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OzeT

Bu caligmada, Diizce ilinden toplanan Stachys thirkei C.Koch (Lamiaceae) bitkisinden elde edilen etanol,
kloroform ve etil asetat ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25992,
Salmonella typhimurium CCM 5445, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, Proteus vulgaris ATCC 8427, Yersinia
pestis ATCC 19428, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Listeria
innocua ATCC 33090 bakteri kiiltiirleri ve Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Cryptococcus neoformans ATCC 32045 ve Debaryomyces hansenii DSM
70238 maya kiiltlrlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon yontemiyle arastirilmigtir. S. thirkei
bitkisinin tiim mikroorganizmalar iizerinde 6.33-19.42 mm arasinda inhibisyon zonu olusturdugu goézlenmistir.
Bitkinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi etil asetat ekstraktinda Staphylococcus aureus ATCC 6538P (19.42
mm) bakterisine kars1 ol¢iilmiistiir. En yiiksek antifungal aktivitesi etanol ekstraktinda Candida glabrata ATCC
90030 (17.36 mm) maya kiiltiiriine kars1 olglilmiigtiir. Etanoliin, bitki bilesiklerinin ekstraksiyonunda diger
¢oziicillerden daha etkili oldugu saptanmistir. Bulgular bu bitkinin mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 halk ilact
olarak kullanimini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Stachys thirkei

The Studies on Antimicrobial Activity of the Plant Stachys thirkei

ABSTRACT
In this study, ethanol, chloroform and ethyl acetate extracts obtained from Stachys thirkei C.Koch (Lamiaceae)

collected from Diizce province were investigated for their antimicrobial activities against the bacterial cultures;
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¥Bu ¢alisma yiksek lisans tezinden Uretilmistir.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25992, Salmonella typhimurium CCM 5445,
Klebsiella oxytoca ATCC, Proteus vulgaris ATCC 8427, Yersinia pestis ATCC 19428, Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria innocua ATCC 33090 and yeast cultures Candida
albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030, Candida parapsilosis ATCC 22019, Cryptococcus
neoformans ATCC 32045, Debaryomyces hansenii DSM 70238 by disc-diffusion method. The plant extracts
have shown inhibition zones 6.33-19.42 mm against all microorganisms used in this study. While the highest
antibacterial activity has shown against Staphylococcus aureus ATCC 6538P (19.42 mm) in the ethyl acetate
extract, the highest antifungal activity has determined against Candida glabrata ATCC 90030 (17.36 mm) in the
ethanol extract. It is observed that ethanol is more efficient solvent than the others for extracting of the plant
compounds. Our findings support the use of Stachys thirkei in traditional medicine for the treatment in the

microbial infections.

Keywords: Antimicrobial activity, Stachys thirkei

l. GiRris

AMIACEAE familyasmin en biiyiik cinslerinden biri olan Stachys L. diinyada yaklasik olarak 375

tire, Tiirkiye’de 89 tiire (118 takson) sahip olup, 51 takson iilkemiz i¢in endemiktir [1,2]. Genus
tilkemizde 2 alt cins, 15 seksiyona sahiptir [3-5]. Diinyada 40 tiire sahip olan Eriostomum (Hoffmanns.
& Link) Dumort seksiyonu Tiirkiye’de 23 tiir (34 takson) bulundurmaktadir [6].

Stachys genusuna ait bazi taksonlarin antioksidan [7-12], antiproliperatif [7], sitotoksik [13,14],
antiinflamatuar [8,15-18], anksiyolitik [19] ve antimutajenik [20] etkileri literatiirde rapor edilmistir.
Ayrica ¢ok sayida galisma ile genusun antimikrobiyal etkinligi de bildirilmistir [21-32].

Stachys genusu etnobotanik 6zellikleri a¢isindan ¢ok 6nemli olup halk ilaci olarak da kullanilmaktadir
[33]. Halk hekimliginde kullanimi genital timorler, dalak skleroz ve mide ilserlerinin tedavisi
iizerinedir [21,28,34-37]. Stachys tiirleri, aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu Yunanistan, italya ve
Balkan iilkeleri ve Liibnan gibi Akdeniz iilkelerinde potansiyel antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle
tiiketilmektedir [38].

