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Oz
Amag: Insanoglu ¢ok eski yillardan beri bitkileri birgok hastaligin tedavisinde kullanmislar ve basarili sonuglar almislardir. Giiniimiizde
birgok bitki ekstresi, 6zellikle Uzakdoguda ve bizim iilkemizde bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada; kegiboynu-

zu (Ceratonia siliqua), ebegiimeci (Malva sylvestris), 6kse otu (Viscum album), sarisabir (Aloe vera) ve nevruz otu (Linaria genistifolia)
bitkilerinden elde edilen ekstrelerin, antibakteriyel etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Bitkiler kurutularak toz haline getirildi. Hazirlanan toz halindeki bitki 6rneklerinden 20 gram tartilip 24 saat metanol
ile ekstraksiyonu (maserasyon yontemi) yapildi. Bu karigim Whatman kagid: kullanilarak siiziildii. Daha sonra rotary evaporatorde
(50°Cde) ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicti tamamen uzaklagtirildi. Bitki ekstreleri analiz edilinceye kadar +4°C'de saklandi. Caligmada
elde edilen bitki ekstrelerinden 25 mg/mLlik stok hazirland: Bitki ekstrelerinin antibakteriyel etkileri beg standart sus ile Clinical ve
Laboratory Standards Institute 6nerileri dogrultusunda minimum inhibitér konsantrasyon sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
test edildi. Caliymada kullanilan standart suglar: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 idi. Stok bitki ekstraktlarinin Mu-
eller Hinton s1v1 besiyeri ile son konsantrasyonu 6.25-0.05 mg/mL arasi olacak sekilde mikropleytlerde diliisyonlar: yapildi. Gentamisin
¢aligmanin kontrolii amaciyla kullanildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 4 bitki ekstresinin ilk konsantrasyonu olan 6.25 mg/mLde, test edilen bakteri suslarina antibakteriyel
etki gosterdigi saptandi. Sadece Linaria genistifolia ekstresinin Standart E.coli susunda MIK degeri 3.12 mg/mL olarak belirlendi.

Sonug: Sonug olarak, test edilen bitki ekstrelerinin MIK degerleri yitksek bulunmus ve yeterli antibakteriyel etki gostermedigi saptanmus-
tir. Ayn bitkilerin farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak tekrar antibakteriyel etkilerinin arastirilmasinin uygun olacagi kanaatine
varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal etki, bitki ekstreleri, gentamisin, siv1 mikrodiliisyon

Abstract

Objective: Since ancient times, human beings have used plants to treat many diseases and have achieved successful results. Today, many
plant extracts were also used in the treatment of many diseases especially in the Far East and in our country. In this study; it was aimed
to determine the antibacterial activities of extracts obtained from the leaves of Ceratonia siliqua, Malva sylvestris, Viscum albiim, Aloe
vera and Linaria genistifolia plants by using liquid microdilution.

Material and Methods: The plants were dried and powdered. Twenty grams of the prepared powdery plant samples were weighed and
extracted with methanol for 24 hours (maceration method). This mixture was filtered by using Whatman paper. The solvent used in the
extraction was then completely evapored in a rotary evaporator (50°C). Plant extracts were stored at +4°C until analyzed. Twenty five
mg/mL stock was prepared from plant extracts which were obtained in this study. The antibacterial effect of plant extracts was tested by
minimum inhibitor concentrations (MIC) against to five bacterial strains (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia ATCC
700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212) according to
intructions of Clinical and Laboratory Standards Institute. Stock extracts were diluted with Mueller-Hinton Broth in microplates to a
final concentration of 6.25-0.05 mg/ml. Gentamicin was used for control of the study.

Results: It was observed that the antibacterial activity is against tested bacterial strains were observed at 6.25 mg/ml, which was the first
concentration of 4 plant extracts included in this study. 3.12 mg/ml MIC value was determined in only standart E.coli strain against
Linaria genistifolia extract.

