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OZET Aragtirma Makalesi

Bu calismanin amaci, Diizce Ili Yigilea Ilgesinin 3 farkh

lokasyonundan toplanan propolis o6rneklerinin, o6zellikle agiz ici Makale Tarihgesi
enfeksiyonlarina neden olan bakteri ve mayalara kars1 antimikrobiyal Gelig Tarihi  :27.04.2021
ve antifungal aktivitesini degerlendirmektir. Palinolojik analizler ile Kabul Tarihi :10.06.2021

bitkisel orijini, LC-MS/MS yéntemi ile kimyasal igerigi, fenolik ve
flavonoid komposizyonu belirlenen propolis 6rneklerinin 2 adet Gram

Anahtar Kelimeler

(), anaerobik, 2 adet Gram (+) anerobik, 2 adet Gram (+) fakiiltatif Propolis
anaerobik bakteri ve 3 adet maya tizerindeki aktivitesi test edilmigtir. Agiz ici florasi
Propolis numunelerinin bu mikroorganizmalar tizerindeki etkinlikleri Mikroorganizma

disk difiizyon metodu ile belirlenmis ve olusturduklar:1 zonlar

Antimikrobiyal etki

6lcilmiistir. Etanol kontroli ile karsilastirildiginda test edilen
propolis 6rnekleri tiim mikroorganizmalara karsi etkili bulunmustur.
Etki zonu olusturan gruplar MIC deneyine dahil edilmistir. Propolis
orneklerinin MIC degerleri 2 pg/ml ile 128 upg/ml arasindadir.
FEnterococcus feacalis bakteriler igerisinde en duyarli sus olarak
bulunurken; Candida krusei, test edilen tim propolis érneklerine
kars: en direncli sus olarak tespit edilmistir. U¢ farkl gruba ayrilan
propolis numuleri iginde 1. grubu temsil eden Hosafoglu Koyi’'ne ait
propolis numunesi, test edilen tim mikroorganizmalara karsi en
etkili grup olarak belirlenirken; Redifler Kéyti’'ne ait propolis 6rnegi
ise daha az etkilidir. Sonug olarak, Diizce/Yigilca yoresine ait propolis
numuneleri, agiz ic¢i florasina ait secgilen mikroorganizmalara karg:
yiksek oranda antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Agiz ici
enfeksiyonlarinin tedavi edilmediginde daha buytik sistemik
problemlere yol acacagr dusunulirse bu tir enfeksiyonlarin
tedavisinde standartlastirilmis dogal propolis ekstraktlarinin
kullanilmasi 6nerilmektedir.

Determination of In Vitro Antimicrobial Activities of Different Propolis Samples from Diizce-Yigilca
Region against Oral Microorganisms

ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antifungal
activity of propolis samples collected from 3 different locations in
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Diizce Province Yigilca District, especially against bacteria and yeasts Received ©27.04.2021

that cause oral infections. The activity of propolis samples including Accepted ©10.06.2021

chemical content, phenolic and flavonoid composition was determined K d

by LCMS-MS method and herbal origin was determined with Pey""‘l’? s

palynological analysis. They were tested against 2 Gram (-), Oroli(;ls

anaerobic, 2 Gram (+) anerobic, 2 Gram (+) facultative anaerobic ral tiora
Microorganism

bacteria and 3 yeast. The efficiency of propolis samples against these
microorganisms was determined by the disk diffusion method and the
formed zones were measured. When compared with ethanol control,
propolis samples were found effective against all microorganisms.
Propolis samples which determined the inhibition zone were subjected
to the MIC test. Propolis samples have MIC values between 2 pg/ml

Antimicrobial activity
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and 128 pg/ml. While Enterococcus faecalis was found as the most
sensitive strain among bacteria; Candida krusei was identified as the
most resistant strain. While the propolis sample from Hosafoglu
Village is determined as the most effective group against all tested
microorganisms, the propolis sample from Redifler Village was less
effective. As a result, propolis samples from Diizce / Yigilca region
sustained high antibacterial and antifungal activity against selected
microorganisms releted to the oral flora. Considering that oral
infections will lead to greater systemic problems if left untreated,
natural propolis extracts is recommended in the treatment of such

infections.

Ataf Icin:

Kekecoglu M, Sénmez E, Dorkag P, Eroglu N 2022. Diizce-Yigilca Bélgesine Ait Farkl Propolis Orneklerinin

Oral Mikroorganizmalar Uzerindeki in Vitro Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi. KSU Tarim ve Doga
Derg 25 (2): 234-242. https://doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.928230.

To Cite: Kekecoglu M, Sénmez E, Dorkacg P, Eroglu N 2022. Determination of In Vitro Antimicrobial Activities of Different
Propolis Samples from Diizce-Yigilca Region against Oral Microorganisms. KSU J. Agric Nat 25 (2): 234-242.
httpsi//doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.928230.

