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Resveratroliin Staphylococcus Aereus, Escherichia Coli,
Pseudomonas Aeruginosa ve Candida Albicans Uzerindeki
Antibakteryel ve Antifungal Etkilerinin in Vitro olarak

Degerlendirilmesi

Taner DAS’, Giilstim DAS™, Mahir KAPMAZ"™

Oz

Amac: Resveratrol, ilk olarak 1940 yilinda Melanthiaceae (Dokuztepegiller) familyasinda yer
alan bitkinin koklerinden izole edilmistir. Bitkilerde 6zellikle kirmizi1 {iziim, yer fistig1, ananas,
dut ve yaban mersininde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Resveratrol (3,5,4'-
trihidroksistilben) antioksidan, antifungal, antibakteriyel, anti-inflamatuar, anti-proliferatif
etkilerin yaninda cesitli biyokimyasal etkilere sahip dogal bir polifenoldiir. Bitkiler tarafindan
mikrobik, fungal ve fiziksel uyaranlara karsi iiretilen antimikrobiyel ve antifungal etkili bir
bilesik yani fitoaleksindir. Bu ¢alismada Polygonum Cuspidatum kokiinden elde edilen
resveratroliin bazi mikrobik ve fungal insan enfeksiyonlar iizerindeki cogalmay1 azaltic1 veya

durdurucu etkisi olup olmadig arastirilmisgtir.

Yontem: Bu calismada Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus  aureus  mikroorganizmalar1  kullamlmistir.  Calismada  kullanilan
mikroorganizmalarin her biri {iremeleri icin uygun besiyerlerine ekilmistir. Her bir
mikroorganizma biri normal sartlarda (resveratrol icermeyen) digerleri ise 1/4 ve 1/1 diliisyon
oranlarinda resveratrol iceren besiyerlerine ekilmis ve organizmalarin iiremeleri i¢in belirli

siirelerde inkiibasyona birakilmigtir.
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Bulgular: Bu siire sonunda resveratrol icermeyen besiyerinde Staphylococcus aureus'un beta
hemoliz ve iiremesi saptanirken, 1/1 ve 1/4 diliisyonlu resveratrol iceren %5 koyun kanlh
besiyerinde beta hemoliz yapma yetenegi kaybolmus olup 1/1 ve 1/4 diliisyonlu resveratrol
iceren Mueller Hinton besiyerinde iiremesi inhibe olmustur. Resveratrol icermeyen ve iceren
(1/1 ve 1/4 diliisyonlu) besiyerlerinde Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida

albicans mikroorganizmalarimin iiremelerinde degisiklik saptanmamigtir.

Sonucg: Resveratroliin gram pozitif bakteriler iizerindeki etkilerinin yaninda cesitli
antibiyotikler ve dezenfektanlar ile kombine edilerek tedavi edici ve koruyucu etkinligi yeni

yapilacak ¢alismalarla degerlendirilebilir.
Anahtar Sozciikler: Resveratrol, antibakteriyel ajanlar, antifungal ajanlar, hemoliz.

In Vitro Evaluation of the Antibacterial and Antifungal Effects of Resveratrol on
Staphylococcus Aureus, Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa and Candida
Albicans

Abstract

Aim: Resveratrol was first isolated from the roots of the plant in the Melanthiaceae family in
1940 and is found in plants at high concentration especially in red grapes, peanuts, pineapples,
berries, and blueberries. It has antioxidant, antifungal, antibacterial, anti-inflammatory, anti-
proliferative effects as well as is a natural polyphenol with various biochemical effects. In this
study, it has been investigated whether resveratrol obtained from Polygonum Cuspidatum root

has a reducing or inhibitory effect on some microbial and fungal human infections.

Method: In this study; Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus microorganisms were used. Each of the microorganisms used in this
study was implanted on suitable media for their reproduction. Each microorganism was
implanted in normal media without resveratrol as well as in medias containing resveratrol at 1/4

and 1/1 dilution rates and incubated at a specific period for the growth of organisms.

Findings: At the end of the incubation period, beta hemolysis and reproduction of
Staphylococcus aureus were detected in the resveratrol-free medium. Ability to make beta
hemolysis in 5% sheep blood medium containing resveratrol with 1/1 and 1/4 dilution was lost
and its growth was inhibited in Mueller Hinton medium containing resveratrol with 1/1 and 1/4
dilution. No change was observed in the growth of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Candida albicans microorganisms in the media with (1/1 and 1/4 dilution) and without

resveratrol.
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Conclusion: In addition to the effects of resveratrol on gram-positive bacteria, its therapeutic
and protective efficacy in combination with various antibiotics and disinfectants can be

evaluated with new studies.

