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Antibiyotik Aktivite Gosteren Bazi Tohumlu Bitkiler Uzerinde
Arastirmalar*

Researches on Some Flowering Plants Producing Antibiotic Activity

Nevin TANKER** Selahattin GURTURK*** Unal KOL****

GiRIS

Yiiksek bitkilerin antibiyotik etkilerini inceleyen caligmalara 1926
yilinda baslanmistir. GLASER ve PRINZ (1926) Gramineae'lerden
elde edilen oksidazlarin ildve edildigi kultiirlerde, E.coli, E.typhosa,
B.anthracis ve bazi  Streptococcuslarm  bliylimelerinin inhibe edildigi-
ni, JURDANOFF (1927) ise Capsicum annuum ekstrelerinin gram-ne-
gatif bakteriler lizerinde bakterisit bir etki yaptigini1 bildirmistir(1).

1943 yilindan sonra arastirmalar genisletilmis ve Angiospermae ‘nin
hemen hemen biitiin familyalar: incelenmistir. OSBORN, 2300 tiiri
iceren bir dizi lizerindeki ¢aligmalar sonucu, 63 cinste aktivite sapta-
mistir (2). SANDERS ve arkadaslari, 150 tiiriin 15'inden elde edilen
o0zsularin B.subtilis ve E.coliye etkili oldugunu, bir diger arastirma-
da da 120 tiiriin hi¢c birinde 6nemli bir aktivite bulunmadigini goster-
miglerdir (3,4). HUGHES, 73 familyaya ait 295 cinsin 545 cigekli
bitki tiirtiyle calismis, bunlardan 42 familyadaki 102 cinsin 151 tii-
riniin etkili oldugunu saptamistir (5).
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Bugiine degin, yurdumuzda yetismekte olan bitkiler tizerinde,
antibiyotik etki yoniinden genis bir tarama yapilmamistir. Bu c¢alig-
mada, degisik ve bilinen etken madde gruplar: tasiyan 22 tane bitki
ornegi se¢tik (Tablo I). Etken madde gruplarinin antibiyotik etki ile
iliskisini arastirirken bir yandan da, antibiyotik etki gosteren yeni tir-
ler bulmaya ¢aba gosterdik. Bu arastirma stiresince, Ozellikle tiiketme
yontemleri bakimindan, bazi teknik sorunlara ¢O6ziim getirmege de
onem verdik.

MATERYEL VE YONTEM

Anadolu'nun degisik yorelerinden toplanan ve golgede kurutulan
bitki Orneklerinin farkli kisitmlarindan yararlanildi. Kuru bitkide ca-
ligma geregi, bircok arastirict tarafindan oOne siiriilmistir, 0rnegin
OSBORN (1943) kurutmanin, bazi bitkilerin inhibitér kuvvetine
etkili olabildigini saptamistir (2). Ayrica, calismamizda uygulayacagi-
miz tiketme yontemlerinde kuru bitkide caligsma gerektigi de acikga
belirlenmistir.

Calismamizda kullanilacak kuru bitkilerin denenecek kisimlari,
steril bir bigakla kesilmis ve cam kavanozlarda isiktan korunarak
saklanmistir.

Test bakterileri* liyofilize sugslar halinde kullanilmigtir. Calisma
materyeli olarak secgilen 22 bitki tiriinin bir bolimi Tirkiye'de ye-
tismekte, bir kisminin ise kiltiri yapilmaktadir. Bu bitkilerin anti-
biyotik 6zeliginin saptanmasi i¢in, calismalarimizi iki kisimda yirit-
tiik. Birincisi bitkisel materyele uygulanan yontem, digeri ise biyolo-
jik test yontemidir.

Bitkisel materyele uygulanan yoOntemlerin basinda mase-
rasyon gelmektedir. Bunun ic¢in biri su, digeri su: gliserin (1:1)
olan iki ¢Oziicii sistemden yararlanilmistir. Havanda toz edil-
mis 20 ser gram bitki 6rnegi iki erlene alinir. Birine 100 ml dis-
tile su, digerine 50 ml distile su + 50 ml gliserin karigimi ilave
edilir ve karistirtlir. Bu steril kaplar oda sicakliginda, karanlik
bir dolapta ve ara sira g¢alkalayarak 10 giin bekletilir, ince bir
tilbentten, steril ve agzi1 kapakli siselere stizilir (6,7).

