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OZET
(Yiksek Lisans Tezi)

KARS YORESINDE ETNOBOTANIK OLARAK TUKETILEN BAZI
BITKILERIN ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tayfun BILGIN
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Neslihan MUTLU

Bu calismada 2019 yilinda Kars’in Arpagay ilgesinden toplanarak satisa sunulan Rumex
patientia L. (evelik), Helichrysum arenarium (L.) Moench (altin otu) ve Achillea arabica
Kotschy (civan per¢emi) bitkileri kullanildi. Halk arasinda yaygin olarak kullanilan ve
cesitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in tiiketilen bu bitkilerin antimikrobiyal etkinlikleri

arastirildi.

Calismada ti¢ Gram-pozitif (S.aureus ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923, E.faecalis
ATCC 29219), sekiz Gram-negatif (P.auriginosa ATCC 27853, E.coli ATCC 25922,
K.pneumonia ATCC 700603, E.coli ATCC 35218, E.coli RSKK 023, E.coli RSKK
0143, E.coli RSKK 0164, E.coli RSKK O157:H7) bakteri kullanildi. Bitkilerin
antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek i¢in metanol ekstraktlar1 ¢ikartildi ve Disk-
difiizyon metodu tercih edildi. Metot uygulandiktan sonra zon ¢aplar1 6l¢iildii. Metanol
ekstraktlarinin test edildigi mikroorganizmalardan 11 tanesinden 10’unun en az bir
bitkiye duyarli oldugu goriildii. Duyarli mikroorganizmalar tespit edildikten sonra
minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri, microplate okuyucu ile 600 nm’de
tespit edildi. Elde edilen sonuglara gére MIK degerleri 15,62 pg/ml ile 62,5 ug/mi
arasinda degismektedir. Rumex patientia metanol ekstraktinin S.aureus ATCC 25923

tizerine en diisiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki oldugu, Achillea arabica metanol



ekstraktinin E.faecalis ATCC 29219 {izerine en diisiik dozda (31,25 pug/ml) etki eden bitki
oldugu, Helichrysum arenarium metanol ekstraktinin E.coli O23 iizerine en diisiik dozda
(15,62 ug/ml) etki eden bitki oldugu, Achillea arabica metanol ekstraktinin E.coli 0143
tizerine en diisiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki oldugu, yine Achillea arabica
metanol ekstraktinin E.coli O164 tizerine en diisiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki
oldugu belirlendi. E.coli O157:H7 {izerine etki eden tek bitkinin ise Rumex patientia
oldugu goriildii. Diger mikroorganizmalar tizerine etkileri karsilastirildiginda ise anlamli

bir fark olmadig: goriildii.

Anahtar Kelimeler: Rumex patientia, Helichrysum arenarium, Achillea arabica,

antimikrobiyal, metanol ekstrakt

2022, 65 sayfa



ABSTRACT
(M. Sc. Thesis)

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECTS OF SOME
ETHNOBOTANICAL PLANTS IN THE KARS REGION

Tayfun BILGIN
Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology
Supervisor: Dr. Neslihan MUTLU

In this study, Rumex patientia L. (evelik), Helichrysum arenarium (L.) Moench (altin otu)
and Achillea arabica Kotschy (civan pergemi) plants collected from Arpagay district of
Kars in 2019 and offered for sale were used. The antimicrobial activities of these plants,
which are widely used among the public and consumed for the treatment of various

ailments, were investigated.

In the study, three Gram-positive (S.aureus ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923,
E.faecalis ATCC 29219), eight Gram-negative (P.auriginosa ATCC 27853, E.coli ATCC
25922, K.pneumonia ATCC 700603, E.coli ATCC 35218, E.coli RSKK 023, E.coli
RSKK 0143, E.coli RSKK 0164, E.coli RSKK 0157:H7) bacteria were used. To
determine the antimicrobial activities of the plants, metanol extracts were extracted and
the disk-diffusion method was preferred. Zone diameters were measured after the method
was applied. 11 of the microorganisms in which metanol extracts were tested, 10 were
found to be susceptible to at least one plant. After detecting susceptible microorganisms,
minimal inhibitory concentration (MIC) values were determined at 600 nm by a
microplate reader. According to the results obtained, MIC values vary between 15,62
ug/ml and 62,5 ug/ml. Rumex patientia metanol extract is the plant that acts on S. aureus

ATCC 25923 at the lowest dose (15,62 ug/ml), while Achillea arabica metanol extract

Vi



has the lowest dose (31,25 ug/ml) on E. faecalis ATCC 29219. Helichrysum arenarium
metanol extract is the plant that affects E. coli O23 at the lowest dose (15,62 ug/ml), while
Achillea arabica metanol extract has the lowest dose (15,62 pg/ml) on E.coli O143. It
was determined that Achillea arabica metanol extract was the plant that affected E.coli
0164 at the lowest dose (15,62 pug/ml). Rumex patientia was the only plant that affected
E. coli O157:H7. When the effects on other microorganisms were compared, it was seen

that there was no significant difference.

Key Words: Rumex patientia, Helichrysum arenarium, Achillea arabica, antimicrobial,

methanol extract

2022, 65 pages
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Sifal1 bitkiler hem geleneksel hem de modern tibbin etkili bir kaynagini olusturmaktadir.
Bitki sekonder metabolitleri lizerine yapilan ¢aligmalar son 50 yilda artmistir. Ayrica, ilag
firmalar1 bu tir bitki bazli formiilasyonlar1 diinya capinda cesitli hastalik ve
rahatsizliklarin  tedavisinde kullanmaktadir (Inbaneson ve ark.,, 2012). Bitki
materyallerinin faydali tibbi etkileri, tipik olarak bitkide bulunan sekonder metabolitlerin
kombinasyonlarindan kaynaklanir. Belirli bir bitkideki sekonder metabolitlerin
kombinasyonlar1 genellikle taksonomik olarak farkli oldugundan, bitkilerin tibbi
etkilerinin belirli bitki tiirlerine veya cinslerine 6zgii olmasi bu kavramla tutarlidir (Wink,
1999). Bitki ikincil tirtinleri tarihsel olarak bitki hiicrelerinin insas1 ve bakimi siirecinde
hayati bir biyokimyasal rolii olmayan kimyasallar olarak tanimlanmis olsa da, son
aragtirmalar bu kimyasallarin bitkilerin ekofizyolojisinde ¢ok dnemli bir rol oynadigin
gostermistir. Buna gore, sekonder metabolitler hem patojen saldiris1 ve bitkiler arasi
rekabete kars1 koruyucu bir role hem de tozlayicilar veya ortakyasarlar gibi faydal
organizmalara kars1 ¢ekici bir role sahiptir (Kaufman ve ark, 1999; Wink ve Schimmer,
1999). Ikincil iiriinler bitkilerde ¢esitli islevlere sahip olabilse de, insanlar i¢in potansiyel
tibbi etkileri de olabilir. Ornegin, mikrobiyal patojenlere kars1 sitotoksisite yoluyla bitki
savunmasinda yer alan ikincil tiriinler, cok toksik olmasalar da insanlarda antimikrobiyal
ilaglar olarak faydali olabilir. Benzer sekilde, norotoksin aktivitesi yoluyla otoburlara
karst savunmada yer alan ikincil iirlinler, merkezi sinir sistemi iizerindeki etkileri
aracilifiyla insanlarda faydali etkilere sahip olabilir (antidepresanlar, yatistiricilar, kas
gevseticiler veya anestezikler olarak). Bu baglamda, bazi bitkisel ikincil riinler,
etkilerini endojen metabolitlere, ligandlara, hormonlara, sinyal iletim molekiillerine veya
norotransmiterlere benzeterek gdsterebilir ve bu nedenle potansiyel hedef bolgelerindeki
(6rnegin merkezi sinir sistemi, endokrin) benzerlikler nedeniyle insanlar lizerinde faydali
tibbi etkilere sahiptir (Kaufman ve ark., 1999). Wink (1999) tarafindan belirtildigi gibi,
bu iiriinler diger organizmalarin endojen yapilariyla etkilesecek sekilde evrimlesmistir ve
bitki ikincil {irtinleri ile diger organizmalarin endojen maddeleri arasindaki yapisal

benzerligin gelisimi “evrimsel molekiiler modelleme” olarak adlandirilabilir.



Bitki tiirlerinin etnomedikal olarak insanlar tarafindan degerlendirmelerinden sonra,
farmakolojik olarak aktif bitki tiirevli bilesiklerin %70'inden fazlasi kesfedilmistir.
Antimikrobiyal aktiviteye sahip bitki kaynakli bilesiklerde, biiyiik kimyasal ¢esitlilik
gozlemlenmektedir. Bu zengin ¢esitlilik, genis bir dizi mikroorganizmaya kars1 gelismis
savunma mekanizmalari ig¢in evrimsel se¢im nedeniyle ortaya ¢ikmistir (Simoes ve ark.,
2009). Rumex (Polygonaceae familyasi) cinsine ait bitkiler geleneksel olarak mikrobiyal
enfeksiyonlarla ilgili farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (dermatolojik
problemler, dizanteri, enterit ve askariazis) (Camazine, 1986; Zhang ve ark., 2012; Vasas
ve ark., 2015). Kars yoresinde de halkin siklikla kullandigi Rumex patientia L. nin iist

solunum yolu enfeksiyonlarina karsi tedavi edici olduguna inanilmaktadir.

Helichrysum arenarium (L.) Moench, Asteraceae familyasina ait bir tiirdiir. Basta Orta
ve Dogu iilkeleri olmak iizere Avrupa kitasinda yaygin olarak geleneksel tipta farkl
patolojilerin tedavisinde kullanilmaktadir (Freire ve ark., 2015; Galbany-Casals ve ark.,
2009). Farkl1 tilkelerde ortak kullanimlari bildirilmis bir tiirdiir. Ditiretik (Lourens ve ark.,
2008), koloretik ve antiinflamatuar ozellikleri (Shikov ve ark., 2014) igin
kullanilmaktadir. Sarilik tedavisinde kullanimi1 da mavcuttur (Dragulescu, 2016). Yore

halki tarafindan bobrek rahatsizliklar: ve bogaz agrilari igin tiiketilmektedir.

