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ABSTRACT

New plant-derived antibacterial agent researches have increased in recent years, because of increased resistance
to antimicrobial agents that used against to pathogen microorganisms, and unwanted side effects of food additives.
The aim of this research was to investigate the, in-vitro antibacterial activities and collected from Turkey Cymbopogon
jwarancusa on, collected from India Cymbopogon citratus and collected from Egypt with Cymbopogon nardus species
collected from South Africa Helianthemum kahiric and collected from Syria Helianthemum lippi species of plants
extracts onas with pathogens species; Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aureginosa and
as from entheropathogens Salmonella typhi, Escherichia coli, of which also in the etiology of nosocomial infections,
by disk diffusion method.The diameter of the inhibition zone in the disc-diffusion method shows that all the plant
extracts (20ug/disc) have antibacterial activity only on E.coli and S.aureus different levels (16-38 mm). C. citratus
extract showed the highest antibacterial activity with disc diffusion method. In conclusion, particularly C.citratus
plant extract, besides other plant extracts are thought to be effective against to microorganisms in many areas like
medical, cosmetic and food industries. But there is need new in vitro and in vivo studies in future.
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Cymbopogon spp. ve Helianthemum spp. Bitki Ekstraktlarinin In-Vitro
Antibakteriyal Aktivitelerinin Arastiriimasi

0ZET

Patojen mikroorganizmalara karsi kullanilan antibakteriyel maddelere direncin artmasi ve gida katki maddelerinin
istenmeyen yan etkileri nedeniyle, son yillarda yeni bitki kaynakli antibakteriyel madde arayisini arttirmistir. Bu
calismada, Turkiye'den toplanan Cymbopogon jwarancusa, Hindistan'dan toplanan Cymbopogon citratus ve Glney
Afrika'dan toplanan Cymbopogon nardus turleriile Misir'dan toplanan Helianthemum kahiricum ve Suriye'den toplanan
Helianthemum lippi tarG bitki ekstraktlarinin hastane enfeksiyonlarinin  etiyolojisinde yer alan Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aureginosa patojen tlrleri ile enteropatojenlerden; Salmonella typhi,
Escherichia coli, turlerinin antibakteriyel aktivitelerinin disk difizyon yontemiyle arastirilmasi amaglandi. Disk
difflizyon sonuglarina gére, yalnizca E. coli ve S. aureusa karsi tim bitki ekstraktlarinin (20pg/disk) farkli dizeylerde
zon c¢ap! olusturdugu (16-38 mm) belirlendi. Bitki tlrleri igerisinde en yiksek antibakteriyel aktivite C. citratus
ekstraktinda tespit edildi. Sonug olarak, basta C. citratus tirl ekstrakti olmak Uzere, arastirilan bitki ekstraktlarinin
saglik, farmasotik, kozmetik ve gida endustrisi gibi bircok alanda mikroorganizmalara kars! etkili oldugu ve bu
konuda daha ileri dizeyde in vitro ve in vivo ¢calismalarin yapiimasi gerektigi dustunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel aktivite, Disk difiizyon, Hastane enfeksiyonu
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GiRIS
Antimikrobiyel olarak bitki ekstraklar ve fitokimyasallarin
kullanimi terapotik tedavilerde en bilinen materyallerdendir.
Pek ¢ok arastirma, bu gibi etkinlikleri belirlemek amaciyla
yapilmistir ve son yillarda bitkilerin sekonder metabolizmasi
suresince sentezlenen bilesiklerine nitelik kazandirma
calismalari, — antimikrobiyel etkilerine  yonelik  olarak
gerceklestiriimektedir (Almagboul ve ark. 1985; Askar ve

Deveboynu 2018; Saxena ve ark. 1994).

Yaygin ismi limon otu olan Cymbopogon spp. orjininin
Endonezya oldugu kabul edilmektedir. Cymbopogon spp.
Asya(Hindistan)ve Tropik Ulkelerde genis bir kullanim alanina
sahiptir. Bazi tdrleri baharat bitkisi olarak Uretilmekte ve
ticareti yapilmaktadir. Bu baharat bitkisi bocek oldiricU
ve vyiyeceklerin bozulmasini 6nlemede koruyucu olarak
kullaniimaktadir. Pestisit 6zelligine ragmen ari Gretiminde ar
cezbedici olarak da kullaniimaktadir (Shadab ve ark. 1992).

