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OZET

SALVIA CRYPTHANTA MONTBRET & AUCHR EX BENTHAM VE SALVIA
POMIFERA L. TURLERININ METANOL, ETANOL EKSTRELERININ VE
UGCUCU YAGLARININ ANTIBAKTERIAL, ANTIFUNGAL VE
ANTITUBERKULOZ AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Ozlem KIZILKEGILI

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Bolimii

Yiksek Lisans Tezi/ Tez Danigmani: Yard.Dog¢.Dr.Tulin Askun

Balikesir/Turkiye,2007

Turkiye Lamiaceae (Labiatae) familyasi ile ilgili cok dnemli bir gen
merkezidir. Turkiye de 45 cins, 546 tur ve 730 taksa ile temsil edilir. Salvia
cinsi Mentheae takiminin Nepetoideae alt familyasina aittir. Salvia Turkiye
de %50 si endemik olan 89 ture ait 94 takson ile temsil edilir.

Salvia cryptantha Kusadasi Aydin, Salvia pomifera Ankara Bilkent
mevkinden toplanarak metanol,etanol ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal
antitUberklloz aktivitelerine bakildi. Ayni zamanda hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yaglarinda antimikrobiyal ve antitUberkuloz aktivitelerine bakildi.
Salvia tirleri igin karekteristik olan 1,8cineol Salvia cryptantha igin %16.7,
Salvia pomifera da ise %40 ile en fazla bulunan bilesiktir. Bununla birlikte
Salvia crypthanta da %21.4 viridflorol tespit edilmigtir.

Her iki bitkinin ugucu yaglari metanol ve etonol ekstresine gore daha
fazla antifungal aktivite gostermistir. Ozelikle S.cryptanthanin ugucu yaglari
gram negatif bakteriler olan K.pnemonia ve E.coli Uzerinde dikkate deger
aktivite gostermistir.  S.pomifera ve S.cryptantha’nin metanol ekstreleri
Proteus vulgaris, Klebsiella pnemonia Uzerinde aktivte gostermis ve MIK
degerleri Smg/ml’dir.

Salvia pomifera’nin  metanol ekstresi antitiberklloz aktivitesi
gOstermigtir. Aktivite tayini Bactec-MGIT yontemi kullanilarak yapilmistir.

Anahtar Sozcukler: Salvia pomifera, Salvia, Lamiceae, mycobacterium
tuberculosis, ugucu yag, geleneksel tip
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ABSTRACT

DETERMINING ANTIFUNGAL, ANTIBACTERIAL AND
ANTITUBERCULOSIS ACTIVITY OF METHANOL, ETHANOL EXTRACTS
AND VOLATILE OILS OF SALVIA CRYPTHANTA MONTBRET & AUCHR

EX BENTHAM VE SALVIA POMIFERA L. SPECIES

Ozlem KIZILKEGILI

Balikesir University, instituteof Science,
Depertment of Biology

Msc.Thesis / Supervisor:Dr. Tulin Agkun

Balikesir-Turkey, 2007

Turkey is a very important gene source for Lamiaceae (Labiatae)
family. Lamiaceae is represented with 45 genus and 546 species in Turkey.
The genus Salvia belongs to subfamily Nepetoideae of Mentheae ordo. It is
represented with 94 taxa belong to 89 species %50 of which are endemic.

Antimicrobial and antituberculosis activities of the volatile oils,
methanol and ethanol extracts of Salvia cryptantha from Kusadasi/Aydin and
Salvia pomifera Bilkent/ Ankara was studied. At the same time, antimicrobial
and antituberculosis activities of the volatile oils obtained by hydrodistilation
was studied.% 1,8cineol which is typical for Salvia species %16,7 in Salvia
cryptantha,Salvia pomifera gave %40 which more than the other compounds
Meanwhile Salvia crypthanta gave 21.4% viridflorol

The volatile oils of both plants were found to have moderate high
antifundal activity in comparision with methanol and ethanol extracts.
Especially, the volatile oils of Salvia crypthanta show noteworthy activity on
gram negative bacteries such as K.pnemonia and E.coli. Methanol extracts of
Salvia cryptantha and Salvia pomifera show activity on Proteus vulgaris,
Klebsiella pnemonia and their MIK value is Smg/ml.

Methanol extract of Salvia pomifera has shown antituberculosis
activity. Activity indication was done by using Bactec-MGIT method.

Key Words: Salvia pomifera, Salvia, Lamiceae, Mycobacterium tuberculosis,
volatile oil, traditional medicine
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1. GIRIiS

Tarkiye, mevcut bitkisel gesitliligi yoninden oldukca dikkate deger ve
zengin bir floraya sahiptir. YUksek oranda tir endemizmi s6z konusudur. Bu
zenginligin nedeni, U¢ fitocografik bolgenin kesistigi bdlgede yer almasi,
Gulney Avrupa ile Guney Bati Asya arasinda kopri olmasi, pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilagim merkezinin Anadolu olusu ile ekolojik ve

fitocografik farklilagsmanin sonucudur

Bitkinin temel yasamsal iglevleri ile dogrudan iligkisi olmayan
sekonder metabolitler ylksek yapili bitkiler tarafindan dretilir. Bitkilerdeki
sekonder metobolitlerin iglevleri tam olarak aciklanamamakla birlikte
herbivorlardan, patojenlerden, UV 1si1g1 gibi abiyotik c¢evresel streslerden
korunmak igin Uretildigi disunidlmektedir. Kahve agacinin kafeinin gugli bir
bécek kovucu oldugu, epidermel hicrelerde buluna flavonoidlerinde UV
koruyucu oldugu rapor edilmistir [2]. Birgogu guclu biyolojik aktivite gosterir
[3]. Bu bitkilerin DNA ve protein sentezi inhibisyonu, sinir sisteminin
inhibisyonu ve kardiyak aktivitesi gibi aktiviteler gostermesi dogal ila¢ ve aktif
biomolekulleri ginimuzdeki bir¢cok ilacin ham maddesi haline getirmigtir [4].
Bu molekduller bitkinin birgok kisminda bulunabilirler ve miktarlari ddonem bagl
olarak degismektedir [5, 6]. Tibbi bitkilerin genis yapisal bolumleri ve
bunlarin farmakolojik aktiviteleri ila¢ endustrisi tarafindan genis ¢apta fark
edilmistir.  WHO (World Health Organization) tarafindan 1991 yilinda
Cenevre toplantisinda yapilan tanima gore; bitkisel ilag, bitkisel drog veya
karigsimlarin degisik preperatlar halinde hazirlanarak etiketlenmis tibbi

artnleridir [7].



Tarkiye bitki turleri agisindan dunyanin en zengin florasina sahip
ulkelerden biri olmasinin yani sira koklu bir kulture de sahiptir. Bu durum
bitkisel ilaglarin daha etkili, daha toksik ve daha pahali olan sentetik ilaglarla
birlikte kullanimlarinda tamamlayici rol oynamalarina olanak saglamakta, tek
baslarina ise alternatif terapi araci olarak deri ve mukoza lezyonlari ile diger
sistemlerin enfeksiyonlarinda iyilestirici amacli olarak kullanimlarini giindeme
getirmektedir. Bu yonlUyle antibakterial aktiviteye sahip bitkilerin bakteri
orijinli insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin kontrolinde etkili olabilecegi
bildirilmektedir [8].

1.1 Sifal Bitkilerin Diinyadaki Yeri

WHO kayitlarina gére halen glinimuzde diunya poptlasyonun % 80’ni
dogal olmasindan ve yan etkilerin olmayacaginin dusunulmesinden dolayi ilk
tedavide geleneksek tipa yonelmektedir [9-11]. Son yillarda sentetik ilaglarla
meydana gelebilen ciddi yan etkilerin yol actigi medikal ve ekonomik
sorunlarin yani sira, "yaraticilari" arasinda uluslar arasi ilag sanayisinin de
yer aldigi, endustrilesmis Ulkelerdeki ¢evre kirliligi ayrica kuratif tedavileri
henlz mUmkin olmayan bir ¢ok kronik hastaligin olusturdugu tehdit ve
dogalligin her zaman etkili ve yan etkiden arinmis oldugu dusuncesi bitkisel

tedavinin popularitesini artirmistir [12].

19.-20. yuzyillarda kimya ve biyokimya bilimlerindeki gelismeler ilag
sanayisine buyuk bir ivme kazandirmis, bu sayede etkinlik, zararsizlik ve
kalite prensipleri benimsenerek analitik, toksikolojik, farmakolojik ve klinik
calismalar sonucu, laboratuarlarda tibbin gereksinimlerine yanit veren pek
cok ilag gelistirilmistir. Mevcut ilaglarin 1/4'i bitkisel kdkenlidir ve bunlarin
birgcogunda bitkiden elde edilmek istenen etken madde, laboratuar ortaminda
kopya edilmektedir [13]. Bircok endustrisi gelismis Ulkede bitkisel UrUnlerin
tibbi olarak Uretilmesi populer bir hale gelmistir. Kayitli olan bilgilere gore
1990 dan 1997 arasinda Avrupa ulkelerinde bitkiler yaklasik % 400 oraninda

iyilegtirici olarak kullaniimaktadir. Bilim adamlarinin bitkisel trtnlerle ilgili



yaptiklari calismalar hastalarin bitkisel ila¢ tiketimini artirmis ve bu alandaki
pazar payini 1997 de 350 milyon dolara yilinda ulagtirmistir [14].

