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Abstract

Propolis, bal arilari tarafindan farkl bitki kaynaklarindan toplanan
bir regine olup, ¢esitli biyolojik ve farmakolojik dzelliklerinden dolayi
son yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bu c¢alismada,
Kayseri ve cevresinden toplanan propolisin etanolik ekstraktinin
(PEE), klinik o6neme sahip bazi mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitesinin arastiriimasi amacglanmistir. Calismada
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiellapneumoniae, Helicobacter pylori, Candida albicans, Candida
glabrata mikroorganizmalari kullanildi ve antimikrobiyal etkinliginin
arastiriimasinda CLSI'nin Onerileri dogrultusunda agar dillisyon
yontemi uygulandi. Ayrica bakteriyel Gremenin optik dansitesindeki
degismeleri sirekli izleme temeline dayanan mikrobuyyon kinetik
sistem kullanilarak, bir model bakterinin (S.aureus), propolisin artan
konsantrasyonlari varliginda tirbidimetrik Greme egrileri olusturuldu
ve minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degeri belirlendi. Agar
diliisyon yéntemi ile PEE’nin ¢alisilan mikroorganizmalara karsi MiK
degerleri 64 pg/ml ile 1024 pg/ml arasinda bulundu. S.aureus igin
kinetik yontemle agar dilisyon ydnteminin sonuglari benzerdi ve in
vitro antimikrobiyal duyarlilik daha erken bir asamada belirlenebildi.
Kayseri propolisi, sik karsilasilan patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivite gostermekte olup, tedavide kullanilabilirligi acisindan
degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Propolis, antimikrobiyal aktivite, agar
dilisyon, mikrobuyyon kinetik sistem

Propolis is a resin collected by honeybees from various plant
sources, has attracted the attention of researchers due to its several
biological and pharmacological properties in recent years. The aim
of this study was to investigate the antimicrobial activity of ethanolic
extract of propolis (EEP) collected in Kayseri and its surroundings
against some clinically important microorganisms. In the study,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Candida albicans,
Candida glabrata strains were used and agar dilution method was
performed to investigate of antimicrobial activity according to the
CLSI. By using microbroth kinetic system based on continuous
monitoring of changes in the optical density of bacte-rial growth,
turbidimetric growth curves of a model bacteria (S.aureus) in the
presence of increasing concentrations of EEP were also generated
and determined minimum inhibitory concentration (MIC). MIC values
of EEP against tested microorganisms were found between 64 and
1024 pg/ml by agar dilution method. The results in microbroth kinetic
system were similar to the agar dilution method for S.aureus and in
vitro antimicrobial susceptibility was determined in an earlier stage.
Kayseri propolis have shown antimicrobial activity against common
pathogens, is important to evaluate the availability of treatment.

Key words: Propolis, antimicrobial activity, agar dilution,
microbroth kinetic system

GIRIS

Propolis, bal arilari (Apis mellifera L.) tarafindan farkli bitki
kaynaklarindan toplanan ve cesitli yadlar, polenler, dzel regine ve
mumsu maddelerin karigimindan olusan yapiskan bir maddedir (1).
Propolis, arilarin patojenik mikroorganizmalara karsi en 6nemli kimyasal
silahi olup, ¢ok eski zamanlardan beri halk sagliginda kullaniimaktadir
(2,3). Tarihte ilk kez Yunanllar tarafindan kegsfedilerek dogal bir
antibiyotik olarak kullanilan propolis, sahip oldugu 6zelliklerinden dolayi
1960’larin sonundan itibaren bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmis ve
glniimiize kadar propolisin terapétik kullanimi, farmokolojisi, biyolojik
aktiviteleri ve kimyasal yapisi Uzerine pek ok arastirma yapilmistir (1).
Bu calismalar propolisin antimikrobiyal, antitilser, anestezik, antioksidan,