Keywords: Resveratrol, anti-bacterial agents, antifungal agents, hemolysis.

Giris

Resveratrol, ilk olarak 1940 yilinda Melanthiaceae (Dokuztepegiller) familyasinda yer
alan bitkinin koklerinden izole edilmistir:. Bitkilerde 6zellikle kirmizi iiziim, yer fistig,
ananas, dut ve yaban mersininde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir2. Resveratrol
(3,5,4’ —trihidroksistilben) antioksidan, antifungal, antibakteriyel, anti-inflamatuar,
anti-proliferatif etkilerin yaninda cesitli biyokimyasal etkilere sahip dogal bir
polifenoldiir. Yapilan bazi calismalarda resveratroliin cesitli konsantrasyonlarinin
farkli bakteri ve mantarlar iizerinde ¢ogalmayi azaltic1 veya organizmay: oldiiriicii etkisi
oldugu belirtilmektedir.3'2. Baz1 calismalarda ise Candida tiirii lizerinde etkisi olmadig1

belirtilmigtir:s4,

Bu calismada Polygonum Cuspidatum kokiinden elde edilen resveratroliin yogun
bakim hastalarindan iiretilen Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus gibi bakteriyel ve Candida albicans gibi fungal insan
enfeksiyonlar1 iizerindeki ¢ogalmay1 azaltici veya durdurucu etkisi olup olmadig in

vitro olarak arastirilmistir.
Gerec ve Yontem
Bakteriler ve Mantarlar

Calismamizda kullanilan Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve Candida albicans maddi kisithliklar nedeniyle mikrobiyolojik calismalarda
kullanilmas1 onerilen lisanshi American Type Culture Collection (ATCC) suslar yerine
Yenibosna Ozel Safa Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak yogun bakim

hastalarinin klinik materyallerinden izole edilen suslar kullamilmigtir.
Besiyerlerinin Eldesi
Calismada kullanilan besiyerleri (%5 koyun kanh agar, Eosin Methylen-blue Lactose
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Sucrose (EMB) agar, Mueller Hinton agar ve Sabouraud Dextroz agar) Premed Tibbi
Uriinler Firmas: tarafindan standart ve iki farkli konsantrasyonda resveratrol katkil
(100 mg/L ve 400 mg/L) olmak iizere hazirlanmistir. Resveratrol katki maddesi ABD
menseli Solgar Vitamin ve Saghk Uriinleri firmasindan temin edilmistir. Bitkisel
kapsiiller havanda ezilerek ve 10 dakika vortekste tutularak hazirlanmakta olan
besiyerlerine uygun oranlarda homojen olarak ilave edilmistir. Resveratrol eklenmis ve
eklenmemis besiyerleri etiivde (35,5°C) en az bir gece kalite kontrol amach bos olarak
kontrole tabi tutulmustur. Kalite kontrol numunelerinde beklendigi iizere herhangi bir

iireme olmadig1 gozlenmemistir.
Organizmalarin Besiyerlerine Ekimi

Candida albicans Sabouraud Dextrose ve %5 koyun kanli besiyerlerine, Escherichia
coli %5 koyun kanli ve EMB besiyerlerine, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus %5 koyun kanli ve Mueller Hinton besiyerlerine ekilmistir. Her mikroorganizma
ekimi i¢in 6nceden %5 koyun kanh besiyerinde 2 gece inkiibe edilmis olan suslarindan
1-2 koloni alinarak serum fizyolojik iginde siispansiyon hazirlanmigtir. Bu
siispansiyondan 0,05 ml’lik 6ze yardimi ile 6rnek alinarak seyreltme yontemi ile uygun

besiyerlerine ekim yapilmistir.
Besiyerlerindeki Uremenin Degerlendirilmesi

Calismamizda so0z konusu kandida cinsi mayalar icin -literatiir ile uygun bicimde- 5
giinliik, bakteri kiiltiirii i¢in ise bakterilerin mantarlara kiyasla hizli iiremesi nedeniyle
3 giinliik inkiibasyon siiresi ongoriilmiistiir. Ancak calismamizda gerek kandida gerek
bakteriler bir gecelik inkiibasyon sonrasi lireme gostermistir. Bu nedenle kandida
iiremesi i¢in 5 giin bakterilerin iiremeleri i¢in 3 giin beklemeye gerek kalmamistir.
Kiiltiir sonucu ‘Ureme Var’ veya ‘Ureme Yok’ seklinde degerlendirilmistir. Ote yandan
Staphylococcus aureus’un Mueller Hinton besiyerinde iiremesinin olmadigina karar
vermek icin 3 giin beklenmistir. Candida albicans i¢in Sabouraud Dextrose ve %5
koyun kanl besiyerlerinde, Escherichia coli icin koyun kanli ve EMB besiyerlerinde,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus icin %5 koyun kanh ve Mueller
Hinton besiyerlerinde belirtilen siirelerde bekletilmistir. Gozle goriiliir tireme aranmis

ve fotograflanmistir.
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Bulgular
Candida Albicans

