2,5

20
20 10

K. pneumoniae
P. fluorescens
P. aeruginosa

0,625 0,625

S. kentucky 5

E. faecalis 0,039

L. innocua 20 1,25 20

S. enteritidis 20 0,039
E. durans ]

S. typhimurium 2,5

C.ablicans

E. faecium 0,039 0,039 20 20 10 0,039 0,039 0,039 0,039

S. aeureus 0,156 0,156 20 0,625 20 0,625 20 0,078 0,625 0,625 20 0,039
S. epidermidis 2,5 10 2,5 25 2,5 1,25 2,5 2,5
B. subtilis 10 5

E. coli 10

S. marcescens 5
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4.4. Pozitif Kontrol Antibiyotik Sonuclar

Disk difiizyon yontemin sonrasinda mikroorganizmalara pozitif kontrol amagl test
uygulanmustir. Bakteri 6rnekleri steril 6ze yardimi ile besiyerine aktarilarak ekimi
yapilmistir. Antibiyogram testi sonucuna gore Lincomycin (L2) Standart antibiyotik
cesidi 18 bakteri tiirii igerisinde yalnizca P. aeruginosa 9,00 mm, S. aereus 25,00
mm, B. subtilis 16,00 mm tiirlerine karsi zon ¢aplari olusturdugu belirlenmistir.
Meropenem (MEM 10), Gentamicin (CN 10), Neomycin (N30), Ciprofloxacin
(CIP5), antibiyotik ¢esitlerinin ise hemen hemen tim bakterilere karsi etki gosterdigi

belirlenmistir.

En yiiksek etki Ampicillin 10 mcg tarafindan B. subtilis’e kars1 46,00 mm zon ¢ap1
ile sergilenirken, Ciprofloxacin 5mcg S. marcescens’e karst 43,00 mm ve

Meropenem 10 mcg. B.subtilis’e kars1 40,00 mm zon ¢ap ile etki gostermistir.

Calisilan  higbir standart antibiyotik E. faecium’a karsi antimikrobiyal etki
gostermemistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11.Disk diftizyon yonteminde pozitif kontrol olarak test mikroorganizmalara kars: kullanilan standart antibiyotiklerin sonuglar:.

BAKTERI ADI L2 OFX ME TE30 CZ30 VA AM K CN S S NA SH SXT N30 CIP AMC C30

5 M10 30 10 30 10 10 300 30 100 25 5 30

E.aerogenes - 27 28 18 13 - 10 24 25 - 23 24 30 28 20 32 10 30
S.infantis - 24 37 9 15 - 20 - 20 10 - - 12 - 10 30 21 30
L.monocytogenes - 19 25 - 18 - 22 - 20 11 - - 12 25 10 25 25 27
K.pneumoniae - 30 30 17 - - - 25 24 20 25 24 18 - 20 35 11 30
P.fluorescens - 23 25 18 - - - - 20 13 16 - 17 - 12 33 - -

P.aeruginosa 9 19 14 20 - 21 30 12 15 - - - 20 25 12 24 30 23
S. kentucky - 32 33 15 - - 25 23 14 11 - 23 - 26 21 32 26 30
E.faecalis - 20 21 10 - 22 30 18 15 - 20 - 19 28 17 23 30 25
L.innocua - 17 26 22 - 20 28 25 25 26 3 17 21 26 12 22 30 24
S. enteritidis - 32 32 20 19 - 23 22 21 20 15 25 24 25 18 30 25 28
E.durans - 17 27 21 12 - - 25 20 22 22 24 24 26 18 21 10 30
S.typhimurium - 32 32 15 15 - 25 26 27 - - 25 33 23 22 35 30 33
E. faecium - - - - - - - - - - - - - - - - - -

S.aereus 25 28 35 25 - 21 40 24 25 20 17 - 21 28 22 30 37 25
S.epidermidis - 30 32 15 10 - - 25 24 18 24 28 30 30 21 37 10 33
B.subtilis 16 28 40 33 9 24 46 28 30 20 3B 23 30 35 34 35 10 33
E.coli - - 36 - - - - 20 25 21 23 - 30 16 22 - 18 25
S. marcescens - 38 38 18 24 - - 30 27 25 25 39 33 30 22 43 10 32