1997 yilinda ABD'nde bitkisel ilaglarin satisinin bir dnceki yila gére %
59'luk bir artis gostermis olmasi, hastalarin % 3-5'lik bir bolimuinin temel
tedavi olarak yalnizca bitkisel tedavi aliyor olmasi, bu tedaviler igin yalniz
Amerika'da yilda 3,24 milyar dolar, ingiltere'de 40 milyon sterlin harcanmasi,

popdularitenin giinden gune artigini géstermektedir.[9].

Bitkisel Urlnler genellikle meme kanseri (% 12), karaciger hastaliklari
(% 21), HIV (% 22), astim (% 24) ve romatolojik bozukluklari (%26) da iceren
kronik tibbi durumlari olan hastalar tarafindan kullaniimaktadir. Sentetik ilac
uretimi kalitesinde ve standartlar temelinde bitkisel ilag Ureten firmalarin
sayisi da giderek artmaktadir. 1998'de en c¢ok satan yedi bitkisel ilag
‘gingko’, ‘John's wort’ (hypericum perforatum=sari kantaron), ‘ginseng’,
‘garlic’, ‘echinacea’, ‘saw palmetto’ ve ‘kava’ dir. Market perakende satis

tutarlari ve bir dnceki yila gore meydana gelen artis gizelge 1.1’de verilmistir
[15].

Cizelge 1.1 Amerikan Marketlerindeki Perakende Satis Tutari Ve Yillik Artis.

Bitkinin Adi Satis Tutan ($) Artis(%)
Gingko (mabed agaci) 150 milyon 67
Hypericum perforatum(sari kantron) 140 milyon 190
Ginseng 96 milyon 11
Garlic(Sarimsak) 84 milyon 17
Echinacea(Kirpi otu) 70 milyon 42
Saw palmetto 32 milyon 74
Kava 17 milyon 46

Son glnlerde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde etki alani tam
tanimlanmamig genis spektrumlu ilaglarin kullanilmasi mikroorganizmalarin

bu ilaglara karsl direng gostermesine neden olmaktadir. Bu problemlerin



yani sira antibiyotikler yan etki olarak tansiyon yukselmesine, alerjik
reaksiyonlara ve bagisiklik sisteminin baskilanmasina yol agmaktadir. Tum
bu nedenler bilim adamlarin yeni antibiyotik kaynaklari bulmaya itmistir.
Antibiyotige diren¢g oranin tekrar edip bunun dikkat c¢ekici bir boyuta
ulagmadan yeni antibiyotik kaynaklarinin bulunmasi tibbi bir onem
tasimaktadir [16].

1.1.1 Sifah Bitkilerin Tarihgesi

Bitkileri kullanarak hastalari tedavi etme yaklasimi olarak agiklanabilen
"fitoterapi" teriminin ilk kez 1870-1953 yillarin arasinda yasamis Fransiz
hekimi Henri Lenclerc tarafindan ‘La Presce Medical’ adl dergide kullanildigi
iddia edilmistir. Oysa bu tarihten ¢gok dnceleri bitkilerin saghgi korumak ya da
geri kazanmak igin tarihin her doneminde, her toplum tarafindan kullanildigini

gormekteyiz [17].

Bu konuda ilk yazili belge olan M.O. 3000 yillarina ait Ninova tabletleri,
Mezopotamya'da kurulan Sumer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve
hayvansal ilaglarla tedavilerin mevcut oldugunu kanitlamaktadir [18]. M.O.
2500 yillarinda Cin tibbiyla paralel bir gelisme iginde olan Hint tibbinin dnemli
temsilcilerinden Rig Veda, eserlerinde bine yakin sifali bitkiden bahsetmistir.
Yunan tibbinin énemli adlarindan Eskulap ve modern tibbin temeli olarak
kabul edilen Hipokrat kitaplarinda 400'e yakin bitkisel Grind anlatmistir.
Islam uygarligi déneminde, yirmiye yakin sifali bitkiden bahseden, bir kopyasi
Orhan Gazi kutuphanesi'nde bulunan Kitab-al Saydalafi al Tip adli kitabin
yazari Ebu Reyhan, 1650li yillara kadar referans kitap olarak kabul edilen
800 hayvansal ve bitkisel tedaviden bahseden "Tip Kanunu" adli eseri yazan
ibn-i Sina ve Al Gafini bitkisel tip konusunda 6nemli eserlere imza atmislardir
[17,19].



1.1.2 Sifali Bitkilerin Kullanim Bigimleri

Halk arasinda tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin, toprak alti ve toprak
ustl kisimlarinin hatta tim bitkinin dogrudan dogruya, suyla kaynatilarak
veya suya daldinlarak (dekoksiyon, infizyon, ¢ay halinde) ya da pisirilerek,
lapa halinde dahilen ve/veya haricen kullanihglari bulunmaktadir [20].

Ayrica Klinikte, koruyucu tedavide tavsiye edilen oturma banyolar ve
ihk suyla yikama, halk arasinda da “buhar banyosu” olarak haricen
uygulanmaktadir.  Bitkiler dahilen kullaniliglari sirasinda genellikle balla
tatlandinimaktadir. Bazi yorelerde bitki karisimlarinin kullanildig1 da tespit
edilmistir Malva sylvestris veya Malva neglecta bitkisinin yapraklarinin,
Platanus orientalis, Quercus cerris var. cerris ve Salix alba bitkilerinin kok
kabuklarinin, Verbascum cheiranthifolium veya Verbascum chrysochaete
bitkisinin gicek ve yapraklarinin karisimindan hazirlanan dekoksiyon, haricen

lokal banyo halinde, Isparta yoresinde kullaniimaktadir [20].

1.2 Lamiceae (Labiatae) Familyasinin Alternatif Tiptaki Yeri

Bitki orijinli antimikrobiyal ajanlar ¢ok buyuk iyilestirici 6zeligine
sahiptir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bilesik antimikrobiyal etkiden
dolay! bircok efekte bolge es zamanl olarak hafifler. TUm bitkiler dnemli,
aktif molekuller icerirler. Tibbi agidan etkili bilesikler genel olarak bitkide
bulunan sekonder urtnlerdir. Bir kismi bir arada depolanmig olarak bitkinin
spesifik bir bdlgesinde yada tim bitkide bulunan bu bilesenler alkoloidler,
steroidler, taninler ve fenol bilesenleridir. Bu bilesenler kompleks ve
spesifiklerdir.  Genel olarak familya, cins ve tur agisindan belli taksada
bulunurken sekonder metobolitlerin farkli olusumu yabani turlerde bulunur
[21]. Rastgele halk arasinda kullanilan bitkiler etnobotonik agidan arastirmali
ve aktif bilesenleri tespit edilip daha vyararli bicimde tedavi amach
kullaniimahdir [22, 23].



Tarkiye Lamiaceae (Labiatae) familyasi ile ilgili cok onemli bir gen
merkezidir. Bu familya genellikle glandular ve aromatik olup bir yillik veya
cok yillik otsular nadiren ¢ali ve aga¢ formunda bulunurlar [24]. Turkiye de
45 cins, 546 tur ve 730 taksa ile temsil edilir. Familyanin endemizim oranin
%44,2 oldugu belirtilmistir [25].

Lamiaceae familyasinin Gyeleri Turkiye de Akdeniz bdlgesinde daha
¢ok daglik bodlgelerinde bulunur ve bunlarin ugucu yagd oranlari Uzerine
detayll bir galisma Baser (1994) tarafindan yapilmistir [26]. Aromatik bitki
bakimindan en zengin familyalardan biri olan Labiatae familyasina ait
bitkilerin cogu antik ¢aglardan bu yana halk ilaci olarak ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullaniimaktadir [10]. Bu ydnuyle antibakterial aktiviteye sahip
bitkilerin bakterial orijinli insan, hayvan, bitki hastaliklarinin kontrolinde etkili
olabilecegi bildiriimektedir[27]. Labiatae familyasina ait cinsler 6zellikle
icerdikleri terpenik, (mono,di, triterpenler) flavonoit, iridoit ve tanen icerikleri

nedeniyle 6nemli fizyolojik aktivitelere sahip bitkileri icermektedir [28]

1.2.1 Salvia Tiiriiniin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Angiospermae subdivisio’'sunun altinci  buyldk familyasi olan
Lamiaceae Uyeleri icerdigi ucucu ve aromatik yaglardan dolayi parfimeri ve

farmakolojide kullandiklarindan dolayi ekonomik ve tibbi Gneme sahiptir [29].

Labiatae familyasinda yer alan Salvia cinsi Mentheae takiminin
Nepetoideae alt familyasina aittir. Salvia Turkiye de %50 si endemik olan 89
tire ait 94 takson ile temsil edilir [25]. Bir ¢ok Salvia turl ugucu yag
bakimindan az yada ¢ok etkindir (0,1-1,0%). Salvia cinsi ¢ok uzun yillardan

beri halk arasinda tedavi amacl kullaniimaktadir [30].

Latince de Salvia kelimesi saglik anlamina gelir ve 10. yuzyilda arap
hekimler adagayinin dinyada meydana gelen olumlere karsi bir ¢dzim

olusturacagina inanmiglardir. Bir ¢ok hastaligin tedavisinde 6rnegin yilan



Isirmasinda, g0z problemlerinde, kisirhk da menstrual dénem digi
kanamalarda, enfeksiyon hastaliklarinda, epilepside, zehirlenmede,
Alzheimer hastalarindaki unutkanlik sorunlarina, bagirsak problemlerine eski
zamanlardan beri halk arasinda adacay! ile ¢6zUm aranmaktadir. Eski
zamanlardan beri yerli Amerikalilar tarafindan adacayi kutsal bitki olarak
kabul edilmektedir. GuUnUmuzdeki tibbi kullanimina baktigimizda ise c¢ay
formunda, ve bazi ilag firmalarinin Grettigi kapsul formunda tibbi amach

olarak kullanildigini gdrmekteyiz [31].