Inkiibasyon islemi sonunda 100 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkil
%5 koyun kanli ve Sabouraud Desxtrose besiyerlerinde tiremede herhangi bir
inhibisyona rastlanmamistir. 1:1 ve 1:4 diliisyonlu resveratroliin Candida albicans
iizerine in vitro olarak (%5 koyun kanh agar ve Sabouraud Dextrose besiyerinde) inhibe

edici etkisinin olmadig1 gozlenmistir (Tablo 1).
Escherichia Coli

Inkiibasyon islemi sonunda 100 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkil
%5 koyun kanli ve EMB besiyerlerinde iiremede herhangi bir inhibisyona
rastlanmamstir. 1:1 ve 1:4 diliisyonlu resveratroliin Escherichia coli lizerine in vitro
olarak (%5 koyun kanh agar ve EMB besiyerinde) inhibe edici etkisinin olmadig:
gozlenmistir (Tablo 1).

Pseudomonas Aeruginosa

Inkiibasyon islemi sonunda 100 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkil
%5 koyun kanli ve Mueller Hinton besiyerlerinde iiremede herhangi bir inhibisyona
rastlanmamugtir. 1:1 ve 1:4 diliisyonlu resveratroliin Pseudomonas aeruginosa iizerine
in vitro olarak (%5 koyun kanli agar ve Mueller Hinton besiyerinde) inhibe edici

etkisinin olmadig1 gozlenmistir (Tablo 1).
Staphylococcus Aureus

Stahylococus aureus %5 koyun kanh besiyerinde tipik olarak beta hemolize sebep olan
bir bakteridir. Beta hemoliz; kanh agarda bir bakteri kolonisinin gelismesi sirasinda
etrafindaki rengin tamamen acilmasidir. Beta hemolize yol acan bakteriyel faktorler

Staphylococcus aureus’un insanda hastalik yapma o6zelligi ile iligkilidir.

Stahylococus aureus™un resveratrol katkil olmayan %5 koyun kanh agarda inkiibasyon
islemi sonunda beta hemoliz yaptig1 gozlenmistir (Sekil 1). 100 mg/L ve 400 mg/L
konsantrasyonlu resveratrol katkili %5 koyun kanli besiyerinde ise Staphylococcus
aureus’un beta hemoliz olusturmadig1 gozlenmistir (Sekil 2,3). 1:1 ve 1:4 dilusyonlu

resveratrol iceren besiyerlerinde Staphylococcus aureus’un beta hemoliz yapma
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yetenegi kaybolmustur. Olasi tesadiifi durumu 6nlemek amaciyla ekim islemi 1:1 ve 1:4
diliisyonlu resveratrol iceren %5 koyun kanli besiyerinde 3 kez tekrar edilmistir.

Hepsinde ayn1 sonug gozlenmistir.

Resveratrol icermeyen Mueller Hinton besiyerinde Staphylococcus aureus iiremesi
izlenmigtir (Sekil 4). 100 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkil
Mueller Hinton besiyerlerinde ise inkiibasyon islemi sonunda Staphylococcus aureus
iiremesinin tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir (Sekil 5,6). Olasi tesadiifi durumu
onlemek amaciyla ekim islemi 1:1 ve 1:4 diliisyonlu resveratrol iceren Mueller Hinton

besiyerinde 3 kez tekrar edilmistir. Hepsinde ayni sonug gozlenmistir.

Sekil 1: Stahylococcus aureusun resveratrol katkih olmayan %5 koyun kanh

besiyerinde arkadan 1s1k kaynag: tutuldugundaki beta hemolizi goriilmektedir.
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Sekil 2: 100 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkih %5 koyun kanl besiyerinde

Staphylococcus aureus’un arkadan 1s1k kaynagi tutuldugunda beta hemoliz olusturmadig:

goriilmektedir.

Sekil 3: 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkilh %5 koyun kanli besiyerinde
Staphylococcus aureus™un arkadan 1s1k kaynag: tutuldugunda beta hemoliz olusturmadig:

goriilmektedir.
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Sekil 4: Resveratrol icermeyen Mueller Hinton besiyerinde Stahylococcus aureus iiremesi

goriilmektedir.

