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Anthemis cretica subsp. tenuiloba ve
Anthemis aciphylla var. discoidea Tirlerinin
Antibakteriyal Etkilerinin Arastiriimasi

Giilfidan SERTKAN, Mehtap AKIN', Hatice TANER SARAGOGLU

Selguk Univ. Fen Edeb. Fak. Biyoloji Bolim(i, Kampus KONYA

Ozet: Bu galismada Anthemis cretica subsp. tenuiloba ve Anthemis aciphylla var.
discoidea’ya ait ugucu yaglar ve etanol ekstreleri disk diflizyon metodu kullanilarak
yedi bakteri tirline kargi (Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve ATCC 25923
suslari, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Sarcinia lutea, Bacillus cereus ) antibakteriyal etkileri arastiriimistir.

Anthemis aciphylla var. discoidea ugucu yag@i S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis,
S. lutea ve B. cereus bakterilerine karsi antibakteriyal etki gosterirken, Anthemis
cretica subsp. tenuiloba ugucu yagi bu bakterilerden ikisine karsi antibakteriyal etki
gostermistir (S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis ). Her iki bitki tiriinin etanol
ekstreleri 7 bakteri tiirlinden 5'ine etki gosterirken (S. aureus ATCC 6538, S. aureus
ATCC 25923, S. epidermidis, S. lutea, B. cereus), iki bakteri tlrline kargl
antibakteriyal etki gdzlenmemistir.

Anahtér Kelimeler: Anthemis cretica subsp. tenuiloba, A. aciphylla var. discoidea,
Ugucu yag, Ekstrakt, Antibakteriyal Etki

The Investigation of Antibacterial Effects of Anthemis cretica subsp.
tenuiloba ve Anthemis aciphylla var. discoidea

Abstract: In this study, essential oils and ethanolic extracts of Anthemis cretica
subsp. tenuiloba and Anthemis aciphylla var. discoidea were investigated for their
antibacterial effects againts seven bacterial species (Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus —epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Sarcinia lutea, Bacillus cereus) using the
disc diffusion method.

The essential oil of Anthemis cretica subsp. tenuiloba has shown antibacterial effect
against S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis, S. lutea and B. cereus, the essential
oil of Anthemis cretica subsp. tenuiloba has shown antibacterial effect against two
both of these bacterias (S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis). Ethanol extracts of
both of these plant species are effective on 5 of the 7 species (S. aureus ATCC
6538, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis, S. lutea, B. cereus), on the other hand
no antibacterial effect is observed against two of the bacterias species.

Key Words: Anthemis cretica subsp. tenuiloba, A. aciphylla var. discoidea,
Essential oil, Extract, Antibacterial effect
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Giris

Tdm dlnya dlkelerinde oldugu gibi, Tlrkiye' de de tibbi agidan énemli olan bitkiler
yuzyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullaniimaktadir [1].

Son yillarda sentetik kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, &zellikle
antimikrobiyal olarak kullanilan sentetik ilaglara karsi organizmalarin direng olusturmalari gibi
sebepler, dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tagiyan tibbi bitkilerin énemini daha cok
artirmistir [2].

Bitki ekstrelerinin ve ugucu yaglarinin bazi bakteri, kiif ve maya tiirleri (izerine
antimikrobiyal etkilerinin oldugu yillardan beri bilinmektedir [3]. Son yillarda ise bu ¢alismalar
artarak ve geliserek devam etmektedir. Anthemis L. (Asteraceae) cinsi Tiirkiye florasinda 81
taksona ait 29" u Tlrkiye icin endemik olan 51 tir tarafindan temsil edilir. Calismada
kullandigimiz tdrlerden Anthemis aciphylla Boiss. var. discoidea Boiss. bu endemik tlirlerden bir
tanesidir [4,5]. Cesitli biyolojik aktivitelere sahip olan Anthemis tiirleri halk tibbinda yaygin olarak
kullanilir. Anthemis nobilis L., Tirkiye’ de gogunlukla Alman papatyasi, Rumi papatya olarak
bilinir ve memleketimizde Alman papatyasi Adi papatyadan (Matricaria chamomilla L.) Ustiin
tutulmaktadir. A. altissima L., A. hyalina DC., A. arvensis L., A. auriculata Boiss., A. chia L., A.
cotula L. ve A. tinctoria L.’nin kurutulmus gigekleri uyarici, adet getirici ve gaz séktiiriicl olarak
infusyon halinde Adi papatyanin yerine kullaniimaktadir [1].

