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FARKLI COZUCULERLE HAZIRLANAN PROPOLIS OZUTLERININ
MUTANS STREPTOKOKLAR UZERINE IN VITRO
ANTIMIKROBIYAL ETKISI
The in vitro Effects of Propolis Extracts Prepared with Different
Solvents on Mutans Streptococci
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Ozet : Propolis arilar tarafindan iiretilen recine
iceren bir maddedir. Cok sayida biyolojik aktiviteye
sahip olan propolisin dis ¢iiriigiiniin kontroliinde
potansiyel uygulamalaryla ilgili arastrmalar
yvapilmaktadir. Bu c¢alismada, Tiirk propolisinin
mutans  streptokoklardan Streptococcus mutans
tizerine antimikrobiyal etkisini degerlendirmek
amaclanmistir.

Propolis  érnekleri etanol, metanol, kloroform,
hekzan, etil asetat, ve propilen glikol ile
fraksiyonlarina  ayrilmistir.  Propilen  glikoliin
buharlagma isis1 yiiksek oldugu i¢in Propilen glikol
disindaki coziictiler buharlastirilarak
uzaklastirilmis ve propolis éziitleri elde edilmigtir.
Etanol, metanol, kloroform, hekzan, etil asetat
oziitleri % 80 etanolde ¢éziilerek, propolis +
propilen glikol karisimi ise direkt kullanilmigtir. Bu
oziitlerin  Streptococcus mutans iizerine in Vvitro
antimikrobiyal  aktivitesi  minimum  inhibitor
konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon ~ (MBC)  degerleri  ¢aligilarak
belirlenmigtir. Sonug olarak, Streptococcus mutans
lizerine en iyi inhibitor etkiyi propolisin metanol ve
etil setat dziitleri gostermigtir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, ¢iiriik,
propolis, streptococus mutans.
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Summary: Propolis is a resinous substance made
by bees. It possesses many biological activities, and
many studies have reported its potential application
in the control of dental caries. The aim of this study
was to evaluate in vitro antimicrobial effects of
Turkish propolis on Streptococcus mutans from
mutans streptococci.

Propolis samples was serially fractionated into
ethanol, methanol, chloroform, hexane, ethyl
acetate and propylen glicol. Then, solutions were
removed by evaporation and propolis extracts were
obtained except propylen glycol which has high
evaporation  temperature.  Ethanol,  methanol,
choroform, hexane, ethly acetate extracts were used
after 80% of ethanol dilution and propolis +
propylen glycol was used directly. In vitro
antimicrobial activity of these extracts on
Streptococcus mutans was examined by determining
minimum inhibitory consentration (MIC) and
minimum bactericidal consentration (MBC) As a
result, the methanol and ethyl acetate extracts
showed the highest antimicrobial activity on
Streptococcus mutans.

Keywords: Antimicrobial activity, caries, propolis,
streptococus mutans

Dental plak periodontal hastalik ve ¢iiriik gelisi-
minde 6nemli rol oynayan, dis yiizeyinde tiikriik
glikoproteinleri ve ekstraselluler polisakkarid
matriks i¢indeki bakterilerden olusan bir film taba-
kasidir (1). Mutans streptokoklar sukrozdan
ekstraselluler polisakkarid sentezleyerek plak olu-
sumunu baslatabilir ve dis ylizeyinde kolonize ola-
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bilirler (2). Ayrica bu mikroorganizmalarin g¢iiriik
ve periodontal hastaliklarin gelismesinde yer aldig:
gosterilmistir (3). Bu nedenle, bu oral patojenlere
karst antimikrobiyal ajanlarm kullanilmast dental
glirik ve periodontal hastaliklarin &nlenmesinde
onemli bir rol oynayabilir.