Canakkale ve Balikesir illeri arasindaki dogal siniri olusturan Kazdagi’nda Derenti, Hacilar ve
Karakoca mevkilerinde “cay” olarak isimlendirilen Stachys thirkei C.Koch bitkisinin koék ve ¢icekleri
kan basincini diizenledigi i¢in halk tarafindan tiiketilmektedir [39]. Bilecik ili Osmaneli ilgesinde halk
arasinda “kestere” adiyla bilinen S. thirkei tiiriiniin toprak istii kisimlarmin kaynatilip ¢ay seklinde
icilmekte gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [40]. Bu ¢alismada halk tibbinda
kullanilan S. thirkei bitkisinin antimikrobiyal &zelliklerini gostermek amaglanmustir.
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Il. YONTEM

A. BITKI MATERYALI

S. thirkei bitkisinin ¢igekli toprak iistii kistmlar1 ger¢eklestirilen arazi ¢aligmalari sirasinda Diizce ili
Diizce Universitesi Konuralp Yerleskesi’'nden [280 m 40°54'24.19"K, 31°11'12.18"D (27/05/2015)]
toplanmis, Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi’nden Uzm. Serdar ASLAN tarafindan teshis
edilmistir.

B. TEST MIKROORGANIZMALARI

Caligmada, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25992, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, Proteus vulgaris ATCC 8427, Yersinia
pestis ATCC 19428, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Listeria innocua ATCC 33090 bakteri kiiltiirleri ve Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata
ATCC 90030, Candida parapsilosis ATCC 22019, Cryptococcus neoformans ATCC 32045,
Debaryomyces hansenii DSM 70238 maya kiiltiirleri kullanilmistir. Mikroorganizma kiiltiirleri Diizce
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bakteriyoloji ve Mikoloji Arastirma
Labaratuvari’ndan temin edilmistir.

C. EKSTRAKTLARIN HAZIRLANISI

Calismada kullanilacak S. thirkei bitkisinin ¢i¢ekli toprak istii kisimlart herbaryum tekniklerine uygun
olarak kurutuldu. Teshisi gergeklestirildikten sonra aseptik sartlarda blender (mekanik pargalayici)
yardimiyla toz haline getirildi. Bitki materyali (15 g) % 96’lik 180 mL etanol ile soxhlet cihazi
kullanilarak ekstrakte edildi. 12 saat siiren ekstraksiyon igleminin ardindan yontem diger ¢oziiciiler
olan kloroform, etil asetat ekstraktlar1 icin de ayri ayri1 uygulandi. Elde edilen 6rnege ait etanol,
kloroform ve etil asetat ekstraktlari etiketli kapakli sigselere konularak ¢calismada kullanilmak tizere +4
°C’de bekletildi [41].

D. DISK DIFUZYON YONTEMI

Stok bakteri ve maya kiiltiirlerini ¢alismaya hazir hale getirmek yani aktiflestirmek i¢in Muller Hinton
Broth (MHB) (Oxoid) kullanildi. Bakteriler 35-37 °C’de 24-48 saat, mayalar 25-27 °C’de 48-72 saat
inkiibasyona birakildi. Ekim yapilacak olan petrilere 20 mL Muller Hinton Agar (MHA) (Oxoid)
dokiilerek steril sartlarda kurumaya birakildi. Inkiibe edilen mikroorganizmalardan mikropipet
yardimiyla steril sartlarda 100 pL ekim yapildi. L baget ile homojen bir sekilde petri {izerinde
yayilmast saglandi. 15-20 dk oda sicakliginda kurumaya birakildi. 6 mm ¢apindaki bos steril disklere
(Bioanalyse) mikropipet araciligi ile steril sartlarda 100 pL konsantrasyonda aktivitesi arastirilacak
olan bitkiye ait ekstraktlar emdirildi. Ekstrakt emdirilmis diskler mikroorganizma ekimi yapilan
MHA’ petrilerde uygun mesafelerde {i¢ bolgeye steril bir pens yardimiyla yerlestirildi. Disklerin tiim
ylizeyinin agar yiizeyine dokunmasi saglandi. Bakteriler 35-37 °C’de 24-48 saat, mayalar 25-27 °C’de
48-72 saat inkiibe edildi. Siire sonunda disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar dijital
kumpas yardimiyla milimetrik olarak 6l¢iildii ve kaydedildi [42,43]. Sadece ¢oziicti emdirilmis steril
diskler negatif kontrol icin kullanilirken, standart antibiyotik diskler (Amoxicillin (25 pg/disc),
Penicillin (10 pg/disc), Cefepime (30 ug/disc), Streptomycin (10 pg/disc), Tetracycline (30ug/disc),
Amikacin (30 pg/disc), Flucytosine (1pg/disc), Fluconazole (25 ug/disc), Clotrimazole (10 pg/disc))
(Bioanalyse) pozitif kontrol olarak kullanildi. Deneylerin hepsi ii¢ tekrarli olarak ¢alisilda.
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I11. BULGULAR ve TARTISMA