GIRIS birlikte yasayabilir. HIV enfekte kisiler gibi sitemik

Insan viicudunda bulunan agiz bélgesi bakteri, fungus
ve virusler gibi ¢esitli mikrobiyal komunitileri i¢inde
barindirabilen bir yapida olup, dis ortamla direk
irtibat halindedir. Bu mikroflorada 700’den fazla
bakteri tura dis, dil, agiz mukozasi, damak ve
periodontal cep gibi bolgelere kolonize olmaktadir
(Turkmen ve ark. 2016). Florada bulunan bu
bakterilerin ¢ogu hastallk yapmayan mukoza
(saprofit) tiirdendir, ancak immiin sistemin zayifladig1
durumlarda bu bakteriler hastalik etkeni olabilir.
Streptococcus mutans bilinen en 6nemli karyojenik
bakteridir. Hemen hemen her insanin agiz boslugunda
bulunmaktadir (Oh ve ark., 2003). Yapilan baska bir
calismaya gore Streptokoklar agiz iginde yasayan
diger mikroorganizmalara oranla daha fazla
bakteriyosin tiretmektedirler. Bu da onlara agiz i¢inde
baskin bir cins olma ézelligi kazandirmaktadir (Nes ve
ark., 2007). Porphyromonas gingivalis ise agiz ici
florasina ait diger bir bakteri tiirt olup, fimbrialar:
sayesinde dis eti epitelyum hicrelerine kolaylikla
tutunup, hiicre icerisine girebilme yetenegine sahiptir.
Genellikle Gram pozitif bir bakteri araciligi ile diglerin
yuzeyine tutunurlar. Tutunmasina olanak saglayan
bu bakter1 tira genellikle Streptococcus salivariustur
(Turkmen ve ark., 2016). Fusobacterium nucleatum
Gram negatif bir bakteri olup, agiz iginde olgunlagmisg
dis plaginda bol miktarda bulunur. Bu bakterinin asil
zararl, zorunlu bir anaerob olan Porphyromonas
gingivalis i¢in  oksijensiz ortamin olusumunu
saglayarak bu bakterinin biyofilm iginde gelismesini
desteklemektir (Bradshaw ve ark., 1998). Agizda
Candida turlerinin candidosise neden olmak diginda
oral kanser, burning mouth sendromu, tat
bozukluklari ve endodontik hastalaliklarin
patogenezinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Bagis ve
ark., 2014). Bunun yaninda bu funguslar
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gibi
periodontal hastaliklara sebep olan spesifik turlerle
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hastalik tablosu olan bireylerde linear gingival eritem
gozlenebilir (Grbic ve ark., 1995; Sitheeque ve
Samaranayake, 2003).

Tim bu oral patojenlerin sebep oldugu agiz sagligi
problemlerine kargi giinimiizde dis hekimlerinin
onerileri dogrultusunda uygulanan pek c¢ok tedavi
yaklagimi vardir. Bunlardan en ¢ok tercih edileni % 2
klorheksidin ile gargara ve antibiyotik tedavisidir
(Rostamifar ve ark., 2021). Ancak bu bakterilerin zorlu
ortamlarda hayatta kalma kabiliyetleri, mevcut
antibiyotiklere karsi bakteriyel direncin artmasina
neden olmaktadir. Ayrica antibiyotik kullanimi
sirasinda hastada bobrek yetmezligi ve karaciger
fonksiyonlarinda sorunlar olugsmakta, bu saghk
sorunlari da obezite, ishal gibi pek c¢ok saghk
problemlerine neden olmaktadir (Demir ve Birdane,
2015). Bu nedenle insanlarin dogal iiriinlere kars:
ilgisi hizla artmaktadir. Yiksek antimikrobiyal
aktivite ve dugluk toksisite gibi olumlu 6zellikleri g6z
ontinde tutuldugunda agiz i¢i patojenlerinin
tedavisinde klasik tedavi yontemine alternatif bir
uygulama olan propolis igerikli tirtinlerin kullanimi
kacimilmaz bir hal almigtir. Propolisin antioksidan,
antibakteriyel, antiviral, anti inflamatuar ve immiino
modiilator gibi etkileri oldugu bilinmektedir (Kouidhi
ve ark., 2010; Chirumbolo, 2011; Choudhari ve ark.,
2012; Frozza ve ark., 2013; Ferrari ve ark., 2016). Bu
ar1 Urlninin agiz sagligi tuzerindeki etkisi pek ¢ok
bilim insani tarafindan arastirilmis ve gelismis
ulkelerin ¢ogunda agiz saghgi hususunda uygulama
alami  bulmustur. Standardize edilmis propolis
preparatlarinin kullaniminin, diger bir¢cok sentetik
bilesikten daha glivenli ve daha az toksik oldugu da
bilinmektedir (Sonmez ve ark., 2005). Propolis; agiz
icinde bulunan zararlh bakteri, mantar ve virus gibi
farkli patojenleri 6ldiirmekte, ayrica agiz yaralari ve
ulseri, protez, aftoz stomatit, dis eti c¢ekilmesi,
periodontitis, dis eti iltihabi, dis hassasiyeti ve dis
giruamesi gibi farklh agiz ve dis hastaliklarina kars:
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olumlu sonuglar elde edilmesini saglamaktadir

(Bogdanov, 2012).