(-) Etki yok, Lincomycin: L2, Ofloxacin: OFX 5, Meropenem: MEM 10, Tetracycline: TE 30, Ceftazidime: CAZ 30, Vancomycin: VA
30, Ampicillin: AM10 Kanomycin: K 30, Gentamicin: CN 10, Streptomycin: S10, Compound Sulphonamides: S 3 300, Nalidixic acid:
NA 30, Spectonomycine: SH 100 Sulphamethoxazole trimethaprim: SXT 25, Chloramphenicol: C 30, Neomycin: N 30, Ciprofloxacin:
CIP 5, Amoxycillin clavulanic acid: AMC30
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Fotograf 4.10. Standart antibiyotik disklerin S. enteritidis ‘e kars1 inhibisyon zonlar1
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Salmonella Kentucky

- CIPS - AMC30 - OFXS -MEM 10

Saimonelia Kentucky
CN\10 -S1O ST -NA X - SN
|

Listeria innoeha
SXT25 - (30 =N . Cips

Fotograf 4.12. Standart antibiyotik disklerin L. innocua ’ya karsi inhibisyon zonlari
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Saimonetla typhim - 11:
\7300 - WA 1 -K30

Salmonella typhmicsium
SXT25 = 1G307= N«

Fotograf 4.13. Standart antibiyotik disklerin S. #yphimurium’a kars1 inhibisyon zonlari.

Pseudomonas fluorescen.

2 - OFXSTSMEM 0 < CHOTSNI0 - CIP

‘_m
A7 30 VRRDT - AMI0 -K3

Pyeudomonas fluorescens

-S10 -S3300

Fotograf 4.14. Standart antibiyotik disklerin P. fluorescens’a kars1 inhibisyon zonlari.

54



6. TARTISMA

Buglin diinyadaki mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklart ve tedavi
amagl kullanilan antibiyotik madde tiiketimi birlikte degerlendirildiginde modern
tibbin yeni antibiyotik madde arayisinda oldugu goriilmektedir. Bunun asil nedeni
gereksiz antibiyotik kullanimina bagli olarak antibiyotige karst duyarli olan
mikroorganizmalarin zamanla diren¢ kazanarak antibiyotik etkilerini azaltici veya

engelleyici yeni adaptasyonlar kazanmasidir.

Bu arayis igerisinde bilim insanlar1 eski ¢aglardan beri bitkilerden yeni maddeler
kesfetmeye ¢aligmis, bu maddelerden farkli ve yeni antibiyotik maddeler tretmeye

odaklanmiglardir.

Bu tez ¢alismasinda dogal antibakteriyal etkisi olabilecegi diistiniilen Vitis vinifera L.
kiltivarlarinin 19 mikroorganizma susu tizerindeki antimikrobiyal etkileri disk

difiizyon, MiK ve MBK yontemleri ile arastirilmistir.

Calisma sonuglar1 Narince gesidinin 7-23 mm arasinda degisen zon ¢aplari ile 13
mikroorganizma tizerinde, OkUizg6zii ¢esidinin 7-20 mm arasinda degisen zon caplar
ile 13 mikroorganizma (zerinde, Syrah ¢esidinin 7-24 mm arasinda degisen zon
caplart ile 7 mikroorganizma tlizerinde, Bogazkere ¢esidinin 7-20 mm arasinda degisen
zon gaplar1 ile 15 mikroorganizma tizerinde, Kalecik karasi ¢esidinin 7-12 mm
arasinda degisen zon gaplari ile 9 mikroorganizma iizerinde, Viognier ¢esidinin 7-18
mm arasinda degisen zon ¢aplari ile 9 mikroorganizma iizerinde, Malbec ¢esidinin 7-
10 mm arasinda degisen zon c¢aplar1 ile 7 mikroorganizma iizerinde ve Sauvignon
Blanch gesidinin 7-13 mm arasinda degisen zon ¢aplari ile 6 mikroorganizma {izerinde

antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya koymustur.