Biyolojik aktif bilesenlerini belirlemek Uzerine yapilan birgok sayida
farmakolojik ¢alisma mevcuttur. incelenen tirler biyolojik aktivite olarak
antimikrobial, antiviral, antitimor, antioksidant, antihidrotik aktivite icermekte
ve Ozellikle zihinsel, sinirsel ve gastrointestenal kosullarin tedavisinde
kullaniimaktadir [23, 32]. Bitki orijinli antimikrobial ajanlar ¢ok buyuk
iyilestirici 6zeligine sahiptir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bilesik
antimikrobiyal etkiden dolay! birgok efekte bdlge es zamanli olarak hafifler
[27].

Antibiyotikler kesfedilene kadar Salvia, bitki ¢ayi icinde sik¢a yer alan
bir bitki olup, tuberkuloz hastalarina terlemeyi Onleyici olarak ve kronik
bronsitin tedavisi i¢in tavsiye edilirdi. Bunun yani sira terleme, ates,
romatizma, seksulel zayiflik ve zihinsel ve sinirsel rahatsizliklara kargi tedavi

edici olarak ayrica bocek oldurtcu olarak da kullanilirdi [33].

Gunumuzde ise antibiyotik kullaniminin artmasi ve dizensiz kullanimi
beraberinde antibiyotiklere karsi bakterilerin direng gelistirmesine neden
olmustur. Bu durum bilim adamlarini yeni antibiyotikler gelistirmeye
yoneltmigtir [34]. Antimikrobial kemoterapide ¢esitli enfeksiyonlarin genelinin
tedavisinde antimikrobial kemoterapi olarak sinerjik etkisi olan Agumantin gibi

ilaclar kullanilir.

Halk arasinda bir ¢cok bitki bir araya getirilerek tedavi amach yada ilk

mudahale de kullanilir. Literatlirde etnabotonik ¢alismarinda Salvia tirlerinin



cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir [35]. Afrika’'nin
glney kesiminde Salvia stenopylla, Salvia runcinata ve Salvia repens mikrop
oldurtcli ve temizleyici olarak kullaniimaktadir. Yapraklari da kaynatilarak
terleme, ates, bas agrisi ve hazim zorluguna kargi kullanilir. Bitki ekstratlar
vlcutta meydana gelen acik yaralara kargi da kullaniilmaktadir. Ayrica bogaz
enfeksiyonlari ve kadin rahatsizliklari igin kaynatilip suyu icilirdi. Halk
arasindaki kullaniminin yayginhgr ginimuzde bilim adamalarini bu bitkilerin
aktif bilegsenlerini ve biyolojik aktivitelerini arastirmaya itmigtir. Bu alanda
yapilan c¢alismalar sonucunda farkli Salvia turlerinin antibakterial, anti-
inflammatuvar antikolinesteraz ve antikanser aktiviteleri oldugunu
gostermektedir.  Ozelikle Salvia tiirleri yemeklere tat katmak amagl ve
genellikle ekstratlari ise yiyeceklerin raf omdrlerini uzatmak igin
kullaniimaktadir. Antioksidant aktivitesinini yaninda [36, 37] antiseptik ve
antibakterial Ozellikler antifungal, antiviral sitotoksik, [38, 39] karin agrisi
giderici, dilretik, hipoglisemi, [40] yaralarin iyilestirimesinde, ve sakinlestirici
olarak kullaniimaktadir. Keller'in olusturdugu listesine gore adagayi 60’dan

farkh rahatsizligin tedavisinde kullanilir [41].

1.2.2 Salvia pomifera ve Salvia cryptantha Tirlerinin Genel

Ozellikleri
Alem : Plantae Alem : Plantae
Sube : Magnoliophyta Sube  : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida Sinif  : Magnoliopsida
Takim : Lamiales Takim : Lamiales
Familya: Lamiaceae Familya : Lamiaceae
Cins : Salvia Cins : Salvia
Tar Salvia pomifera Tar . Salvia cryptantha

Salvia pomifera, her mevsim yesil rengini koruyan cali seklinde 1m
boyundadir. Cigeklerin de hem disi hem erkek organi bir arada tasir.

Polenleri i bocekler tarafindan tasinir.  Salvia pomifera, 1sikli, ortamlarla,



verimli, kuru yada nemli ve asitli topragi tercih ederler. Golgeli ortamlarda
buayumezler. Habitati ise Guney Avrupa, Turkiye'nin Guneyi ve Yunanistan
ile Girit adasidir. Yapraklari gugli bir koku ve tada sahiptir. Bitkinin
yapraklari ¢gay formunda tuketilir. Bitkinin geng¢ yapraklari Gzerinde bulunan
yarl gorunen keseler igerisindeki kristalimsi seker bitki igin bir koruma olurken
bitkiye ayri bir tat katar [42]. Salvia pomifera’nin yapraklarinin etkisi genel
olarak bilinen adagayi olan S. officinalis ile ayni 6zelikte olup daha gugladdar.
Bu odzellikleri antihidrotik, antiseptik, [43] antispazmik, kanamayi durdurucu,

gaz giderici, duzenleyici, guclendirici ve damar acici olmasidir [44].

Salvia cryptantha gorinus olarak Salvia multicalis’e benzer. Ancak
yapraklari daha incedir. Endemik bir turdur. Sivas ve Nigde civarlarinda

gorilir [24].

1.3 Bitkisel ilaglarda Kalite, Giivenirlik ve Etkinlik

Bitkisel UrUnler dogal olduklari igin siklikla guvenli olarak algilanir.
Dogal olan her zaman guvenli olan demek degildir.  Bitkisel tedavi
uzmanlarina (herbalistler) gore saflastiriimamis bitkinin kullanimi, bitkiyi
olusturan maddelerin birbirini notralize etmesi sebebiyle yan etki olaylhigini
azaltmaktadir. Pek ¢ok bitki yuksek derecede toksiktir ve diger tamamlayici
tedavi yontemleri icinde fitoterapi yan etki ve toksisite yoninden c¢ok daha

fazla risk tasir [15].

Bitkisel tibbin modern tip ile entegre olabilmesi igin konunun kalite ve
guvenirlilik ve etkinlik agisindan degerlendiriimesi gerekmektedir. WHO 2004
yilinda yayinladigi raporunda bitkisel ila¢ ticareti yapan birgok Alman Federal
llag ve Tibbi Planlar Enstitiisti ve Amerikan Gida ve Ilag Yonetimi'nden (FDA)
gelen son uyarilarda, karaciger nakline giden ug¢ olgu ve olumle sonuglanan
bir olguda kava bitkisi ve karaciger hasari arasinda iligki tanimlanmistir. Bu
noktada temel sorun milyonlarca insanin bitkilere bu kadar rahatca

glvenmesidir ve bu guven sonucu bilingsiz yaygin kullanim, toplum sagligini



tehlikeye atacak pek ¢ok soruna yol agabilir [45]. Tuketicilerdeki genel kani
bitkisel olan bir seyin zararsiz oldugudur ki bu yaklagsim yanhs olup bitkilerin
tuketim kosullarina bagli olarak aslinda bir takim riskler tagidiklarini bugun
biliyoruz Tedavi edici Ozeliklerinin yani sira bitkisel ilaglar ayni zamanda
hastaliklardan korunmak icin de tiketilmektedir. Ozelikle marketlerde satilan
cay formu bu amagcla tuketiimektedir. Bu caylar dogal olarak toplanan
bitkilerin herhangi bir hijyenik yada sihhi kontrol olmaksizin kurutulup
paketlenmesi sonucunda elde edilirler. Bu durumda bu bitkilerde mikrobial
kontaminasyon s6z konusu olabilir. Cevrede bulunan tozlar bitkinin herhangi
bir bolimune yerlesebilirken igerisinde bircok bakterial ve kif sporlari da
tasiyabilmektedir. Bacillaceae familyasini bakterial sporlari 1siya karsi direng
gOstermektedir. Baciillus cereus ve Clostridium perfringens bu familyanin
uyesi olup potansiyel patojendir ve besin zehirlenmelerinden sorumludur.
Bununu yani sira tibbi bitkiler Fusarium subsp., Aspergillus subsp. gibi kufler
tarafindan da kontamine edilebilir. Bu ylzden bitkilerin toplanma, saklanma

ve paketlenme kosullari belli bir denetim altinda yapilmalidir [46].

Halk ilaci olarak kullanim hekim ve ilaca ulagsmanin zor oldugu bazi
Asya, Afrika ve Gulney Afrika’nin bazi kesimlerinde yogun bir bicimde
goOrulmektedir ve adeta modern tip ile yarismaktadir. ABD de bu drunler
daha c¢ok gida destegi (nutrasétik) kapsaminda degerlendirildiginden FDA
onay ve kontrolliin disinda tutulmustur. Son yillarda bu UrGnlerin kontrolstiz
satiglarindan dogan ve halkin saghgini tehdit eden bir durum ortaya
clkmasindan dolayr farmokognistler, toksiloglar ve diger konu ile ilgili
arastiricilar bitkisel ilaglarin yapisi, stabilitesi ve yan etkileri konusunda ¢ok

sayida aragtirma yayinlamisglardir [45].