Propolisin kimyasal igerigi olduk¢a karmasiktir ve bu
icerik toplandigi floraya gore degigskenlik
gostermektedir (Bankova ve ark., 2000). Bu nedenle,
propolisin kaynagina gore antimikrobiyal aktivitede
goriilen varyasyonlar sagirtica degildir (Hegazi ve ark.,
2000; Hegazi ve El Hady 2001). Bu bilgiler
dogrultusunda c¢alismanin amaci Diizce/Yigilca
yoresinin farkli bitki florasina sahip tu¢ farkh
lokasyonundaki ariliklardan elde edilen propolis
numunelerinin se¢ilen mikroorganizmalar tizerindeki

antimikrobiyal ve antifungal etkinlik diizeyini
belirlemektir.
MATERYAL ve METOD

Propolis 6rneklerinin temini ve etanol ekstraksiyonu

Calismada kullanilan propolis érnekleri Diizce II'inin
Yigilea Ilge’sine ait 3 farkh lokasyondan temin edildi.
Birinci propolis grubu Hosafoglu Koy, ikinei propolis
grubu Kirik Koy, ticiineii propolis grubu ise Redifler
Koyi'ndeki arili  kolonilerden Haziran-Temmuz
aylarinda toplandi. Toplama iglemi i¢in propolis
tuzaklh arili kovanlar kullanildi. Kovanlar standart
Olciilerde ahgsap Langstroth tipi olup, propolis Uretimi
icin kovan kapagmin altina propolis tuzag
yerlestirilmistir.

Labaratuvara getirilen ham propolisler laboratuvar
tipi blendirda (Waring, commercial blender) toz haline
getirildi. Toz haline gelen propolislerden 50 gram
olacak gekilde bir kaba alinip tizerine 500 ml %96’1ik
etanol (Merck, ABD) eklendi. Karisim, 151k almayan
bir ortamda manyetik karigtirici tizerinde 150 rpm‘de

72 saat siireyle calkalandi. Bekleme siiresinin
ardindan karisim filtre kagidindan stizilerek
balmumu uzaklagtirildi. Geri kalan siizinti

evaporatorde (IKA RV10) 50-60 °Cde 5-10 dk
bekletilerek etanoliin uzaklastirilmasi saglandi. Kalan
re¢inemsi kisim tartilarak miktar belirlendi ve
propolis icerigi % 10 olacak sekilde (0.1 g/ ml) %7071k
etil alkolde ¢6ziiliip her bir propolis grubu i¢in stok
soliisyonlar hazirlandi (Eroglu ve ark., 2021).

Propolis 6rneginde polen analizi

Propolis 6rnekleri tizerinde yapilan mikroskobik polen
analizlerinde Warakomska ve Maciejewicz (1992) ile
Gencay ve Sorkun (2006) metodlar1 takip edilmistir.
Numuneler, toz haline gelene kadar o6gutildikten
sonra etanol/eter/aseton ile karistirilarak (1:1:1)
calkalandi. Karigim 0.3 mm capinda delikleri olan bir
stizgeg yardim ile siizlildi. Elde edilen slispansiyon 20
dakika boyunca 3500-4000 rpm'de santrifiij edildi.
Santrifigasyon sonrasinda olusan slipernatant,
uzerinde gliserin jelatin bulunan lama damlatilarak,
karigimin tizeri lamel ile kapatildi. Her bir numune
icin daha saghkl polen sayimi1 yapabilmek amaciyla
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ayni zamanda iki slayt hazirlanda.

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

LC-MS/MS yontemi Yang ve ark., (2013)mn
uyguladiklar1 basamaklarda birtakim degigiklikler
yapilarak gerceklestirildi. Kiitle spektrometresi
olciimleri, elektrosprey iyonizasyonlu (ESI) hibrit,
ucli, dort kutuplu / dogrusal iyon tuzagi kitle
spektrometresi API 4000 QTRAP (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) iizerinde gerceklestirildi. LC
ayirmalari;, C18 analitik kolonunda (Gemini® 5 pm
partikil boyutu, 110 A gozenek boyutu, 50 mm x 2 mm,
tamamen goézenekli organo-silika LC Kolonu)
gerceklestirildi. Her enjeksiyon i¢in ¢alisma siiresi 5.5
dakika, kolon sicakligi 40 °C ve enjeksiyon hacmi 10
uL olarak belirlendi. Kiitle spektrometresi, 0.70 amu
genisligini iceren secili iyon izleme (SIM) kosulu
altinda pozitif modda bir elektrosprey iyon kaynagi
(ESD ile calismakta ve nebiilizér basinct 55 psi,
kurutma gazi akig1 1 mL/dk ve skimmer voltaji1 20—80
V arasinda olacak sekilde ayarlandi. Propolis
numunelerinin diisik pH oranna (pH 3.4) sahip
olmas1 sebebiyle metodun pozitif iyon modunda
calistirilmasi daha hassas sonucglar elde edilmesini
desteklemigtir.