Dogal iiriinler yiizyillardir gesitli amaglar igin tipta
kullanilmaktadir. Dogal bir {riin olan propolis
patojenik mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivitesinden dolay1 giiniimiizde giderek artan bir
onem kazanmaktadir. Propolis; bal arilar1 (4pis
mellifera L.) tarafindan bitki ve agacglarin yaprak ve
siirglinlerinden toplanan regine igeren bir karigim-
dir. Propolis iiretimi i¢in arilar tarafindan kullani-
lan materyal, bitkilerin yara bdlgelerinden salgila-
nan maddeler olabildigi gibi, yapraklardaki
lipofilik materyaller ile recine, miisilaj, zamk gibi
maddeler de olabilmektedir. Arilar bu salgiya daha
sonra ¢esitli enzimler ile polenden tiirevlenen mad-
deler katmaktadirlar (4).

Propolisin kaynagmi olusturan bitkiler kavak
(Populus spp.), kayin (Fagus sylvatica) hus (Betula
alba), kestane (Castanea sativa), at kestanesi
(desculus  hippocastanum), akcaagag¢ (Alnus
glutinosa) ve gesitli koniferlerdir (5).

Bal arilar1 propolisi, bal mumuna karigtirarak petek
yapiminda, kovan duvarlarindaki catlaklarin kapa-
tilmasinda, kovan giriginin kigiltiilmesinde kulla-
nirlar. Ayrica bakteri, mantar ve viriislerle miicade-
lede etkili olan propolis, kovanda tim ari
populasyonu i¢in gesitli enfeksiyonlara karst koru-
yucu olarak gorev yapmaktadir (4).

Propolisin rengi reginenin kaynagma bagli olarak
sarims1 yesilden, kirmizi ve koyu kahverengiye
kadar degismekte olabilecegi gibi seffaf da olabil-
mektedir. Fiziksel yapisi serttir, sogukta kirilgan,
sicakta yapiskandir. Propolis toplamak i¢in kullani-
lan bitki kaynagmin bilesimi propolisin kimyasal
yapisini belirlemektedir. Rengi, kokusu ve tibbi
karakteristikleri sezona ve kaynaga bagli olarak
degisebilmektedir (6).

Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismek-
le birlikte, genellikle % 45-50 regine, % 30 mum,
% 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve %
5 diger organik maddelerden olusmaktadir (6).
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Simdiye kadar, gogunlugu polifenoller olmak iizere
180 den fazla bilesik propolisin bileseni olarak
belirlenmistir. Ana polifenoller, fenolik asitler
(kafeik asit, sinnamik asit) ve esterleri,
fenolikaldehitler ve ketonlar ile beraber
flavonoidlerdir  (pinosembrin, pinobanksin,
akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin,
galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetin,
kuarsetin v.b.). Propolisin diger bilesikleri ugucu
yaglar ve aromatik asitler (% 10), mumlar (% 30),
rezinler, esansiyel yaglar ve magnezyum, nikel,
kalsiyum, demir ve ¢inko gibi esansiyel elementle-
rin zengin bir kaynagi olan polen tanelerdir. Brezil-
ya ve Cin propolis orneklerinden 3,5- difenil-4-
hidroksinamik asit ve oktakonasol gibi bilesikler
izole edilmistir (4).

Propolisin tibbi 6zellikleri tarihsel olarak gok eski
zamanlardan beri bilinmektedir. Yillar boyunca
propolis insanlar tarafindan degisik hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Cesitli ¢alismalarda
propolisin  antikarsinojenik, antioksidan,
antienflamatuar, antibakteriyel, antifungal,
antihepatotoksik ve dental ¢lirigii engelleyici etkisi
gosterilmistir (6). Hatta propolis Streptococcus
mutans ve Streptococcus sobrinus gibi dental ¢ii-
riikle iligkili bakterilere kars1 biiyiik bir potansiyele
sahip olabilmektedir (7)

Bu ¢alismanin amaci 6nemli oral patojenlerden biri
olan S. mutans’a karst propolisin in vitro
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmekti.