*Bu bakteriler, Etlik, Veteriner Bakteriyoloji ve Arastirma Enstitiisii'nden (Ankara)
temin edilen B.anthracis disinda, Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enstitiisii, Bakteriyoloji
Boliimi Kiltir koleksiyonundan saglanmistir.
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Tablo I. Secilen ornek bitkiler ve nitelikleri
KULLANILAN ETKEN TOPLANDIGI
BITKI ADI KISMI MADDE YER

Kardiyoaktif Isikdaga,

Digitalis orientalis Folia heterozit Ankara
Antrasen

Rhamnus petiolaris Cortex heterozit Ankara
Flavonoit Karagol yolu

Hypericum heterophyllum | Herba heterozit Ankara
Senevol

Brassica nigra Semen heterozit Ankara
Siyanogenetik Pazar,

Prunus laurocerasus Folia heterozit Rize
Fenol tiirevi

Salix alba Cortex heterozit Ankara
Triterpenik Karaman,

Gypsophila arrostii Radix saponozit Konya
Sterol tiirevi

Smilax excelsa Radix saponozit Antalya

Quercus infectoria Gallae Tanen Sivas

Merendera attica Bulbus Protoalkaloit Ankara

Nicotiana rustica Folia Piridin tiirevi Pazar,
alkaloit Rize
Tropan tiirevi | Abant,

Atropa belladonna Folia alkaloit Bolu
Tropan tiirevi

Withania somnifera Folia alkaloit Mersin

Papaver somniferum ssp. Fructus izokinolein

anatolicum alkaloit Afyon
Indol tiirevi Polath,

Peganum harmala Semen alkaloit Ankara
Diterpenik

Consolida orientalis Flores alkaloit Ankara
Asiklik mono-
terpen, ucucu

Myrtus communis Folia yag Mugla
Monosiklik
monoterpen, Ecz. Fak. Bah-

Mentha piperita Folia ugucu yag cesi, Ankara
Bisiklik mono-
terpen, ucucu Odemis,

Lavandula cariensis Flores yag izmir
Seskiterpen,

Artemisia absinthium Herba ucucu yag, Antalya
Diterpen, Silifke,

Pinus brutia Colophonium ucucu yag Mersin
Aromatik, Alanya,

Origanum dubium Herba ucucu yag Antalya
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Perkolasyon yonteminde, bitki kisimlari toz edilip etiivde
24 saat kurutulduktan sonra 4 cm ¢apinda ve 30 cm boyunda cam
perkolatorlere 10 ar gram olarak yerlestirilir. Perkolatdr'lerden
birine % 70'lik etanol ve digerine kloroform bulunan ayirma
hunileri yerlestirilir, coziici ile bilitin materyel tamamen 1slan-
diktan sonra 24 saat bekletilir. Ayirma hunisine 15 ml (drogun
1.5 kat1) ¢oOziicl ilave edilir ve damlama hizi, ¢oziicliniin timi
24 saatte akacak bicimde ayarlanir (6,7).

Soxhlet ile tiiketme bir kez eter, bir kez de petrol eteri ile
yuritilmiistiir. Toz edilmis drogun 10 grami 6nce 150 ml eter,
sonra petrol eteri ile 8'er saat tiiketilir (6,7).

Bu lic yontemle elde edilen ekstreler agzi1 kapakli steril siselerde,
buzdolabinda saklanmis ve cogunlukla dogrudan dogruya, ya da yari
hacima kadar yogunlastirildiktan sonra denemeye alinmistir. Buz-
dolabinda saklanan tiketme {rinleri, denemeye ge¢meden Once,
Seitz filtresinden gecirilerek sterilize edilmistir.

Biyolojik test yontemi olarak kagit disk yontemi uygulan-
mistir. Diskler 9 mm capinda ve kurutma kagidindan kesilerek
hazirlanir ve kuru sterilizatorde, 180° C de, 1 saat bekletilerek
sterilize edilir. Steril diskler, steril petri kutularinda bulunan bit-
ki ekstrelerine batirilarak homojen bir sekilde emmesi saglandik-
tan sonra, baska bir steril petri kutusuna alinir ve etiivde kuru-
tulur.