Mikroorganizmalar

Calismada toplam 4 adet anaerobik: Klebsiella
pneumoniae (yaban tip), Clostridium
perfringens ATCC 13124, Fusobacterium
nucleatum ATCC 10953, Streptococcus sobrinus ATCC
27607 ve 2 adet fakiiltatif anaerobik FEnterococcus
faecalis ATCC 29212, Streptococcus salivarus ATCC
7073 Dbakterileri kullanildi. Fungal grup ise
Saccaromyces cereviceae ATCC 9763, Candida
krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC 10231’dan
olusmaktadir. Calisma oOncesinde tiim suslar
laboratuvarda tutuldu ve -80 °C'de dondurularak
saklandi. Deney baslangicinda tiim bakteriyal suslar
Miieller Hinton Agar (MHA) (Merck) Dbesiyerine
ekilerek 37 °C'de 2 guinliik inkiibasyonun ardindan, saf
kiltiirler Miieller Hinton Broth (MHB) (Merck)
besiyerine transfer edilerek gece kultiirleri yapildi.
Mayalarin canlandirma iglemleri sirasinda ise
Sabouraud dextrose agar (SDA) besiyeri kullanildi
(Ozan ve ark., 2009).

Disk diflizyon testi ve minimal inhibisyon
konsantrasyonunun belirlenmesi

Her bakteri kiltiirt MHB besiyerine agilandi ve 37
°C'de 16 saat inklbe edildikten sonra ODsg25 = 0.08-0.1
(yaklagik 1 x 107 - 1 x 108 CFU / mL) 'e ayarlandu.
Mayalarin agilanmasi ise SDA besiyerine yapildi.
Konsantrasyonlar1 belirlenen hiicre slispansiyonlari
petri kaplarina yayma ekimleri yapilarak tiizerine
steril diskler (Whatman kagidi, No:1) yerlestirildi ve
kontrol grubu olarak ¢éziicii kullanildi. Her petri kabi
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icin Kanamycine pozitif kontrol olarak secildi. dogrulanmaktadar.

II.lhibisyon bolgeleri, toplam caplar dikkate alinarak Diizce/Yagilea yoresinin iic farkli lokasyonundan
bir kumpas .yardlrnlyla ol(;u.ld.u. ‘Her deney ti¢ te.kr.aufh toplanan propolis o6rnekleri, calismada kullanilan
olacak sekilde gergeklestirildi. MIC deneyi igin mikroorganizmalar tUzerinde yapilan mikrobiyal

disklerin etrafindaki 6 mm ve tzerinde inhibisyon
zonu olusturan propolis érnekleri kullanild: (Kartal ve
ark., 2003). Propolis gruplarinin bakteri suslarina ve
mayalara karst MIC degerleri seri dilisyon yontemi
kullanmilarak Dbelirlendi. Bu yonteme gore propolis
ornekleri 12 ardigik tlipe ayni hacimde aktarilarak
seyreltildikten sonra 96 gozli kaplara dagitildi ve her
bir géze ODe25 = 0.08-0.1 olan bakteri ve mayalardan
inokile edildi. Kaplar 24 saat 37 °C sicaklikta inkiibe
edildikten sonra kuyucuklardaki mikrobiyal biylme,
spektrofotometre (Molecular Devices, SpectraMax M2)
kullanilarak 600 nm'de ilgili absorbans (Abs)
okunarak belirlendi.

Istatistik Analizler

Calismada ele alinan mikroorganizmalarin MIC
degerlerine 1iliskin ortalama ve standart sapma
degerleri Microsoft Office Excel 2013'te (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, ABD) hesaplandi.
Propolis icerik analizine gére gruplar arasi istatistiki
farkliign belirlemek icin SPSS-15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) paket programinda One-way
ANOVA / Duncan testi uyguland: (P <0.05).

BULGULAR ve TARTISMA

Propolis érnekleri Diizce’nin Yigilca Ilge’sinde bulunan
Kirik, Redifler ve Hosafoglu koylerinde Haziran-
Temmuz aylarinda kovanlara yerlestirilen propolis
traplarindan  hasat edilmistir. Yapilan polen
analizinde Hosafoglu Koytu’'ndeki ariliktan toplanan
propolislerde Fagaceae familyas: polenleri dominant,
Graminaceae ve Fabaceae minor olarak belirlenmigtir.
Redifler Koyli'nden alinan oOrneklerinde Fabaceae
familyas1 dominant Fagaceae minor olarak
belirlenmigtir. Kirik Koéyii'nden toplanan 6rneklerde
dominant polene rastlanmazken Fagaceae minor

miktarda goérulmustiir. Apiaceae, Asteraceae,
Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae,
Campanulaceae, Cucurbitaceae, Cornaceae,
Ericaceae, Fabaceae, Fagaceae, Gentianaceae,

Gramineae, Lamiaceae, Oleaceae, Pinaceae, Poaceae,
Rosacea ve Tiliaceae familyalarindan polenler
genellikle eser miktarda gériilmiistiir (Cizelge 1).