Achillea L. cinsi Avrupa, Bati1 Asya ve Kuzey Afrika’ya 6zgii olsa da, Avustralya, Yeni
Zelanda ve Kuzey Amerika’da da bulunmaktadir (Rechinger, 1986). Tiirkiye’de 42 tiirii
bulunan cinsin, 23 tiiri endemiktir (Duman, 2000). Achillea L. cinsine ait bir¢ok tiir tibbi
ozelliklere sahiptir ve bazi lilkelerde tedavi amaglh kullanilmaktadir (Bashi ve ark., 2012).
Tiirkiye'de bazi Achillea tiirleri geleneksel olarak karin agrisi (Honda ve ark., 1996), ishal
(Yesilaada ve ark., 1993), yara iyilesmesi (Fujita ve ark., 1995) gibi farkli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Besin olarak da tiiketilen Achillea tiirleri, bu familyanin
icerdigi flavonoidler ve terpenoidler sayesinde antimikrobiyal aktiviteye de sahiptirler

(Panda, 2018). Yore halki tarafindan dis agrilari ve yara iyilesmesi i¢in kullanilmaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda her ii¢ bitkinin de antimikrobiyal 6zelliklerinin yeterince
calistimadigr gortilmiistir. Bu ¢alismada ti¢ bitkinin de metanol ekstraktlarinin

antimikrobiyal etkinligi incelenmistir.



1.2. incelenen Bitkiler ve Medikal Ozellikleri

1.2.1. Rumex patientia L.

Rumex, Polygonaceae familyasinin en biiyiik ikinci cinsidir. Avrupa, Asya, Afrika ve
Kuzey Amerika’da yayilis gosterse de esas yayilis bolgesi kuzey yarim kiiredir. Diinyanin
bir ¢ok yerinde Rumex cinsine ait bitkiler, yenilebilir olduklar1 i¢in geleneksel tedavi

amaciyla kullanilmistir. (Vasas ve ark., 2015).

Medikal kullanimda daha ¢ok kaynatma ve inflizyonlar kullanilmasina ragmen farkli
kullanim sekilleri de mevcuttur. Ornegin R. nepalensis 'in taze yapraklari, 1sirgan otundan

tahris olan deriye siiriilerek kullanilmaktadir (Gautam ve ark., 2010).

Avrupa’da ozellikle, R. acetosa, R. acetosella (yaprak, hava pargalari, tohumlar), R.
alpinus (kok), R. confertus (tohum), R. crispus (kokler, tohumlar) ve R. obtusifolius (hava
pargalar1) medical olarak c¢esitli hastaliklarin tedavisi ig¢in kullanilmaktadir. Bu tiirler
Ozellikle Macaristan ve Romanya’da kabizlik, ishal, bobrek rahatsizliklari, sislikler,
dokiintiiler, yaralar ve sagkiran igin ve agri kesici olarak kullanilmaktadir (Butura, 1979).
Britanya ve Irlanda’da R. acetosa iskorbit, yaralar, sigiller, ¢iiriikler, sarilik tedavisi ve
bogaz agrist i¢in kullanilmaktadir. R. hydrolapathum, R. conglomeratus ve R. palustris
de yine iskorbit i¢in, kan temizleyici olarak, giines yaniklarinda ve kanser kiirii olarak
kullanilmaktadirlar. R. obtusifolius tohumlar1 kaynatilarak, oksiiriik, soguk alginligi ve
bronsite kars1 kullanilmaktadir (Allen ve Hatfield, 2004). Rumex alpinus Bulgaristan ve
Tirkiye’de mide problemlerinde laksatif olarak kullanilmaktadir ve ishal, kabizlik ve
egzamaya karsi da kullamlmaktadir (Stastnd ve ark., 2010). Geleneksel Avusturya
tibbinda da Rumex alpinus viral hastaliklar i¢in kullanilmaktadir (Bogl ve ark., 2013).
R.nervosus ise hipoglisemik, oftalmik antiseptic ve akne kiirii olarak kullanilmaktadir.

Yine, yaralar, kuduz, tifiis ve egzama i¢in de kullanilmaktadir (Getie ve ark., 2003).

Tiirkiye’de R. acetosella’nin analjezik ve diliretik olarak, R. scutatus’un antipiretik
olarak, R. tuberosus antihipertansif, idrar soktiiriicii ve kabizlik karsit1 ve yara iyilestirici
olarak kullanildiklar1 bildirilmistir (Cakilcioglu ve Tirkoglu, 2010). Yine iilkemizde
R.crispus kabizlik i¢in ve kan temizleyici olarak kullanilmaktadir (Baskan ve ark., 2007).



Ayni tlir diinyanin bagka bolgelerinde cilt hastaliklari, sarilik ve gastrointestinal

rahatsizliklar i¢in de kullanilmaktadir (Shiwani ve ark., 2012).

Geleneksel Cin tibbinda da bazi Rumex tiirleri kullanilmaktadir. R. dentatus bir ¢ok
bakteriyel ve fungal enfeksiyona karsi kullanimaktadir (Zhang ve ark., 2012). R.
hastatus 'un oksiiriik, basagrisi ve atesin tedavisinde kullanildig bildirilmistir (Zhang ve
ark., 2009). R. nepalensis, R. japonicus ve R. aquaticus’un da gesitli geleneksel tadvilerde
kullanildigi bilinmektedir (Mei ve ark., 2009).

Rumex crispus Hindistan ve Pakistan da yara tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir
(Pareek ve Kumar, 2014). Afrika’da R. abyssinicus, R. usambarensis ve R. bequaertii
bogaz enfeksiyonlarin akarsi kullanilirken. R. abyssinicus su ekstrakti antidiyabetik,
antihipertansif, diiiretik ve analjezik olarak onerilmektedir (Mekonnen ve ark., 2010). R.
steudelii Etiyopya’da antifertilite amacli kullanilmaktadir. Bitkinin kokleri diger tibbi
bitkilerle birlikte hemoroid, yaralar, egzama vs. i¢in kullanilmaktadir (Solomon ve ark.,
2010).

Polygonaceae familyasinin bir iiyesi olan Rumex patientia L., ¢ok yillik, boyu 2 metreye
kadar uzayabilen ve Anadolu’da yaygin bir yayilis gosteren, 1050 m. ytikseklikte yetisen
cok yillik bir bitkidir (Baytop, 1984). Icerdigi antrakinonlar ve tanenler nedeniyle tibbi
bir bitki olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Kuruiiziim, 1996). Flora
of Turkey’de Anadolu’nun bir ¢ok bolgesinin yanisira Dogu Anadolu’da Kars-Susuz
arasinda 1080 m. yiikseklikte yayilis gosterdigi belirtilen Rumex patientia L. (Davis,
1975), halk arasinda “evelik” olarak bilinmektedir (Anonim). Kars ve ¢evresinde daha

¢ok bulgur ya da piring ile hazirlanan ¢orbalara konularak tiiketilmektedir. Halk arasinda

bogaz enfeksiyonlarina karsi koruyucu olduguna inanilmaktadir (Anonim).

Resim 1. Rumex patientia L. (https://kocaelibitkileri.com/rumex-patientia/#jp-carousel-
23666, 8 Ocak 2022)


https://kocaelibitkileri.com/rumex-patientia/#jp-carousel-23666
https://kocaelibitkileri.com/rumex-patientia/#jp-carousel-23666

1.2.2. Helichrysum arenarium (L.) Moench

Yunanca “Helios" (giines) ve "chrysos" (altin) kelimelerinden tiiretilen Helichrysum
kelimesi, bu cinsin goz alici sari rengini ifade etmektedir (Maznev, 2004). Helichrysum
cinsinin diinyada yaklasik 600 kadar tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde 20 tiirii bulunan
cinsin, 14 tiiri ise endemiktir (Wichtl, 2004). Tiirkiye’de en ¢ok bulunan tiirler ise H.
arenarium, H. armenium, H. graveolens ve H. plicatum’dur (Tanker ve Sezik, 1978).
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Resim 2. H. arenarium’un Tirkiye’deki Yayilist (Davis, 1975)

Helichrysum cinsine ait bitkiler tiim diinyada yaklagik iki bin yildir tibbi amagh olarak
kullanilmaktadir. Bu bitkiler geleneksel olarak siis bitkisi olarak, tibbi ve gida amagh
kullanilmigtir (Antunes Viegas ve ar., 2014). Genel olarak infiizyon ve kaynatma yoluyla
kullanilmaktadir. Ornegin; H. stoechas Moench infiizyonu geleneksel olarak gesitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Grip ve soguk alginligi, ates, sinirlilik gibi
rahatsizliklarin yani sira safra kesesi, idrar kesesi, sindirim ve pankreas sorunlari igin
kullanilmaktadir (Benitez ve ark., 2010). H. arenarium'un infiizyon seklinde hazirlanmasi
ya da kaynatilarak sindirim problemleri (sisinlik, dolgunluk) i¢in kullanilmasi Diinya

Saglik Orgiitii (WHO) ve Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmistir.

Giliniimiizde, Avrupa'da Helichrysum arenarium ve Helichrysum italicum ¢i¢eklerinden

hazirlanan infiizyonlar, safra diizenleyici ve idrar soktiiriicii etkileri nedeniyle



kullanilmaktadir (Litvinenko ve ark., 1992; Chinou ve ark., 1996). H. arenarium'un
koleretik (safra iliretimini arttiran ve hizlandiran), hepatoprotektif ve detoksifiye edici
Ozellikleri Macaristan’da uzun siiredir bilinmekte ve tibbi amagla uzun zamandir
kullanilmaktadir. Altin otunun ilk terapotik kullanimlari halk tibbina dayanmaktaydi,
fakat son zamanlarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar da koleretik (Dombrowicz ve
ark., 1994) ve hepatoprotektif (Skakun ve Stepanov, 1988) 6zelliklere sahip oldugunu

gostermektedir.

Resim 3. Helichrysum arenarium (https://en.wikipedia.org/wiki/)

1.2.3 Achillea arabica Kotschy

Achillea L. cinsi Asteraceae familyasina ait olup, 115 tiir igermektedir. Achillea L. cinsi
Avrupa, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’ya 6zgii olsa da, Avustralya, Yeni Zelanda ve Kuzey
Amerika’da da bulunmaktadir (Rechinger, 1986). Tiirkiye’de 42 tiirii bulunan cinsin, 23
tirti endemiktir (Duman, 2000). Achillea L. cinsine ait birgok tiir tibbi 6zelliklere sahiptir
ve bazi lilkelerde tedavi amagli kullanilmaktadir (Bashi ve ark., 2012). Tiirkiye'de bazi
Achillea tiirleri geleneksel olarak karin agris1 (Honda ve ark., 1996), ishal (Yesilada ve
ark., 1993), yara iyilesmesi (Fujita ve ark., 1995) gibi farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Besin olarak da tiiketilen Achillea tiirleri, bu familyanin icerdigi
flavonoidler ve terpenoidler sayesinde antimikrobiyal aktiviteye de sahiptirler (Panda,
2018). Ayrica bahge ve peyzaj bitkileri olarak da kullanilmaktadirlar (Nikolic, 2015).