Bu calismada folklorik ve halk tababetinde kullanimlari yaninda, kozmetik ve besin
endustrisinde de yaygin olarak kullanilan Anthemis (Papatya) cinsine ait olan iki tlriin bazi
patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilerini tesbit etmek amaclanmistir. Bu tirlerin
ugucu yaglarinin ve ekstrelerinin antimikrobiyal etkileri daha 6nce kaydediimemis olup,
arastiriimasinin mevcut bilgilere katki saglayabilecedi ve gelecekte yapilacak olan calismalara
Itk tutabilecegdi distintlmektedir.

Materyal ve Metod
Materyal

Anthemis cretica subsp. tenuiloba ve Anthemis aciphylla var. discoidea Konya ' da
dogal olarak yetisen Compositae familyasina ait 2 Anthemis tiiriinden olusmaktadir. Bitki
érnekleri 2003 yilinda Konya'nin Aydinlikevier Mahallesi, Sille yolu ve Beybes Mevki’ sinden
toplanmis ve sistematik kaynaktan [4] faydalanilarak Selguk Universitesi KNYA herbaryumunda
teshis edilmistir.

Mikrobiyolojik testlerde insan, hayvan ve gidalarda yaygin olarak bulunan ve patojen
olan 7 adet bakterinin standart suslari kullaniimistir. Standart bakteri suslarindan Escherichia
coli ATCC 25922 ve Staphylococcus. aureus ATCC 25923 Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan, Sarcinia lutea ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538
ve Bacillus cereus ATCC 11778 S.U. Veterinerlik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ise
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir.

Metot
Ucucu Yaglarin Eldesi

Bitki tdrleri toplanirken vejetasyon dénemlerindeki biiylime durumlari géz éniine alinmis
ve toplandiktan sonra golge bir yerde kurutulmustur. Kurutulmus bitki érneklerinin ugucu yag
tasiyan toprak Ustl kisimlari aseptik sartlara uyularak laboratuvar degirmeninde ince toz halinde
égutilmistar. Ogutilmis bitki tirlerinin ugucu yaglari Clevenger cihazinda, su distilasyon
yontemiyle cikariimistir [6,7]. Elde edilen ugucu yaglar, teste tabi tutuluncaya kadar +4 °C’ de
muhafaza edilmistir.

Su distilasyonu yontemiyle Anthemis cretica subsp. tenuiloba’ dan elde edilen ucucu
yag verimi % 0.09 iken, Anthemis aciphylla var. discoidea’ dan elde edilen ugucu yag verimi %
0.13’ tdr.
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Ekstrelerin Hazirlanisi

15 g bitki ornegi 150 ml etanol igerisinde Soxhlet cihazina yerlestirimis ve 8 saat
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Elde edilen ekstreler, rotary evaporatér kullanilarak 40 °C’
nin altindaki bir sicaklik derecesinde, dlisiik basing altinda ayri ayri 1/10 oraninda konsantre
edilmis ve testte kullanilincaya kadar + 4 °C’' de muhafaza edilmistir.

Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Stok bakteri suslarini aktiflestirmek icin kiiltirler Brain Heart Infusion Broth’ a asilanarak
37 °C' de 24 saat inklibasyona tabi tutulmuslardir. Mikroorganizmalar steril fizyolojik su ile Mc
Farland 0.5 yogunlugunda ayarlanmistir. Her bir mikroorganizma Mueller Hinton Agar iceren
steril petri kaplarina yayma metoduyla ekilmistir. Petri kaplari 5-15 dk slreyle oda sicakliinda
kurumaya birakiimistir.