Calismada kullanilan propolis o6rneklerinin etanol
ekstraktlarinin kimyasal bilesimleri Cizelge 2'de
verilmigtir. Analiz sonucu incelendiginde li¢ gruba ait
propolis numulerinin en fazla fenolik asit tiirevi olan
Gallic acid ve Flavonoid tiirevi olan Pinostrobin
icerdikleri goériilmektedir. Kiritk Koyii'ne ait propolis
numunesi ise (+)-Catechin igerigi yoniinden zenginlik
gostermektedir. Ancak 1i¢ guba ait propolis
orneklerinin timinin Kaempferol ve Ellagic acid
icermedigi LC-MS/MS analizi  sonuglarn ile
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etkinlik test sonuglarina gére 6mm den biyik
inhibisyon zonu olusturmustur. Bu inhibisyon zonu
olusumu, propolisin mikroorganizmalarin
gelismelerini fakl oranlarda engelledigini
gostermektedir. Bu nedenle propolis 6rneklerinin etki
dozlarini bulmak amaciyla tim 6rnekler MIC deneyine
dahil edilmistir. Bu sonuglara goére propolis
orneklerinin tim mikroorganizmalar {izerinde farkli
miktarlarda etkili olduklar1 gériilmektedir. Propolis
numunelerinin MIC degerleri 2 ile 128 ug/mL arasinda
degismektedir (Cizelge 3). Kontrol olarak kullanilan %
70’1k etanol mikroorganizmalarin biiyimesi tzerinde
herhangi bir etki géstermemistir. Hosafoglu propolis
ornekleri i¢in goézlemlenen MIC degerleri, diger
numuneler i¢in gézlemlenenlerden 6nemli 6l¢tide daha
dugtuktiur. Secilen mikroorganizmalar Uzerinde en
etkili olan propolis 6rnekleri sirasiyla Hosafoglu, Kirik
ve Redifler koylerinden alinan 6rneklerdir. Cizelge 3
incelendiginde propolis oOrneklerinin Gram pozitif
bakterilere karsi Gram negatif bakterilere gére daha
etkili oldugu gorilmektedir. Bu durum fungal grupla
kargilagtirnldiginda da aym sonuca ulasilmaktadir.
Propolisin ¢aligsilan agiz igi mikroorganizmalar
iizerinde en cok fakiltatif anaerobik Gram (+) bir
bakteri olan £E. faecalis tlzerinde etkili oldugu
gorilmektedir. Bu bakteri tiirtinii yine dusiik dozlarda
Clostridium perfringens ve Streptococcus sobrinus
suslar: takip etmektedir.

Propolisin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in
yapilan oOnceki arastirma sonuglari incelendiginde
aktivite farkliligimin  bitkisel orijine, Ornegin
toplandig1 cografyaya ve oOrnegin kimyasal icerigine
gore degistigi bildirilmektedir (Bankova ve ark., 2000;
Hegazi ve ark., 2000; Hegazi ve El Hady 2001). Bu
nedenle ¢calismada kullanilan propolislerin 6ncelikle
polen analizi yapilarak bitkisel orijini belirlenmigtir.
Daha sonra LC-MS/MS yontemi kullanilarak kimyasal
icerik analizi yapilmig ve aktif bilegenleri ortaya
konmusgtur. Yapilan polen analizine gore %95 kestane
propolisi iceren Hosafoglu Koéyi'nden alinan propolis
orneklerinin en yuksek antimikrobiyal aktivite
diizeyine sahip oldugu belirlenmigtir. Propolisin
icerigindeki flavonoid, kafeik asit, benzoik asit,
sinnamik asit gibi maddelerin muhtemelen hiicre
zarina veya duvarina etki ettigi ve bunun sonucunda
da fonksiyonel ve yapisal hasara neden oldugu
disiiniilmektedir (Dobrowolski ve ark., 1991; Mirzoeva
ve ark., 1997). Bu lokasyona ait érneklerin Benzoic
acid ve quercetin bilegsenleri bakimindan da en yiuksek
degerlere sahip oldugu g6z éntinde bulunduruldugun-
da, mikroorganizmalar tizerinde disiik dozlarda MIC
degerlerinin elde edilmesi sasirtict degildir. Ayni
zamanda Aga ve ark., (1994) yaptiklar: calismada
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Cizelge 1. Calismada kullanilan propolis 6rneklerinin dominant, sekonder ve eser polenlerin yiizdelik verileri ve polen spektrum tanimlar:
Table 1. Percentage data and pollen spectrum definitions of dominant, secondary and trace pollens of propolis samples used in the study
Hosgafoglu Koy Redifler Koyt Kirik Koyt
(Hosafoglu Village) (Redifler Village) (Kirik Village)
Familyalar Taksonlar Toplam Familyalar Taksonlar Toplam Familyalar Taksonlar Toplam
(Families) (Taxa) polen (Families) (Taxa) polen (Families) (Taxa) polen
ylizdesi yiizdesi yiizdesi
(%) (%) (%)
(Percenta (Percenta (Percenta
ge of total ge of total ge of total
pollen %) pollen %) pollen %)
1 Fagaceae Castanea sativa  80.5 Fagaceae Castanea sativa  30.00 Fagaceae Castanea sativa 44.50
2 Fabaceae Lathyrus 9.20 Fabaceae Lathyrus 50.50 Fabaceae Lathyrus 35.50
laxiflorus subsp. laxiflorus subsp. laxiflorus subsp.
3 Geraniaceae Geranium sp. 6.80 Geraniaceae Geranium sp. 6.80 Geraniaceae Geranium sp. 6.80
4 Apiaceae Caucalis 0.80 Apiaceae Caucalis 0.80 Apiaceae Caucalis 0.80
platycarposL. platycarposL. platycarposL.
5 Rosaceae Crataegus sp. 0.50 Rosaceae Crataegus sp. 0.50 Rosaceae Crataegus sp. 0.50
6 Asteraceae Centaurea sp. 0.50 Asteraceae Centaurea sp. 0.50 Asteraceae Centaurea sp. 0.50
7 Tiliaceae Tilia sp. 0.50 Tiliaceae Tilia sp. 0.50 Tiliaceae Tilia sp. 0.50
8 Boraginaceae FEchium vulgare  0.40 Boraginaceae Echium vulgare  0.40 Boraginaceae FEchium vulgare 0.40
9 Brassicaceae Rorippa 0.40 Brassicaceae Rorippa 0.40 Brassicaceae Rorippa sylvestris  0.40
sylvestris sylvestris
10 Campanulaceae = Campanula sp. 0.20 Campanulaceae Campanula sp. 0.20 Campanulaceae Campanula sp. 0.20
11 Lamiaceae Salvia sp. 0.10 Lamiaceae Salvia sp. 0.10 Lamiaceae Salvia sp. 0.10
12 Pinaceae Pinus sylvestris 0.10 Pinaceae Pinus sylvestris 0.10 Pinaceae Pinus  sylvestris 0.10
var. var. var.
13 Betulaceae Corylus L. 0.10 Oleaceae Ligustrum 0.10 Betulaceae Coryules L. 0.10
vulgare L.
14 Cucurbitaceae Cucurbita 0.10 Cornaceae Cornus 0.10 Ericaceae Rhododendron 0.10
maxima Lam sanguinea L. ponticum
15 Gentianaceae Centaurium 0.10 Poaceae Holcus lanatus L. 0.10 -