S. thirkei bitkisinin antimikrobiyal etkisini saptamak amaciyla yaptigimiz ¢aligmanin bulgulari Tablo
1’de verilmistir. Bulgulara gore, S. thirkei bitkisinin etanol ekstraktinin B. cereus, L. innocua ve C.
neoformans tiirlerine etki etmedigi, diger mikroorganizmalara ise 6.39-17.36 mm inhibisyon zonlar1
ile farkli miktarlarda etki ettigi gozlenmistir. Bitkiye ait kloroform ekstraktinin S. typhimurium, P.
vulgaris, Y. pestis, B. cereus, C. neoformans ve D. hansenii tirlerine etki etmedigi, diger
mikroorganizmalara ise 6.69-12.35 mm inhibisyon zonlar1 ile farkli miktarlarda etki ettigi
gozlenmistir. Etil asetat ekstraktinin C. neoformans ve D. hansenii tiirlerine etki etmedigi diger
mikroorganizmalara 6.33-19.42 mm inhibisyon zonlar ile farkli miktarlarda etki ettigi gozlenmistir.
Bitkinin bakteriler {izerinde 6.33-19.42 mm, mayalar {izerinde 6.60-17.36 mm inhibisyon zonlar1 ile
farkli miktarlarda etki ettigi gozlenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan ¢dziiciilerin zon gaplari
olgtildiiginde 0-1 mm, pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin zon ¢aplar1 dl¢iildiigiinde 6.5-
33.21 mm degerleri goriilmiistiir.

S. aureus tiirii iizerinde bitkiye ait etanol ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri (14.35 mm),
Amoxicillin, Penicillin ve Cefepime antibiyotiklerinden; kloroform ekstraktinin olusturdugu
inhibisyon zonu degeri (12.35 mm), Penicillin ve Cefepime antibiyotiklerinden; etilasetat ekstraktinin
olusturdugu inhibisyon zonu degeri (19.42 mm), Amoxicillin, Penicillin, Cefepime, Streptomycin ve
Tetracycline antibiyotiklerinden yiiksektir. P. aeruginosa tiirii iizerinde bitkiye ait etanol, kloroform ve
etil asetat ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zonu degerleri sirastyla (11.71 mm) (9.24 mm) ve
(10.91 mm) olarak olgiilmiistiir. Bu degerler bakteri tizerinde Penicillin antibiyotiginden daha yiiksek,
diger mukayese antibiyotiklerinden ise diisliktiir. K. oxytoca tiirii {izerinde bitkiye ait etil asetat
ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri (11.65 mm), L. innocua tiirii lizerinde bitkiye ait
kloroform ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri (7.17 mm), ilgili bakteriler {izerinde
Cefepime antibiyotiginden daha yiiksektir. P. vulgaris tiirii lizerinde bitkiye ait etanol, etil asetat
ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zonu degerleri sirasiyla (8.43 mm) ve (7.80 mm) olarak
Olgiilmiistiir. Y. pestis tlrii tizerinde bitkiye ait etanol ve etil asetat ekstraktlarimin olusturdugu
inhibisyon zonu degerleri sirasiyla (7.35 mm) ve (7.52 mm) olarak Sl¢ililmiistiir. Bu degerler s6z
konusu iki bakteri iizerinde Penicillin ve Cefepime antibiyotiklerinden daha yiiksektir. C. glabrata
tirii iizerinde bitkiye ait etanol ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri (17.36 mm),
Flucytosine, Fluconazole ve Clotrimazole olmak iizere kullanilan tiim antibiyotiklerinden daha
yiiksektir. C. albicans tiirli tizerinde bitkiye ait etanol ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri
(13.78 mm), Flucytosine ve Clotrimazole antibiyotiklerinden; C. parapsilosis tiirii iizerinde bitkiye ait
etanol ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonu degeri (12.67 mm), Fluconazole antibiyotiginden daha
yiiksektir.

Calisma bulgularina gore Gram-pozitif S. aureus bakterisinin ve C. glabrata mayasinin S. thirkei
bitkisinin etken maddelerine karsi, kullanilan diger test mikroorganizmalarindan daha duyarh oldugu
goriilmiistiir.