Antibakteriyal Etkinin Belirlenmesi

Elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin antibakteriyal etkisinin belirlenmesinde disk
difizyon yontemi kullanilmistir [8,9]. Bunun igin 1:8 oraninda Steril Tween 20 (Merck) ile
suspansiyonlari hazirlanan ugucu yaglar ve ekstreler yaklasik 25 ul emme kapasitesine sahip 6
mm capindaki steril bos disklere emdiriimis ve diskler pens kullanilarak besiyeri (zerine
yerlestirilmistir [10]. Kontrol olarak da Kloramfenikol (30 pg) antibiyotik diskleri, ekstraksiyonda
kullanilan etanol ve ugucu yaglar ile slispanse edilen Steril Tween 20 emdirilmis diskler
besiyerlerine yerlestiriimistir. Besiyerleri 37 °C' de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan
sonra olusan inhibisyon zonlari petri plaginin alt ylizeyinden cetvelle 6lglilmistiir. Denemeler 3
ayri tekrarli yapilmis olup sonuglar ortalama olarak verilmistir.

Sonug

Ugucu yag Orneklerinin Disk diflizyon metodu kullanilarak  &lglilen antibakteriyal
etki sonuglari Tablo1’ de verilmistir.

Tablo 1: Ugucu yagdlarin antibakteriyal etkileri

Mikroorganizmalar A B C D
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 9 10 20 -
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) - - 17 -
Staphylococcus epidermidis 7 7 20 -

Escherichia coli - - - -
Pseudomonas aeruginosa -
Sarcinia lutea -
Bacillus cereus -

O — !
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A: A. cretica subsp. tenuiloba, B: A. aciphylla var. discoidea, C: Kloramfenikol (30ug),
D: Tween 20 (25ul)

Rakamlar ({) : 6 mm’ lik disk capi dahil inhibisyon zon c¢aplari mm olarak ifade
edilmistir ve Ug tekrarin ortalamasidir.

- = inaktif / etkisiz

En ylksek inhibisyon zonunu Anthemis aciphylla var. discoidea S. lutea ATCC 9341’ e
kars! olustururken, en dulstk inhibisyon zonunu her iki bitki S. epidermidis ATCC 12228’ e kars|
olusturmuslardir.

Kullanilan test mikroorganizmalarindan S. Jutea ATCC 9341 ve B. cereus ATCC 11778
Uzerine Anthemis aciphylla var. discoidea etkili olurken, Anthemis cretica subsp. tenuiloba
herhangi bir etki gdstermemistir.
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Anthemis cretica subsp. tenuiloba ve Anthemis aciphylla var. discoidea’dan ede edilen
ugucu yaglarin S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 e
karsi hicbir antibakteriyal aktivitesi bulunmamaktadir. '

Anthemis cretica subsp. tenuiloba’ nin S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC
12228’ e karsl, Anthemis aciphylla var. discoidea’ nin ise S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis
ATCC 12228, S. lutea ATCC 9341 ve B. cereus ATCC 11778’ e kars! gdstermis oldugu etkinin
mukayese antibiyotiginden distk oldugu belirlenmistir.

Tween 20 test bakterilerine kars! inhibisyon zonu olusturmamistir.