Achillea tiirlerinin antioksidan 6zelligi oldugu bilinmektedir. Antiproliferatif kapasite,
antimikrobiyal ve antikanser aktivite ve terapotik amaglar i¢in kullanilmaktadir (Qader,
2018). Ayrica birgok ¢alisma, Achillea tiirlerininin bitki igeriginin cografi kosullara bagli
olarak degisebilecegini bildirmistir. Rakim, iklim, giibreleme, toprak tipi ve topragin
mineral icerigi, ¢evresel faktorler veya cesitli tarimsal uygulamalar ve kiiltiir alan1 gibi
farktorler bu degisiklige sebep olabilmektedir (Kaffash, 2020; Mottaghi, 2016). Bu
durum bitkilerin biyolojik etkilerinin cesitli kosullara bagli olarak degisebilecegini

diistindiirmektedir.

Ulkemizde genis bir yayilimi olan hanzabel, civan per¢emi ve esek otu adlariyla bilinen
Achillea arabica Kars ve Susuz arasinda da yayilim gostermektedir
(http://vanherbaryum.yyu.edu.tr/).
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Resim 4. Achillea arabica Kotschy (http://vanherbaryum.yyu.edu.tr/)


http://vanherbaryum.yyu.edu.tr/

1.3. Kullanilan Bakteriler

1.3.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, kok seklinde olan ve "{iziim benzeri" olarak tanimlanan kiimeler
halinde diizenlenme egiliminde olan Gram pozitif bakterilerdir. Bu organizmalar %10'a
kadar tuzda biiyiiyebilir ve koloniler genellikle altin saris1 renktedir (aureus altin veya
sart anlamina gelir). Bu organizmalar acrobik veya anaerobik olarak (fakiiltatif) ve 18 °C
ile 40 °C arasindaki sicakliklarda biiyiiyebilir. Tipik biyokimyasal tanimlama testleri;
katalaz pozitif (tiim patojenik Staphylococcus tiirleri), koagiilaz pozitif (Staphylococcus
aureus'u diger Staphylococcus tiirlerinden ayirt etmek igin), novobiyosine duyarli
(Staphylococcus saprophyticus'tan ayirt etmek igin) ve mannitol fermentasyonu pozitif
(Staphylococcus epidermidis'ten ayirt etmek igin) tir (Rasigade ve Vandensch, 2014;
Lowy, 1998).

Staphylococcus aureus, ¢ok ¢esitli klinik belirtilere neden olabilen 6nemli bir insan
patojenidir. Enfeksiyonlar hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli olabilmektedir
ve MRSA (Metisilin Direngli Staphylococcus aureus) gibi ¢oklu ilaca direngli suslarin
ortaya ¢ikmasi nedeniyle tedavi yonetimi ¢ok zor olabilmektedir (CDC 2003; Boucher ve
Corey, 2008). S. aureus g¢evrede bulunur ve ¢ogu saglikli bireyin derisinde ve
mukozalarinda (¢ogunlukla burun boélgesinde) bulunan normal insan florasinin da bir
elemanidir (Lowy, 1998) S. aureus normalde saglikli ciltte enfeksiyona neden olmaz;
bununla birlikte, kan dolasimina veya i¢ dokulara girmesine izin verilirse, bu bakteriler
ciddi enfeksiyonlara neden olma potansiyeline sahiptirler (Lowy, 1998). Bulasma tipik
olarak dogrudan temasladir, ancak bazi enfeksiyonlar bagka yollarla da bulagabilmektedir

(Rasigade ve Vandensch, 2014).

S. aureus enfeksiyonlart insanlarda en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir ve
bakteriyemi, enfektif endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari (6rnegin,
impetigo, folikiilit, fronkiiller, karbonkiiller, seliilit, haglanmis cilt sendromu ve digerleri),
osteomiyelit, septik artrit, protez cihaz enfeksiyonlari, akciger enfeksiyonlar: (6rnegin,
pndmoni ve ampiyem), gastroenterit, menenjit, toksik sok sendromu ve idrar yolu

enfeksiyonlarina neden olabilmektedir (Tong ve ark., 2015).



1.3.2. Enterococcus faecalis

Enterokoklar, su anda diinya ¢apinda en yaygin ¢oklu ilaca direncgli hastane patojenleri
arasinda yer alan Gram pozitif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaeroblardir (Gilmore ve
ark., 2013). En sik izole edilen tigiincii patojendir (Hidron ve ark., 2008) ve endokardit,
sepsis, cerrahi yara enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi ¢esitli enfeksiyonlara
neden olabilirler (Jett ve ark., 1994; Richards ve ark., 2000; Maki ve Agger, 1988).
Enterococcus cinsi, 40 tiirden olusur (Jett ve ark., 1994; Huycke ve ark., 1998), ancak
enterokok enfeksiyonlarinin yiizde 90'indan fazlasina iki tiir neden olur: E. faecalis ve E.
faecium (Hidron ve ark., 2008; Maki ve Agger, 1988; Murray, 1990).

1.3.3. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olan E. coli, insan ve sicak kanli hayvanlarin
gastrointestinal kanallarinda bulunan en yaygin kommensal ve ayni zamanda en énemli
patojenlerden biridir. Kommensal olarak, konakgilarla karsilikli yarar saglayan bir iligki
icinde yasar ve nadiren hastaliga neden olur. Bununla birlikte, genis bir hastalik
yelpazesinden sorumlu oldugu i¢in en yaygin insan ve hayvan patojenlerinden biridir.
Patojenik suslarda spesifik viriilans faktorlerinin tanimlanmasindan 6nce, E. coli temel
olarak O (lipopolisakkarit, LPS) ve H (flagellar) antijenlerinin serolojik tanimlanmasi
temelinde siniflandirldirilmistir.  Mevcut  virlilans  faktoriintin - tipine  ve klinik
semptomlara bagli olarak, E. coli suslar1 patojenik tiplere ayrilir (patotipler, ortak bir
hastaliga neden olan ayni tiirden bir sus grubu olarak tanimlanir). Bagirsak patojenleri,
kontamine yiyecek veya suyun yutulmasiyla, yani fekal-oral yolla bulasir. EPEC
(enteropatojenik E.coli) suslari, hayvanlarda oldugu kadar, ozellikle kot hijyen
kosullarinda 6zellikle gocuklarda ishale neden olur. Calismamizda kullanilan E.coli 023
susu bu gruba aittir. EHEC (enterohemorajik E.coli), hemorajik kolite veya HUS
(hemolitik Giremik sendrom)'a neden olan tipik olarak gida kaynakli bir patojendir (Kaper
ve ark., 2004) Tipik EHEC suslari, Shigella dysenteriae tarafindan iiretilenlere benzer,
Shiga benzeri toksinler (Shiga toksin iireten E. coli, STEC olarak da adlandirilir) iiretir
ve bu da onlar1 bilinen en 6ldiiriicii ishale sebep olan suslar yapar (Bilinski ve ark., 2012).

Calismamizda kullanilan E.coli O157:H7 susu bu gruptadir.



EIEC (Enteroinvaziv E.coli), hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde siklikla sulu diyare ve
bazen de dizanteri nedenidir (Kaper ve ark., 2004). Calismamizda kullanilan E.coli 0143
ve E.coli O164 suslar1 ise bu gruptadir.

1.3.4. Pseudomonas auriginosa

Pseudomonas aeruginosa firsat¢1 bir insan patojenidir ve nozokomiyal enfeksiyonlarla
iliskili en yaygin gram negatif bakteridir. P. aeruginosa, hastane kaynakli pnémoni
vakalarinin %16'sindan, hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinin %212'sinden,
cerrahi yara enfeksiyonlariin %8'i ve kan dolagimi enfeksiyonlarmin %10'undan
sorumludur (Van Delden ve Iglewski, 1998). Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar arasinda Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlari, 6zellikle kritik hastaligi
olan ve bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ciddi bir sorundur (EI Zowalaty ve ark., 2015)
Antimikrobiyal direng, ABD'de yilda toplam 51.000 hastane enfeksiyonuna neden olan
kritik ve Oliimciil bir sorun haline gelen P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavi
seceneklerini ciddi derecede kisitlamaktadir (Fujii ve ark., 2015). Hemen hemen tiim
Klinik P. aeruginosa enfeksiyonu vakalari, konak savunmasinin baskilandigi durumlarla
iliskilendirilebilir. Birgok P. aeruginosa enfeksiyonu vakasi, AIDS hastalarinda
(Franzetti ve ark., 1992; Kielhofner ve ark., 1992) ve kemoterapi géren notropenik
hastalarda (Bendig, 1987) oldugu gibi immiinosupresyon durumunda karsimiza ¢ikar.
Boyle durumlarda P. aeruginosa enfeksiyonu hakkinda bilgilendirici veriler elde etmek
zordur. P. aeruginosa’' nin neden oldugu daha bilgilendirici insan hastaliklarindan tigii
sunlardir: 1) ciddi yanik durumlarinda bakteriyemi; 2) kistik fibroz hastalarinda kronik
akciger enfeksiyonu; ve 3) uzun siireli yumusak kontakt lens kullanicilarinda akut

tlseratif keratit (Jeffrey ve ark., 2000).
1.3.5. Klebsiella pneumonia

Klebsiella pneumoniae son zamanlarda ciddi enfeksiyonlarin sayisindaki artig ve etkili
tedavilerin olmamasi nedeniyle bulasici bir ajan olarak dikkat cekmektedir. Bu durum, ek
genetik Ozellikler kazanmis ve hiperviriilent (HV) veya antibiyotige direngli K.
pneumoniae suslar nedeniyle ortaya ¢cikmistir. K. pneumoniae ilk olarak 19. yiizyilin
sonlarinda izole edilmistir ve izole edildiginde Friedlander bakterisi olarak bilinmekteydi

(Friedlander, 1982; Merino ve ark., 1982). Toprak ve yiizey sular1 dahil olmak tizere

10



cevrede ve tibbi cihazlarda yasayan Gram negatif, kapsiillii, hareketsiz bir bakteridir
(Bagley, 1985; Rock ve ark., 2014). K. pneumoniae, gastrointestinal (GI) yol ve
orofarenks dahil olmak iizere insan mukozal yiizeylerini kolayca kolonize eder (Bagley,
1985; Dao ve ark., 2014). Bu bolgelerden K. pneumoniae suslar1 diger dokulara girebilir
ve insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Tipik olarak, klasik K. pneumoniae
suslari, diyabet veya kanser hastalari da dahil olmak {izere bagisikligi baskilanmig
bireyleri enfekte ederken, pnémoni, bakteriyemi veya menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara
neden olur (Tsay ve ark., 2002; Korvick ve ark., 1991).