GEREC VE YONTEM

Propolis Orneklerinin Hazirlanmasi: Bu arastir-
mada kavak (Populus spp.) agaglarinin yogun oldu-
gu bolgede Apis mellifera kolonilerinden elle topla-
nan ham propolis kullanilmistir. Propolisin 6ziitle-
rinin ve farkli fraksiyonlarmmn elde edilmesinde
Silici-Kutluca (5) ve Duarte ve ark. (8) nin 6nerdi-
g1 yontemler modifiye edilerek kullanilmigtir. Ham
propolis havanda doviilerek toz haline getirilmistir.
Toz propolisten 30’ar gram tartilmig (0.001 hassa-
siyet, Sartorius, Almanya) ve beherlerin i¢ine kon-
mustur. 100’er ml etanol (Merck, ABD), metanol
(Merck), kloroform (Lab-scan, Polonya), hekzan
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(Lab-scan), etil asetat (Lab-scan), ve propilen gli-
kol (Carlo-Erba, Italya) ayr1 ayr1 toz propolislerin
iizerine ilave edilmistir. Karanlik bir ortamda giin-
de 2-3 kez karigtirilmak suretiyle bir hafta
bekletilmstir. Sonra her bir karisim filtre kagidin-
dan siiziilerek ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
(Therma Jovan B4i Multifunction, Thermo
Scientific, ABD) edilmistir. Propilen glikol disin-
da her bir ¢ozelti vakum evaporatorde (Laborota
4000, Heidolph, Almanya) 50-60°C’de 5-10 dk’da
buharlastirilarak  uzaklastirilmistir.  Propilen
glikoliin buharlasma 1sis1 yiiksek oldugu (188°C)
ve 50°C’nin iizerinde ¢oziicii buharlastiktan sonra
propolisin yapisal 6zelligi bozulacagi i¢in vakum
evaporatorde igleme tabi tutulmamistir. Kalan 6ziit
miktarlar1 tek tek tartilmastir.

Daha sonra oziitlerden 1°er gr alinarak 10 ml (0.1g/
ml) % 80°lik etil alkolde ¢ozlilmiistiir.

Duyarlhilik Testi: Propolis dziitlerinin
antibakteriyal aktivitesi, minimum inhibitér kon-
santrasyon (MIC) ve minimum bakterisidal kon-
santrasyon (MBC) degerlerinin makro diliisyon
yontemi ile calisilmasiyla belirlenmistir (9-11).
Steril tiiplerde Brain Heart Inflizyon (BHI) broth
ile 0.1 g/ml seklinde hazirlanan propolis 6ziitlerin-
den 1600-12.5 pg/mI’lik diliisyonlar olusturulmus-
tur. Daha sonra iizerlerine kariyojenik (gliriik olus-
turucu) ekinligi kanitlanmis, 10°CFU/ml
Streptococcus mutans UA159 (lot 1no:3584010,
ATCC no: 700610, ABD) igeren serum fizyolojik-
ten 1 ml eklenerek mikroorganizma sayis1 5x10°

CFU/ml’ye diisiiriilmiis ve CO,’li etiivde bir gece-
lik inkiibasyonda birakilmistir. Uremenin gozle
goriiliir sekilde inhibe oldugu diliisyon MIC olarak
kaydedilmis, bu diliisyon ve iist diliisyonlardan
100’er pl almarak % 5 koyun kanl agara ekim
yapilarak CO,’li ortamda bir gecelik inkiibasyona
birakilmistir. Uremenin olmadigi degerler MBC
degeri olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Propolis Oziitlerine Ait Bulgular: Propolis or-
neklerini fraksiyonlarina ayirmakta kullanilan ¢6-
ziiciiler vakum evaporatdrde uzaklastirildiktan
sonra kalan 6ziit miktarlar1 tartilmigtir. Farklt mik-
tarlarda oziitler elde edilmistir. En iyi verim kloro-
form oziitiinde gozlenirken en az verim hekzan
oziitiinde gozlenmistir (Tablo I). Propilen glikoliin
buharlagsma 1s1s1 yiiksek oldugu icin evaporatdrde
uzaklastirilamamis ve kalan 6ziit miktari tartilama-
migtir.