Conclusion: As a result, tested the plant extracts were found to have high MIC values an did not show enough antibacterial effect. It has
been concluded that it would be appropriate to investigate the antibacterial effects of the same plants using different extraction methods.
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Insanlar ¢ok eski yillardan bu yana bitkileri bir¢ok has-
taligin tedavisinde kullanmay1 denemisler ve olumlu so-
nuglar aldiklarini gézlemlemislerdir. Ulkemizde de tibbi
acidan onemli olan bitkilerin kok, govde, yaprak veya
meyvesinden elde edilen triinleri, gastroenterit, diyare,
deri tizerindeki yara ve yanik vb. hastaliklarin tedavisin-
de kullanildig1 bilinmektedir. Tedavi amagh kullanilan
bitkilerin sayisinda ciddi artiglar goriilmektedir (1). Diin-
ya Saghk Orgiiti'niin (DSO) arastirmalarina gore tedavi
amacl kullanilan tibbi bitkilerin sayisi yaklagik 20.000
civarinda olup, uzun yillardan bu yana mikroorganizma-
lar1 6ldiiriicii etkisinin yaninda insan saglig1 i¢in 6nemli
etkileri laboratuvar ortaminda deneysel olarak test edil-
mektedir (2).

Bitkilerin antibakteriyel aktivitesi tizerine yapilan eski ¢a-
ligmalar ¢ogunlukla bitkinin gévde, yaprak, kok ve rizom
ekstreleri ile gerceklestirilmistir (3). Ancak antimikrobi-
yal bilesenler bunlara ek olarak bitkinin ¢icek, tohum ve
meyvesinden de elde edilebilmektedir (4). Tiirkiyede eski
¢aglardan beri bir¢ok hastaligin tedavisinde tibbi bitkiler
kullanilmakta olup, bu bitkilerin antibakteriyel aktivitesi,
bitkinin tiirii ile kompozisyonuna, konsantrasyonuna ay-
rica hedef mikroorganizmanin tiiriine ve miktarina bag-
lidir (5). Bitkilerin antibakteriyel etkinliklerini degistiren
faktorler arasinda pH, sicaklik ve bitkilerin icerisinde bu-
lunan proteinler, tuzlar, lipitler gibi maddeler bulunmak-
tadir (6).

Bitki ekstrelerinin, antioksidan ve antimikrobiyal etkisi
nedeniyle infeksiyon etkeni mikroorganizmalarin 6zellik-
le de antibiyotiklere direngli kokenlerin elimine edilme-
sinde alternatif olacag diigtintilmektedir (7,8). Halk ara-
sinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar.
Ceratonia siliqua (Kegiboynuzu) {iilkemizde balliboynuz,
ballibaba, kalus, meliik ve harnup gibi isimlerle anilmak-
tadir. Malva sylvestris (Ebegilimeci) ¢ok yillik otsu bitki
olup, tilkemizde en genis yayilis alani olan tiirdiir (1). Vis-
cum album (Okse otu), cam, kavak, sogiit ve meyve agac-
lar1 iizerinde yasayan asalak bir bitki tiiriidiir (9). Aloe
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vera (Sarisabur), tropik bir bitkidir ve yanik yaralarinda te-
davi siiresini kisalttig1 epitel olusum hizini artirdig: tespit
edilmigstir (10). Anadolu'da "Nevruz otu" adiyla bilinen ve
genis bir yayilisa sahip olan Linaria genistifolia, 6zellikle
Akdeniz ikliminin goriilldiigi bolgelerde yayilis gosterir
(11).

Bu caligmada tlkemizin farkli bolgelerinde yetisen ve
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan keg¢iboynuzu,
ebegiimeci, 6kse otu, sarisabir ve nevruz otu bitkilerinden
elde edilen ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesinin aras-
tirilmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem
Calismada Kullanilan Bitkiler ve Bakteri Suslar1

Bu ¢aligma, Temmuz 2017-Temmuz 2018 tarihleri arasin-
da XXXXX Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarrnda yapildi. Calismada kullanilan kegiboy-
nuzu, ebeglimeci, okse otu, sarisabir ve nevruz otu bitki
ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi i¢in secilen Gram
negatif ve Gram pozitif 6zellikte olan bes standart sus kul-
lanild1. Bunlar; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Ente-
rococcus faecalis ATCC 29212 suslart idi.

Calismada kullanilan bitkiler; kegiboynuzu ve sarisabir
Antalya ilinden, ebegiimeci, 6kse otu Konyadan, nevruz
otu S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimir'nden temin edildi.

Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Caligmada elde ettigimiz kuru bitki 6rnekleri (kok, yap-
rak, ¢igek boliimleri dahil) mekanik 6giitiicii ile toz ha-
line getirildi. Bunlardan 20 g toz halindeki bitkiler, 250
ml. metanol ¢oziicii icerisinde maserasyon yontemi ile
ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bitkilerden elde edi-
len ekstreler Whatman No:1 filtre kagidi ile filtre edildi.
Indirgenmis basing altinda 50°C’nin altindaki sicaklikta
rotary evaporatorde ¢oziicli buharlagtirilarak ekstre elde
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edildi.-20°C'de bir gece bekletilen ekstreler liyofilizator
(Edwards Modulyo 4K Freezer) cihazinda liyofilize edil-
di, steril kapakl: tiiplere dagitildi. Buzdolabinda +4 °Cde
saklandi. Ekstreler antibakteriyel aktiviteleri i¢in, sivi
mikrodiliisyon yonteminde kullanilmak tizere 25 mg/ml
konsantrasyonda DMSO iginde ¢oziildii. 0.45 um’lik mi-
lipor filtrelerden gegirilerek tizerinde ekstre numarasi ya-
zil1 tiiplerde kiigiik hacimlere boliinerek +4 °Cde saklandi
(12).

Besiyerlerinin hazirlanmasi

Antibakteriyal aktivitenin degerlendirilmesinde sivi mik-
rodiliisyon yonteminde Mueller-Hinton broth besiyeri
kullanildi. Gecelik taze kiiltiirlerini hazirlamak amaci
ile test mikroorganizmalari, Eosin Methylene-blue Agar
(EMB) ve %5 koyun kanli agara (KKA) ekildi. Ticari ola-
rak alinan liyofilize Mueller Hinton Broth besiyeri distile
su igerisinde 21 g/t olacak sekilde ¢oziildii. 10'ar ml ola-
cak sekilde deney tiiplerine dagitildi. Otoklavda 121 °Cde
15 dakika siiresince sterilize edildi.

S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi

Sivi mikrodiliisyon yonteminde test edilen mikroorganiz-
malar EMB ve koyun kanli agara pasajlandi. CLSI oneri-
leri dogrultusunda 24 saatlik bakteri kiiltiirtindeki kolo-
nilerden, 0.5 Mc Farland bulanikligina esit olacak sekilde
bakteri siispansiyonu hazirlanarak, son inokiliim kon-
santrasyonu 5x105 kob/ml olacak sekilde, 1/100 oraninda
sulandirildi. Mikrodiliisyon deneyinde steril U tabanli 96
kuyucuklu mikropleytler kullanildi. Calismada antibakte-

riyel kontrol amacli gentamisin antibiyotigi kullanildi.

Mikropleytin 1'den 12’ye kadar kuyucuklarinin her birine
100 pl Mueller-Hilton Broth besiyeri konuldu. Bitki eks-
trelerinden 100 pl hazirlanip ilk kuyucuklara ilave edildi.
[k kuyucuklardan 100 pl alinip ikinci kuyucuklara, ayni
miktar alinip t¢tinct kuyucuklara konuldu. Bu sekilde
10. kuyucuga kadar diliisyon islemi uygulandi. Son olarak
11. kuyucuk bitki ekstrelerinin kontrolii, 12. kuyucuk ise
bakterilerin kontrolii i¢in kullanildi. Kuyucuklardaki ino-
kulumun son konsantrasyonu, 5x105 koloni olusturan bi-
rim (kob)/ml ve bitki ekstraktlarinin final konsantrasyonu
6.25-0,048 mg/ml arasinda oldu. 37°C'de 24 saat boyunca
pleytler inkiibe edildi ve {iremenin olmadig1 en son kuyu-
cuk Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degeri
olarak belirlendi.

Bulgular

Bu ¢alismada sivi mikrodiliisyon yontemi ile ke¢iboynuzu,
ebegiimeci, 6kse otu, sarisabir ve nevruz otu bitkilerinin
kullanilan standart suslar tizerine antibakteriyel etkisi be-
lirlenmis ve MIK degerleri Tablo 1 de gosterilmistir. Calig-
mamizda kullanilan ke¢iboynuzu, ebegiimeci, dkse otu ve
sarisabir ekstrelerinin sadece ilk konsantrasyon olan 6.25
mg/mlde, standart E.coli, P.aeruginosa, K.pneumoniae,
E.faecalis, S.aureus bakteri suslarina antibakteriyel etki
gosterdigi saptanmistir. Sadece bunlara ek olarak nevruz
otu ekstresinin standart E.coli susuna kars1 antibakteriyel
etkisi 3.12 mg/mlde gozlenmistir. Sonug olarak; test edi-
len bitki ekstrelerinin MIK degerlerinin yiiksek oldugu ve
yeterli antibakteriyel etki gostermedigi saptanmustir.