Bitkisel ilaglarla tedavide tipki kimyasal bir takim ilaglarla oldugu
gibidir. Yani hangi dozda alindigi ve dogru kullanimi 6nemlidir. Bitkisel
ilaclar da tipki biyomedikal ilaglar gibi yan etkiler icermektedir. CUlnku bitkisel
ilaclarin da etki mekanizmasi tipki biyomedikal ilaglarda oldugu gibidir.

Bunun yani sira birgok kisisel kullanimda sorun gikartabilir [17].
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Tedaviye yonelik indeksler sifali bitkilerin yan etkiye neden olacak
miktarinin 6zelikleri ile tedaviye yonelik etkilerinin dozajlarinin kiyaslamasini
isaret etmektedir. YUksek tedavi edici indekse sahip oldugu bildiriimekle
beraber tedaviye yonelik indeksi belirleyen asil sartlar hangi sifali bitkinin,
hangi dozda ve hangi iglemler sonrasi kullanildigidir. Eger hasta tedavi edici
doz olarak ¢ok miktarda yada ¢ok sik 6rnegin her ay tuketirse buyuk ihtimalle
toksite gelisecektir. Bunun igin sifali bitkinin tlketim miktari dogru olarak
arastirmalidir. Bitkisel ilaglarla yuksek hassasiyetin, zehirlenmeye yada bazi
diger yan etkilere neden olabilir. Bir Afrika bitkisi olan Yohimbine fazla
miktarda alindig1 taktirde Kigilerde alerjik reaksiyon gelismesine neden
olmaktadir. Kedi otu devamli tuketildiginde mitokondirial aktivitenin
bozulmasina neden olan, alkali ajanlarin ortaya ¢gikmasina sebeb olmaktadir.
Willow diye buyuk yapraklari ile Avrupa da marketlerde aspirin gibi serbest
satilan bu bitkinin bilesenlerinin aspirinin bilesenlerine benzeyip Reye
Sendromuna sebep oldugu bildiriimisti.  WHO tarafindan sifali bitkilerle
tedavi ile ilgili 5000’nin Uzerinde yan etki olusturduguna dair rapor mevcuttur.
Lazarou ve Pomeranz’in raporuna gore 137.000 hastanede yatan Amerikal
senede Olmekte ve 2.7 milyon insan ise tam tanimlanmamis yada bilingsizce
kullanilan ilaglarin yan etkilerinden  kaynakli ciddi olarak hastalanip
dlmektedir. Amerikan Zehir Kontrol Merkezi Kurumu ve Yiyecek ve llag
Yoénetimi ( FDA ) ‘ne ulasan raporlarda ciddi saglik problemleri ve olumler
sifali  bitkilerin  kullanimi  sonucu olusan yan etkileri yada toksik
etkilesimlerden dolayr meydana gelmistir. FDA 1993 den 1998 kadar 2600
ciddi medikal problemi rapor etmis ve bunlardan 184’0 sifali bitkilerin

kullaniimasindan kaynakli oldugu belirlenmistir [7].

Bu cesit raporlarin varligi, eksik kayitlar ve yan etkileri ile ilgi yeterli
bilgi olmamasindan sifali bitkilere olan ilgiyi azaltmistir.  Gergi bugin
kullanilan biyomedikal ilaglarin gunlik kullaniminin sonuglarinin olugturdugu
sonuglar ise ortadir. Sonug olarak olusan dusulince sifali bitkilerle tedavi riski

biyokimyasal ilaglari kullanmak kadar guvenli oldugudur [7].
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1.4 Ugucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Ucucu vyadlar kompleks dogal bilesenler olup bitkilerin sekonder
artnleridir. Su ile karigmayan maddeler olup etanol, eter, benzen, petrol eteri
gibi organik ¢ozuculerde ¢ozulir. Oda sicakliginda sivi halde olup su buhari
ile suruklenebilen ugucu Ozelikte kokulu ve yagimsi karisimlardir. Acikta
birakilinca oda sicakliginda bile buharlasabilir. [47, 48]

Ucucu vyaglar ya bitkinin belirli organlarinda o6rnegin tac¢ yaprak,
yaprak, meyve, kabuk, meyve sapi, odunsu doku gibi ya da bitkinin tUm
organlarinda ayrica bazen bir organin belirli dokularinda da bulunabilirler. Bu
yaglar bitkilerin bagh bulundugu familyalara goére salgi tuylnde, salgi

ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi hicrelerinde bulunmaktadir [49]

Buglne kadar ugucu yaglarda 2000’den fazla kimyasal bilesigin
bulundugu gdésterilmistir ve bunlarin buylk ¢ogunlugunu terpenik maddeler
olusturmaktadir. Pek azi aromatik benzen tlurevlerinin terpenlerle karigimi
halindedir [47]. Ucgucu yaglarin ana bilesenleri karbonhidrat, alkol, eter ve
keton, fenol, aldehit, iceren mono ve seskiterpenlerdir. Diger ugucu yaglar
ise fenilpropenler ve spesifik sulfir yada nitrojen iceren maddeleri igerirler.
Bu maddeler ugucu yaga aromatik ve tibbi bitki 6zelikleri kazandirmaktadir.
Bu oOzeliklerinden dolay! eski caglardan beri cesitli baharatlar yemeklere
sadece tat vermesi icin degil ayni zamanda koruma amaclida eklenmigtir
[50]. Cok uzun yillardan beri ugucu yaglar bitkilerin gok gesitli kisimlarindan
elde edilmektedir. Ucucu yaglarin istenilen koku ve tadi oksijenli
bilesenlerden ileri gelmektedir. Oksijenli tlrevler ise terpenlerin oksitlenmesi

ile meydana gelir.

Genel olarak yag bileseni cgesitli bilesenlerin belli oranda bir araya
gelmesi ile olusur. Bir ¢gok Salvia tlrd ugucu yaglar bakimindan az yada ¢ok
etkindir. Salvia turlerinden elde edilen ugucu yag bilesenlerinde ana madde

olarak 1,8 sineol (eukaliptol) ve borneol bildirilmistir. Bunun yaninda bu
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turlerin ugucu yaginin yararh bilesenleri yuksek miktarda igcerdigi bildirilmistir
[51].

1.4.1 Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ucucu yaglar, yagi tasiyan bitki kisimlarindan, genellikle distilasyon

yolu ile kazanilir [52].

1.4.1.1 Su Distilasyonu

Su distilasyonu, kurutulmus olan ve kaynatilmakta bozulmayan bitkisel
materyal ile galigiliyorsa segilir. Terementi(terebentin) esansi bu yolla elde
edilir. Cam yapraklari, aga¢ parcaciklari, bitkiye ait diger salgi maddeleri ve
yagmur suyu ile karisik sekilde bulunan ham terebentin, distilasyon aygitina
yerlestirilir ve butin ugucu kisimlar, yani ugucucu yag ve su, toplama kabinda
yogunlagsana kadar isitilir, distile edilir. Terebentin esansi hemen tamamen
terpenik maddelerden olustugu igin, uygulanmis olan bu isidan etkilenmez,

bozulmaz [52].

1.4.1.2 Su ve Buhar Distilasyonu

ister kuru, ister taze bitki olsun, isidan bozulan maddeler varsa
uygulanir. Kuru materyalden hareket ediliyorsa (6rnegdin targin kabugu), drog
once toz edilir sonra su ile ortulerek maserasyona birakilir. Bu maserattan
su buhar gecirilmesi suretiyle ugucu kisimlar ayrihir. Taze materyalden
hareket ediliyorsa uzun sure maserasyona gerek yoktur. Su buhari genellikle
baska bir yerde elde edilir ve bir boru araciligi ile su-drog karisimi icine
yoneltilir.  Boylece 1s1 ile pargalanma olasiligi ortadan kaldiriimig olur.

Distilattaki yag tabakasi sulu tabakadan ayrilir [52].
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1.4.1.3 Buhar Distilasyonu

Dogrudan dogruya buhar distilasyonu ise taze materyale uygulanan bir
yontemdir. Bitki canli oldugundan ve yeterince su tasidigindan bu yontemde
su ile maserasyona birakma geregi yoktur. Bitkisel materyal toplanir, kesilir
tel sepet yada benzeri kaplar igcine konularak distilasyon kazanina yerlestirilir.
Basing ile taze bitki parcalarina yoneltilen buhar, yag damlaciklarini da
beraber surukleyerek toplama kabina getirir. Buhar distilasyonu sirasinda
bazi maddeler dayanikhliklarini surdUkleri halde, bazilari bu i1sida hidroliz
olurlar. iste bu hidrolize engel olmak, yada hidrolizi en diisik diizeye
indirebilmek icin hicre zarindan su ve buharin difizyon hizini ¢ok iyi
dizenlemek ve distilasyonu olabildigi kadar hizli yapmak gerekir. Ugucu yag
bitkide genellikle % 1-2 oraninda, hatta bazen daha da az miktarda
bulundugundan, distilasyon islemleri boyunca fazla hacimde su ve bu suya

oranla, ¢ok az miktarda ugucu yag yogunlasacaktir [52].