C. citratus ve diger turler Poaceae veya Graminaceae
familyasina ait tek cenekli otsu bir bitki olup; dinyada limon
otu olarak bilinir. Brezilyada yapraklarindan cay yapilarak
sedatif, dilretik, anti-piretik, anti-inflamatuvar, analjezik
ve anti-spazmodik etkileri igin yaygin olarak kullaniimaktadir
(Carlini ve ark.1968). Citronella veya C. nardus tirinin temel
yagi besin, su, parfimeri, sabun, viicut bakim ve eczacllik
urtnlerinde yaygin olarak kullaniimakta olup; antimikrobiyal
ve antifungal ozelligi birgok calismada rapor edilmistir
(Billerbeck ve ark.2001). Ewansia ve ark. (2012) C.citratus'un
metanol ekstrakti ile yaptigi bir calismada ise S. aureus
(16 mm), E. coli (18 mm) ve S. typhide(7mm) zon gapi tespit
etmislerdir. Soares ve ark. (2013) C. citratus yaginin gram
pozitif bakterilerde daha yuksek antibakteriyal etkinlik gram
negatiflerde ise inhibisyon etki gosterdigini bildirmislerdir.

Helianthemum (yaban gili, kaya gild, glnes gdlleri) bir
Cistaceae familyasi Uyesidir. Kuzey yarim kirede ozellikle
Akdeniz Balgesinde yayilmis olup; 200 tirden olusmaktadir.
H. lippii(L.)(syn.H. sessiliflorum)tiriiniin metanol ve kloroform
ekstraktlarinin - dnemli analjezik ve anti-inflamatuvar
aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Ermeli ve ark. 2012).
Helianthemum spp. mikorizal mantarlar ile simbiyotik
yap! olusturur. Mikorizal yap! olusturan tirleri arasinda H.

salicifolium, H. guttatum ve T. pinoyi 6nde gelir.
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Etnobotanik calismalar bu bitkinin maya kulturiinde ishal
tedavisinde kullanildigini géstermektedir. H. oleandicum (L)
ve H. glomeratum turleri Meksika geleneksel halk sagliginda
diare ve dizanteri gibi mide-bagirsak bozukluklarina karsl
bir ila¢ olarak kullanilirlar (Barbosa ve ark. 2006). Yapilan
bir arastirmada H. glomeratum ve Rubus coriifoliusdan elde
edilen ham metanolik ekstraktlarin, deneysel olarak infekte
edilmis farelerdeki Giardia lamblia  trofozoidlerine karsl
aktiviteleri degerlendirilmistir (Barbosa ve ark. 2006). Yine
yapilan diger bir calismada solucan infeksiyonu ve diare'nin
basit tedavisinde ilag olarak H. glomeratum ekstrakti
kullanildigi rapor edilmistir (Berlin ve Berlin 1995).

Bu nedenle, bu calismada Tirkiye, Hindistan, Gulney
Afrika, Misir ve Suriye'den toplanan bitkilerden elde edilen
ekstraktlarin  disk difuzyon yontemi ile antibakteriyel

aktivitelerinin calisiimasi amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEMLER
Bitkiler ve bitki ekstraklari

Bu arastirmada, Turkiye bitki florasindan elde edilen C.
jwarandusa, Hindistanda yetisen C. citratus, Guney Afrikada
yetisen C. nardus turleri ile; Misirda yetisen H. kahiricum
ve Suriye'de yetisen H. lippi tiru bitkilerin metanol ile elde
edilmis bitki ekstraktlari kullanildi. Etken madde icerigi 1
mg/ml (w/v) olacak sekilde hazirlanmis bitki ekstraklari 0.45
um filtreler kullanilarak steril edildi ve antibakteriyel aktivite
testleri yapilincaya kadar steril érnekler etiketlenerek 1,5 ml
lik eppendorf tiiplere alinarak buzdolabinda +4°C’ de saklandi.

Ekstraksiyon islemi

Bitki yapraklari 24 saat 40 ° C'de bir firinda kurutuldu. Bitkilerin
kurutulmus yapraklart (50 g) toz haline getirildi. Metanol
ekstraktlarl hazirlamak icin ¢oziici olarak kullanildi. Tki kez
% 80k 500 mL metanol ve daha sonra %501ik metanol ile
yumusatildi. Stziildukten sonra stizinti, 40°C'de indirgenmis
basing altinda konsantre edildi. Tortu, kahverengi bir toz
verecek sekilde liyofilize edildi ve daha sonra kullanilana
kadar -32°C'de saklandi.

Sulu ekstrakt (Aq E), geleneksel yonteme gére 50 g toz haline
getirilmis bitkinin 500 mL distile suda 20 dakika boyunca
kaynatiimasiyla hazirlandi. Suzlldikten sonra suzintd,
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kahverengi bir toz verecek sekilde liyofilize edildi (Bouriche
ve ark. 2016).