1.4. Bitki Ekstraksiyon Yontemleri

1.4.1. Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Bitki materyallerinden biyoaktif bilesikler gesitli klasik ekstraksiyon teknikleri ile
ekstrakte edilebilir. Bu tekniklerin ¢ogu, kullanimda olan farkli solventlerin 6ziitleme
glicline ve 1s1 ve/veya karigtirma uygulamasina dayanmaktadir. Bitkilerden biyoaktif

bilesikler elde etmek i¢in kullanilan mevcut klasik teknikler sunlardir:
1. Soxhlet ekstraksiyonu

2. Maserasyon

3. Hidrodistilasyon

Soxhlet ekstraktorii ilk olarak Alman kimyager Franz Ritter VVon Soxhlet (1879)
tarafindan tasarlandi. Esas olarak lipit ekstraksiyonu igin tasarlanmistir ama giintimiizde
sadece bununla sinirli degildir. Soxhlet ekstraksiyonu gesitli dogal 6rneklerden degerli

biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Genel olarak kiigiik bir miktarda kuru numune filtre kagidindan yapilmis bir yiiksiik i¢ine
konur. Yiiksik 6zel ¢oziicli igeren damitma sisesine yerlestirilir. Coziicii 1sitilmaya
baslanir. Bir tagsma seviyesine ulastiktan sonra, bir sifonla aspire edilir. Sifon ¢oziiciiyii
damitma sisesine geri gonderir. Bu solusyon ¢oziinmiis maddeleri sivi igine tasir.
Cozlinen maddeler distilasyon sisesinde kalir ve ¢oziicii kuru bitki icerigine geri doner.

Siire¢ ekstraksiyon iglemi bitene kadar tekrar edilir (Azmir, 2013).
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Maserasyon uzun yillardir, evde tonik hazirlamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Esansiyel
yaglar ve biyoaktif bilesenlerin elde edilmesi i¢in popiiler ve ucuz bir yontemdir. Kiigiik
dlgekli maserasyon ekstraksiyonun bir ka¢ asamasi bulunmuktadir. Oncelikle, uygun
¢oziicii ile yiizey temasini arttirmak icin bitkiler kiiciik parcalara ayrilir. Ikinci olarak,
maserasyon i¢in uygun olan ¢oziicii bitki ile birlikte kapal1 bir kaba konur. Ugiincii olarak
stv1 siiziiliir fakat ¢6ziinmemis kat1 igerik daha fazla solusyon kazanmak i¢in preslenerek
ezilir, siizlilen igerikle karistirilir ve tekrar filte edilirek siiziiliir. Maserasyonda ara sira
calkalama yapmak islem i¢in iki yonden fayda saglar; difiizyonu arttirir, konsantre olmus

¢Ozilicliniin daha iyi dagilmasini saglar (Azmir, 2013).

Hidrodistilasyon, bitkilerden biyoaktif bilesikler ve ugucu yag ekstraksiyonu igin
kullanilan geleneksel bir yontemdir. Organik ¢oziiciiler kullanilmaz ve bitki
kurutulmadan yapilabilir. Ug tiir hidrodistilasyon vardir; su damitma, su ve buhar
damitma ve dogrudan buhar damitma (Vankar, 2004). Hidrodistilasyonda 6ncelikle bitki
materyali sabit olacak sekilde paketlenir. Yeterli miktarda su ilave edilir ve kaynamaya
birakilir. Alternatif olarak, bitki materyaline direkt olarak buhar da enjekte edilebilir.
Bitki dokusunun biyoaktif bilesiklerini serbest birakmak icin Sicak su ve buhar ana gorevi
goriiren faktorlerdir. Dolayli su ile sogutma, suyun buhar karisimini ve yagi yogunlastirir.
Yogunlastirilmis karisim, yogunlastiricidan bir ayiriciya akar, burada yag ve biyoaktif
bilesikler sudan otomatik olarak ayrilir (Silva ve ark., 2005). Hidrodistilasyon ii¢ ana
fizikokimyasal siire¢ igerir; Hidrodifiizyon, hidroliz ve 1s1 ile ayrisma. Yiiksek
ekstraksiyon sicakliinda bazi ugucu bilesenler kaybolabilir. Bu dezavantaj,
hidrodistilasyonun termo kararsiz bilesikler i¢in kullanimini sinirlar. Herhangi bir
geleneksel yontemin ekstraksiyon verimliligi esas olarak ¢oziicii secimine baghdir
(Cowan, 1999). Tablo 1’de kullanilan ¢oziiciiler ve elde edilen igeriklerin kisa bir 6zeti

bulunmaktadir.
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Tablo 1. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak bitkilerden elde edilen biyoaktif maddeler (Cowan,
1999)

Su Etanol Metanol Kloroform  Diklorometan Eter Aseton
Antosiyaninler  Taninler Antosiyaninler  Terpenoidler Terpenoidler Alkoloidler Flavonoidler
Taninler Polifenoller Terpenoidler Flovonoidler Terpenoidler
Saponinler Flavonoller Saponinler

Terpenoidler Terpenoidler  Taninler

Alkoloidler Flavonlar

Polifenoller

1.4.2. Konvansiyonel Olmayan Ekstraksiyon Yontemleri

Konvansiyonel ekstraksiyonun bazi zorluklari bulunmaktadir. Uzun ekstraksiyon siiresi,
maliyeti, yiiksek saflikta solvent gereksinimi, bilyiikk miktarda ¢6ziiciiniin buharlagsmas,
diisiik ekstraksiyon seciciligi ve termo kararsiz bilesikler i¢in uygun olmamalar1 bunlar
arasinda sayilabilir (Luque de Castro ve Garcia-Ayuso, 1998). Bu smirlamalar1 asmak
igin geleneksel ekstraksiyon yontemleri disinda, yeni ve gelecek vaat eden ekstraksiyon
teknikleri tanitilmaktadir. Bu teknikler geleneksel olmayan teknikler olarak adlandirilir.
En umut verici olanlardan bazilari; ultrason destekli ekstraksiyon, enzim destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan destekli
ekstraksiyon, siiper kritik s1vi ekstraksiyonu ve basingli sivi ¢ikarmadir. Bu tekniklerden
bazilar1 belirlenen standartlara uygun olduklar1 i¢in Cevre Koruma Ajansi, ABD
tarafindan, “yesil teknikler” olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemler, daha az tehlikeli
kimyasallarin sentezlendigi, daha giivenli kimyasallarin, giivenli solvent yardimecilarinin
kullanildigi, enerji verimliliginin saglandigi, yenilenebilir hammadde kullanilabilen,

bozunmay1 Onleyecek tasarimi olan ve kirliligin 6nlendigi, kazalarin minimuma
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indirildigi yontemler olarak kabul edilmektedir (http://www.epa.gov/greenchemistry/
pubs/about_gc.html).

Ultrason destekli ekstraksiyonda (UAE), insanin duyma yeteneginin 6tesinde, ultrason
ad1 verilen ses dalgalar1 kullanilmaktadir. Bu metotta 20 kHz ila 100 MHz ses dalgalari
kullanilmaktadir. Diger dalgalarda oldugu gibi, ortamdan gecerken sikistirma ve
genisleme olusturarak gecer. Bu fenomene kavitasyon adi verilir ve baloncuklarin
tretildigi, biytidiigii ve kollapse oldugu bir siiregtir. Suslick ve Doktycz (1990)’e gore
hareketin kinetik enerjisinin, balonun igindekileri 1sitmaya doniistiiriilmesinden biiyiik
miktarda enerji iiretilebilir. Sadece siv1 ve sivi igeren kat1 maddeler kavitasyon etkisine
sahiptir. UAE'nin ana faydasi kati bitki 6rneginde uygulanabilmesidir, ¢iinkii ultrason
enerjisi bitki matrisinden organik ve inorganik bilesiklerin sizmasini kolaylastirir
(Herrera ve Luque de Castro, 2005). Muhtemel mekanizma, kiitle transferinin ultrasonla
yogunlastirilmasi ve ¢oziiciiniin bitki hiicrelerine hizlandirilmis erisimidir. Ultrason ile
ekstraksiyon mekanizmasi, (a) hiicre duvar1 boyunca difiizyon ve (b) duvarlar1 kirdiktan
sonra hiicre iceriginin durulanmasi olmak iizere iki ana fiziksel fenomen tipini igerir

(Mason ve ark., 1996).

UAE'min avantajlar1 arasinda ekstraksiyon siiresinden, enerjiden ve solvent
kullanimindan tasarruf yer alir. Ekstraksiyon i¢in ultrason enerjisi daha etkili karistirma,
daha hizli enerji transferi, azaltilmig termal gradyanlar ve ekstraksiyon sicakligi, segici
ekstraksiyon, azaltilmig ekipman, ekstraksiyon kontroliine daha hizl1 yanit, hizli baglatma

ve {iretim artis1 yer alir (Chemat ve ark., 2008).

Darbeli elektrik alan ekstraksiyonunun (Pulse-electric field/PEF) c¢alisma ilkesi,
ekstraksiyonu artirmak icin hiicre zar1 yapisin1 yok etmektir. Canli bir hiicrenin elektrik
alaninda asili kalmasi sirasinda, o hiicrenin zarindan bir elektrik potansiyeli geger.
Membran molekiillerinin dogasina bagli olarak, elektrik potansiyeli molekiilleri yiiklerine
gore ayrir. Yaklasik 1 V'luk bir transmembran potansiyeli kritik degeri asildiktan sonra,
zarin zay1f bolgelerinde gozenekler olusturan yiikli molekiiller arasinda itme meydana

gelir ve bu da gegirgenlikte ciddi bir artisa neden olur (Bryant ve Wolfe, 1987).

Genellikle, bitki materyallerinin PEF iglemi i¢in iistel bozunma darbelerine sahip basit

bir devre kullanilir. Bu devre bitki materyallerinin yerlestirildigi iki elektrottan olusan bir
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aritma odasina sahiptir. Aritma odasinin tasarimina bagli olarak PEF siireci, siirekli veya
kesikli modda ¢aligabilir (Puértolas ve ark., 2010). PEF isleminin etkinligi, alan giicii,
enerji girisi, darbe sayisi, islem sicakligi ve islenecek malzemelerin 6zellikleri dahil

olmak tizere gesitli parametrelere baglidir (Heinz ve ark., 2003).

PEF, ekstraksiyonu arttirmak ve ekstraksiyon siiresini azaltmak i¢in bitki materyallerinin
membran yapisini tahrip ederek ekstraksiyon sirasinda kiitle transferini artirir. Hiicre zar1
gecirgenligini arttirarak bitki dokusundan hiicre i¢i bilesiklerin salinmasi igin
uygulanmistir (Toepfl ve ark., 2006). llimli bir elektrik alaninda (500 ve 1000 V/cm)
muamelenin, bitki hiicre zarma kiigiik bir sicaklik artis1 ile zarar verdigi bulunmustur
(Fincan ve Dejmek, 2002; Lebovka ve ark., 2002). Bu nedenle PEF, isiya duyarli
bilesiklerin bozunmasini en aza indirebilir (Ade-Omowaye ve ark., 2001). PEF,
geleneksel ekstraksiyondan once bir 6n aritma prosesi olarak da bitki materyallerine

uygulanabilir (Lopez ve ark., 2009).