Sh.dysenteriae ve S.typhosa i¢cin S.S.Agar (B74) besiyeri (32g/500
ml siispansiyon halinde), E.coli icin E.M.B Agar (19 g/500 ml)
besiyeri, S.aureusicin Staphylococcus Medium 110 Agar (75 g/ 500 ml)
besiyeri ve geri kalan bakterilerimiz i¢cin de Blood Agar Base
(20g/500 ml) besiyeri kullanilmigtir. Buyyonlar "Neutralized Bacte-
riological Peptone"” dan hazirlanmistir.

Besiyerleri, sterilizasyondan sonra, her biri 5 mm kalinlik-
ta besiyeri iceren petri kutularina dagitilir. Liyofilize suglar 6nce
buyyonlara ekilir ve inkiibasyona birakilir. Steril pipetlerle, lre-
me olan kiiltiirlerden alinarak besiyerlerine ylizey ekimi yapilir.
Her bir petri kutusuna, hazirlanan disklerin 4 tanesi, steril pens-
lerle yerlestirilir. Inkiibasyon igin 37°C de 12-24 saat etiivde
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bekletilir. inhibisyon zonlar1t mm cinsinden cap olarak Olciil-
miigtiir. Ayrica gesitli kontrollar yapilmis ve her deney en az 2
defa tekrarlanmistir.

BULGULAR

incelenen 22 bitkiden yalniz ikisinde hi¢ bir zona rastlanmamis-
tir. Bunlar Mentha piperita ile Consolida orientalis'dir.

Bazi bitkiler yalniz 1 mikroorganizmaya, bir tek ekstresinde in-
hibisyon zonu gosterirken, ayni mikroorganizmaya Peganum harmala
3 ayr1 ekstresinde, Papaver somniferum 4 degisik ekstresinde etkili ol-
mustur (Tablo II)).

Farkl1 2 test mikroorganizmasma karst etkili olan bitkiler Digi-
talis orientalis, Gypsophila arrostii, Nicotiana rustica, Atropa belladonna,
Artemisia absinthium ve Lavandula cariensistir (Tablo 11).

Yalniz gram-pozitif bakterilere karsi antibiyotik etki gosteren bit-
kiler Salix alba ve Prunus laurocerasus'dur. Rhamnus petiolaris gram-po-
zitiflerden ikisine ve gram-negatiflerden birine, Withania somnifera
gram-pozitiflerin hepsine ve gram-negatiflerden ikisine etkili olmus-
tur (Tablo I1).

Tim gram-pozitif bakterilere cesitli ekstrelerde etkili olan bitki-
ler Ouercus infectoria, Pinus brutia ve Origanum dubium'dur. Ayrica bu
bitkiler gram-negatifbakterilere de aktivite gostermislerdir (Tablo II).

Antibiyotik etki en fazla Hypericum heterophyllum ve Myrtus com-
munis'te gorulmistir (Sekil 1, 2, 3, 4,). H.heterophyllum E.coli ve Sh.
dysenteriae disinda, M.communis ise yalniz Sh.dysenteriae disinda, tim
test mikroorganizmalarina karst etkili olmustur (Tablo I1).

TARTISMA VE SONUC

1. Yaptigimiz arastirma sonucunda bazi bitki tiirlerinde, anti-
biyotik etki bulundugu ilk kez saptanmis bulunmaktadir. Bunlar
D.orientalis, R.petiolaris, H.heterophyllum, P.laurocerasus, S.alba, G.arros-
tii, S.excelsa, Q.infectoria, M.attica, A.belladonna, P.somniferum spp.
anatolicum, P.harmala, L.cariensis, A.absinthium, P.brutia, O.dubium dur.

2. Aktivite gosteren Ornek bitkilerden (H.heterophyllum, Q.infec-
toria, W.somnifera, M.communis, P.brutia, O.dubium) izole edilmis saf



Tablo II. Ornek

bitkilerin aktivite degerleri.