Bakteri suslari

Hastane enfeksiyonlarinin  en onemli  etkenlerinden
olan S. aureus (ATCC 25923), K. penumoniae (ATCC
700603), P. aureginosa (ATCC 20298) patojen tirleri ve
enteropatojenlerden E. coli (ATCC 25922), S. typhi (ATCC

19430 ) standart tarleri kullanildi.
Disk Diflizyon Testi

Patojen bakteri suslari Blood Agar ve EMB (Eosin Methylen
Bluefya asilanarak 37°C'de 24 saat sireyle inkiibe edildi.
Sterilize edilmis ve 45-50°C'ye kadar sogutulmus olan Blood
Agar ve EMB (Eosin Methylen Blue) besiyerleri belirtildigi
sekilde hazirlanan bakteri (105 adet/ml) (Bagci ve Digrak
1996) ve bakteri (107 adet/ml) (Nostro ve ark. 2000) suslarinin
buyyonlarda ki kilttrleri ile %1(0.01 ml) oraninda asilanarak
tlp calkalayicida calkalandiktan sonra 9.0 cm ¢apindaki steril
petri kutularina steril pipetlerile 15 yl dagitildi.

Besiyerinin homojen bir sekilde dagiimasi saglandi(Bradshaw
ve ark. 1992). Katilasan agar Uzerine bitki ekstraktlari
emdirilmis diskler hafif¢e bastirilarak aralarinda 2 cm kalacak
sekilde vyerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutulari
4°C'de 2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar
37°Cde 24 saat inkiibe edildi (Bagci ve Digrak 1996; Nostro
ve ark. 2000; Bradshaw ve ark. 1992). Stire sonunda besiyeri
Uzerinde olusan inhibisyon zonlari mm olarak degerlendirildi.
Caligsmalar 3 paralel olarak yirGtuldi. Standart antibiyotik
diskleri karsilastirma yapmak amaciyla kontrol diskleri olarak

kullanild.
BULGULAR

Diskdiflizyonyontemikullanilarak, bosantibiyogramdisklerine
20ul emdirilen steril bitki ekstraktlarinin, bes farkl bakteri
tirine karsl antibakteriyel aktivite yoninden incelenmesi
sonucunda elde edilen Ureme inhibisyon zon degerleri Tablo
1 verildi. Inhibisyon zon capi biyikligiine gére en yiiksek
antibakteriyel aktivite C. citratus ekstraktindan elde edilirken,
en duslk antibakteriyel aktivite H. lippi ekstraktindan elde
edildi. Tim bitki ekstraktlarina karsi en duyarl bakterinin
S. aureus oldugu belirlenirken, P. aureginosa tim bitki

ekstraktlarina (20ug/disk) karsi direng gosterdi. Ayrica LGO

e — 3 3

(Lemon Grass Qil) ekstrakti ve Helianthum spp. ekstrakt
referans antibiyotik olarak kullanilan Gentamisinden daha
blyuk bir inhibisyon zon ¢api olusturdugu belirlendi.

Tablo 1. Disk Difuzyon Yontemine Gdre Cymbopogon spp.
ve Helianthum spp. Bitki Ekstraktlarinin  Bakterilerde
Olusturdugu Ureme Inhibisyon Zon Caplari (mm)

Bitki Antibakteriyel aktivite zon gaplari (mm)

EL sl S.aureus K.pneumonia  P.aureginosa  S.typhi E.coli
C. citratus 38 15 R 25 16
C.jwarandusa 27 14 R 17 25
C.nardus 32 13 R 18 24
H.kahiricum 25 12 R 16 R
H.lippi 2 1 R 19 R
Gentamisin 20 16 18 17 21

*R=Direngli
TARTISMA

Disk diflizyon calismalari sonuclarina gore; bitki ekstraktlari
tum patojen bakterilere antibakteriyal aktivite gosterirken,
sadece P. aureginosaya karsi bu etkiyi gostermedigi
belirlendi. Ayrica LGO ile Helianthum spp. ekstraktinin S.
aureusa karsi referans antibiyotik Gentamisinden daha
blylk zon capi olusturduklari tespit edildi. Uygulanan dozda
(20pg/disk) tim bitki ekstraklarina karsl P.aureginosa direng
gosterirken, en duyarl bakterinin S. aureus oldugu gézlendi.
Bitki ekstraktlarinin 1:1 karisimlarinin antibakteriyel aktivite
etkisine bakildiginda ise Cymbopogon spp. ve Helianthemum
spp. ekstrakt karisimlarinin, tim patojenlere ozellikle
S.aureus (zerine antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edildi.