Duyarhilik Testi Bulgulari: Propolis 6ziitlerinin
S.  mutans’a Kkarsi, antimikrobiyal etkinligi
makrodillisyon yontemiyle belirlenmis, MIC ve
MBC degerleri Tablo II’de verilmistir. Propolis
Oziitlerinin  hepsinin S.  mutans lzerine
antimikrobiyal etkinligi belirlenmistir. S. mutans
tizerine en iyi MBC degerlerini propolisin metanol
ve etil asetat oziitleri vermistir. Etanol ve propilen
glikoliin diliisyon aralig1 belirlenemedigi i¢in MIC
ve MBC degerleri ¢alisilamamustir.

Tablo 1. Propolis 6ziitlerinin miktarlari ve ¢dziiciilerin maksimum buharlagma 1silar

Propolis Oziitleri Miktar (gram)

Maksimum Buharlasma Isis1 (°C)

Metanol 18.210
Etanol 17.159
Kloroform 21.719
Hekzan 1.428
Etil Asetat 18.490
Propilen Glikol -

64.6
50
61-62
65-70
77.1
188
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Tablo II. S. mutans’a kars1 propolis o6ziitlerinin MIC ve MBC degerleri

(Propolis &ziitlerinin diliisyon araligr 1600-12.5 ng/ml)

S. mutans
MIC (ng/ml) MBC(pg/ml)
Propolisin etanol dziitii 50 400
Propolisin metanol dziitii 50 100
Propolisin etil asetat 6ziitii 50 200
Propolisin propilen glikol dziitii 100 400
Propolisin kloroform &ziitii 100 400
Propolisin hekzan 6ziitii 100 400
TARTISMA roform Oziitliniin S. mutans ve S. sobrinus lizerine

Ciiriik profilaksisinde koruyucu iglemlerin 6nemi-
nin tartigilmaz oldugu giinimiizde dogal, etkin, yan
etkisi az olan ve ucuz alternetif ajan arayiglari de-
vam etmektedir. Binlerce yildir halk ilaclarinda
kullanilan ve oral patojenlere karsi antimikrobiyal
etkileri kanitlanmis dogal iiriinlerin proflaksisinden
yararlanilabilecegi diisiincesiyle, bu caligmada
rezin benzeri bir kovan {iriinii olan propolisin ¢liriik
yapici bakterilerden S. mutans lizerindeki in vitro
antibakteriyel etkinligi arastirilmistir.

Propolis oziitlerinin elde edilmesinde farkli ¢6zii-
ciiler kullanilmaktadir. Bu arastirmada kavak tipi
propolis  ornekleri 6 farkli ¢oziicii ile
farksiyonlarina ayrilmis ve ¢oziiciiler buharlastiri-
larak oziitleri elde edilmistir. Elde edilen oziitler
etanolde ¢oziilmis ve bu oziitlerin S. mutans tizeri-
ne in vitro antimikrobiyal etkisi MIC ve MBC de-
gerleri calisilarak belirlenmistir. S. mutans tizerine
en iyi inhibitor etkiyi metanol ve etil asetat dziitleri
vermistir.

Propolisin antibakteriyel etkinligi baska in vitro
arastirmalara da konu olmustur. Alencer ve ark.
(12) Brezilya propolisinin farkli tiplerini analiz
etmigler ve bu propolisin etanol 6ziitiiniin mutans
grubu streptokoklar ve S. aureus’a karst inibitor
etkilerinin yiiksek oldugunu buna karsilik hekzan
Oziitiniin pozitif bir sonu¢ goéstermedigini tespit
etmiglerdir. Duarte ve ark. (13)’nin yaptiklart ¢alig-
mada Brezilya propolisinin hekzan, etanol ve klo-