Bitki matrislerindeki bazi fitokimyasallar hiicre sitoplazmasinda dagilir ve bazi bilesikler,
rutin bir ekstraksiyon isleminde bir ¢6ziicii ile erisilemeyen hidrojen veya hidrofobik bag
ile polisakkarit-lignin aginda tutulur. Enzim destekli ekstraksiyon (EAE), bagl bilesikleri
serbest birakmanin ve toplam verimi arttirmanin yeni ve etkili bir yolu olarak kabul
edilmistir (Rosenthal ve ark., 1996). Ekstraksiyon sirasinda seliilaz, a-amilaz ve pektinaz
gibi spesifik enzimlerin eklenmesi, hiicre duvarini kirarak ve yapisal polisakkaritleri ve

lipid govdelerini hidrolize ederek geri kazanimi arttirir (Singh, 1999).

Enzim destekli ekstraksiyon igin iki yaklasim vardir: enzim destekli sulu ekstraksiyon
(EAAE) ve enzim destekli soguk presleme (EACP) (Latif ve Anwar, 2009). Genellikle,
EAAE yontemleri temel olarak cesitli tohumlardan yaglarin ekstraksiyonu igin
gelistirilmistir (Hanmoungjai ve ark., 2001; Rosenthal ve ark., 1996,; Sharma ve ark.,
2002). EACP tekniginde, tohum hiicre duvarini hidrolize etmek i¢in enzimler kullanilir
(Concha ve ark., 2004). Enzim bilesimi ve konsantrasyonu, bitki materyallerinin partikiil
boyutu, kati/su orani ve hidroliz stiresi gibi ¢esitli faktorler ekstraksiyon i¢in anahtar
faktorler olarak kabul edilmektedir (Niranjan ve Hanmoungjai, 2004). Dominguez ve
arkadaslar1 (1995), bitki materyallerinin nem igeriginin de enzimatik hidroliz i¢in 6nemli
bir faktor oldugunu bildirmistir. Bhattacharjee ve arkadaslari (2006), toksik olmayan ve

yanict olmayan o6zelliklerinden dolayr EACP'yi yaglh tohumlardan biyoaktif bilesenleri
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cikarmak i¢in ideal bir alternatif olarak tanimlamistir. Enzim destekli yontemlerle
ekstrakte edilen yagimn, hekzan ile ekstrakte edilmis yaga gore daha yiiksek miktarda
serbest yag asidi ve fosfor igerdigi bulunmustur (Dominguez ve ark., 1995). EAE, organik
kimyasallar yerine ¢oziicii olarak su kullandigindan, biyoaktif bilesiklerin ve yagin

ekstraksiyonu i¢in ¢evre dostu bir teknoloji olarak kabul edilmektedir (Puri ve ark., 2012).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), mikrodalga enerjisi kullanilarak ¢ok c¢esitli
materyallerden triinlerin ekstraksiyonu i¢in yeni bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Paré ve ark., 1994). Mikrodalgalar, 300 MHz ila 300 GHz frekans araligindaki
elektromanyetik alanlardir. Elektrik alan ve manyetik alan gibi birbirine dik iki salinim
alanindan olusurlar. Mikrodalgalarin 1sitma prensibi, polar malzemeler {izerindeki
dogrudan etkilerine dayanmaktadir (Letellier ve Budzinski, 1999). Elektromanyetik
enerji, iyonik iletim ve dipol dondiirme mekanizmalarini takiben 1s1ya dontistiiriiliir (Jain,
2009). Iyonik iletim mekanizmas sirasinda, ortamin iyon akisina kars1 direnci nedeniyle
151 diretilir. Ote yandan iyonlar yonlerini sik sik degisen alan isaretleri boyunca tutarlar.
Bu sik yon degisikligi, molekiiller arasinda ¢arpismaya neden olur ve sonug olarak 1s1

uretilir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun ekstraksiyon mekanizmasinin Alupului (2012)
tarafindan aciklanan ti¢ ardisik adimi igerdigi varsayilmaktadir; birincisi, artan sicaklik
ve basing altinda numune matrisinin aktif bolgelerinden ¢dziinenlerin ayrilmasi, ikincisi,
¢oziliciiniin numune matrisi boyunca difiizyonu, ligiinciisii, numune matrisinden ¢oziiciiye
¢ozlinenlerin salinmasi. MAE'min c¢esitli avantajlart Cravottoa ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan, bitki materyallerinden biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu i¢in daha hizl
1sitma, azaltilmis termal gradyanlar, azaltilmis ekipman ve artan ekstrakt verimi olarak
siralanmistir. MAE, biyoaktif bilesikleri daha hizli 6ziitleyebilir ve geleneksel 6ziitleme
islemlerinden daha iyi bir geri kazanim miimkiindiir. Daha saglam olan organik ve
organometalik bilesikleri ¢ikarmak icin segici bir tekniktir. MAE, organik c¢oziicii

kullanimini azalttig1 igin yesil teknoloji olarak da bilinmektedir (Alupului, 2012).

Basingli sivi ekstraksiyonunu (PLE), ilk olarak 1996'da Richter ve arkadaslar
tamimlamistir (Richter, 1996). Bu yontem, basingli akiskan ekstraksiyonu (PFE),
hizlandirilmis siv1 ekstraksiyonu (ASE), gelistirilmis solvent ekstraksiyonu (ESE) ve
yiiksek basingli solvent ekstraksiyonu (HSPE) gibi isimlerle de bilinmektedir (Nieto ve

16



digerleri, 2010). PLE, solvent sivisinin normal kaynama noktalariin 6tesinde kalmasi
icin yiiksek basing uygulanan bir yontemdir. Yiiksek basing, ekstraksiyon islemini
kolaylastirir. Otomasyon teknikleri, kisa ekstraksiyon siiresi ve az ¢oziicii gereksinimi
PLE’nin avantajlarindandir. PLE teknigi, daha hizl1 ekstraksiyon saglayan yiiksek basing
ve sicaklik kombinasyonu nedeniyle az miktarda ¢oOziicii gerektirir. Daha yiiksek
ekstraksiyon sicakligi, hem ¢oziiniirliigli hem de kiitle transfer oranimi artirarak daha
yiiksek analit ¢oziliniirliigiinii destekleyebilir ve ayrica solventlerin viskozitesini ve yiizey

gerilimini azaltarak ekstraksiyon hizini iyilestirebilir (Ibafiez ve ark., 2012).

Geleneksel soxhlet ekstraksiyonu ile karsilastirildiginda, PLE'min zaman tiiketimini ve
solvent kullanimint 6nemli 6lgiide azalttigi bulunmustur (Richter ve ark., 1996). Ek
olarak, az miktarda organik ¢6ziicli kullanim1 nedeniyle PLE, yesil teknolojiler arasinda

yer almaktadir (Ibafez ve ark., 2012).

Stiper kritik sivi ekstraksiyonu (SFE) Hannay ve Hogarth (1879) tarafindan
kesfedilmistir, ancak Zosel, SFE kullanilarak kahvenin kafeinsizlestirilmesi igin bir
patent almistir (Zosel, 1964). Bu tarihten giiniimiize kadar siiper kritik akiskan teknigi
biiytik bir ilgi gormiis ve gevresel, farmasétik ve polimer uygulamalarinda ve gida
analizlerinde basariyla kullanilmistir (Zougagh ve ark., 2004). Birkag¢ endiistri, 6zellikle
kafeinsiz kahve hazirlama endiistrileri bu teknigi uzun yillardir kullanmaktadir (Ndiomu
ve Simpson, 1988). Her maddenin Kati, siv1 ve gaz olmak ftizere ii¢ temel hali vardir.
Stiperkritik durum ayirt edici bir durumdur ve bir madde kritik noktasinin 6tesinde
sicaklik ve basinca maruz kaldiginda elde edilebilir. Kritik nokta, lizerinde belirgin gaz
ve sivi fazlarin bulunmadigi karakteristik sicaklik (Tc) ve basing (Pc) olarak tanimlanir
(Inczedy ve ark., 1998). Siiper kritik durumda, gaz ve/veya sivinin belirli 6zellikleri
kaybolur, bu da siiper kritik akiskanin sicaklik ve basing degistirilerek
stvilastirilamayacagi anlamina gelir. Siiper kritik akiskan, gaz benzeri difiizyon, viskozite
ve ylizey gerilimi 6zelliklerine ve sivi benzeri yogunluk ve ¢dzme giiciine sahiptir. Bu
ozellikler, bilesikleri kisa siirede daha yiliksek verimlerle ekstrakte etmeye uygun hale

getirir (Sihvonen ve ark., 1999).
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1.5. Antimikrobiyal Ozellik Calisma Metotlari

Patojen bakterilerin ya da diger mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklardan
kurtulabilmek i¢in bu mikroorganizmalarin canlidan uzaklastirilmasi ya da o6ldiiriilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple bakterilere karsi antibiyotikler kullanilir. Antibiyotiklerin
yapisi, etki ettikleri grup, ajanlarin bu maddeye duyarligi ya da direnci gibi etmenler
antimikrobiyal ¢aligmalarin 6nemli unsurudur. Antimikrobiyal ilaglarin hastalik etkenine
kars1 statik ya da sidal veya her iki etkinin nasil oldugu ¢ok iyi anlasilmalidir. Hastalik
ajanlarinin da siirekli olarak antimikrobiyal ilaglara kars1 kazandiklar1 direngten kaynakli
olarak yeni antimikrobiyal madde caligmalari yapilmaktadir
(http://www.mikrobiyoloji.org/;  Yildinm, 2010).  Antimikrobiyal = maddelerin
mikroorganizmalar iizerinde duyarliliklarinin saptanmasinda kullanilan yontemlerden
biri s1v1 diliisyon yontemidir. Sivi dillisyon yonteminde amag¢ kullanilan antimikrobiyal
maddenin diliisyonlarinin mikroorganizmalara olan etkisini belirlemektir. Kullanilan
antimikrobiyal maddenin bakteriler iizerinde etkili oldugu konsantrasyonlar1 ile MIK
(Minimal inhibitér konsantrasyon) ve MBK (Minimal Bakterisidal konsantrasyon)
degerleri belirlenir (Turhan, 2014; http://www.tmc.dergisi.org/). MIK, 24 saat
inkiibasyondan sonra bir mikroorganizmanin gozlenebilir biiylimesi lizerinde tam bir
inhibisyon saglayacak olan antibakteriyel bir maddenin en diisiik konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. MIK degeri organizmalarin antibakteriyel maddelere kars
duyarliligini tespit etmek i¢in “altin standart” olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle, diger
tim duyarlilik test yontemlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilir. MBK,
bakteriyel inokiilumlarin %99,9' unu oldiiren antibakteriyel maddenin en diisiik
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. MIK, antibakteriyel maddenin bakteri iiremesi
tizerindeki inhibisyon etkisi oldugu i¢in, antibakteriyel madde g¢ikarildig: takdirde
bakterilerin tekrar bliylimeye baglamas1 miimkiindiir. Antibakteriyel maddenin bakterileri
Oldiirme yetenegini bulmak icin bir biiylime testi yapilabilir ve bu test MBK olarak
adlandirilir (Kaya, 2011). Siv1 diliisyon yontemi makrodiliisyon ve mikrodiliisyon olmak
tizere iki sekilde yapilir. Makrodiliisyonda 13x100 mm tiipler kullanilirken
mikrodiliisyonda steril ve plastik olan mikrodilisyon plaklar1  kullanilir
(http://www.tmc.dergisi.org/). Makrodiliisyon testi i¢in inokiiliim hazirlanirken dogrudan
koloni siispansiyonu ya da buyyon kiiltiirii yontemleri kullanilir. Dogrudan koloni