1.4.1.4 Kuru Distilasyon

Bazi droglar isitildiklarinda ugucu maddeler kismen pargalanarak
distile olurlar. Materyal odun yada dal ise kugUk parcalar halinde yuksek
sicaklikta havasiz ortamdaki bir kazana vyerlegtirilir ve kuru Kkuruya
distilasyonu saglanir. Elde edilen Urun sogutucudan gegirildikten sonra bir

kapta toplanir [52].

1.4.1.5 Hidrodifiizyon

Bitkisel dokularda yagin bir kismi yuzeyde bulunurken, bir kisimda i¢
kisimda bulunur. ¢ kisimda yagi buhar ile almak mimkiin degildir. Bitkiye
buhar distilasyonunun aksine buhar bitkisel materyal dolu kazana Ustten
verilir, alttan ¢ikan buhar ise yogunlastirilir. Distilasyon suresinin kisaligi ve

az buhar kullanimindan dolayi az masrafl oldugundan tercih edilir [52].
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1.4.1.6 Mekanik Yontem

Bu yol genel olarak portakal, limon, bergamot ve mandalina gibi
turunggil meyve kabuklarindan ugucu yag elde etmek igin kullanilr.
Presleme sonucunda elde edilen bulanik usareler filtreden suzullr, yiksek
devirde santriflij edilir ve alkol ilave edilerek veya isitilarak bulaniklik yapan

maddeler uzaklilagtirihr [52].

1.4.2. Ugucu Yaglarin Farmakolojik Etkisi ve Kullanim Alanlari

Buglne kadar ugucu yaglarda 2000’den fazla kimyasal bilesenlerin
bulundugu gosterilmistir ki, bunlarin en 6nemlileri terpenler, fenilpropanlar
vs.dir. Ayrica ¢ok sayida su buharinda ugucu olan azot ve kukurt iceren
bilesiklerin varhgi da gorulmustur. Bu maddeler fizyolojik etkileri nedeni ile
bazen tek tek veya bazen de karisim seklinde terapide kullaniimaktadirlar
[49].

Ucucu yaglar eski caglardan gunimuze kadar tedavide kullanilan
ilaglar arasinda yer almaktadirlar [49]. Halk tibbinda kullaniima amaclari
esas alinarak bu ilaglar Gzerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda

bazi biyolojik etkileri bilimsel olarak da aciklanmigtir [53].

Tipta, alternatif tedavide, kozmetikte ve yiyeceklerin raf dmdurlerini
uzatmak igin kullanilan ugucu yaglarin dogal olarak bitkilerden elde edilmesi,
organik ¢ozucu maddeler yardimiyla ilgili bitki kisimlarinin preslenmesi, su

buhari distilasyonu veya ekstraksiyonu ile olmaktadir [54].

Dunya saglik teskilatinin (WHO) 91 ulkenin tibbi bitkileri Uzerinde
yapiimig olan bazi galismalara dayanarak yaptigi bir aragtirmaya gore tedavi
amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktarinin 20.000 kadar oldugu
belirtiimigtir.  Dogal olarak yetisen bitkilerin gdvde, yaprak, tohum ve

koklerinde birgcok mikroorganizmanin blyumesini inhibe edebilecek maddeler
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izole edilmig, bu maddeler mikroorganizmalar Uzerine denenmis ve

aktiviteleri rapor edilmistir [55].

Bilindigi gibi ugucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum
sisteminde etki gosteren 0zel kokulara sahip olma gibi 6zellikleri vardir. Bu
son Ozellikleri, biyolojik olarak aktif olabileceklerini ortaya koymaktadir. En
¢ok rapor edilen Ozellikleri antimikrobial olmalaridir. Bu 6zelliklerin ortaya
cikarldigr testler belli bir standardizasyona bagli degdildir ve uygun
laboratuarlarda yapilabilmektedir. Genel olarak kullanilan teknikler agar
difizyon ve broth-dilisyon yontemleridir. Bu metotlar disinda ugucu yaglarin
inhibisyon zon caplarini belirlemek tGzere son yillarda kullanilan diger bir

yontemde disk difizyon metodudur [56].

Cizelge1.2 Tirkiye de Bulunan Salvia Cinslerinin icerdigi Ana Bilesenler [57]

Tarkiye'de . .
Turkiye’de Bulunan Igerdikleri Ugucu Yagin Ana Bilesenleri ( %)
Bulanan Toplam
Endemik Cinsler

Taksa Sayisi
1,8-sineol: cryptantha[8] fruticosa
a pinen :tomentosa
a +f-pinen: candidissima
B -pinen: wiedemannii [29]
92 4 B —tujon : pomifera[57]

campor : tomentosa [8, 58]
carvakrol:verticillata ssp. amasiaca
linaik asetat: sclarea [57, 59]

sabinil asetat : pisidica [8]

Gunumuzde yaklasik 3000 cgesit ugucu yag bilinmektedir ve bunlardan
300 tanesi ticari bneme sahiptir [60]. Cok c¢esitli ugucu yag farmakolojik

etkiler Uretir, anti-infimmatuvar, antikanserojenik ve antioksidant 6zelikler
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gosterir. Cok genis bir spektrumdaki organizmalara etki eder 6rnegin bakteri,
fungus, virus, protozoa, bocekler ve bitkiler Uzerine etkilidir. Ugucu yaglar
bunun yani sira parfimeride, yiyecek ve igecek endustrisinde de kullanilir.
Ugucu yaglar antimikrobiyal 6zelikleri ile kimyasal koruyuculara bir alternatif
olmuslardir [61, 62]. Son zamanlarda dogal Urtinlerde bulunan ugucu yaglara
olan ilgi bir hayli fazladir. Bunun temel nedeni toksik etkisinin az olmasinin
yani sira ayrigabilirliginin  diger antibiyotiklerle ve  koruyucularla
kiyaslandiginda ¢ok daha iyi olmasidir. Tum bu nedenlerden dolayi bitki
ucucu yaglari ¢alisma alani olarak dikkat cekmektedir. Ucucu yaglarin
etkinligini belirleyebilmek igin bilesenleri ve antimikrobial aktiviteleri Uzerine

calismalar yapiimasi énemlidir [61].

Ucucu vyaglarin kimyasal bilesenleri iklime, mevsime, cografik
kosullara, hasat zamanina, distilasyon teknigine, depoalama sartlarina ve
izolasyon metotlarina baglidir.[28] Fiari ve ark. 2002 yilinda yaptiklari bir
calismada S.sclarea’nin dogal olarak yetisen biyotipinden elde edilen
kulturlerin yaprak ve ciceklerinin ciceklenme ve tohumlarin olgunlasmaya
baslama dénemi olarak 2 farkh dénemde ucucu yag elde edilmistir.
Tohumlanma doneminde elde edilen ugucu yagin veriminin daha yuksek
oldugu belirlenmistir. Gene ayni galismada ciceklerden elde edilen ugucu
yagda monoterpenlerin miktari seksiterpenlerden fazla iken yapraklarda bu

durum tam tersi olup seksiterpenler major haldedir [63].

Buna ilaveten antibakterial aktiviteleri ise tipe, baharatin yada ucucu
yagin  bilesenlerine  ve  konsantrasyonuna, hedef organizmanin
konsantrasyon ve tipine substratin bilesenlerine uygulama ve saklama
kosullarina baghdir [26]. Cesitli ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu ile
ilgili bircok yayin mevcuttur [64]. Ucucu yaglarin kompozisyonlarinin igerigi
GC-MS analizi ile belirlenmekte ve ugucu yaglar 60 dan fazla bilesen
icirmektedir.  Ancak bu bilesenlerin %80’'ni ana bilesenler tarafindan

olusturulur, diger maddeler ise eser miktarda bulunan maddelerdir [16].
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Salvia tiirlerinden elde edilen birgok diterponoid bilinmektedir. Ornegin
S.officinalis ve S.triloba da diterpen karnosol bulunmustur. Sonrasinda
yapilan calismalarla S.officinalis den ferrruginal elde edilmigtir. Hem
karnosol hem ferruginol 8,11,13 abitetrien yapisindadir. Salvin antibakteriyal
diterpanoit olup S.officinalis’den elde edilmistir ve 11,12-dihidroksi-
8,11,13(~4)-abietetrien-2~oik asit yapisindadir. Farkh tirlerden elde edilen
ucucu yagdlarin iceriklerinin farkli olmasinin temel nedeni bu metobolitlerin

genetik ve gevresel faktorlerden etkilenmesidir [65].

1.5. Bitkilerden Elde Edilen Antimikrobial Ozellik Tasiyan Temel

Bilesenler

llaglarda seliiloz, nisasta, pektin, protein, seker gibi tedavi yéniinden
etkisiz maddeler yaninda ¢ok az miktarlarda, farmakolojik etkilere sahip
bilegikler de bulunmaktadir. Bu bilesiklere "etkili madde” ismi verilmektedir.
Bitkiler limitsiz sayida aromatik bilesen igerirler. Bunlarin bircogu fenollerdir
yada onlarin oksijen baglanmis halleridir.  Bitkilerin sekonder metabolit
uretmelerinin  amaci kendilerini mikroorganizmalardan, boceklerden ve
herbivorlardan korumaktir. Ornegin terponoidler bitkiye koku verirken kuanin
ve taninler ise bitkideki pigment olusumunda goérev alirlar. Bunun yani sira
bitkilerin kendilerine has tatlar bilesenlerinden kaynakhdir.  Bilesenlerin
antimikrobial 6zelikleri kokulu bitkileri ve baharatlari tibbi amacli kullanmaya

da imkan saglamistir [66].