EKSTRAKSIYON CESITLERI
Su Su-Gli. Etanol Kloroform Eter P.eteri
BITKI ADI ETKEN MADDE Mas. Mas. Per. Per. Eks. Eks.
D.orientelis Kardiyotonik —_ Ba.x —_ — P _
heterozit St. X X
R.petiolaris Antrasen — Ba. X St.x Ba.x Sf.x —
heterozit
H.heterophyllum Sa.x X Sf.x X Sf.x X Sf. X X X St X X X
Flavonoit Ba. X X Sa.x Sa. x X X Sa. X X X Sa. X X X
heterozit — Ng. X X Ba.x Ba. X X Ba. X X X Ba. X X X
Ng.x Ng. x X Ng. X X X
Pa. X X St.x
B.nigra Sevenol — — Ba. x X — — —
heterozit
P.laurocerasus Siyanogenetik Sf.x Ba.x — —
heterozit Sa.x
Ba. X X
S.alba Fenol Sf.x Sf.x — — —_
heterozit Sa.x
Ba.x
G.arrostii Triterpenik — Ba.x — — St.x
saponozit
S.excelsa Sterol — Ba. X X — — —
saponozit
Q.infectoria Gallik Sf.x X Sf. Ba. x x Sf.x
tanen Sa.x Sa. x Ng.x
Ba. x Ba. X X
Ng. X X Ng.x X
M.attica Protoalkaloit - — Ba.x — — —
N.rustica Piridin tiirevi — — Sf.x — — —
alkaloit Ba.x




Tablo II'nin devam
A.belladonna Tropan tiirevi Ec.x —_— — Ba.x
alkaloit
W.somnifera Tropan tiirevi Ec.x Sa.x X Sf.X X Sf.x Sf.X -
alkaloit Ba.x Sa.X Sa.x
St.x Ba.x
P.somniferum izokinolein — Ba.x Ba. x X Ba. X X X —_ Ba. x x
alkaloit
P.harmala Indol tiirevi — Ba.x Ba. X X Ba.x — —
alkaloit
M. communis Asiklik Sf.X X Sf.X X Sf.x X Sf.X X Sf.x X
monoterpen, Sa. x Sa. x X Sa.x X Sa. X X Sa. x X
ucucu yag — Ba. x x Ba.x X Ba.x X Ba. x X X Ba. X X X
Ec. x x Ec.x Ec.x Ng. x X Ng. x x
Ng.X Ng. X X Ng.x X Pa. x X St.x
Pa.x Pa.x
St. X x
L.cariensis Bisiklik Ba. X X Ba.x Ba.x
monoterpen - St.x
ucucu yag
P.brutia Diterpen, St.x Sa. X Sf.X Sa. x Sa. X X Sa.x
ucucu yag Ba. XX Sa. X X Ba. x X Ba. x X Ba. x x
Ba. x X
Ng.x
O.dubium Aromatik Sa. x Sf. x x x Sf.x Sf.x Sf.x Sf.x
Ucucu yag Ba. x x Ec.x Ba. x x Sa.x Ba.x
Pa. x x St.x Ba.x Ec.x
Ng.x St.x
St.x

X Az aktif, 9-14 mm.

X X Aktif, 15-20 mm.

X X X Cok aktif, 21-25 mm.

— aktivite yok

Sf. Streptococcus faecalis
Sa. Staphylococcus aureus

Ba. Bacillus anthracis
Ec. Escherichia coli

Ng. Neisseria gonorrhoeae
Pa. Pseudomonas aeruginosa
St. Salmonella typhosa
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Sekil 1. S.faecalis ekilmis Kkiiltiirlerde inhibisyon zonlari.

c. O.dubium (eter ekstresi) a. D.orientalis (eter ekstresi)
d. H.heterophyllum «" " ) b. H.heterophyllum ( " ")
k. Kontrol diski c. M.communis « " ")

k. Kontrol diski
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D.orientalis (kloroform perkolati) a. D.orientalis
A.belladonna ( " " ) b. A.belladonna ( " " )

(G ")

M.commonis ( " " ) d. M.communis
k. Kontrol diski

( petrol eteri ekstresi )
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Sekil 3. S.aureus ekilmis kiiltiirlerde inhibisyon zonlari.