Ekstraktlarin  etki ettigi mikroorganizma sayis1 bakimindan Bogazkere 15
mikroorganizma (zerinde etki gostererek en etkili ekstrakt olarak belirlenirken,
Sauvignon blanch gesidi 6 mikroorganizma iizerinde etki sergilediginden en diisiik

etkili ekstrakt olarak tespit edilmistir.
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MIK sonuglarina gére Narince, Okiizg6zil, Syrah, Bogazkere, Kalecik karasi, Viognier
ve Malbec ekstraktlar1 mikroorganizma suslari tizerinde 0,039-20 mg/100 mL arasinda
etki sergilerken, 6 mikroorganizmaya kars1 0,039-2,5 mg/100 mL MIK degeri ile etki
gosteren Sauvignon Blanch en etkili ekstrakt olarak tespit edilmistir.

Calismada hicbir ekstraktan etkilenmeyen C. albicans en direngli mikroorganizma
olarak saptanirken bunu 6 ekstrakta karsi direng gosteren E. durans ve E. coli takip
etmistir. Tim ekstraktlarin etki gosterdigi S. aeureus, S. epidermidis ve S. infantis ise

en duyarh suslar olarak belirlenmistir.

Yadav, Kumar ve Mishra [37], antibiyotik direncli patojenik bakterilere ve toksin
tireten kiiflere karsi siyah tiziim kabugunun su, etanol, aseton ve metanol kullanarak
elde edilen 1:10 oraninda hazirlanan ekstraktlarinin 260 mg/TAE/ml, 540 mg/TAE/ml
ve 1080 mg/TAE/ml  seri olarak konsantrasyonlarin1 Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli’nin antibiyotik direngli suslari, tizerindeki antibakteriyel ve
antifungal aktivitesini agar disk difiizyon yontemi kullanilarak analiz etmislerdir.
Calisma sonuclar1 diger ¢oziicii ekstraktlar1 ile karsilastirildiginda, metanol
ekstraktinin  yiiksek antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. S.typhimurium ve E. coli belirlenen konsantrasyonlara tam direng
gostermislerdir. Uziim ekstrakti en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 22 mm zon gapi
ile S. aureus ardindan 18 mm E. faecalis ve 21 mm zon ¢ap1 ile E. aerogenes’e karsi
gostermistir S. typhimurium ve E. coli hari¢ tim bakteri ve KUf tiirlerinin ¢ogunun tiim

solvent Oziitleri tarafindan 6nemli 6l¢iide (P <0.05) inhibe oldugu bulunmustur

Inhibisyon bélgeleri agisindan bakildiginda Yadav, Kumar ve Mishra [37], bakteri zon
caplarim1 S. aureus 22,00 mm, E. faecalis 18,00 mm, E. aerogenes 21,00 mm
degerlerinde kaydederken ¢alismamizda ise bu (¢ bakteri turiine karsi narince ¢esidi
sirastyla 15,00 mm; 21,6 mm ve 0 mm zon ¢aplar ile, Okiizgozii gesidi sirasiyla 9,00
mm; 10,00 mm ve 7,00 mm zon caplar ile, syrah ¢esidi sirasiyla 8,3 mm; 0 mm ve
10,00 mm zon caplar ile, bogazkere ¢esidi sirasiyla 11,66 mm; 15,33 mm ve 9,33 mm
zon caplar ile, viognier ¢esidi sirasiyla 8,00 mm; 9,3 mm ve 0 mm zon caplar ile,
kalecik karasi1 ¢esidi sirasiyla 9,00 mm; 10,00 mm ve O mm zon g¢aplar1 ve Savuignon

blanch ¢esidi sadece S. aureus’a karst 9,6 mm zon ¢api ile etki gostermistir. Buna gore
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ekstraktlarin farkli ¢ozeltiler ile hazirlanmast ve farkli hacimlerde kullanimasi

bakteriler iizerinde gosterdikleri etkilerin farli olmasinda belirleyici olabilmektedir.