antiinflamatuar, antihepatotoksik, imminstimilan etkilerini ortaya
koymustur (4-7). Arilar propolisi kovan igerisinde, duvarlardaki delik ve
catlaklari kapatmak, petekleri tamir etmek, kovan iginde 6len ancak kovan
disina taginamayan ari ve diger canlilarin viicutiarinin mumyalamasini
saglamak, bunlarin ¢lirliylip mikroorganizma iretmelerini engellemek,
yavru yetistirme donemlerinde yarik ve ¢atlaklardan suyun buharlasip
kaybolmasini engelleyerek kovan ici olmasi gereken nem oranini
koruyabilmek, kovan giris deligini kiicliltmek, kovanin dezenfekte
edilmesini saglamak amaglariyla kullanmaktadirlar (3). Propolisin
rengi bitki kaynagina bagh olarak sari, yesil ve koyu kahverengiye
kadar degisim gosterir. Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger
organik ¢ozticllerde kismen, % 95'lik alkolde blylk dlciide erimekte,
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suda ¢ok az veya hi¢ erime gdstermemektedir. Propolis, tibbi alanda
% 70'lik alkolde erimis ¢Ozelti olarak kullaniimaktadir (3). Yapisinda
birgok ilacin aktif maddesi olan flavonoidler, antioksidanlar, antibiyotik,
antimikotik, antiviral etkili maddeler bulundurmaktadir. Bu maddelerin
miktar ve dagilimlari ile farmakolojik Ozellikleri cesitli calismalarla
ortaya konulmustur (1,3). Propolisin kimyasal bilesimi; toplandigi bitki,
cografik bélge, mevsim ve arilarin cinsi gibi kosullardan etkilenmekte ve
buna bagl olarak biyolojik aktivitesi degismektedir (8). Bu calismada,
Kayseri ve gevresinden toplanan propolisin etanolik ekstraktinin (PEE)
cesitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesinin arastiriimasi
amaglanmigtir.

GEREG ve YONTEM

Propolisin Ekstraksiyonu

Kayseri bélgesinden toplanan ve toz haline getirilen 30 g propolis, %
80’ lik 100 ml etanol igerisinde karanlik bir ortamda ve glinde 2-3 kez
karistirmak suretiyle bir hafta boyunca bekletildi. Daha sonra Whatman
A4 filtre kagidindan suzilerek vakum evaporatér (Laborota 4000,
Heidolph, Almanya) ile alkolli buharlastirildi. Olusan propolis ekstresi
deney asamasina kadar koyu renkli plastik kutularda buzdolabinda
saklandi.

Propolis Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Propolisin etanollii ekstresinden 820 mg tartilarak 1 ml absoll etanolde
¢Ozildu. Etanolde ¢dziinmis olan bu propolis gozeltisi, capi 0,2 um
olan steril membran filtreden siizillerek steril hale getirildi. Bu ana stok
solusyonundan 6nce % 10 etanol iceren distile suda 2048 ug/ml propolis
konsantrasyonu hazirlandi. Propolisin bu konsantrasyondan itibaren
dilie edilerek, 16-1024 pg/ml arasinda ikiser kat konsantrasyonlari
kullanildi. Sonugta elde edilen konsantrasyonlardaki etanol igerigi %
0.07-5 arasina dusurtimis oldu.

Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Galismada Staphylococcus aureus [American Type Culture Collection
(ATCC) 25923], Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (klinik izolat), Helicobacter pylori
[Refik Saydam Kiiltir Koleksiyonu (RSKK) 10004], Candida albicans
(ATCC 90028) ve Candida glabrata (RSKK 04019) suslari kullanildi.
Bakteriler (H.pylori harig) kanli agar (Merck, Almanya), kandida ttirleri
Sabouraud dextrose agar (Acumedia, USA) ve H.pylori % 5 defibrine
koyun kanl brusella agar (Merck, Almanya) besiyerlerinde uygun
inkiibasyon kosullarinda Gretildi.