sispansiyonunda 18-24 saatlik agar plagindan koloniler alinir, siispansiyonun bulanikligi
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0.5 McFarland bulanikliga esdeger olacak sekile ayarlanir. Bu ayarlama fotometrik cihaz
ya da gozle yeteri kadar 15181n oldugu ortamda 0.5 McFarland tiipii ile karsilastirilarak
yapilabilir. Buyyon kiiltiirii yonteminde ise kolonilerin direk olarak siispanse edilemedigi
ya da 24 saatlik kolonilerin olmadigi durumlarda ikinci bir segenek olarak kullanilabilir.
Alman bakteriler “triptik soy buyyon” gibi bir besiyerine aktarilir ve 0.5 McFarland
standardina gelinceye kadar inkiibe edilir. Bu standart 6l¢limii yine fotometrik bir cihaz
ile ya da gozle 0.5 McFarland tiipii ile karsilastirilarak yapilir. Sivi diliisyon yonteminde
Mueller-Hinton Sivi besiyeri kullanilir. Hazirlanan inokiiliimlara antimikrobiyal madde
diliisyonlar1 eklenir ve inkiibasyona birakilir. Kontrol amagli hazirlanan inokiiliimlardan
agara ekim yapilarak es zamanli inkiibasyona birakilmalidir. Mikrodiyoliisyonda ise
inokiilim makrodiliisyondaki gibi hazirlanir ve mikrodiliisyon plaklarina uygun
oranlarda besiyeri ile inokiiliim dagitici bir alet ya da pipet yardimi ile dagitilir.
Mikrodiliisyon plaklar1 kurumay1 6nlemek i¢in plastik bir kapak ya da torba ile kapatilir.
Hazirlanan plaklar 35°C’de 16-20 saat inkiibasyona birakilir. Sonuglar degerlendirilirken
makrodiliisyon ve mikrodiliisyonda {iiremenin olmadigit MIK degeri belirlenir
(http://www.tmc.dergisi.org/). MiK deger siv1 diliisyonda belirlendigi gibi agar diliisyon
yontemi ile de belirlenebilir. Ikisinin de prensibi aynidir. Fark olarak agar diliisyon
yonteminde belirlenen antimikrobiyal madde belirli konsatrasyonlarda agarin i¢ine agar
heniiz donmamis iken karigtirtlir. Agar diliisyon yonteminde Mueller-Hinton Agar
kullanilir. Agar donmaya baslamadan, i¢inde hava kabarcig1 olmayacak sekilde ve 3-4
mm derinliginde olacak sekilde petri kaplarina dokiiliir. Kontrol i¢in antimikrobiyal
madde icermeyen bir plak hazirlanir. Inokiilim yine 0.5 McFarland olacak sekilde
hazirlanir. Inokiiliimden agara transfer edilecek bakteri yogunlugu 104 CFU/ml olacak
sekilde sivi besiyeri ile sulandirilir. Inokiiliimiin agara ekiminden sonra 35+2 °C
sicaklikta 16-20 saat inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra MiK degerinin belirlenmesi igin
koyu renkli ve 15181 yansitmayan bir yiizey iizerinde plaklar incelenir. Uremenin inhibe
oldugu en diisiik konsantrasyon MIK degeri olan konsantrasyon olarak belirlenir. MiK
konsatrasyonunda kontrol grubuna gore %80 oraninda iiremede azalma gdzlenmesi
gerekmektedir (Turhan, 2015; http://www.klimik.org.tr/; Siimerkan ve Gokahmetoglu,
1998). Aleksander Flemming’in 1928 yilinda antibiyotigi kesfi tip tarihinde bir doniim
noktas1 olmustur. Antimikrobiyal bilesiklerin kesfinden sonra infeksiy6z hastaliklarin bu

bilesiklerle elimine edilebilecegi diistiniilmiistiir (Jongersen ve Turnidge, 2007). Ne yazik
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ki bu antimikroyal maddelere diren¢ gelisimi bu iyimserligi azaltmistir ve g¢esitli
antibiyotiklere direngli ve duyarli bakterileri belirlemek i¢in, gilinlimiizde hala altin
standart kabul edilen yontemlerden broth diliisyon yontemi zaman alic1 oldugu i¢in daha
kisa siirede sonug alinabilen disk difiizyon yontemi gelistirilmistir (Kirby ve ark, 1957).
1956'da, W. M. M. Kirby ve meslektaslar1 Washington Universitesi Tip Fakiiltesi, King
County Hastanesinde, antimikrobiyal duyarlilik igin tek bir disk yontemi belirlendi (Winn
ve ark., 2006). Bu yontemdeki standardizasyon problemleri 1960’larin basina kadar
devam etmisti. Kirby ve meslektasi A. W. Bauer disk difiizyon yontemiyle ilgili daha
onceki tim bilgileri giincelleyerek yayimladilar (Bauer ve ark., 1966). Bu yontem
giiniimiizde Kirby Bauer Disk Diflizyon Yontemi olarak adlandirilmaktadir. Bu
yontemde antimikrobiyal etkinligi belirlenecek olan maddelerin seri dillisyonlari
hazirlanir. Aktiflestirilerek bir gece inkiibe edilen bakteri inokiiliimleri 0.5 McFarlanda
gore standardize edilir ve Muller Hinton Agar iizerine yayma ekimleri yapilir. Ekimden
sonra plaklarin oda 1sisinda kurumasindan sonra, antimikrobiyal maddelerin farkli
diliisyonlarindan steril disklere 10 ml emdirilerek kiiltiir lizerine yerlestirilir. 37 °C’de
18-24 saat inkiibasyondan sonra olusan zon caplar1 Olciilerek bakterilerin maddelere
duyarli ya da direngli olup olmadigi 9 tespit edilir (Demirbag ve Demir, 2007). Disk
difiizyon yontemi ile ¢ok benzer olan agar kuyucuk difiizyon Yo6ntemi de antimikrobiyal
maddenin bakteriler lizerindeki etkilerini zon capr belirleyerek olger. Agar kuyucuk
diftizyon yonteminde de diger yontemlerde oldugu gibi Mueller-Hinton agar kullanilir.
Inokiiliim 0.5 McFarlanda gére hazirlanir. Besiyerinde belirli bir ¢apta kuyucuklar agilir.
Bu kuyucuklarin i¢ine test edilecek antimikrobiyal madde doldurulur. Bundan sonra
plaklar inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon
zon caplart Olgiiliir. Agar kuyucuk yonteminde agarin gegirgenligi ve kullanilan

maddenin difiizyon hiz1 yapilan ¢aligmayi etkileyebilecek etmenlerdir (Turhan, 2015)
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Ornekleri

Tez ¢alismasinda kullanilan Rumex patientia L., Kars’in Arpagay ilgesinden toplanarak
satisa sunulan yerel aktardan temin edilmistir. Rumex patientia L. Kafkas Universitesi
Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dali’nda teshis edilmistir. Calismada bitki yapraklari
kullanilmistir. Yore halk: tarafindan evelik olarak adlandirilan bitki, ¢orba ve yemeklere

katilarak tiketilmektedir.

Helichrysum arenarium Moench, Kars’in Arpagay ilgesinden toplanarak satisa sunulan
yerel aktardan temin edilmistir. Kafkas Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim
Dali’nda teshis edilmistir. Calismada bitki ¢igekleri kullanilmistir Altin otu ve 6lmez
cicek olarak da adlandirilan bitki, sicak su ile demlenerek tiiketilmektedir. Yore halki

tarafindan bobrek rahatsizliklar1 ve bogaz agrilar i¢in tiikketilmektedir.

Achillea arabica Kotschy de Kars’in Arpagay il¢esinden toplanarak satisa sunulan yerel
aktardan temin edilmistir. Kafkas Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim
Dali’nda teshis edilmistir. Calismada bitki ¢icekleri kullanilmistir. Kars’ta civan per¢emi
adiyla bilinen bitki de demlenerek tiiketilmektedir. Dis agrilar1 ve yara iyilesmesi icin

kullanilmaktadir.

2.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada ti¢ Gram-pozitif (S.aureus ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923, E.faecalis
ATCC 29219), sekiz Gram-negatif (P.auriginosa ATCC 27853, E.coli ATCC 25922,
K.pneumonia ATCC 700603, E.coli ATCC 35218, E.coli RSKK 023, E.coli RSKK
0143, E.coli RSKK 0164, E.coli RSKK O157:H7) bakteri kullanilmstir.

S.aureus ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923, E.faecalis ATCC 29219, P.auriginosa
ATCC 27853, E.coli ATCC 25922, K.pneumonia ATCC 700603 ve E.coli ATCC 35218
suslart Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan, E.coli RSKK 0143, E.coli RSKK 0164, E.coli RSKK 0157:H7
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suglar1 ise Saglik Bakanligt Halk Sagligi Genel Miidirligi, Ulusal Tip Kiiltiir

Koleksiyonu Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Bitki Materyallerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Rumex patientia (evelik), Helichrysum arenarium (altin otu) ve
Achillea arabica (civan per¢emi) aktardan alinarak laboratuvara getirildi. Rumex
patientia’nin yapraklari, Helichrysum arenarium ve Achillea arabica’nin ¢igekleri
ogiitiiciide ogiitiildii. Ogiitiilen bitki drneklerinden 50 gr alinarak ekstraksiyon ¢dziiciisii
ile yikanan soxhlet cihazi kartusuna alindi. Kartus 500 m1’lik soxhlet ekstraktorii igerisine
yerlestirildi. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol kullanildi. Kaynama balonuna 650
ml metanol ¢oziiciisii konuldu. Kartustan gegen ¢oziicli berrak bir hal alincaya kadar
yaklasik olarak 10 saat siire ile ekstrakte (10-15 sifon) edildi. 10. saat sonunda elde edilen
stv1 ekstraktlar mavi band siizge¢ kagidindan siiziilerek partiikiiller uzaklastirildi. Siiziilen
ekstrakt 0rnegi rotary evaporatdr ile 35-45 °C’de ¢oziiciisii uguruldu. Balon igerisinde
kalan bitki ekstrakti 12 saat siire ile desikatérde bekletildi. Coziiciisiinden tamamen
uzaklastirilan ekstrakt, 0,1 mg hassasiyetle tartilip ekstrakt kutusuna konularak +4 °C’de
yapilacak olan ¢alisma i¢in muhafaza edildi (Wang ve ark., 2006; Uluman ve Aksu
Kiligle, 2020).