1.5.1.Fenolikler ve Polifenoller:

1.5.1 1Basit Fenoller ve Fenolik Asitler

Bazi basit bioaktif fitokimyasalar fenolik halkalar igerirler. Sinnamik ve

kafaik asit ylksek oksidayon bolimu olan bilesenlerden turetilmis genis bir

grup olan fenil prapon igerisinde yer alirlar. Sifali bitkilerden genel olarak
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bilinen tarhun otu ve kekik icerisinde viruslere, bakterilere ve funguslara etkili
olan kafeik asit bulundurur. Katekol ve pirogallol her ikiside hidroksilenmis
fenol gurubu igerisinde yer alip ayni zamanda mikroorganizmalara karsi
toksik etki gosterirler. Katekol de iki hidroksil gurubu bulunurken pirogallol de
uc hidroksil gurubu mevcuttur.  Fenol gruplarinda yer alan hidroksil
gurubunun sayisi bilesigin mikroorganizmalara olan toksik etkisinin miktari ile
iligkilidir. Bu konu ile ilgili en buyuk kanit hidroksil gurubu fazla olan fenol
bilesenin toksitesinin artmasidir [66]. Buna ilaveten birgok yayinda okside
olmus fenollerin mikroorganizmalari inhibe ettigi belirlenmistir [67, 68]. Bu
anlamda  fenolik  etkinin  toksik  metabolizmasina baktigimizda,
mikroorganizmadaki enzim  mekanizmasinin, oksitlenmis  bilesenler
tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir. Bunu yani sira sulfur bilesenleri ile
etkilesim yada proteinlerle olan spesifik olmayan baglantilarda yine
mikroorganizmayi inhibe edebilmektedir [69].

Salvia L. cinslerinin ¢ayinda suda ¢dzlinen ve ana bilesen olarak
bulanan polar fenolik bilesenler vardir. Bunlarin ¢ogu kafeik asitlerin
tarevleridir [70]. Bunlar, 4- hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit
gibi bir ka¢ basit benzoik asit ayrica 3-methoksi,-4-hidroksibenzoik asit veya
vanillik asit, eter baglanmis dimer formu olan heksil 4-hidroksibenzoat ve iki
kumarin baglanmis 6,7-dihidroksikumarin 7-methoksikumarin (herniarin) gibi

karmasik bilesenlerde vardir [70, 71].

Fenolik bilesenler disuk seviyede oksidasyona sahip karbon ugliu bagi
ve oksijen icermezler olarak ugucu yaglar gibi siniflandinlirlar. Sarimsak yagi
icerdigi eugaonol ile karakterize edilir. Eugaonol hem bakterilere hem de

funguslara karsi aktivite gosterir [71].

Salvia turlerinde fenolik asitlerin cogu kafeik asit tlrevleridir. Kafeik
asit metabolitleri, kafeik asit monomer, dimer, trimer, tetramer ve kafeik asit
oligomerleridir. Salvia tlrlerinde en sik rastlanan kafeik asit monomerleri
ferrulik asit, izoferrulik asit, klorojenik asit gibi asitlerdir. Kafeik asit dimerleri

ise salvinolik asit A, salvonolik asit S, litospermat ve rosmanirik asittir.
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Rosmarinik asit Salvia turlerinde en sik rastlanan kafeik asit dimerleridir.
Bitkiye yuksek antioksidan Ozellik kazandiran major fenolik bilesiklerdir.
Adenilat siklaz inhibisyonu, antioksidatif etki ve bdbrek hulcreleri Uzerinde
koruyucu etki gibi bazi biyolojik etkilerden sorumlu oldugu ortaya konulmustur
[72].

1.5.1.2 Kinonlar

Kinonlar iki keton uzantisi olan aromatik bir halkaya sahiptir.
Karakteristik 6zelikleri ylksek reaksiyona girme egilimleridir ve dogada her
yerde bulunur. Bu bilesenler, meyve yada sebzelerde kesilme yada
yaralanma durumunda renk degisimine ugrayarak kahverengi renk alir ve
ayni zamanda bu Dbilesen insan vucudundaki melanin olugsumu
reaksiyonunda da rol alir. Difenol ve diketon arasinda anahtar iligkisi olup
oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlarini meydana getirirler. Kendiliginden
indirgenme reaksiyonun bir parcasi olan Kinon- hidrokinon ifti biyolojik
bircok sistem igin gok énemlidir. Koenzim Q(ubikinon) memelilerde elektron
tasima sisteminde yer alir. Vitamin K bir kompleks naftokinondur ve vitamin
K’'nin antihemorojik aktivitesinin vicut dokularinin kolayca okside olmasi ile
iliskisi oldugu dusunulmektedir. Bunlara ilaveten stabil serbest radikallerin
elde edilmesinde kaynak olan kinonlar proteinlerdeki nikleofilik amino asitler
ile donUsumsuz kompleks olustururlar. Bu durum genellikle proteinlerin
yapisini bozar ve inaktive eder. Bu nedenden dolay! kinonlarin potansiyel
anitmikrobial aktivitesinin etkisi buyuktir. Olasi hedef, mikrobial hicrenin
hiucre duvari polipeptidleri ve membrana bagh enzimleridir. Butin bitkiler
kendilerin mikroorganizmalarin muhtemel toksik etkilerinden kinonlarin varligi
ile korumaktadirlar [73]. Kazmi ve ark. litaratirde Cassasica italica, olarak
gecen Pakistan agacinda antrakinon tespit etmiglerdir ki bu maddenin
Bacillus anthracis, Corynebacterium psedodiphthericum ve Psedumonas
aeroginosa ve Pseudomonas pseudomalliae kargi etkili oldugu belirlenmistir
[74].
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1.5.1.3. Flovonlar, Flavonoidler ve Flavonoller

Flavonlar bir karbonil gurubu igeren fenolik yapidaki bilesenlerdir.3-
hidroksil gurubu icerenler ise flavonoldir. Flavonoidler ise hidroksillenmis
fenil bilesenleri igerirler ancak Cg-C3 Unitelerine bagh olarak aromatik halka
bicimindedirler. Bu yapilarindan kaynakh bitkilerdeki mikrobial aktiviteye
cevap olustururlar. Dolayisiyla in-vitro sartlarda da genis bir spektrumdaki
mikroorganizmalara karsi etki  gOsterirler. Bu Dbilegenlerin de
mikroorganizmalara etkisi kinonlarda acgiklandigi gibi kompleks yapidaki
mikroorganizma hicre duvarina etki bigcimindedir. Lipofilik yapidaki birgok
flavonoidler mikrobial membranin igine girebilmektedir. Kateksin flavonoid
bilesenlerin C3 biriminin azaltilmis halidir. Bu bilesenlerin in-vitro sartlarda
Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans, Shigella ve diger bakteri ve
organizmalari inhibe ettigi belirlenmigtir. Flavonoid bilesenlerin ¢ok sayidaki
viruslere karsida etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda HIV’e karsi
etkili birgok flavonoid bildiriimigtir.  Flavonoid bilesenlerinin yapisindaki
degisimler bu bilesenlerin toksitesini artirmakta veya azaltmaktadir. Bitkideki
tum flavonoid bilesiklerin ¢ok etkin olmamasi bitkinin toksitesini azaltmakta ve
gunlik 1 gr karnisik flavonoid igeren bitkilerin tiketimine imkan vermektedir.
Bu konsantrasyon farmakolojik olarak etkili olup vicut acisindan zararsizdir
[75].

Yenilebilir flavonoidler son dénemde in-vitro ve in-vivo calismalarda
insan sagliginda énemli rol oynayan bir¢ok biyolojik yararlari olduguna dair
yayinlar bulunmaktadir. Flavonoidler potansiyel antioksidantlar olup serbest
radikalleri ortadan kaldiran, metal yakalayicidir.  Ayni zamanda lipit
peroksidasyonunu Onler, anti-inflammatuvar, antikansorojenik, antiartik ve
antimikrobial aktivite gosterir. Epidomolojik ¢alismalara gore flavonoid igeren
besinlerin tuketilmesi kardiyovaskuler rahatsizliklar gibi kronik rahatsizliklarin

riskini azaltmaktadir [75].
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1.5.2. Taninler

Tanin genel olarak bitki polimerik fenolt olarak bilinir ve bulundugu
tum bitkilere buruk bir tat katarken proteinlere baglanir ve onlari ¢okertir. Bu
madde her bitkinin govdesinin kabugunda, odunda, yapraklarinda,
meyvesinde ve koklerinde bulunur. Hidrolizlegebilen ve yogunlastirilan
taninler olmak Uzere iki gruba ayrilir. Hidrolizlesebilen taninlerin baginda
gallik asit yer alir ve genel olarak D-glikozun ¢ok sayida esterlegsmigi olarak
bilinir.  Yogunlastirilabilen tanin ise flavonoid monomerlerinden tlremistir.
Taninler, fagositik hicrelerin diizenlenmesi, timorlt hicrelerin dizenlemesi
gibi durumlarda kullaniimaktadir.  Taninler proteinlerle spesifik olmayan
baglanma (hidrojen baglar ve hidrofobik etki) ile baglanir ve bdylece bir
kompleks olustururlar. Bu 0Ozeligi tanine antimikrobial aktivite
kazandirmaktadir [75].