6nemli antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Tkeno ve ark. (14) Cin’de iki bolgeden ve
Japonya’dan bir bdlgeden toplanan {i¢ farkli
propolis numunesinin S. sobrinus, S. mutans ve S.
cricetus 'un bilinen standart suslarma etkisini incele-
dikleri ¢aligmada bu ii¢ farkli propolisin etanolik
ekstraktlarmin bakteriler iizerine benzer inhibitor
etkiyi gosterdigini belirtmislerdir. Koo ve ark. (15)
oral patojenlere karst Arnika montana ve Brezilya
propolisinin in vitro antimikrobiyal etkisini deger-
lendirdikleri calismalarinda propolisin etanolik
ekstraginin Arnika montana ile karslastirildiginda S.
mutans ve S. sobrinus lzerine yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmislerdir.
Hayacibara ve ark. (9) iki tip Brezilya propolisinin
hekzan, kloroform, etil asetat ve etanol oziitleriyle
yaptiklar1 calismada hekzan Oziitliniin S. mutans ve
S. sobrinus iizerine in vitro en yiiksek anti bakteri-
yel aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Uzel ve
ark. (7) iilkemizde dort degisik bolgeden topladikla-
r1 propolisin etanolik ekstraktlarinin gram-pozitif
bakterilere (S. mutans, S. sobrinus) karsi 6nemli
oranda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermisler ve propolisin dis ¢liriigiinii 6nleyebile-
cegi sonucuna varmiglardir.

Mutans streptokoklar disinda diger mikroorganiz-
malar tizerine propolisin etkinligi degisik calisma-
larda gosterilmistir. Keskin ve ark. (16) propolisin
kimyasal kompozisyonu ve antibakteriyel etkisini
incelemislerdir. Incelenen propolis drnekleri gram-
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pozitif koklara (Staphylococcus aureus ve beta
hem.Streptococcus) antibakteriyel etki gosterirken,
gram-negatif bakterilere (Escherichia coli,
Psedomonas aeruginosa) karsi etkili olmadig tes-
pit edilmistir. Kujumgiev ve ark. (17)’nin yaptikla-
r1 arastirmada, calisilan propolis orneklerinin S.
aureus’a Onemli antibakteriyel etki gosterirken,
gram-negatif test susuna (E.coli) kars1 etkili olma-
digr tespit edilmistir. Koru ve ark. (18) Tirkiye’-
den (Kazan, Rize, Mugla, tahtakoprii) dort bolge-
den ve Brezilya’nin bir bdlgesinden alman propolis
orneklerinin dokuz anaerobik oral bakteriye karsi
etkinligini degerlendirdikleri c¢alismada; propolis
orneklerinin gram-pozitif anaerobik bakterilere
gram-negatif anaerobik bakterilerden ¢ok daha
etkili oldugunu bildirmislerdir.

Farkli ¢oziiciilerle elde edilen propolis 6ziitlerinin
antimikrobiyal etkinligi degisebildigi gibi degisik
cografik kokene sahip propolislerin antimikrobiyal
etkinligi de degisebilmektedir. Avrupanm degisik
bolgelerinden (Almanya, Avusturya, Fransa) topla-
nan propolis drneklerinin antimikrobiyal etkinligi-
nin degerlendirildigi ¢alismada, Alman propolisi S.
aureus ve E.coli’ye kars1 en yiiksek antimikrobiyal
etki gosterirken, Fransiz propolisi en diisiik
antimikrobiyal etkiyi gostermistir (19). Degisik
cografik ve iklim bolgelerinden toplanan propolis
orneklerinin antimikrobiyal etkinliginin degerlen-
dirildigi diger bir ¢alismada nemli tropikal iklim
bolgelerinden toplanan  propolis  drneklerinin
antimikrobiyal etkinliginin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (20).

Farkli propolis orijinlerinin ve propolis 6ziitlerin
elde edilmesinde farkli ¢oziiciilerin kullanilmasi
propolisin antimikrobiyal aktivitesini etkileyebil-
mektedir (21). Sonug¢ olarak bu arastirmada
propolisin S. mutans {izerine antimikrobiyal etkisi
in vitro olarak tespit edilmis, farkli dziitlerin aktivi-
te lizerine degisik etki gosterebilecegi belirlenmis-
tir.
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