Baydar vd. [38], Hasandede, Emir ve Kalecik Karasi {iziim ¢esitlerinin
cekirdeklerinden su: aseton: asetik asit ¢ozeltilerinin (90:9.5:0.5) ile muamelesi sonucu
elde ettikleri %1, %2,5, %5 ve %10 konsantrasyonlarindaki esktraktlar1 agar difiizyon
yontemi ile Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus cereus FMC 19,
Enterobacter aerogenes CCM 2531, Enterococcus faecalis ATCC 15753, Escherichia
coli DM, E. coli 0157:H7 KUEN 1461, Klebsiella pneumoniae FMC 5,
Mycobacterium smegmatis RUT, Proteus vulgaris FMC 1, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Pseudomonas fluorescens EU, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus Cowan 1 and Yersinia enterocolitica EU
suslarina kars1 antimikrobiyal etkilerini test etmislerdir. Bu calisma sonucunda
belirtilen konsantrasyonlarda 3 farkli tiziim ¢esidi igerisinde Hasandede g¢esidi tiim
konsantrasyonlarda bakteriler ilizerinde inhibe edici 6zellik gostermistir. Hasandede
ekstraktinin %10 konsantrasyonu Aeromonas hydrophila ATCC 7965 tiiriine karsi en
yiiksek inhibisyon zonu 30,67 mm olarak Sl¢iilmistiir. Seri seyrelme yonteminde %
0,5 ve %1 konsantrasyonlarinda Escherichia coli DM, E. coli 0157:H7 KUEN 1461
suslar1 {izerinde bakteriostatik etki gosterirken tiim tiiziim tiirleri Staphylococcus
aureus Cowan 1 susuna kars1 bakteriostatik etki gostermistir. Tez ¢alismamizda da S.
aureus susu tizerinde biitiin liziim cesitlerinin 7-11,6 mm arasinda degisen zon ¢aplari
ile etki gosterdigi saptanmustir. E. faecalis’e karsi1 5 liziim ¢esidi 9-21,6 mm arasinda
zon caplari ile etki sergilemistir. E. aerogenes susuna karsi 4 tiziim ¢esidi 7-10 mm
zon ¢aplarn ile etki gostermistir. Ayrica calismamizda kullanilan bir ¢ok liziim ¢esidi
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. enteritidis ve S. typhimurium
suslarina kars1 degisen zon ¢aplar ile etki gostermistir. Calismalarda ekstraksiyonda
kullanilan ¢oziiciilerin ve kullanilan bitki kisimlarimin farkli olmasi sonuglardaki

farkliligin nedeni olarak diisiiniilmektedir.

Baydar vd. [39], Uziim ¢ekirdeklerinden kuru olarak elde edilen 6ziitii ilk adimda
petrol eteri ile yagini cikartarak sonrasinda ise etil asetat : methanol : su (%20’lik
konsantrasyon), etil asetat:methanol:su (%4’liikk konsantrasyon), aseton:su:asetik asit