1.5.3. Kumarinler

Kumarinler fenolik bilesenler olup benzen ve piron halkalarinin
birlesmesinden bir araya gelmislerdir. Ot kokusunu ile karakterize edilir.
Anititrombotik, anti-inflammatuvar ve damar genisletici olarak kullanilir.
Warfarin en fazla bilinen kumarindir ve antikoagulant olarak kullanilir.
Kumarinlerle yapilan son dénem arastirmalarda Candida albicans’a karsi
etkili oldugu bulunmustur. Bunun yani sira havugta Uretilen hidrolizlesmis
kumarinden tlurevienen fitolaksin fungal enfeksiyonlara cevap oldugu ve

antifungal aktiviteyi artirdidi belirlenmistir [76].

1.5.4. Ugucu Yaglar ve Terponoidler

Bu maddelerden biri olan esanslar, esas itibariyle terpenlerden

olusmus karisimlardir.  Oda sicakliginda sivi, bazen donabilen ugucu,

kuvvetli kokulu ve yagimsi karigimlardir. Su buhar ile suruklenir, suda
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gbziinmez, organik ¢oziicilerde kolaylikla ¢éziinlrler. Ozellikle gigek ve
meyvelerde bulunmakla beraber bitkinin diger organlarindan da elde
edilebilirler. Bu amagla su buhari distilasyonu veya organik g¢ozlcller ile
ekstraksiyon yontemleri kullaniimaktadir. Bu bilesenler izopropan yapisina
yakindir ve terpen olarak ifade edilirler, yapisal formuleri CqoH6'dir.
Bunlardan diterpenler, triterpenler ve tetra terpenler (Cz, Cszo, ve Cuyo),
meydana gelir. Bunun yani sira hemiterpenler(Cs) ve seskiterpenlerde(Cs)
vardir. Bu bilesenlere oksijen eklendiginde ise terponoid adini alirlar.
Ornegin metanol ve kamphor ve farnesol ve giiniimiizde antimalaryal olarak
kullanilan artemisin terponoid yapisindadir.  Terpenler ve terponoidler
bakterilere kargl funguslara, virislere ve protozoalara kargi aktivite gosterdigi
bircok calismada gosterilmistir.1977 de yayinlandigina gore elde edilen
ucucu yaglarin %60 nin funguslari inhibe ederken %30’'nunda bakterileri
inhibe ettigi  bildirlmistir  [77]. Terpenlerin tam etki mekanizmasi
anlasilamamakla beraber lipofilik yapilari ile membran igerisine girerek etkili

olduklari dasunulayor [78].
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Sekil 1.1 Antimikrobial Ozellik Tagiyan Temel Bilesenleri [73]

B asit Fenoller Kinonlar Flavonlar ve Taninler
flavonoitder

— o
HEw 0 = I,
He s | ||-::

H
“ L'.
Kafeik asit Kinon Flamon H” Ll‘
H
B U-H
HICY
i

Hidrolize tanin

FHatekal
U OH
H,
cH, Iv(a'behm n

Euganol

Kumarinler Adkaloidler Terponaoidler

sel

Fumarinler

(@] 5 |

Y4 e

H TH,

mentol

Berbernn

1.8 Sifali Bitkilerin Antifungal Aktivitesi

Funguslar okaryotik canlilar olup protein ve nukleik asit sentezi
mekanizmalari gelismis hayvanlarla benzerlik gosterir. Bu durumda
insanlara zarar vermeyen fungal inhibitdr iciren bilesenler bulmak ¢ok zor bir
hal almaktadir. Ozelikle Dermaphyta grubu yiiksek antibiyotik direnci
gosteren bir gruptur. Bu alanda etkili ve guvenli antifungal ajanlarin eksikligi
dikkat cekmektedir [79].
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Kifler her turli dogal ortamda buluna bilen firsatgi ajanlardir. Farkh
koloniler olusturup yiyeceklerin icerisinde yer alirlar. Guglu hidrolitik enzim
olan arsenelden dolayl bu organizmalar yiyeceklerin iginde yada Uzerinde
olduklarinda ylksek denatrasyonlara ve ciddi ekonomik kayiplara neden
olurlar. Buna ilavetene bu organizmalar ayni zamanda metobolit olarak
potansiyel toksik Ureticilerdir. Bu toksik maddeler tuketici sagligina zararl
olup bu maddelere mikotoksin denir. Gidalarin mikotoksinlerle kontamine
olmasi insanlarda ve hayvanlarda gida kaynakli mikotoksikozlara neden
olmaktadir [80]. Potansiyel mikotoksin Uretme kapasitesine sahip fungal
tarler 1hmli iklim zonlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Funguslar ile
kontamine olmus tahillarin, mikotoksinlerle kirletiimesi insan ve hayvanlarda
gida ve yemlere dayali mikotoksin alimi nedeniyle saglik riskleri

olusturmaktadir.

Aflatoksinler furanokumarinlerden tlarevlenmis polipeptidlerdir. Bu
metabolitler zirai trlnler Uzerinde baslica A.flavus, A. parasiticus tarafindan
uretilmektedir [81]

A. ochraceus ve Aspergillus niger potansiyel okratoksin-A
Ureticisileridir [82]. ik olarak Van der Merwe ve ark. (1965) tarafindan
Aspergillus ochraceus kultirinden izole edilmis bir sekonder metabolittir.
Okratoksinin dinya capinda ilgi cekmesinin nedeni nefrotoksik Ozellikte
olmasidir. Kahve cekirdeklerinin kirlenmesi 6zellikle dnemlidir. Cuankli OA
firnlama ile tamamen azaltlamamaktadir.  Okratoksin-A’nin teratojenik,
karsinojenik, genotoksik, immunosupresyon, mutajenik, v.b. gibi c¢esitli
biyolojik etkileri bilinmektedir [83-86].

Fumonisinler 1988 de kegfedilmesine ragmen toksikolojisi Uzerindeki
bilgiler henlz oldukca azdir. F. proliferatum misirlarda fumonisin B1
uretebilmektedir. Fumonisin B1’in insanlarda 6zofagus kanserleri [87] riskini
arttird1g1, ayrica, domuzlar ve kimes hayvanlarinda toksik oldugu ve atlarda

olduricu atlarda ELEM (equine lekoensefalomasia) hastaligina neden
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oldugu, farelerde hepatoselliler karsinomaya neden oldugunu [88]
bilinmektedir.

Kilinkilerde kullanilan bir¢ok antibiyotik mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bitkisel kokenli antibiyotiklerle ilgili son 20 yil boyunca yapilan
calismalar sonucunda dunyadaki bitki turlerinin ¢gok az bir kisminda bulunan
antifungal bilesenler ortaya ¢ikariimistir. Antifungal ajanlarin ¢evresel olarak
korunmasi ve yenilerin gelistiriimesi i¢in potansiyeli belli bu degerli kaynaklari
kaybetmekten kaginarak bitkilerin toplanmasi ve incelemesi igin ¢ok fazla
¢caba harcamak gerekir [89].

Kimyasal fungusidlerin kullanimi gin gectikce ¢evresel duzenlemeler
ve sik rastlanan saglik sorunlarina isik tutma konusunda popularitesini gunde
gine kaybetmektedir. Bu durumda dogal ve yeni fungusit kaynaklarinin
arastinimasini zorunlu kilmistir [90]. Son yillarda dogal kaynaklardan elde
edilen kimyasallarin kullanimi, dogal fungusitler Gzerine olan arastirmalari
artirmis ve bu arastirmalar sonucunda bir ¢ok etkili dogal fungusit
belirlenmistir [91]. Dermal ve mukozal insan enfeksiyonlari son 30 yil
icerisinde tehlikeli bir boyutta artmistir. Bu artigin temel nedeni kemoterapi
uygulanan kanserli hastalar ve organ nakli yapilan hastalarda tedavide
kullanilan ilaglara karsi bagisiklik gelistiren birey sayisinin populasyonda
artis géstermesidir. Ozellikle HIV pozitif hastalar cogunlukla antifungal olarak
kullanilan flucunazole karsi direnc gelistirir [92]. Birkag istisna disinda insan
ve hayvanlarda hastalia sebebi olan patojen funguslar aynidir. insan ve
hayvanda hastalik yapan funguslar igin kullanilan tedaviler, cesitli yan
etkilerin olusmasindan, direng gelismesinden dolayl yeteri kadar etkili
degildir. Bu konudaki ortak karar bu dezavantajlardan uzak yeni antifungal
maddelerin gelistiriimesi yonundedir [93]. Farkl antifungal ajanlar Uzerine
yogun bir calisma mevcut olmasina ragmen etkili antifungal ilag sayisi
sinirhidir. Kullanilan bir ¢ok ilag da toksik etki yada yan etki
gOsterebilmektedir. Bu etkiler géze alindiginda elde edilebilecek antifungal
ajan kaynaklarinin sinirh oldugu goérulmektedir.  Batun bunlar fungus

hucrelerinde farkli hedef bdlgelerde aktivite gosteren antifungal ajanlar igin
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yeni kaynaklar bulunmasi gerekliligini ortaya koymaktadir [94]. Bazi bitkilerin
bilesenlerinin mikrobial buyumeyi onledigi kanittanmistir. Bu bitki bilesenleri
yaygin olarak kullanilan antimikrobial maddelerle kiyaslandigin da farkl

yapilara ve farkh etkiye sahiptir [89].