2.2.2. Antibiyogram Disklerinin Hazirlanmasi ve Disk Difiizyon Metodu

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi disk diflizyon metodu ile belirlendi (Murray ve
ark.1995). Bitki ekstraktlar1 final konsantrasyonu 30 mg/ml olacak sekilde dimetil
stilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii.
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Resim 5. Bitki ekstraktlar: stoklari

Ekstraktlar 0.45 miliporluk filtreden siiziildii. Miiller Hinton Agar besiyeri iizerine
McFarland standardi ile 108 CFU/ml’ye ayarlanmis olan bir gecelik taze kiiltiirden 100l
yayma ekim teknigi ile ekildi. Besiyeri iizerine alinan steril bos antibiyogram disklerine
(6mm capinda) 10’ar pl ekstraktlardan emdirildi. Boylece her diske 300 pg/disk etken

madde emdirilmis oldu.

Pozitif kontrol igin ampisilin/sulbactam (SAM; 20 ug/disk), tigesiklin (TGC; 15 ug/disk),
meropenem (MEM; 10 ug/disk) antibiyotikleri, negatif kontrol i¢in DMSO kullanildi.

Ekim yapilip, disk yerlestirilen petri kaplar1 37 °C” de 24 saat inkiibasyonda kalmustir.
Inkiibasyon sonunda olusan zon ¢aplart kumpas ile Olclilerek kaydedilmistir. Disk

difiizyon metodu {ii¢ paralel ¢caligma ile tekrar edilmistir.
2.2.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Degerlerinin Belirlenmesi

Minimum inhibit6r konsantrasyon (MIK) testi, tanimlanmis laboratuvar kosullar1 altinda,
ilgili bakterinin biiylimesini engelleyen bir antimikrobiyal maddenin en diisiik etkili
konsantrasyonunu 6lgmek i¢in agar veya broth seyreltme yontemlerini kullanir. Bu test,
yeni antimikrobiyal ilaglarin duyarliliklarini test etmek i¢in kullanilir ve in vitro ortamda

yapilir (Belanger ve Hancock, 2021).

MIK degerlerini belirlemek i¢in mikro diliisyon yontemi kullanildi. Her bir bakterinin 12
saatlik taze kiiltiirii McFarland 0.5 standardiyla 108 CFU/ml’ye ayarlandi ve 200 kat diliie
edilerek 5x10° CFU/mI’ye ayarlandi. Bitki ekstraktlarindan 500 pg/ml stok hazirlamak
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icin DMSO’da ¢oziildii. Her bir bitki ekstrakti icin bir microplate hazirlandi. Disk
difiizyon testinde tespit edilen duyarli bakteri sayisi kadar kuyucuga A satirindan
baslanarak asagiya dogru ve 1.siitundan 7. siituna kadar 150 pl Miiller Hinton broth ilave
edildi. Hazirlanan ekstrakt stoklarindan ilk satira 150 pl ilave edildi ve pipetleme
yapilarak her satirdan 150 pl alinip bir sonraki satira eklenerek seri dillisyonlar hazirlandi.
Son ¢ekilen 150 pl‘lik kisim disart atildi. Boylece 1. satirdan 7. satira kadar bitki
ekstraktlariin 500 pg/ml-7.8 pg/ml arasindaki dozlart ayarlandi. Son olarak her
kuyucuga 5ul test bakterileri ilave edildi. Negatif control igin DMSO ve besiyeri, pozitif
kontroller i¢in besiyeri+inoculum bulunan kuyucuklar da hazirlandi. Tim plateler
hazirlandiktan sonra plate ¢alkalayicida 300 rpm’de 20 saniye ¢alkaland1 (Gilliice ve
ark.2004). Mikroplatelerin 600nm de plate okuyucuda bulanikliklar1 degerlendirildi ve
sonra 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tekrar microplate
okuyucuda son bulaniklik durumlari kontrol edildi. Bulanikligin ayni kaldig1 kuyucuktaki
doz miktar1 MIK degeri kabul edildi.
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Resim 6. Hazirlanan mikroplateler
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3. BULGULAR

3.1. Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

Rumex patientia L., Helichrysum arenarium Moench ve Achillea arabica Kotschy’ nin
metanol ekstraktlarinin test edildigi mikroorganizmalardan 11 tanesinden 10’unun en az

bir bitkiye duyarli oldugu goriilmiistiir.

Rumex patientia L.’nin S.aureus ATCC 25923, E.faecalis ATCC 29219, S.aureus ATCC
29213, P.auriginosa ATCC27853, E.coli 0143, E.coli 0164 ve E.coli O157:H7 suslar
lizerine antibakteriyal etki ettigi goriilmiistiir. Zon ¢ap1 dl¢clim sonuglarina gore en ¢ok
S.aureus ATCC 25923 iizerine, en az ise E.coli O157:H7 suslar {izerine etkili

bulunmustur.

Helichrysum arenarium Moench’in S.aureus ATCC 25923, E.coli 028, S.aureus ATCC
29213, E.coli ATCC 25922, K.pneumonia ATCC 700603, ve E.coli O164 suslari {izerine
etkisi tespit edilmistir. Zon ¢ap1 Slglimlerine gore en ¢ok E.coli 028 iizerine etkili

olurken, en az E.coli ATCC 25922 iizerine etkili olmustur.

Achillea arabica Kotschy’nin metanol ekstrakti ise E.faecalis ATCC 29219, E.coli 023,
P.auriginosa ATCC27853, E.coli 0143, E.coli O164 iizerine etkili bulunmustur. En
biiyilk zon c¢apt E.coli O143 igin olgiliirken, en kiigiik zon ¢ap1 E.coli O28 i¢in

Olgtilmiistiir.

Zon ¢aplarina gore S.aureus ATCC 25923 tizerine en etkili bitki ekstraktinin Rumex
patientia L., E.faecalis ATCC 29219 iizerine en etkili bitki ekstraktinin Achillea arabica
Kotschy, E.coli 023 iizerine en etkili bitki ekstraktinin Helichrysum arenarium Moench,
S.aureus ATCC 29213 iizerine en etkili bitki ekstraktinin yine Helichrysum arenarium
Moench, P.auriginosa ATCC 27853 fizerine en etkili ekstraktin Achillea arabica
Kotschy, E.coli ATCC 25922 iizerine tek etkili ekstraktin Helichrysum arenarium
Moench, E.coli O143 iizerine en etkili ekstraktin Achillea arabica Kotschy, K.pneumonia
ATCC 700603 iizerine tek etkili ekstraktin Helichrysum arenarium Moench, E.coli 0164
tizerine en etkili bitki ekstraktinin Achillea arabica Kotschy, E.coli O157:H7 {izerine tek
etkili bitki ekstraktinin ise Rumex patientia L. ‘ya ait ekstraktlar oldugu belirlenmistir.
Ekstraktlardan hi¢biri E.coli ATCC 35218 {izerine etki gostermemistir.
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Resim 7. Olusan bazi zon gaplari

Tablo 2. Disk difiizyonla olusan zon ¢aplar1 (Ortalama + Standart Hata)

Saureus  |E.faecalis S.aureus P auridinosa E.coli K oneumonia E ol
ATTC ATTC E.coli 023 [ATTC ATTC927853 ATTC E.coli 0143 A$TC 00503 E.coli 0164 0I157'H7
25923 29219 29213 25922 '
Rumex
o 26103 8105 - 14401 12403 - 14101 - 12403 10402
patientia
Helichrysum
) 12401 - 1806 14401 - 1006 - 14402 14404
arenarium
Achilla W [0t |- 01 | w1 |- 16401
arabica
Kontrol 2641 15407 30 40101 1801 24405 22402 2402 3001 50+03

3.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerleri

Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkisi goriilen ti¢ bitki ekstraktinin 500 pg/ml-
7.8 ng/ml arasindaki dozlarindan hangisinin MIK degeri oldugu mikroplete okuyucu ile
tespit edildi. Alman sonuglara gére MIK degerleri 15,62 ug/ml ile 62,5 pg/ml arasinda
degismektedir. Rumex patientia metanol ekstraktinin S.aureus ATCC 25923 i{izerine en
diisiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki oldugu, Achillea arabica metanol ekstraktinin
E.faecalis ATCC 29219 iizerine en diisiik dozda (31,25 pg/ml) etki eden bitki oldugu,
Helichrysum arenarium metanol ekstraktinin E.coli O23 iizerine en diisiik dozda (15,62
ug/ml) etki eden bitki oldugu, Achillea arabica metanol ekstraktinin E.coli O143 iizerine
en disiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki oldugu, yine Achillea arabica metanol
ekstraktinin E.coli O164 iizerine en diisiik dozda (15,62 pg/ml) etki eden bitki oldugu
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belirlenmistir . E.coli O157:H7 iizerine etki eden tek bitkinin ise Rumex patientia oldugu
goriilmiustiir.(Tablo 3).

Tablo 3. MIK degerleri (ug/ml)

S.aureus ATCC 25023 /Exﬁteéalis E.coli 028 ié#réus P.auriginosa E\ioc“c E.coli 0243]PIEUTONR |2 o1 opa| ECM
' 20219 ' 20213 ATCC 27853 25022 ' ATCC 700603 | 0157H7
Rumex patientia 15,62 625 - 3125 31,25 - 3125 - 3125 31,25
Helichrysum arenarium 3125 - 15,62 31,25 - 625 - 31,25 31,25
Achillea arabica - 3125 3125 - 3125 - 1562 - 15,62
Control (Ampicillin) 78 78 78 78 78 78 78 78 78 78
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Rumex’in bir ¢ok tiirii (6rn. R. acetosa, R. acetosella, R.cripus, R. patientia ve R.
pseudonatronatus) ¢ogunlukla ilkbaharda toplanir ve sebze olarak kullanilir (Pardo-de
Santayana ve ark., 2007; Dénes ark., 2013; Nedelcheva, 2013). Cogu durumda, kokler
toropatik olarak kullanilir, ancak yapraklar ve meyveler veya tohumlar gibi diger bitki
kisimlart da kullanilmaktadir. Bazen yapraklar soslar ve c¢orbalar i¢in kullanilir veya
zeytinyagi ile karistirilir, bazen de asitliklerini azaltmak i¢in haslanmis patateslerle
karistirtlir (Luczaj ve Szymanski, 2007; Guerra ve ark., 2008; Luczaj, 2010; Luczaj ve
ark, 2013, Dénes ve ark., 2013).