(%20’lik konsantrasyon) ve aseton:su:asetik asit (%4 liilk konsantrasyon) da ekstrakt
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hazirlamiglardir. Disk diflizyon yontemi ile bu ekstraktlarin Aeromonas hydrophila,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae Listeria monocytogenes, Mycobacterium smegmatis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus suslarina karsi
antimikrobiyal etkilerini ¢aligmiglardir. Calisma sonucunda en yliksek antimikrobiyal
etki metanol: Su: asetik %20 konsantrasyonunda L.monocytogenes’e karsi 33, 5 mm
zon capt tespit edilmistir. Ayrica %4’likk konsantrasyonda aseton: asetik asit: su
ekstraktinin yine L.monocytogenes susuna karsi yiiksek antimikrobiyal etkisi
saptanmigtir. Etil asetat: metanol: su %4’liik konsantrasyondaki ekstrakti E.aerogenes
kars1 hicbir etki gostermemistir. Calisma sonuglar1 ekstraktlarin % 4 konsantrasyonda
dahi bakterilere kars1i antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya koymustur. Tez
calismamizda da S. aureus susu tizerinde biitiin {iziim ¢esitlerinin 7-11,6 mm arasinda
degisen zon ¢aplari ile etki gosterdigi saptanmustir. E. faecalis’e karsi 5 iiziim ¢esidi 9-
21,6 mm arasinda zon caplari ile etki sergilemistir. E. aerogenes susuna karsi 4 iiziim
cesidi 7-10 mm zon caplan ile etki gdstermistir. Ayrica c¢alismamizda kullanilan
bircok tiziim ¢esidi E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. enteritidis
ve S. typhimurium suslarina karsi degisen zon caplari ile etki gostermistir.
Calismalarda ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin ve kullanilan bitki kisimlarinin

farkli olmasi sonuglardaki farkliligin nedeni olarak diisiiniilmektedir.

Anastasiadi vd. [40] , dort Vitis vinifera L. ¢esidinin (Mandilaria and Voidomato,
Asyrtiko ve Aidani) meyve, ¢ekirdek, sap ve posasinin kimyasal icerik analizinin yani
sira MIK ydntemiyle L. monocytogenes bakterisine karsi antilisterial aktivitelerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda {iziim meyve saplar1 ve c¢ekirdek ekstraktlarinin
oldukca etkili oldugu ve gidalarin korunmasi amaciyla katki maddesi olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Tez g¢alismamizda L. monocytogenes susuna karsi
Okiizgodzii ¢esidi 10 mm, Bogazkere cesidi 14 mm ve Viognier ¢esidi ise 9 mm zon
cap1 ile antimikrobiyal etki sergilemistir. Ug {iziim cesidi L. monocytogenes susuna
karst sirasiyla 2,5; 10 ve 2,5 mg/mL MIK degeri ile aktivite sergilemistir.
Sonuglarimiz {i¢ tiziim ¢esidi bakimindan Anastasiadi ve arkadaslarmin sonuglarinm

desteklemektedir.

58



Ege [41], calismasinda Miiskiile, Kara dimrit ve Okiizgdzii {iziim g¢esitlerinin
cekirdeklerinin dietileter ekstraksiyonu ile elde ettigi yaglariin aseton, su, asetik asit
ve methanol igerisinde ayr1 ayri1 ekstrakte etmistir. Hazirlamis oldugu ekstraktin ilk
stok ¢ozeltisi 65,536 mg/ml olacak sekilde hazirlamis ve bu ekstraktin antimikrobiyal
aktivitesini Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium
expansum, Escherichia coli 35218, Pseudomonas aeruginosa 27853, Klebsiella
pneumonia 700603, Enterococcus faecalis 51299, Streptococccus pneumonia 49616
ve Staphylococcus aureus 44300 suslarina karst MIK yontemiyle ile ¢alismustir.
Calismanin sonucunda; Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, Escherichia coli 35218, Pseudomonas aeruginosa 27853,
Klebsiella pneumoniae 700603, Enterococcus faecalis 51299 suslarina kars1 Miiskiile,
Kara dimrit ve Okiizgozii ekstraktlarinin antimikrobiyal etki gdstermedigi saptamistir.
Buna karsin S. aureus’a karsi 32,768 mg/ml™? miiskiile, 65,536 mg/ml*? okiizgozi
konsantrasyonlar1 engelleyici etki gdstermistir. S. pneumonia’ya kars1 2,048 mg/ml?,
4,096 mg/ml?t ve 32,768 mg/ml? konsantrasyonlarinda Kara dimrit, Miiskiile ve
Okiizgozii ekstraktlar1 engelleyici etki godstermistir. Calismanizda test edilen
oklizgozli ekstrakti K. pneumoniae ve E. coli’ye karsi antimikrobiyal etki
sergilemezken, E. aerogenes, S. infentis, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S.
Kentucky, E. faecalis, L. innocua, S. enteritidis, S. typhimurium, E. faecium, S.
aeureus, S. epidermidis ve B. subtilis suslarina karsi 0,156-20 mg/puL monsantrasyonda
MIK degerleri ile antimikrobiyal etki gostermistir. Iki calismada kullanilan bitki
kisimlarinin ve ¢dziicililerin farkli olmasinin sonuclar arasidaki farkliliklara neden

oldugu distiniilmektedir.