W.somnifera
M.communis
D.orientalis
H.heterophyllum

(petrol eteri eksresi) a. D.orientalis ( eter
{ " ") b. H.heterophyllum ( "
« " "oy e W.somnifera ( "
« " ") e M.communis ( "

k. Kkontrol diski

ekstresi)
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)
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a. W.somnifera
fa. M.communis ( "
c. D.orientalis ( "

d. H.heterophyllum ( "

(eter ekstresi ) a. W.somnifera
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k.
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Sekil 4. N.gonorrhoeae ekilmis Kkiiltiirlerde inhibisyon zonlari.

) b. D.stramonium « "
) ¢. O.dubium "
) d. H.heterophyllum « "

Kontrol diski

(petrol eteri eksresi)

)
)
)
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etken maddeler de bazi1 mikroorganizmalara kars1 denenmistir (Tablo
IIl). Tanen, ucucu yag ve oleorezin iceren bitkilerde bu etkinin dog-
rudan dogruya tasidiklar1 etken maddelerden ileri geldig§i sonucuna
varilmistir.

3- Tiiketme yOntemlerimiz arasinda, 6zellikle etanol perkolas-
yonu digerlerine gére daha iyi sonug¢ vermistir. Etanolllii perkolatlarda
farkli 18 bitki inhibisyon zonlar1 gosterirken, kloroform perkolatinda
farkli 11 bitki, eter ile tiketmede farkli 9 bitki, petrol eteri ile tiiketme-
de farkli 6 bitki, sulu maseratta farkli 5 bitki inhibisyon zonlari
gostermistir.

4- Sulu maserat ile iyi sonuclar alinmadig: icin yeni bir c¢oziicii
arastirildi. Su: gliserin (1:1) karisimi kullanilarak yapilan maseiasyon
ile su maserasyonunundan cok daha iyi sonug¢lar alinmistir. Bu ¢oziicii
ile sogukta maserasyonun, Ozellikle herbaryum ornekleri i¢in iyi bir
tiketme yontemi oldugu ileri siirllebilir.

OZET
Bu calismada 22 bitki tiirli antibiyotik etki yoniinden incelenmisg-
tir. S.faecalis, S.aureus, B.anthracis, E.coli, N.gonorrhoeae, P.aeruginosa,
Sh.dysenteriae ve S.typhosa isimli mikroorganizmalar lizerinde yapilan
denemeler sonucu 16 tiirlin antibiyotik etki gostermedigi ilk kez sap-
tanmistir. En kuvvetli etki H.heterophyllum ve M.communis‘te gorilmiis-

tur.

Tablo III. Aktivite gostermis bazi etken madde gruplarmmin etki degerleri.

ETKEN MADDE BAKTERILER

GRUPLARI S.faecalis | S.aureus B.anthracis E.coli | S.typhosa
Diantron, hiperisin —_— — — — —_—
Gallik tanen XX XX X — X
Tropan tiirevi alkaloit,
hiyosiyamin siilfat - - - - -
Asiklik monoterpen,
ucucu yag X XX X XX XX
Diterpen, oleorezin X XX XX XX XX
Aromatik, ucgucu yag XX — X XXX XX

x Az aktif, 9-14 mm
xx Aktif, 15-20 mm
xxx Cok aktif, 21-25 mm
— Aktivite yok
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inceleme sirasinda maserasyon icin en elverisli ¢dziicii sistem aran-
migtir. Su:gliserin (1:1) c¢o6ziiclisi ile en uygun sonuclar alindigi
saptanmistir ve boylece herbaryum Ornekleri i¢in daha uygun ve yeni
bir tiiketme yontemi gelistirilmigtir.

SUMMARY

In this paper, 22 species were studied for determining antibiotic
activity. As a result of the assays on the microorganizms called S.fae-
calis, S.aureus, B.anthracis, E.coli, N.gonorrhoeae, P .aeruginosa, Sh.dysen-
teriae and S.typhosa, it was found that antibiotic activity of 16 species
is observed for the first time. The most strong activity was observed
in H.heterophyllum and M.communis.

During the study, the most suitable solvent system for maseration
has been looked for. It was found that the best results are taken by
the water: glycerin (1:1) solvent and therefore more suitable and a
a new method of extraction for herbarium specimens was progressed.
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