Antimikrobiyal aktivite

a. Agar diliisyon testi:

Antimikrobiyal etkinliginin arastirimasinda Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)'nin 6nerileri dogrultusunda agar diliisyon
yontemi uygulandi (9). Bu amagla otoklavda steril edilen Mueller Hinton
Agar (MHA) besiyerine (Merck, Almanya) 45-50°C’ ye souyunca,
hazirlanan PEE'den plaklarda son konsantrasyonlari 16-1024 ug/ml
araliginda ikiser kat olacak sekilde ve her bir konsantrasyon igin ayri ayri
olmak Uzere eklendi ve kalinligi 4 mm olacak sekilde petrilere dokuldu.
H.pyloriigin bu amagla % 5 oraninda steril defibrine ve = 2 haftalik koyun
kani eklenmis MHA kullanildi. Ayrica tGreme kontrolli amaciyla propolis
icermeyen MHA ve H.pylori icin koyun kanli MHA besiyerleri hazirlandi.
Besiyerlerine, calisilan mikroorganizmalarin 0.5 McFarland (H.pylori
igin 2.0 McFarland) standart bulaniklikta hazirlanan inokilumlarindan
seyreltmeler yapilarak, son konsantrasyonlari 104 CFU/damla olacak
sekilde 1-3 pl/damla nokta ekimi yapildi. Ayrica propolis ¢dziiciisintin
mikroorganizma Uzerine inhibisyon etkisini belirlemek amaci ile her
bir propolis konsantrasyonunda bulunan ¢ézlci oranini (% 0.07-5
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arasindaki her bir diliisyon igin ayri plak) iceren MHA ve koyun kanli MHA
besiyerleri hazirlandi ve ekim yapildi. Plaklar 37°C’ de 24 saat slreyle
-H.pylori igin mikroaerofilik ortamda 3 giin- inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda Uremenin inhibe edildigi en dustk konsantrasyon minimal
inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak belirlendi.

b. Mikrobuyyon kinetik sistem:

Bakteriyel iremenin optik dansitesindeki (OD) degismeleri strekli izleme
temeline dayanan mikrobuyyon kinetik sistem kullanilarak, S.aureus’un
propolisin artan konsantrasyonlari varliinda turbidimetrik Greme
egrileri olusturuldu ve MIK degeri belirlendi. Bu amagla Mueller Hinton
sivi besiyerinde (Fluka, BioChemica, Germany) (retilen S.aureus, son
inokilum konsantrasyonu 5x105 CFU/ml olacak sekilde ayarlandi ve 96
kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarin kuyucuklarina dagitildi. Uzerine
PEE’nin hazirlanan konsantrasyonlari eklendi. Her bir kuyucugun OD’si
600 nm’de, “multi-detection” mikroplak okuyucu (Bio-Tek-Synergy HT
Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, Vt, USA) yardimiyla
37°C'de 24 saat sureyle ve 15 dakika araliklarla otomatik olarak élgildi
ve kaydedildi. PEE’nin her bir konsantrasyonunu igeren kuyucuklar ve
propolis icermeyen Ureme kontrol kuyucuklarindaki bakteriyel iremenin
OD'sindeki degisiklikler kullanilarak tirbidimetrik Greme egrileri elde
edildi. PEE'nin MIK degeri Microplate Data Collection & Analysis
Software (Bio-Tek Instruments, Gen5, Winooski, USA) programi
kullanilarak hesaplandi.

BULGULAR

PEE’nin caligilan mikroorganizmalara karsi agar dillisyon yontemine
gore MIK degerleri 64 pg/ml ile 1024 ug/ml arasinda bulundu
(Tablo 1). Ureme kontrolii amaciyla hazirlanan propolis icermeyen
besiyerlerinde belirtilen inkilbasyon sonunda dreme go6zlendi. Ayrica
¢Oziicinln kullanilan oranlarda mikroorganizmalar (zerine inhibitor
etkisi gzlenmedi. Mikrobuyyon kinetik sistemle, S.aureus’un PEE’nin
artan konsantrasyonlari varliinda Uremesinin optik dansitesindeki
degisiklikler kullanilarak elde edilen tiirbidimetrik ireme egrileri Sekil 1'de
verilmistir. PEE'nin konsantrasyonlarinin artmasi ile bakteriyel Gremede
artan inhibisyon gdzlendi. Her bir kuyucuktaki S.aureus’un treme egrileri
inkiibasyonun bagindan itibaren istenilen her an gérintilenebildi.
PEE'nin S.aureus’a karsi MiK degeri agar diliisyon yéntemi ile 64 pg/ml,
mikrobuyyon kinetik sistemle 62.5 pg/ml olarak bulundu ve bu yéntemle
MIK degeri inkiibasyon periyodunun ilk yarisinda (yaklasik 12 saatte)
belirlenebildi (Sekil 2). Sonuglarin ¢ok yakin oldugu géruldi.