Etanol ekstrelerinin disk diflizyon metodu kullanilarak olgulen antibakteriyal etki
sonuglari Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2: Bitki ekstrelerinin antibakteriyal etkileri

Mikroorganizmalar A B C D
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 7 8 20 =
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 7 6.5 17 -
Staphylococcus epidermidis 7.5 6.5 20 -

Escherichia coli - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - -
Sarcinia lutea 7 7 30 =
Bacillus cereus 7 6.5 22 -

A: A. cretica subsp. tenuiloba, B: A. aciphylla var. discoidea, C: Kloramfenikol (30ug), D:
Etanol
Rakamlar ({') : 6 mm'’ lik disk capi dahil inhibisyon zon gaplari mm olarak ifade edilmistir
ve Ug¢ tekrarin ortalamasidir.
- = inaktif / etkisiz

Anthemis cretica subsp. tenuiloba ve Anthemis aciphylla var. discoidea’ nin etanol
ekstreleri S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, S. lutea
ATCC 9341 ve B. cereus ATCC 11778’ e karsl birbirine yakin antibakteriyal etki gosterirken, E.
coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853’ e karsi etkili olmadigi gérulmustar.

Mukayese antibiyotigi olarak kullanilan Kloramfenikol ve bitki ekstrelerinin ayni
bakteriler lizerine etkili oldugu ancak ekstrelerin mukayese antibiyotigine oranla daha dustk
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.

Ekstraksiyon ¢ozgeni olarak kullanilan etanol test bakterilerine kars! inhibisyon zonu
olusturmamistir.

Tartisma

Anthemis cretica subsp. tenuiloba bitkisinin hem ugucu yagi hem de etanol ekstresi S.
aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 12228’ e karsi inhibisyon zonu olusturmustur. Ayni
bitkinin ugucu yagi diger bakteriler tizerinde etkili degdil iken, ekstresinin S. aureus ATCC 25923,
S. lutea ATCC 9341 ve B. cereus ATCC 11778’ e karsi etkili oldugu gortlmustar.

Anthemis aciphylla var. discoidea’ nin hem ugucu yagl hem de etanol ekstresinin S.
aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228, S. lutea ATCC 9341 ve B. cereus ATCC
11778 e karsi etkili oldugu, buna karsilik S. aureus ATCC 25923’e karsl sadece ekstresinin
antibakteriyal etkiye sahip oldugu saptanmistir.

Calismamiz sonucunda ugucu yaglarin bakteriler lizerinde olusturduklari inhibisyon zon
caplarinin ekstrelerinkinden daha fazla oldugu, buna karsin ekstrelerin ucucu yaglara oranla
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daha fazla bakteri Uzerinde etkili oldugu gordimustir. Bu durumun ekstrelerde bulunan bilesik
veya bilesiklerden kaynaklandigi distnulebilir.

S. aureus’ un 2 ayri susunun kullanildigi ¢calismamizda, S. aureus ATCC 6538’ e karsi
her iki bitkinin hem ugucu yaglari hem de ekstreleri etkili olurken, S. aureus ATCC 25923’ e
kars| sadece bitkilerin ekstreleri etkili olmustur. Elde edilen sonuglarda gézlenen bu farkliliklarin
sus farkliligindan ve ugucu yag disinda, ekstrede bulunan bilesiklerden kaynaklandigi
dislUnulmektedir.

S. lutea ATCC 9341 ve B. cereus ATCC 11778 bakterilerine karsi Anthemis cretica
subsp. tenuiloba bitkisinin ugucu yaginin etkili olmamasina karsilik ekstresinin etkili olmasi, bitki
ekstresinin icinde bulunan bilesik veya bilesiklerden kaynaklandigi saniimaktadir.

Akin ve Gur [10], Anthemis cretica subsp. anatolica (Boiss.) Grierson bitkisinin ugucu
yaginin seri dilisyon yontemiyle St 9 S. aureus ATCC 6538’ i inhibe ettigini E 9 E.coli ATCC
11775 ve E 99 E. coli suslarina karsi antibakteriyel etki gdstermedigini bildirmistir..
Calismamizda disk diflizyon yontemiyle Anthemis cretica. subsp. tenuiloba bitkisinin ugucu
yaginin S. aureus ATCC 6538’ e kars! etkili, S. aureus ATCC 25923 ve E. coli ATCC 25922’ ye
karg! ise etkisiz oldugu bulunmustur. Calismamizda S. aureus ve E. coli ye karsl benzer
sonuglar elde edilmesine ragmen, S. aureus ATCC 25923 igin bu gegerli olmamistir. Bunda
bitkilerdeki alttir seviyesindeki farkhhigin, lokalite, metot ve bakteri sus farkhliklarinin etkisi
dikkate alinmaldir.