Sekil 5: 100 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkili Mueller Hinton besiyerlerinde
inkiibasyon islemi sonunda Staphylococcus aureus iiremesinin tamamen inhibe oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 6: 400 mg/L konsantrasyonlu resveratrol katkili Mueller Hinton besiyerlerinde

inkiibasyon islemi sonunda Staphylococcus aureus iiremesinin tamamen inhibe oldugu

goriillmektedir.

Tablo 1: Besiyerleri, besiyerlerine eklenen resveratrol oranlar1 ve resveratroliin

mikroorganizmalarin biiylimeleri {izerine etkileri

Besiyeri R yok 4R [1/1R |Ryok |YaR|[1/1R |Ryok |¥aR|1/1R |Ryok [V4R

%5 KK + + + + + + + + + + +
BH(-) [BH(-)

EMB + + +

SD + +

MH + - - + + +

[(+) tireme oldu, (-) iiremede tam inhibisyon, (R) resveratrol, (KK) koyun kanli, (EMB) Eosin Methylen-
blue Lactose Sucrose, (SD) Sabouraud Dextrose, (MH) Mueller Hinton, (BH) Beta Hemoliz]
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Tartisma

Calismamizda 100 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlarinda resveratrol eklenmis
besiyerlerinde resveratroliin Candida albicans, Escherichia coli ve Pseudomonas

aeruginosa iiremesi lizerine inhibe edici etkisi olmamistir.

1:4 ve 1:1 diliisyonlu resveratrol eklenmis %5 koyun kanh besiyerlerinde resveratroliin
Staphylococcus aureus beta hemolizini inhibe ettigi ancak iireme {izerine bir etkisi
olmadig1 izlenmistir. 1:1 ve 1:4 oraninda resveratrol eklenmis Mueller Hinton

besiyerlerinde ise liremenin inhibe oldugu gozlemlenmistir.

Bizim ulastigimiz sonuclarla farklhiliklar ve benzerlikler gosteren baska calismalar
mevcuttur. Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa insan cildinde en sik
bulunan patojenlerdendir. Staphylococcus aureus folikiilit, impetigo, fronkiil ve seliilit
gibi 6nemli cilt hastaliklarina neden olmaktadir. Pseudomonas aeruginosa ise yanik
nedeniyle olusan yaralari enfekte etmektedir. Marion Man-Ying Chan’in (2001) yaptig1
calismada calismamizda kullanilan konsantrasyonlara benzer oranlarda (2-512mg/mL)
kullanmilan  resveratroliin ~ bu  bakteriler iizerine antimikrobiyal etkinligi
gosterilememistir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkli olarak ekimler Tripticase

soy agara yapilmigtir.

Cikolata besiyerinde yapilan bir bagka calismada resveratroliin antibakteriyel
etkinliginin Neisseria meningitidis ve Neisseria gonorrhoeae bakterilerine spesifik
oldugu, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa veya Candida albicans iiremesi tlizerinde en yiiksek
konsantrasyonda dahi etkisinin olmadig1 gosterilmistir’s. Fakat bu ¢calismada kullanilan
en yiiksek resveratrol konsantrasyon diizeyi (200 mg/L) bizim calismamizda
kullanilanin en yiiksek konsantrasyonun yarisidir. Bu ¢calismadan farkh olarak bizim
calismamizda 100 mg/L konsantrasyonlu resveratrol iceren Mueller Hinton

besiyerinde dahi Staphylococcus aureus iiremesi tamamen inhibe olmustur.

Bir baska calismada resveratrolle birlikte luteolin, quercetin, scutellarin, apigenin,
chlorogenic asit gibi diger bitki polifenollerinin metisillin direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) tizerine belirgin antimikrobiyal etkisinin oldugu gosterilmistir¢. Ayrica
in vitro olarak ilaclarla kombine edildiklerinde sinerjistik ve aditif etkilerinin oldugu
antagonistik etkilerinin olmadig: bildirilmistir.
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Staphylococcus aureusun calismamizdaki tek gram pozitif bakteri olmasi ve
resveratroliin calistigimiz diger mikroorganizmalar icerisinde sadece bu bakterinin
iiremesini inhibe etmesi ve patojenitesinden sorumlu beta hemolizi 6nlemesi diger
gram pozitif bakteriler iizerinde de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun ¢ok

sayida gram pozitif bakteri iceren calismalar yapilarak degerlendirilmesi gereklidir.
Sonugc

Bu arastirmadan elde edilen bulgular Staphylococcus aureus’a bagh enfeksiyonlarda
resveratroliin tedavi amach kullanilabilecegini diistindiirmektedir. Bunun yaninda
yapilacak yeni in vivo ¢calismalarda resveratroliin ¢esitli antibiyotikler ve dezenfektanlar

ile kombine edilerek tedavi edici ve koruyucu etkinligi arastirilabilir.
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