erthraea sp
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Cizelge 2. Propolis érneklerindeki biyoaktif bilegiklerin LC-MS/MS analiz sonuclar: (ppm)

Table 2. LC-MS / MS analysis results of bioactive compounds in propolis samples (ppm)

nd: Propolis numunelerinde tespit edilemeyen kimyasal icerik. ab<:Ayni hafle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farkhlik yoktur (2 <0.05).

Igerik (Compounds) Hosafoglu (ppm) Redifler (ppm) Kirik (ppm)
Pinostrobin 1400+ 1.02 1560+4.52 3370+3.6P
Kaempferol nd nd nd

p Coumaric acid 101 £ 4.52 116+0.52 nd

m- Coumaric acid 94.4 + 252 76.4+5.3b nd
Ferulic acid 84.2 £2.02 103+0.32 nd
Chlorogenic acid 82.9+£3.92 85.944.82 61.4+0.4b
Sinamic acid 132 +2.32 145+3.42 63.8+2.7P
Caffeic acid 153 + 3.42 156+4.42 56.1+0.6P
Protocatheuic acid nd 1290+1.8 nd
Daidzein 124 + 1.42 123+1.22 56.3+0.3P
Rosmarinic acid 355+2.12 345+0.42 608+0.7b
Syringic acid 335+1.22 322+1.22 168+0.6P
Quercetin dihydrate 43.5+2.22 70.8+0.7> 45.2+0.52
trans-Chalcone 67.1+1.12 62.9+1.82 24.4+3.2b
CAPE(Caffeic acid phenethyl ester) 71.8+1.52 65.1+2.0b 50.1+0.2¢
Hesperidin 92.6+1.62 143+0.4P 123+1.6b
(#)-Catechin 283+2.32 324+1.32 400+2.0°
Hydroxycinnamic acid 37+0.22 87.2+0.2b nd

Gallic acid 2830+0.32 3240+0.3P 4000+2.5P
(+)-Naringenin 1331.32 122+0.2b 110+ 2.3b
p-Coumaric acid 38.9+0.32 77.2+0.1P nd

3-4 dimethoxycinnamic acid 134+1.42 132+2.12 70.2+0.1b
Apigenin 117+1.72 115+1.52 52.8+0.2b
Benzoic acid 132+1.22 116+1.42 33+0.3P
trans-Cinnamic acid 64.4+3.32 62.1+1.02 34.5+1.0P
Ellagic acid nd nd nd
Emodin 93.9+2.82 99.8+0.82 36.1+0.2b
Quercetin 45.4+1.32 32.5+1.32 nd

Cizelge 3. Propolis oOrneklerinin segilen mikroorganizmalara karsi agar kuyucuk ve minimal inhibisyon
konsantrasyon (MIC) degerleri
Table 3. Agar well and minimal inhibition concentration (MIC) values of propolis samples against selected

microorganisms
Grup I (Group )  Grup Il Group II)  Grup 111 Group III)
Mikroorganizmalar (Microorganisms) (Hosafoglu) (Kirik) (Redifler)
MIC (pg/mL)