Akin ve ark. [11] yaptiklar galismada, A. cretica bitkisinin ugucu yaginin disk difizyon
metoduna gore S. aureus, S. lutea ve E. coli saha suslarina ve S. aureus ATCC 6538, E. coli ve:
P. aeruginosa’ ya karsi farkli caplarda inhibisyon zonu olusturdugunu, Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitlisii saha suslarindan P. aeruginosa’ ya ve Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
ABD saha susglarindan S. lutea ATCC 9341 e karsi etkisiz oldugunu bildirmiglerdir. Bu
galismada A. cretica’ nmin alt tiri ve bazi bakterilerin sus numaralari verilmemistir.
Arastirmamizda A. cretica subsp. tenuiloba bitkisinin ugucu yagi disk difizyon metoduyla S.
aureus ATCC 6538’ e kars! etkili oldugu halde S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve S. lutea ATCC 9341'e karsi etkisiz oldugu gézlenmistir. Her iki
calismada da ugucu yaglar S. aureus ATCC 6538’ e karsi etkili, S. lutea ATCC 9341’ e kars!
etkisiz bulunmustur. Ancak sonuglarda gériilen farkhliklarin bitkinin alt tir seviyesinin ve diger
bakterilerin  sus numaralarinin  farkli  olabilecegi ihtimalinden  kaynaklanabilecegi
dusinulmektedir.

Baser ve ark. [12] 2002' de mikrodiliisyon ydntemiyle Anthemis cretica L. subsp.
leucanthemoides’ in ugucu yaginin E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa
ATCC 27853’e karsi deg@isen oranlarda etkili oldugunu bildirmislerdir. Disk difizyon yéntemini
kullandigimiz g¢alismamizda A. cretica subsp. tenuiloba bitkisinin ugucu yaginin S. aureus
ATCC 6538’ e karsi etkili, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC
27853 e kars! etkisiz oldugu gdzlenmistir. Bakterilerin sus numaralari ve bitki tlrlerinin ayni
olmasina ragmen, bitkilerin lokalite farki, alttiir seviyesinde farkli olmasi, kullanilan yontemlerin
farkliligi gibi sebeplerden dolayi bu farkliliklarin olustugu distnulebilir.

Baser ve ark. [13] 2006’ da yaptiklari galismalarinda Broth Mikrodillisyon metodu ile A.
aciphylla Boiss. var discoidea Boiss. bitkisinin ugucu yaginin E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. epidermidis ATCC 12228 ve S. aureus ATCC 6538 bakterilerine karsi etkili
oldugunu bulmuslardir. Disk diflizyon metodunun uygulandigi ¢alismamizda ayni bitkinin ugucu
yaginin yukarida adi gegen mikroorganizmalardan E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC
27853’ e kars! inhibisyon zonu olusturmadigi, ancak S. epidermidis ATCC 12228 ve S. aureus
ATCC 6538’ e kars! etki gosterdigi gozlenmistir. Sonuglardaki bu farkliik uygulanan yéntem
farkhiligindan ve bitkinin toplandidi lokalitenin farkli olmasindan kaynaklanabilir.

Arastirmamizda farkli yérelerde degisik bicimlerde farkli amaglarla tiiketilen Anthemis L.
tirlerinin kullaniminin bilimsel bir temele dayandiriimasinda yardimci bazi bilgiler elde edilmistir.
Bitkilerin yetistigi cografi bodlgenin, toplama zamaninin kullanilan kisimlarin, ydéntemlerin,
kullanilan bakteri suslarinin v.s. farkli olmasi gibi etkenler dikkate alindiinda benzer
galismalarda farkli sonuglar elde edilebilecegi distnulmektedir.
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