Bu arastirmada C. citratus ekstraktinin disk difiizyon testinde
S. aureusa maksimum antibakteriyal aktivite gosterdigi
belirlendi. En dusuk aktivite H. lippi ekstraktinda tespit
edildi. Singh ve ark. (2011) yaptiklari bir ¢alismada LGO'
yu patojen bakteri trleri icin %100 duyarli bulmuslardir.
Bizim bulgularimiz, Abd-El Fattah ve ark. (2010) ve Abu-Seif
ve ark. (2014) tarafindan daha once yapilan galismalarla
dogrulanmistir.  LGO'nun  antibakteriyal —aktivitesi onun
icerigindeki flavonoidler ile fenolik bilesiklere bagl oldugu
Prattve ark. 1991 tarafindan ispatlanmistir. Helal ve ark.(2006)
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yaptiklari calismada disk difazyon yontemi ile LGO degerlerini
S. aureus (42mm), E. coli (58 mm) ve P. aeruginosa‘da (48mm)
olarak bulmuslardir. Calismamizda ise S. aureus (38 mm), E.
coli (16 mm) ve P. aeruginosada ( R) bulunmustur. Ewansiha
ve ark. (2012) C. citratus'un metanol ekstrakti ile yaptigi bir
calismada ise S. aureus (16 mm), E. coli (18 mm)ve S. typhide
(7mm) zon capi tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamiz E.
coli (16 mm) ile benzerdir. Soares ve ark. (2013) C. citratus
yagl gram pozitif bakterilerde daha yUksek antibakteriyal
etkinlik gosterirken; gram negatiflerde ise inhibisyon etki
gostermistir. Dolayisi ile bizim c¢alismamizla uyumludur.
Ekpenyong ve ark.(2017) endiistriyel koruyucu bir besin olarak
C. citratus yaginin antioksidan, antifungal, antimikrotoksin,
antibakteriyal ve antibiofilm aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir. Sarath Chandra Bose ve ark. (2013) yaptiklari
bir calismada C. jwarancusa temel yaglarinin disk diflzyon
yonteminde K. pneumonia, S. typhi gibi bir cok patojen bakteri
turtnn Uremesini bariz olarak baskiladigini gostermislerdir.
Chandan Prasad ve ark. (2011)
etanol ekstraktlariile yaptiklari bir calismada S. aureusa karsi

C. jwarancusanin sulu ve

etanol ekstrakti (94,37mm) ok etkili bulunmustur. Bizim
calismamizda ise C. citratus a gore disik bulunmustur.

Helianthemum spp. ekstrakti disk diflizyon testinde sadece
S. aureusile S. typhi'ye karsi maksimum aktivite gosterirken:;
K. pneumonia ise minimum antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirlendi. P. aureginosa, E. coli disk difizyon testinde
Helianthemum spp. ekstraktina direngli
ve ark. (2013)
antimikrobiyal aktivite arasinda guclu bir iliski bulmuslardir.

bulundu. Moraga
Helianthemum spp.deki  fenolik igerik ile
H. glomeratumun vyiizeysel parcalarinin (yaprak, cicek,

dal.) metanol ekstraktlarinin antibakteriyal, antifungal
ve antiprotozoal ozelliklere sahip oldugu bulunmustur
(Javidnia ve ark. 2007; Meckes ve ark. 1995). Helianthemum
spp. ait kimyasal calismalarin ¢cok az oldugu literatlrde

belirtilmistir. Sadece  H. kahiricum (Del.) tiriiniin temel

yaglari tanimlanabilmistir (Javidnia ve ark. 2007).

SONUC

Bu bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleriile ilgili daha
once yapilan calismalarda cogunlukla benzer antibakteriyel
etkinlikler belirlense de, farkl duyarllik sonuclarinin oldugu,
tespit edildi. Bu farkliliklarin, ekstraksiyon yontemi, kullanilan
antimikrobiyel aktivite testi, uygulanan doz, bitkinin yetistigi
cografi ozellikler, gelisim donemi ve ekstraksiyon islemine
bagli olarak icerigindeki kimyasal maddelerin degismesiyle
iliskili olabilecegi dusundlda.

Disk diffuzyon sonuclarina gore, yalnizca E. colive S. aureusa
karsl tim bitki ekstraktlarinin (20pg/disk) farkli diizeylerde
zon capl olusturdugu (16-38 mm) belirlendi. Bitki turleri
icerisinde en yuksek antibakteriyel aktivite C .citratus

ekstraktinda tespit edildi.

Buarastirma neticesinde; basta Cymbopogon ekstrakti olmak
Uzere, antibakteriyel aktivitesi tespit edilen bitki ekstraktlar
ve karisimlarinin tip, eczacilik, kozmetik ve gida endustrisi
gibi bircok alanda mikroorganizmalara kars! etkili olacagi
bu nedenle daha ileri diizeyde in vitro ve invivo calismalarla

desteklenmesi gerektigi sonucuna variimistir.
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