Rumex patientia'nin antrakinon, tanen, naftalin ve naftokinon tiirevleri igerdigi bazi
calismalarda bildirilmistir (Sharma ve ark., 1977; Demirezer ve Kuruiiziim, 1997; Suri ve
ark., 1978). Demirezer ve arkadaslari (Demirezer ve ark., 2001) yaptiklar1 ¢alismada,
bilinen yedi fenolik bilesikle birlikte yeni bir antrakinon glikozit olan emodin-6-O-p-d-
glukopiranozit ve yeni bir basit halojenli bir bilesik olan flavan-3-ol, 6-klorokatesini,
Rumex Patientia L.'nin koklerinden izole etmislerdir. Bilesenlerin yapilari spektroskopik
yontemlerle belirlenmis, izole edilen bilesiklerin sitotoksik etkileri ve radikal siipiiriicii
ozellikleri gosterilmistir. Katesin ve klorokatesinin antioksidan 6zellik gosterdigini, bitki
icerigindeki toplam 9 bilesigin sitotoksik etkisi olmadigini géstermislerdir. Daha 6nce R.
patientianin koklerinin sulu ekstraktinin yiiksek derecede antiinflamatuar aktivite

gosterdigini de bildirilmistir (Siileyman ve ark., 1999).

Daha 6nce yapilmis olan galismalarda, Rumex tiirlerinden izole edilen bilesiklerin, in
vitro ve in vivo olarak anti-inflamatuar, antioksidan, antitiimor, antibakteriyel, antiviral
ve antifungal 6zellikler dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu
gosterilmistir. Mycobacterium ve mantarlar {izerine etkinligi ve antiviral etkinligi oldugu
goriilmiistiir. (Taylor ve ark., 1996; Demirezer ve ark., 2001; Lee ve ark., 2005; Rivero-
Cruz ve ark., 2005; Kerem ve ark., 2006; Kisangau ve ark., 2009; Gautam ve ark., 2010;
Liang ve ark., 2010; Yan ark., 2011).

Literatiir taramasinda, Rumex patientia nin antibakteriyal etkinligi ile ilgili az sayida
calisma ile karsilagilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gére, Rumex patientia
L.’nin S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29219, S. aureus ATCC 29213, P.
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auriginosa ATCC27853, E. coli 0143, E. coli 0164 ve E. coli O157:H7 suslar1 iizerine
antibakteriyal etki ettigi goriilmiistiir. Zon ¢ap1 6l¢iim sonuglarina gore en ¢ok S. aureus
ATCC 25923 iizerine, en az ise E. coli O157:H7 suslar1 lzerine etkili bulunmustur.
Ozellikle antibiyotik direncinin ciddi bir sorun haline geldigi giiniimiizde, sonucun dikkat
¢ekici oldugu diistintilmektedir. Pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 6zellikle S.
aureus ATCC 25923 fiizerine etkisinin antibiyotik ile olduk¢a yakin oldugu

gorilmektedir.

Helichrysum ekstraktinin toplam fenolik profili HPLC-DAD-ESI-MS ile arastirilmis,
Klorojenik ve kafeik asitler, apigenin-7-O-glukozit, naringenin, apigenin, kaempferol,
kinik ve dikaffeoilkinik asitler icerdigi bildirilmistir (Kammerer ve ark., 2005; Gouveia
ve Castilno 2010). Kinik ve dikaffeoilkinik asitler disinda, diger tiim bilesikler, H.
arenarium ciceklerinde daha 6nce rapor edilmistir. (H. arenarium (L.) Moench subsp.
aucheri, subsp. erzincanicum ve subsp. rubikundum). Her tig alttiir de Tiirkiye florasina
aittir. Bu alttiirlere ait ekstraktlarda cesitli fenolik asitler (klorojenik, kafeik ve p-kumarik
asitler), flavonoidler (apigenin, apigenin-7-glukozit, luteolin ve naringenin) ve resveratrol
tanimlanmustir (Albayrak ve ark., 2010a; Albayrak ve ark., 2010b). H. arenarium (L.)
Moench c¢icek salkiminin metanol ekstraktlarinda c¢ok sayida baska polifenol
(kaempferol, kersetin ve tiirevleri, naringenin glukozitleri, izosalipurposid, ferulik, p-
hidroksibenzoik ve protokatesik asitler) bildirilmistir. (Sroka ve ark., 2004; Bryksa-
Godzisz ve ark., 2006).

Calismamizda metanol ekstraktini  ¢ikardigimiz H. arenarium L. ¢igeklerinin
antimikrobiyal etkinligine baktigimizda, daha Once yapilmis olan bazi ¢alismalarla
uyumlu sonuglar elde edildigi goriilmistiir (Gradinaru ve ark., 2014). Gradinaru ve
arkadaglarinin, alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan standart suslar ve izolatlar
lizerine yaptigi bu calismada ¢alismada H. arenarium metanol ekstraktinin S.aureus
ATCC 25923 ve metisilin direngli S.aureus izolatlarina ve diger suslara kars1 etkinliginin
oldugu gosterilmistir. H. aureonitens'in metanolik ekstraktinin Bacillus cereus'a karsi
antimikrobiyal aktivitesi Meyer ve Afolayan (1995) tarafindan gosterilmistir. Ayrica
Cushine ve Lamb (2005) H. aureonitens'in S. aureus'a karsi antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir. H. dasyanthum, H. felinum, H. excisum ve H. petiolare'nin

metanolik ekstraktlarinin B. cereus ve S. aureus'a karsi etkin oldugu belirlenmistir
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(Lourens ve ark., 2004). Steenkamp ve arkadaslar1 (2004) H. foetidum'un metanol
ekstraktinin S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli ve P. aeruginosa'nin bityiimesini
engelledigini bildirmistir. Van Vuuren ve arkadaslar1 (2006), H. cymosum'un aseton
ekstraktinin Enterococcus faecalis, B. cereus, B. subtilis, S. aureus, P. Aeruginosa, E coli,
K. pneumoniae, Y. enterocolitica, Cryptococcus neoformans ve C. albicanskarsi
antimikrobiyal aktiviteleri oldugunu gostermislerdir. Calismamizdan elde ettigimiz
sonuglara gére Helichrysum arenarium Moench’in S.aureus ATCC 25923, E.coli 023,
S.aureus ATCC 29213, E.coli ATCC 25922, K.pneumonia ATCC 700603, ve E.coli
0164 suslar iizerine etkisi oldugu tespit edilmistir. Zon ¢ap1 dl¢limlerine gore en ¢ok

E.coli O23 iizerine etkili oldugu goriilmiistiir.

Ulkemizde hanzabel ve civanpergemi olarak da bilinen Achillea. arabica karmn agrist
tedavisinde (Jaffal ve Abbas, 2019), gastrointestinal bozukluklar, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar (Akkol ve ark., 2011) i¢in kullanilmaktadir. Antikarsinojenik (Varasteh-
Kojourian ve ark., 2017), antiiilser ve hipoglisemik (Abd-Alla ve ark., 2016) olarak da
kullanilmaktadir. A. arabica ¢igekleri sabinen, p-simen, a-terpenin, 1.8-sineol, linalool
trans-sabinen, terpinen-4-ol, nerol, ascaridole, cis-piperiton epoksit, trans-piperiton
epoksit, transsesquisabinene hidrat, timol, karvakrol, izo-askaridol, 6jenol, lavandulil-2-
metilbiitanoat, heksadesen, y-eudesmol, oktadesen, heksadekenoik asit metil ester,
heksadekenoik asit, trikosane (N-) ve pentakozan (N-) gibi ¢esitli kimyasal bilesenler
icerir (Jaffal ve Abbas, 2019). Ek olarak, A. arabica'nin etanolik ekstraktlarinin

flavonoidler, kuersetin, rutin ve mirisetin i¢erdigi bildirilmistir (Hammad ve ark.,2013).

Farkli Achillea tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, Bezic ve arkadaslar1 (2003), Achillea clavennae'nin ugucu
bilesenlerini ve antimikrobiyal potansiyellerini arastirmig ve Escherichia coli ve Proteus
mirabilis'e karsi bakteri iiremesinde onemli bir diisiis bulmuslardir. Bacillus cereus,
Bacillus subtilis ve Streptococcus faecalis ise 4 mm ile 6.5 mm arasinda inhibisyon
zonlar1 ile ugucu yaga direngli olduklarini géstermislerdir. Candan ve arkadaslar1 (2003)
tarafindan yapilan bir calismada Achillea millefolium subsp. millefolium, Streptococcus
pneumoniae, Clostridium perfringens, Candida albicans, Mycobacterium smegmatis,
Acinetobacter Iwoffi ve Candida krusei'ye karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Baser ve arkadaslar1 (2002), Achillea multifida'nin ugucu yaginin bilesimini ve
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antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Achillea millefolium'un bitki patojeni bakteri
inhibisyon potansiyeli Vasinauskiene ve arkadaslari (2006) tarafindan arastirilmistir.
Antimikrobiyal 6zelligin giliciinlin kullanilan ekstrakt tipine, farkli yerlerden bitki
materyallerinin toplanmasina, kullanilan ekstrakt konsantrasyonuna ve denenen
mikroorganizmalara gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Srivastava ve ark., 2013).
Literatiir taramasinda Achillea arabica’ nin metanol ekstraktinin antimikrobiyal 6zelligi
ile ilgili ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamistir. Diger Achillea tiirleri ile yapilan
calismalarda oldugu gibi, ¢alismamizda antimikrobiyal etkinlik tespit edilmistir. Achillea
arabica Kotschy’nin metanol ekstrakti E. faecalis ATCC 29219, E. coli 023, P.
auriginosa ATCC27853, E. coli 0143, E. coli O164 iizerine etkili bulunmustur. En biiyiik

zon ¢ap1 E. coli 0143 i¢in dlglilmiistiir.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde, test edilen bitkilerin antimikrobiyal
ozelliklerinin dikkat cekici oldugu sdylenebilir. Ozellikle yeni antimikrobiyal ajanlarin
Ooneminin arttig1 gliniimiizde, sonuglar daha da anlamli hale gelmektedir. Yapilan bazi
calismalarda antibiyotik direngli suslar lizerine de etki ettigi tespit edilen bu bitkilerin,

farmasoétik ve tibbi ¢alismalar i¢in degerli bir kaynak olabilecegi diistiniilmektedir.
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