Abtahi, Ghazavi ve Karimi [42], kuruttuklar1 beyaz, kirmizi ve siyah iiziim
ornelerinden % 70’lik alkol ile elde ettikleri ekstraktlarin Escherichia coli PTCC1330,
Staphylococcus aureus PTCC 1431, Salmonella typhimurium PTCC1639,
Pseudomonas aeruginosa PTCC1310 suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitelerini MIK
yontemi ile ¢alismislardir. Calisma sonucunda ekstraktin tiim mikroorganizmalara
kars1 etki gosterdigi ve en duyarli mikroorganizmanin S. aureus oldugu belirtilmistir.
MIK degerleri E. coli, S. aureus, S. typhimurium, P. aeruginosa suslari icin sirasiyla,
125; 32; 125 ve 250 ug/mL olarak tespit edilmistir. Tez ¢alismamizda E. coli susuna
kars1 Narince g¢esidi 5 mg/uL ve Bogazkere c¢esidi 10 mg/uL Mik degeri ile etki
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sergilemistir. S. aureus g¢alismamizda da tiim iiziim cesitlerine kars1 0,625-0,078
mg/uL. mik degerleri ile duyarlilik sergilemis ve en duyarli mikroorganizma olarak
saptanmustir. P. aeruginosa Syrah, Kalecik karasi, Malbec ve Savuignon blanch
cesitlerine kars1 direng sergilerken, Okiizgdzii, Narince, Bogazkere ve Viognier
cesitlerine 0,625 mg/uL MIK degeri ile duyarhilik gdstermistir. S. typhimurium susu
calisilan iiziim gesitlerinden sadece Okiizgdzii ve Narince gesitlerine kars1 2,5 ve 20
mg/uL  MIK degerleri ile duyarlilk gdstermistir. Goriildiigi  iizere ayni
mikroorganizmalar iizerinde farkli liziim cesitleri farkli konsantrasyonlarda etkileri
farkli olabilmektedir. Bu durum g¢esitler icerisindeki etken madde farkliliklarindan

kaynaklanabilmektedir.

Wagar vd. [43], Vitis vinifera L. yapragi ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Enterococcus
faecalis bakteri tiirlerinde Disk diflizyon yontemi ile ¢alismislardir. Calismalarinda 5
mg yaprak 0zutline %70 etanol eklenerek elde edilen ekstrakt disklere 3mg / 0.1mL
miktarinda yliklenerek calisma gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek
inhibisyon bolgesi S. aureus (30 mm), E. faecalis (28.9 mm), E. coli (28 mm) ve P.
aeruginosa (23,7 mm) olarak belirlemislerdir Tez ¢alismamizda meyve ekstreleri test
edilen iiziim c¢esitlerinin S. aureus’a karst tamami 7-15 mm arasinda degisen zon
caplar ile, E. faecalis’e kars1 5 liziim ¢esidi 9-21,6 mm arasinda degisen zon ¢aplari
ile, E. coli’ye kars1 iki tiziim ¢esidi 9,6 ve 16 mm zon ¢aplari ile ve P. aeruginosa’ya
kars1 4 {iziim c¢esidi 7,6-8,6 mm arasinda degisen zon ¢aplari ile antimikrobiyal etki
gostermistir. Iki ¢alisma arasinda goriilen antimikrobiyal etkinlik farkinin calisilan
tizim g¢esitlerini  farkli  olmast ve kullanmilan kisimlarinin  farklili§indan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir.