Tablo1. Test edilen bitki ekstrelerinin, standart bakteri suglarina karst MIK degerleri.

Test edilen bitki ekstreleri
Standart suslar Ceratonia siliqua Malva sylvestris Viscum album Aloe vera Linaria genistifolia
Kegiboynuzu Ebegiimeci Okse otu Sarisabir Nevruz otu
E.coli
ATCC 25922 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 3.12 mg/ml
K.pneumoniae
ATCC 700603 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml
P.aeruginosa
ATCC 27853 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml
S.aureus
ATCC 29213 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml
E.faecalis
ATCC 29212 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml 6.25 mg/ml
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Tartisma ve Sonug

Tibbi bitkilerin, hastaliklarin tedavisinde kullanimi in-
sanoglunun yerlesik hayata ge¢mesiyle birlikte gercekle-
sen eski bir gelenektir. Gelismekte olan iilkelerde bitkisel
ilaglar daha ¢ok kirsal topluluklarin kiiltiir ve gelenekle-
rinin 6nemli bir pargasini olugturur (13). Bu sebeple an-
tibiyotige direngli olan bazi mikroorganizmalarin neden
oldugu infeksiyonun tedavisinde bitkisel bilesiklerin daha
etkili oldugu rapor edilmektedir (14,15). Bundan dolay:
bitkilerden elde edilen dogal antimikrobiyal etkenlerin
bilesimlerinin ne oldugunu belirlemeye yonelik ¢alisma-
larin sayis1 gittikce artmaktadir (16). Yabani bitkilerin, test
edilen mikroorganizma tiiriine bagh olarak degisen oran-
larda antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmektedir (17).

Keciboynuzu pekmezi saglik agisindan onemli bilesim
Ogelerini icermektedir. Ke¢iboynuzu pekmezi seker icer-
diginden dolay: beslenme agisindan 6nemlidir. Seker ige-
riginin bir kismimin monosakkaritlerden olusmas: sindi-
rim sisteminde kolaylikla emilimini saglamaktadir (18).
Bizim ¢aligmamizda kegiboynuzu ekstresinin antibakteri-
yel etkisi 6.25 mg/ml olarak saptanmis, bu degerin anlaml
olmadig gorillmustiir.

Ulkemizde geleneksel olarak antiseptik ve yara iyilestiri-
ci olarak kullanildig: bilinen ve iglerinde M. sylvestris’in
cigeklerinin de bulundugu 13 bitkinin, hazirlanan me-
tanolléi ekstrelerin iki farkli Gram pozitif ve bes farkli
Gram negatif bakteri tiiriine kars: disk difiizyon yontemi
ile diliisyon yontemleri kullanilarak in vitro antibakteri-
yel etkileri arastirilmigtir. Calisilan bu 13 bitki igerisinde
en genis etki spektrumu ebegiimecinde gortilmistir (19).
Bu ¢alismada, ebegiimeci ekstresinin antibakteriyel etkisi
6.25 mg/ml olarak tespit edilmis olup, bu sonucun anlamh
olmadig gorilmustiir.

V.album meyvelerinde, yapiskan ve ¢ok yogun olan viska-
kutin isimli mumsu bir madde ve vissin bulunmaktadir.
Vissin seliiloz iplik¢iklerinin miisilaj ile kaplanmasindan
olusmus, hidroliz sonucu galaktoz, arabinoz ve tironik asit
olugturan, kokusuz, tatsiz, seffaf, renksiz, su ve alkolde ¢6-
ziinmeyen, sogukta eterde ¢oziinen, kagit tizerinde seffaf
bir leke birakan bir maddedir (20). Bizim ¢alismamizda
Okse otu ekstresinin test edilen bes farkli bakteri susuna
antibakteriyel etkisi 6.25 mg/ml olarak goériilmiis, bu de-
gerin yliksek bulunmasi etkinin yetersiz oldugunu goster-
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mistir.