Tablo 1. PEE'nin calisilan mikroorganizmalara karsi MiK
degerleri

Mikroorganizma Propolis Etanolik Ekstrakti

MiK (ug/ml)

Staphylococcus aureus 64
Enterococcus faecalis 128
Escherichia coli 1024
Klebsiella pneumoniae 512
Helicobacter pylori 128

Candida albicans 128

Candida glabrata 128
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Sekil 1. S.aureus’un PEE varliginda Greme egrileri. A1-B1,
bakteri icermeyen besiyeri; C1-D1, lireme kontroli igin PEE
icermeyen kuyucuklar; E1-F1, 0,25 pg/ml; G1-H1, 0,5 ug/ml;
A2-B2, 1 ug/ml; C2-D2, 2 pg/ml; E2-F2, 4 ug/ml; G2-H2, 8
pg/ml; A3-B3, 16 pg/ml; C3-D3, 32 pg/ml; E3-F3, 64 ug/ml;
G3-H3, 128 ug/ml PEE konsantrasyonlari ve bakteri igeren
kuyucuklar

TARTISMA

Dogal urtinler insanlar arasinda binlerce yildir birgok hastaligin
tedavisinde kullanilagelmistir. Dogal bir driin olan propolis de, toksik
etkisinin olmamasi, kolay elde edilebilir olmasi ve genis biyolojik
aktiviteye sahip olmasi gibi nedenlerden dolayi tedavi amaciyla kullanimi
acisindan giderek 6nem kazanmaktadir (1). Propolisin antimikrobiyal
etkileri iizerine yapilmis pek gok bilimsel aragtirma bulunmaktadir. Ancak
propolisin, toplandigi bitkiye, cografik bdlgeye, mevsime ve toplayan
ari tlirine bagl olarak kimyasal bilesimi ve buna bagh olarak biyolojik
aktivitesi degistiginden bildirilen antimikrobiyal aktivite sonuglari da farkli
olmaktadir (4-8). Tirkiye’den Kazan ve Marmaris bélgelerinden toplanan
propolis érneklerinin etanolik ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesinin
arastirildigi bir calismada, Kazan yoresi 6rneklerinin icerdigi kafeik asit
esterlerine baglh olarak daha guglii antimikrobiyal aktivite gdsterdigi
bildirilmistir (10). Uzel ve ark., Anadolu'nun dort farkli bolgesinden
(Bursa-Orhangazi, Bartin, Ankara-Mamak, Trabzon) toplanan propolisin
etanolli ekstrelerinin, Gram pozitif bakteri ve mayalara karsi oldukga
etkili olduklarini ve tim propolis rneklerinin ana bilesiginin flavanoidler
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Bursa-Orhangazi yéresi propolisinin MiK
degerlerini Streptococcus sobrinus ve E.faecalis igin 2 pg/ml, C.albicans
ve Candida krusei icin 4 pg/ml, E.coli ve Candida tropicalis icin 16 pg/
ml, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa igin 32 ug/
ml, Streptococcus mutans, S. aureus, Staphylococcus epidermidis
ve Enterobacter aerogenes igin 8 pg/ml olarak belirlemisler ve diger
propolis érneklerine gore daha gugli antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu rapor etmislerdir (11). izmir, Yozgat, Kayseri, Adana, Artvin
ve Erzurum'dan toplanan propolis drneklerinin S.aureus ve E.coli’ ye
karsl gok distik konsantrasyonlarda antibakteriyel etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir (12). Mugla cevresi propolis érneklerinin ise basta
S.mutans olmak Uzere birgok Gram pozitif bakteriye etkili iken antifungal
aktivitesinin daha az oldugu bildirilmistir (13). Cesitli tlkelerde yapilan
calismalarda propolis dmeklerinin MIK diizeyleri degismekle birlikte
bircok bakteri ve mantar tiiriine etkili oldugu ve bu etkinin daha ok
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Sekil 2. S.aureus’a kargi PEE’nin MiK egrisi (Y, % inhibisyon;
X, PEE konsantrasyonlari)