Oskay ve Sar1 (2007) igerisinde Vitis vinifera L.’nin (Sultaniye gesidi) yaprak, taze
meyve ve geng dallarindan elde edilen ekstraktinin da bulundugu 19 farkli Tiirk sifali
bitki gesitlerinden etanol ile elde edilen ekstraktlarin Staphylococcus aureus ATCC
6538P, Staphylococcus aureus ATCC 95047 (MRSA), Escherichia coli, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Bacillus cereus CM 99, Bacillus subtilis ATCC 6683, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris ATCC 6997,
Serratia marcescens CCM 583, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
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Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterobacter cloaceae ATCC 13067,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Candida albicans suslari tizerindeki
antimikrobiyal etkilerini Agar kuyucuk difiizyon yontemi ve MIK yontemleri ile
calismislardir. Calisma sonuclar1 Vitis vinifera ekstraktinin tiim c¢alisilan suslara 4,00 -
28,00 mm arasinda degisen zon caplar1 ile antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya
koymustur. Sonu¢ olarak c¢alismis olduklar1 bitkilerin hemen hepsinin en az bir
bakteriye karsi antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmislerdir. Candida albicans ve
ilaglara kars1 direngli bazi1 bakteri tiirleri lizerinde de etkilerinin yiiksek oldugunu
saptamiglardir. Tez ¢alismamizda galisilan 8 iiziim ¢esidinin higbiri C. albicans’a kars1
etki gostermezken, diger bakteri suglarinin tamamina karsi en az iki tiziim ¢esidi etki
sergilemistir. Uziim ¢esitleri 7-21,6 mm arasinda de@isen zon g¢aplar1 ile

mikroorganizmalara karg1 antimikrobiyal etki sergilemislerdir.
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7. SONUC

Bu tez calismasinda Vitis vinifera L. cinsine ait 8 ¢esit liziimiin antimikrobiyal
Ozelliklerinin tespit edilerek mikroorganizmalar (zerindeki etkilerini belirlemek

amagclanmustir.

Hazirlanan 8 farkli ekstrakt 10, 50 ve 100 pL hacimlerde 18 farkli bakteri ve 1 maya
mantart lizerinde ¢alisilarak aragtirma gerceklestirilmistir. Caligma sonucunda
Candida ablicans’in 8 ekstraktin hi¢ birine duyarli olmadigi saptanmistir.
Ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinin 18 bakteri tlrli tizerinde etki gosterdigi

belirlenmistir.

Calismamiz literatlir ¢alismamalari ile karsilastirildiginda Vitis vinifera L. yaprak,
meyve ve gekirdek gibi farkli kisimlarindan elde edilen Oziitler farkli ¢oziiciilerle
muamele edilerek elde edilen ekstraktlar mikroorganizmalar Gzerinde Onemli
antimikrobiyal aktiviteler gostermektedir. Mikroorganizmalar Vitis vinifera L.
ekstraktlarina kars1 diisilk konsantrasyonlarda dahi duyarlilik gosterebilmektedir. Bu
tez calismasi bugiine kadar yapilan ¢alismalar1 destekler nitelikte sonuglar ortaya
cikarmugtir. Dolayisiyla bu c¢aligma Vitis vinifera L.’nin dogal antimikrobiyal olarak
kullanilabilecegini bir kez daha ortaya koymaktadir. Ozelliklede ¢alisma sonuglari
tizim ekstrelerinin gidalarda dogal bir antimikrobiyal madde olarak kullanilabilecegini

gOstermektedir.
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8. ONERILER

Calisma sonularina gore;

e Bu calismasinda kullanilan 6rnekler igin fenolik madde tayini, antioksidan ve
antibakteriyal etkilerinin daha iyi belirlenebilmesi igin ise; ornekler farkli

coziciilerle ekstrakte edilerek ¢esitli farkli yontemlerle de test edilebilir.

e Bu tez calismasi sonucunda etki gosteren kiiltivarlarin igerik analizleri

yapilarak etken maddelerin neler oldugu ileri analizlerle belirlenebilir.
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