Askun ve dig. [26] tarafindan gergeklestirilen ¢caligmada Lamiaceae familyasindan segilen alt1 bitkinin
antimikobakteriyal etkisi arastirilmistir. S6z konusu c¢alisma, S. thirkei bitkisinin antimikrobiyal
etkisinin arastirildigi, literatiirde rastlanan tek caligma niteligindedir. Sakarya ili Akyazi ilgesi
Davlumbaz Platosu’ndan, 1300 m yiikseklikten, haziran ayinda toplanan S. thirkei bitkisinin,
Mycobacterium tuberculosis bakterisi tizerinde antimikobakteriyal etkisi mikrodiliisyon yontemiyle
arastirllmigtir. Bitkinin toprak iistii kisimlarin kullanildig1 ¢alismada etken maddenin agiga ¢ikarilmasi
icin maserasyon yontemi kullanilmis, bitki parcalar1 petrol eter, etil asetat ve metanol olmak tizere {ig
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farkli ¢oziiciide iki hafta boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294), H37Ra (ATCC 25177) ve iki klinik izolatin kullanildigi ¢alismada S. thirkei bitkisinin test
mikroorganizmalar1 iizerinde etkili olmadigi saptanmustir. Fenolik ve flavonoid bilesiklerin sivi
kromotogrofisi-kiitle spektrometrisi ile belirlendigi ¢alismada S. thirkei bitkisinin baslica fenolik
bilesenleri etil alkol ekstraktinda Klorojenik asit, kafeik asit, rosmarinik asit; metil alkol ekstraktinda
klorojenik asit ve kafeik asit olarak tespit edilmistir. Ilgili ¢alismada arastiricilar bakteriye karsi
etkisizligi ana fenolik bilesenin klorojenik asit olmasiyla iliskilendirmistir. Hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan tabakaya kovalent bagli mikolik asidin hiicre ylizeyine hidrofobik yogunlukta mumsu
bir kivam kazandirmasi ve bakteriye sagladigi aside direng ozelligi, bakterinin bitkinin etken
maddelerine karst gésterdigi  direncin ve sdz konusu etkisizligin nedeni olabilir. Test
mikroorganizmasinin farkli olmasi iki ¢aligmay1 karsilastirmaya engel teskil etse de iki galigma
arasindaki farkliliklarin  aktif metabolitleri agiga ¢ikarmak icin uygulanan ekstraksiyon
protokollerindeki farkliliklar, antimikrobiyal etkinligi saptamada kullanilan deney yontemindeki
farkliliklardan [21,44] kaynaklanabilecegi diistiniilebilir. Farkliliklarin 6nemli bir sebebi ikincil
metabolitlerin tiir igi degiskenligi [21] olabilir. S6z konusu bitkilerde esansiyel yag oranlar1 ve
kompozisyonlardaki varyasyonlar; ekolojik veya bireysel degisikliklere [45], lokasyona [46], ¢cevre ve
topografik kosullara [47], cografi faktorlere [14], iklim faktorlerine [14,47], glin igindeki sicaklik
degisimlerine [47], bitkinin gelisim asamasina [46,47], bitkinin genetik yapisina [45,47], bitkinin
organlarina, bitkinin yasina [47], bitkinin toplanma zamanina, kemotiplerine, kurutma kosullarina,
damitma sekline ya da biiyiik ihtimalle genetik farklilagsmalara neden olan tozlasmaya [14] bagh
olarak degistigi diisiiniilebilir.

Tablo 1. Stachys thirkei bitkisine ait ekstraktlarin ve bazi standart antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesi

Test inhibisyon Zonlar1 (mm)*

mikroorganizmalar: Ekstraktlar Mukayese Antibiyotikleri

E K EA AX P FEP S TE AK 5FC FLU CLT
Pseudomonas aeruginosa 11.71 9.24 10.91 21.40 8.80 22.80 24.34 18.22 24.72 Nt Nt Nt
Escherichia coli 10.56 6.69 8.83 28.57 23.74 16.91 20.80 13.52 11.45 Nt Nt Nt
Salmonella typhimurium 6.39 6.00 6.93 28.64 22.98 26.77 24.03 15.82 29.05 Nt Nt Nt
Klebsiella oxytoca 11.07 9.77 11.65 33.21 25.36 11.11 20.05 29.40 29.76 Nt Nt Nt
Proteus vulgaris 8.43 6.00 7.80 9.72 7.50 7.00 15.50 21.88 22.35 Nt Nt Nt
Yersinia pestis 7.35 6.00 7.52 11.22 7.54 7.03 22.42 20.11 20.32 Nt Nt Nt
Staphylococcus aureus 14.35 12.35 19.42 13.66 9.37 11.14 14.72 15.93 20.45 Nt Nt Nt
Enterococcus faecalis 7.40 6.80 9.40 28.55 28.90 23.84 17.81 31.75 24.09 Nt Nt Nt
Bacillus cereus 6.00 6.00 6.33 8.45 6.65 6.50 21.63 19.70 21.68 Nt Nt Nt
Listeria innocua 6.00 7.17 6.35 10.59 7.86 6.50 19.13 19.78 22.72 Nt Nt Nt
Candida albicans 13.78 8.48 7.17 Nt Nt Nt Nt Nt Nt 11.67 18.28 8.94
Candida glabrata 17.36 7.34 8.76 Nt Nt Nt Nt Nt Nt 11.41 16.12 13.96
Candida parapsilosis 12.67 8.44 6.60 Nt Nt Nt Nt Nt Nt 17.09 11.29 13.23
Cryptococcus neoformans 6.00 6.00 6.00 Nt Nt Nt Nt Nt Nt 15.92 19.36 13.73
Debaryomyces hansenii 7.80 6.00 6.00 Nt Nt Nt Nt Nt Nt 16.84 21.28 12.57
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Nt: Test edilmedi, E: S. thirkei bitkisinin etanol ekstrakti, K: S. thirkei bitkisinin kloroform ekstrakti,
EA: S. thirkei bitkisinin etil asetat ekstrakti, AX: Amoxicillin (25 pg/disc); P: Penicillin (10 pg/disc);
FEP: Cefepime (30 pg/disc); S: Streptomycin (10 pg/disc); TE: Tetracycline (30 pg/disc); AK:
Amikacin (30 pg/disc); 5FC: Flucytosine (lpg/disc); FLU: Fluconazole (25 pg/disc); CLT:
Clotrimazole (10 pg /disc). * Disklerin ¢ap1 (6 mm) olup degerler {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir.

Stachys tiirlerine ait ¢ok sayida ¢oziicii ile hazirlanan ekstrelerin kullanildigr arastirmalarin sonuglar
incelendiginde ekstrelerin etken maddeyi ¢6zmede farkli etkiler olusturduklari goriilmistir
[24,26,27,30-32]. Calismamizda etanol, kloroform ve etil asetat ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon
zonu ¢ap1 degerleri karsilastirildiginda etanoliin yedi mikroorganizma iizerinde en yiiksek degerde
oldugu ve etanolde olusan zon degeri toplaminin diger ¢oziiclilerden fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica
bu ekstraktta Olciilen degerlerin farkli test mikroorganizmalar: iizerinde bazi standart mukayese
antibiyotik degerlerinden oldukga yiiksek ¢iktig1 da saptanmustir. Bu durum ¢aligmamizda kullanilan
tic farkli ¢oziicliden etanoliin antimikrobiyal maddelerin ekstrakte edilmesi bakimindan en etkili
¢oziicii oldugunu gostermektedir. Stachys tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalarda da etanoliin metanol ve
su [24,27] gibi kullanilan diger ekstraktlardan daha iyi sonug¢lar verdiginin goriilmesi ¢alisma
sonucumuz ile uyum igerisindedir. Ayrica disk difiizyon yontemi uygulamalarinda etanol ekstresinin
daha iyi sonug verdigi literatiir bilgisinde belirtilmektedir [48].

V. SoNuc

Bu ¢aligma iilkemizin potansiyel zenginlik kaynaklarindan biri olan ve ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek
amactyla halk tibbinda kullanilan S. thirkei bitkisinin bilimsel olarak degerlendirilmesini saglanmustir.
Daha o6nce bitkinin antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi bir ¢alisma varsa da ¢alismamiz Gram-
pozitif ve Gram-negatif 10 bakteri ve 5 maya olmak iizere ¢ok sayida mikroorganizmanin test
mikroorganizmasi olarak kullanildig1 ve antimikrobiyal etkinin goriildiigii ilk calismadir.

Patojen bir¢ok mikroorganizmanin giiniimiizde kullanilan antimikrobiyal ilaglara karsi direng
kazanmasi enfeksiyon hastaliklariyla miicadeleyi zorlagtirmistir. Elde ettigimiz sonuglar bitkinin, artan
antibiyotik direnci problemine alternatif ¢oziim olusturacak yeni ve etkin ilag hammaddeleri igin
kaynak teskil ettigini goOstermektedir. Caligmamiz bitkinin antimikrobiyal etkili maddelerinin
belirlenmesini saglayacak daha ileri diizeyde ¢alismalar i¢in de veri saglamaktadir.

TESEKKUR: Bitki materyalinin teshis edilmesinde yardimei olan Saymn Uzm. Serdar ASLAN’a
tesekkiir ederiz.
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