propolis drneklerinin igerigindeki flavonoid ve kafeik asit tlrevleri ile
iliskili oldugu rapor edilmistir (14,15). Calismamizda degderlendirilen
Kayseri ve cevresinden elde edilen propolisin etanolik ekstresinin,
ozellikle S.aureus’a olmak iizere galigilan Gram pozitif bakteri ve kandida
turlerine karsi dikkate deger antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ortaya
konmustur. Bu propolisin Silici ve Kog tarafindan GC-MS ile kimyasal
analizi yapilmis ve ana bilesenlerinin flavonoidler ile aromatik ve yag
asitlerinden olustugu gosterilmistir (16). H.pylori, prevalansi yiiksek
ve prekanserdz bir bakteri olmasi nedeniyle tani ve tedavisi zorunlu
bir bakteridir. Giinimuzde kullanilan antibiyotiklere direng gelistirmeye
baslamasi nedeniyle tedavide gicliikler yasanmaktadir (17). H. pylori
infeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotikleri desteklemek ya da alternatif
bir tedavi olusturmak amaciyla Nostro ve ark., PEE'nin etkinligini
arastirmiglar ve MIK degerini 75 ug/ml olarak rapor etmislerdir. Bu
urtindn in vitro etkilerinin H. pylori infeksiyonlarinin tedavisinde yeni ve
guvenilir tedavi rejimleri olusturulmasinda dikkate alinmasi gerektigini
ve bu amagla klinik galismalara ihtiyag oldugunu belirtmislerdir (18).
Yapilan calismalarda degisik bolgelere ait propolisin H.pylori'ye karsi
10-300 ug/ml arasinda MiK degerlerinin degistigi ve etkinliginin doza
bagimli olarak arttigi rapor edilmistir (18,19). Bizim c¢alismamizda
Kayseri propolisinin de diisiik dozda antihelikobakter aktiviteye sahip
oldugu (MIK: 128 ug/ml) gésterilmis olup, bu sonucun ileri deneysel ve
klinik calismalarin 6niinii agacagi distntimektedir. Mikrobuyyon kinetik
sistem, antimikrobiyal ajan varliginda mikroorganizma (remesinin
OD'sindeki degismeleri surekli kaydetme temeline dayanir ve inkiibasyon
periyodunun ihtiyag duyulan herhangi bir zamaninda antimikrobiyal
ajanin mikrobiyal Uremedeki inhibisyon etkisinin derecesini gérmemize
olanak saglar. Boylece tedavi rejimi konvansiyonel yontemlere gore
daha erken planlanabilir (20,21). Bu ¢alismada mikrobuyyon kinetik
sistem kullanilarak, bir model bakterinin (S.aureus), propolisin artan
konsantrasyonlari varliginda tirbidimetrik ireme egrileri olusturulmus ve
inkiibasyon siiresi boyunca kinetik veri elde edilmistir. Bu sistem ile agar
diliisyon yénteminin sonuglari benzer bulunmus ve in vitro antimikrobiyal
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duyarlilik daha erken bir asamada belirlenebilmistir (yaklasik 12 saatte).
Dogal bir drin olan propolisin, 6nemli klinik patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitesi ve bu aktivitenin kimyasal bilesenleri ile iligkisinin
belirlenmesi amaciyla kapsamli ¢alismalarin yapilmasi tip alaninda
kullanilabilirligi agisindan énem arz etmektedir.
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