Klebsiella pneumonia 32 64 32

Clostridium perfringens 2 2 8

Streptococcus sobrinus 4 8 8

Streptococcus salivarus 4 4 16

Enterococcus faecalis 2 2 4

Fusobacterium nucleatum 32 64 32

Candida albicans 32 32 64

Candida krusei 64 128 128

Saccharomyces cerevisiae 32 32 64

ORT=+SD (MEAN=SD) 22.7+2.2a 37.3+£3.1b 39.6+1.2b
ab:Ayni hafle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklihk bulunmamaktadir (P<0.05).
propolis igeriginde p-Coumaric acid bulunmasi halinin mikroorganizma lzerinde test etmisler ve kestane
yitksek antimikrobiyal aktivite ile iligkili oldugunu propolisinin diger propolis 6rneklerinden daha etkili
belirtmislerdir. Hosafoglu ve Redifler Koyiine ait  ©ldugunu bildirmislerdir. Bu veriler bu calsma
numulerin bu icerik bakimindan zengin olmas: bu iki sonuglarini destekler niteliktedir. Kirik Kéyti'ne ait
lokasyonun dugik MIC degerlerine sahip olmasini propolis  numunesinin  igerik  analizinde diger
aciklamaktadir. Kestane propolisi ile ilgili yapilan numunelere oranla daha yiiksek miktarda pinostrobin
sinirh sayida ¢alisma olmasina ragmen Kolayli ve ark., (Filavonoid), (#)-Catechin (Flavanol), gallik asit

(2020) farkli orjinli 8 propolis 6rnegini, 16 farkh (Fenolik asit) bulunmaktadwr. Ancak gruplarin
mikroorganizmalar  lzerindeki MIC  degerleri
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incelendiginde en diisik etki degerinin Hosafoglu
Koyt’ne ait grupta oldugu gorilmektedir. Bu durumun
sebebi propolisin  mikroorganizmalar tizerindeki
inhibe edici etkisinin bir¢ok bilesigin sinerjisine bagh
olmasi gercegi ile aciklanmaktadir (Ghisalberti, 1979).
Ayrica incelenen literatir verilerine gore, ayni
ulke/sehrin farkl lokasyonlarindan toplanan propolis
orneklerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri,
antioksidan kapasiteleri ve bireysel fenolik icerikleri,
dolayisiyla biyolojik aktiviteleri agisindan biylk
farklihklar goriilebilir (Dos Santos ve ark., 2017). Ote
yandan, 6nceki calismalar antimikrobiyal aktiviteden
sorumlu bilegiklerin esas olarak kafeik asit esterleri
oldugunu bildirmistir (Schneidewind ve ark., 1979).
Analiz sonucglarina gore en yiiksek CAPE miktarinin
(71.8 ppm) Hosafoglu Koyii'ne ait grupta olmasi,

secilen mikroorganizmalar uzerinde yiksek
antimikrobiyal aktivitenin elde edilmesi (22.7+21.2) ile
iligkili oldugunu aciklamaktadir. Bu