Aloe vera ile yapilan farmakolojik ¢aligmalar aktif madde-
lerin Aloe vera yapraklarinin kabugu ve jel ekstratlarinda
bulundugunu a¢iga ¢ikarmustir. Aloe veranin antioksi-
dan ozelligi yapisinda bol miktarda bulunan A vitamini
(Beta-karoten), C, E, B12 vitamini, kolin ve folik asitten
kaynaklanmaktadir. Aloe veranin antioksidan 6zelliginin
yaninda antiviral, antiinflamatuvar ve antitimor ozellik-
leri de vardir (21-24). Yapilan aragtirmalar Aloe veranin
gliclii antioksidan 6zellige sahip oldugunu, GST (Glutat-
yon-S-transferaz), GSH-Px (Glutatyon peroksidaz), CAT
(Katalaz) ve SOD (Suiperoksit dismiitaz) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirarak lipit peroksidasyonunu
onemli dl¢tide engelledigini gostermistir. Yapilan bir aras-
tirmaya gore, diyabetik ratlarin dokularinda hidroperok-
sitlerin ve lipit peroksitlerin artan seviyelerinin Aloe vera
jel ekstrakt: ile muamele edilmesinden sonra normal sevi-
yeye yakin geri dondiigii, bobrek ve karacigerlerinde GST,
GSH, GSH-Px, SOD ve CAT aktivitesinde 6nemli artiga
neden oldugu ifade edilmektedir (22). Bu ¢aligmada sari-
sabir ekstresinin antibakteriyel etkisi diger kullanilan bitki
ekstrelerinde oldugu gibi 6.25 mg/ml olarak tespit edilmis,
bu sonucun anlamli olmadig1 gortilmiistiir.

Nevruz otu antiallerjik etkileri sebebiyle ekzema tedavi-
sinde de kullanilmustir. Sethi ve ark yaptiklar: ¢alismada;
Hindistan tzimi, safran, zencefil, karanfil, sarimsak,
kimyon, Aloe vera ve hardal bitkilerinin metanol ile ha-
zirlanmig olan ekstrelerinin Serratia marcescens, Pseu-
domonas florescens, E.coli, K.pneumoniae, Citrobacter
frendii, B.subtilis, S.aureus ve Proteus vulgaris bakte-
rilerine kars1 antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir.
Caligma sonucunda; kimyon ve karanfilin kullanilan test
mikroorganizmalarina kars1 diger bitki tiirlerine oranla
daha yiiksek seviyede antimikrobiyal etkiye sahip oldugu-
nu saptanmuigtir (25). Bu ¢aligmada nevruz otu ekstresinin
antibakteriyel etkisi dort standart susa karst 6.25 mg/ml
olarak saptanmis, sadece E.coli susuna kars: ise 3.12 mg/
ml olarak belirlenmistir. Sonug olarak yeterli antibakteri-
yel etki goriilmemistir.

Tiirkiyeden bir ¢alismada; defne, kekik, nane yaprak eks-
traktlarinin gida zehirlenmelerine yol agan bakteriler
tizerine etkisi incelenmis ve bu bitkilerin % 0.5’lik kon-
santrasyonunun S.aureusun Uremesini inhibe ettigini
saptamislardir (26). Kekik esansiyel yaginin, L.monocy-
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togenese kars1 antimikrobiyal aktivitesini arastirilmig ve
esansiyel yagin giiglii antimikrobiyal etkisi oldugu sap-
tanmustir (27). Bakteriler tizerine en giiglil antimikrobiyal
etkinin, mercankdskii ve tarcindan elde edilen esansiyel
yaglarin oldugu; bunlar sirasiyla limon otu, kekik, karan-
fil, defne, keklikotu, adagay: ve feslegen yaginin takip etti-
i bildirilmistir (28). Portakal yaginin daha ¢ok antifungal
etki gosterdigi, nane yaginin ise E. coli iizerinde en fazla
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir (29).

Geleneksel tipta kullanilan tibbi bitkilerin, yeni antimik-
robiyal bilesiklerin potansiyel bir kaynag: olarak, bilimsel
agidan arastirilmalari olduke¢a 6nemlidir. Ulkemizde yeti-
sen ve tibbi 6nemi olan birgok bitki iizerinde yapilan bu
tiir galismalarin hiz kazandig1 giintimiizde, bitkinin total
ekstraksiyonu diginda; kék, govde, yaprak ve cicek gibi
boliimlerine spesifik, farkli ekstraksiyon yontemleri kul-
lanilarak benzer ¢aligmalarin daha kapsamli olarak yapil-
masinin uygun olacagi kanaatine varilmigtir.
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