mikroorganizmalar arasindan F£. faecalis 6nemli bir
agiz i¢i patojeni olup dis clrmesinde ve biyofilm
olusumunda buyiik rol oynamaktadir. Bu patojene
karsi propolisin etkinlik diizeyininin arastirilmasina
dair pek cok calisma mevcuttur (Koo ve ark., 2000;
Oncag ve ark., 2006; Kandaswamy ve ark., 2010;
Kayaoglu ve ark., 2011). De Andrade Ferreira ve ark.,
(2007), Prevotella nigrescens, F. nucleatum,
Actinomyces israelii ve C. perfringens ve E. faecalis
gibi endodontik patojenlerden olugsan bir bakteri
grubuna propolisin etanol ektraksiyonunun pulpa-
periapikal enfeksiyonlarda etkisini arastirmiglar ve
propolisin MIC degerlerinin sirasiyla C. perfringens,
A. israelii ve F. nucleatum igin 781.2 ug/mL, P.
nigrescens i¢in 49 pg/ml., E. faecalis i¢in ise 6425
pug/mL oldugunu rapor etmiglerdir. Hogafoglu, Kirik ve
Redifler Kéy'lerine ait propolis gruplarinin . faecalis
bakterisi i¢cin MIC degerleri sirasiyla 2, 2 ve 4 ug/mL;
F. nucleatum igin 32, 64 ve 32 ug/mL; C. perfringens
i¢in ise 2, 2 ve 8 ug/mL olarak bulunmustur. Bu veriler
dogrultusunda Dizce/Yigilca yoresine ait propolis
numunelerinin direngli bir agiz i¢i patojeni olan Z.
faecalis, F. nucleatum ve C. perfringens uzerinde
onemli 6l¢tide antimikrobiyal etkisinin oldugu ve diger
propolis o6rneklerine gore ¢ok daha yiiksek oranda
aktivite gosterdigi sonucuna varilmaktadir. Bu yiiksek
aktivitenin propolis igerigini olusturan bilesiklerin
kompozisyonuna gére propolisin antibakteriyel
aktivitesinin degistirdigine yonelik oldugu
diistiniilmektedir (Feres ve ark., 2005). Bu durumda
Diizce/Yigilca yoresine ait propolis numulerinin koék
kanallarinda oldukg¢a fazla enfeksiyon problemlerine
yol acan F. faecalis ve F. nucleatunia kars1 alternatif
bir intrakanal ila¢ olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Ozan ve ark. (2007) iclerinde
Streptococcus spp. ve Candida albicans turlerinin
oldugu, farkhi agiz i¢i flora mikroorganizmalarina
kars1 % 10 ‘luk propolis igerikli agiz gargarasinin dis
eti hiicreleri tzerine baskin bir antimikrobiyal
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etkinligi oldugunu tespit etmigler ve bu ar1 trtintnin
dis eti fibroblastlar1 tzerinde herhangi bir toksik
etkisinin olmadigini rapor etmisglerdir. Koo ve ark.,
(2002), dental plak olusumunu destekleyen
Streptokoklar tizerine propolisin %44.7 oraninda
¢ozliilmeyen polisakkarit olusumunu azalttigim
bulmuglardir. Yapilan bu arastirma incelendiginde
propolis gruplarinin sirasiyla S. sobrinusigin 4, 8 ve 8
ug/mLs; S. salivarusi¢in 4, 4 ve 16 pg/mL kadar dusik
MIC degerleriyle oldukga etkili oldugu gorilebilir. Bu
da belirtilen bolgelere ait propolis 6rneklerinin agiz
gargarasi formunda uretilip diger agiz
gargaralarindan daha etkili bir formda ticari trin
haline getirilmesi gerektigini dustindiirmektedir.
Candida  tirleri uzun  streli kok  kanal
enfeksiyonlarinda bulunabilir, invaze ve viriilans
etkinlige sahip olabilir (Ozan ve ark., 2009). Kartal ve
ark., (2003) yaptiklar: bir calismada iki farkli propolis
orneginin 11 farkli bakteri ve Candida albicans
tizerinde antimikromiyal etkinliginin oldugunu rapor
etmiglerdir. Ozan ve ark., (2009) kok kanal irrigasyonu
sirasinda farkli konsantrasyonlarda hazirladiklar:
propolisin C. albicans kolonizasyonu tizerinde % 10 ve
% 20’lik propolis uygulamalarinin antimikotik yénden
istatistiksel olarak anlamli farklhiliklar olusturdugunu
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada da 3 farklh maya tura
kullanilmis ve Hosgafoglu Koyi'ne ait propolis
numunesinin tim maya tilrlerine en disik MIC
oraniyla yiiksek antimikotik etki gésterdigi sonucuna
varilmistir (Cizelge 3). En diisik etki degeri ise
Redifler Koyi'ne ait propolis numunesinden elde
edilmigtir.

Propolisin agiz i¢i enfeksiyonlarina kars: etkinligi ile
ilgili pek ¢ok arastirma yapilmis olsa da koétu agiz
hijyeni ve agiz enfeksiyonlarinin ciddi problemlere
neden olabilecegi ve bunun sonucunda da ciddi
sistemik rahatsizliklara sebebiyet verecegi
bilinmektedir. Bu nedenle propolisin kullanimi1 agiz
hijyeni ve periodontal hastaliklarin elimine edilmesi
acisinda oldukga biiyiik 6nem tegkil etmektedir.

SONUC ve ONERILER

Diizce Il Yigilea Ilge’sinin ti¢ farkh lokasyonundan,
Haziran-Temmuz aylarinda toplanan  propolis
orneklerinin oncelikle polen analizi ile bitkisel
orijinleri, daha sonra LC-MS/MS y6ntemi ile kimyasal
kompozisyonu ortaya konmustur. Polen analizlerine
gore Hogafoglu Koyii'nden alinan propolis 6rneklerinin
kestane poleni bakimindan dominant oldugu
belirlenmistir. Icerik analizleri bakimindan propolis
orneklerinin kimyasal kompozisyonlar1 birbirleriyle
kargilastirnldiginda 6nemli diizeyde farkli olduklari
belirlenmigtir. Bu ¢ farkli propolisin agiz igi
patojenler uzerindeki antimikrobiyal etkisi
incelendiginde Hogafoglu Koyii'nden toplanan kestane
orijinli propolis ekstraksiyonlarinin diger iki propolis
ornegine gére daha dusik MIC konsantrasyonu ile
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ag1z i¢ci mikroorganizmalarinin eliminasyonunda daha
etkili oldugu ortaya konmustur. Onceki caligmalar ile
karsilastirildiginda Diizce/Yigilca yoresine ait propolis
numunelerinin secilen agiz i¢i mikroorganizmalara
karg1 yiiksek oranda antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu, ancak yiksek oranda kestane poleni igceren
propolis 6rneginin diger iki propolis 6rnegine gore

istatistiki olarak o©nemli diizeyde antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle agiz i¢i
enfeksiyonlarin tedavisinde standartlastirilmig
kestane propolisi  ekstraktlarinin  kullanilmasi
onerilmektedir.
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