1.9.Sifal Bitkilerin Antibakterial Aktivitesi

Bitkilerin antimikrobial 6zelikleri onlarin sekonder metobolitleri gesitli
kimyasal bilesenlerinin birlikte olan etkisidir. Antimikrobial etki gosteren
kimyasallar genel olarak alkoloidler, flavonoidler, isoflavonoidler, taninler,
kumarinler, gilikosidler, terpenler, fenilpropeneler, ve organik asitlerdir. Genis
spektrumlu ve ayrimi tam olarak yapilamamig kimyasal koruyucularin
kullaniimasi direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina ve bu durumda
yiyecek zehirlenmelerine neden olmaktadir. Bunlardan dolayl yeni
antimikrobial ajanlar arayisi guinimuzde daha fazla artmistir [95]. Gida
zehirlenmesi gelismis Ulkelerde bile yuUksek bir oranda olup hala temel
sorunlardandir.  Yalnizca Amerika da 81 milyon kisinin 6'da biri gida
zehirlenmesi ne ugramakta bunlardan senede 9.000'ni Olmektedir.
Salmonella turleri, Listeria monocytogenes ve Campylobacter jejuni
zehirlenmeye neden olan temel patojenlerdir. Aslinda, gida zehirlenmesi
hem mausteriyi hem de yiyecek endustrisini kullanilan koruyucu maddeler
bakimindan yakindan ilgilendirmektedir. Bu yuzden gida zehirlenmelerine
yol acan nedenleri azaltan etkili ve yeni teknolojilere olan ilgi gin gectikce
artmaktadir.  Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobial
maddeler gida korumasindaki seviyesinin yuksek oldugu belirlenmistir.
Asirlardir ‘entiritis’ iceren c¢esitli hastaliklarin iyilestiriimesi icin bitkisel tipta
yerli bitkiler kullaniimistir. Sarimsak, targin, hardal, zencefil ekstratlar ve
diger otlar antimikrobial 6zellikler gésterir. Ayrica bir gok aromatik bitkinin
ucucu yadlari, 6rnegin Labiatae familyasina ait bitkilerin bir cogunun bu
Ozelikte olup antimikrobial aktivite gosterdigi cesitli yayinlarda belirtilmigtir.

Ornegin defne, karanfil, kekik ve biberiyeden elde edilen yaglarin
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L.monoctytogenes’e karsl ve diger patojenlere karsi aktivite gosterdigi rapor
edilmigtir [96].

Bitkiler bir cok enfeksiyon hastaliginin tedavisinde bitkisel tedavi edici
olarak ¢ok uzun yillardir ve halen gunumuzde kullaniimaktadir. Gelismis
ulkelerde birincil saglik sorunlarinin tedavisinde bitkiler etkili bir rol oynar.
Biyolojik olarak aktif ekstratlar Uzerine yapilan galismalar dlumcul firsatgi
ajanlarin meydana gelmesi ve birgok antibiyotige kargi mikrobial direng

gostermelerinden dolayi geleneksel bitkiler Uzerine yogunlagsmigtir [97].

Geleneksel bitkilerin kullanimi ile ilgili arastirmacilar yalnizca bu
bitkilerin bilimsel kulanim yuzdesini belirleme Uzerine dedil ayni zamanda
icerdikleri farmakolojik bilesenleri de tespit etmeyi amacglamaktadirlar. Tibbi
kullanilabilirligi olan hedef bitkiler, bilim adamlarinin bilgisi ile geleneksel
kullanimindaki bilgilerin bir araya getiriimesi ile rasgele uygulanan
prosedurlerden dolayl meydana gelen gereksiz deneme ve yanhs kullanimlar
son bulabilir. Simdiden 94 bitki tirinden etnobotonik alaninda 122 ilag
kesfedilmistir.  Biyolojik aktiviteyi tespit etmek igin c¢esitli uygulamalar
mevcuttur. Bu uygulamalar Oncelikle in-vitro sartlarda daha sonra dogal
urtinlerdeki tepkisi in-vivo kosullarda degerlendirilir. Kaba yada parcali
ekstralar ve bazen antibakterial, anti-inflammatuvar, antioksidant,
antihelmintik ,anti-amoebik, anthistosomal ve antimalariyal aktivite bunun
yani sira piskotropik ve neotropik ozelikler iceren bilesenleri bulundurduklari

rapor edilmistir [98].

in-vitro sartlardaki biyolojik aktivite testleri icin standart ilag, calismanin
etkin olabilmesi igin belli bir testte kullaniimasi gereklidir. Ekstratin aktivitesi
belirlenirken farkli uygulamalar karsilastiriimalidir. Kaba ekstratin gok sayida
bilesen igermesinden dolayl belkide sinerjit aktivite gdstereceginden bu
kargilastirma yalnizca saf standartlarla yapilmamahdir. Dunyanin farkli
bdlgelerinde, farkl bitki eksratlari Gzerine ¢ok sayida antimikrobial calisma
mevcuttur. Bolgesel etki ve patojenik mikroorganizmalarin antibiyotiklere

kargl gelistirdigi direng dolayisiyla bitkilerden elde edilen ekstratlardaki
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biyolojik olarak aktif bilegenlerin tespit edilip sonrasinda saflagtirilan bu
molekdllerin bitkisel tiptaki kullanimi 6nemlidir[99].

1.10 Sifah Bitkilerin Tuiberkiiloz Tedavisindeki Yeri

Tuberkuloz 21.yUzyilin hala ciddi saglik sorunlarinin basinda
gelmektedir. Her yil yaklagik 8 milyon kisi bu saglik sorunu ile kargilagsmakta
ve bunlardan 2-3 milyonu oOlumle sonug¢lanmaktadir [100]. Tuberkiloz
ulkemizde ve dunyada morbidite ve mortilite acgisindan hala oOnemini
korumaktadir. Yapilan galismalarla, 2020 arasinda igerisinde bir milyon
insanin enfekte olacagl bunlardan 200 milyonu hasta olurken 70 milyonunun
tuberkulozdan oleceg@i tahmin edilmektedir [56]. Bunun yani sira bu sayidaki
artisin en buyuk nedeni global HIV epidemileri ve bizde oldugu gibi
tuberkuloz prevalansinin ylksek oldugu bir ¢cok gelismekte olan ulkede,
tedaviye yonelik uygulamalardaki gesitli hata ve aksakliklarin birden fazla
ilaca karsl direng gelismesine neden olmasidir [101]. Ayrica bizim gibi
gelismekte olan Ulkelerin saghk programlarinda tuberkilozun tedavi ve
kontroline verilen 6nem azalmis ve gelismis Ulkelerde de tuberkuloz i¢in halk
saghg! ve klinik hizmetler konusunda alinan kararlarda azalma olmustur.
Tlberklloz teshisinde uygulanan yontemlerin ¢abuk ve hizli olmasi
onemlidir. M. tuberculosis teshisinde kullanilan yontemler; Kaltur temel bir
yontem olup, mikroorganizmanin ge¢ gelismesinden dolay! 3 haftadan 6nce
sonu¢ alma imkani bulunmayan bir yontemdir. Bir diger yontem molekuler
tani yontemi olup, mikroorganizmanin yapisinin karisikligi uygulamayi
zorlastirirken bunun yani sira pahaldir. BACTEC MGIT Yontemi ile
mikroorganizmanin Uremesinin tayininde 4ml MGIT besiyeri iceren tupler
kullanilir. In-vitro oksijen Uretimine bagl floresans tayin teknigi ile 7-12 giin
icerisinde Mycobacterium 365nm dalga boyunda UV reader ile okunarak
belirlenir [102].
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Newton ve arkadaslar tarafindan 2000 yilinda 350 dogal Urlinun
antimikobakteriyal aktivite gosterdigi yayinlanmistir [100] Bazi bilesenler
ornegin, alkoloidler [103, 104], flavonoidler [105] yada diger terponoidlerin
[101] antimikobakterial aktivite gosterdigi literatirde bildiriimistir. Bu anlamda
tibbi bitkiler orijinal aktif ilaglar yada yeni etkili ajanlar konusunda gok onemli
kaynaktir.

Gunumuzdeki calismalar aromatik bitkilerden M.T.B karsi bu etkin olan
bilesenleri tespit etme Uzerine yodunlagmistir. Bitkilerden oksidatif stres
sonucu elde edilen ugucu yadlar biyolojik olarak bulunmasini saglayan 6Gl

degerini disurdugu radiometrik olarak tespit edilmigstir [106].

Aromatik nor-abietane diterpen, multikaulin, multiorthokinin, 2
dimetilmultiortokinin gibi antitiberkuloz ajanlari olan bu terponoidler Ulubelen
ve arkadaslar tarafindan (2005) Salvia multicaulis ve Salvia

blepharochlaena koklerinden elde edilmistir. [107]

Literatur taramasi sonucunda mono, di ve triterpenlerle yapilan
antitberkuloz aktivite c¢aligsmalarinin yok denecek kadar az oldugu buna
karsilik yapilan birka¢g calismada ekstrelerin ylksek derecelere varabilen
antitiberkuloz aktivitesi goOsterdigi gorulmustir [108].  Tuberkuloz, M.
tuberculosis complex olarak tanimlanan bir grup mikobakteri tarafindan
olusturulan, ¢ok degisik klinik gorUnumlere sahip kronik, nekroz yapan bir
infeksiyondur. Hastaligin olusumundan %97-99 oraninda M. tuberculosis
sorumludur. 1882 vyilinda etkenin (M. tuberculosis) bulunmasina, 1921
yilinda bir aginin geligtirimesine ve 1950'li yillarin ortalarindan beri etkili bir
sekilde tedavi edilebiliyor olmasina karsin tuberkuloz, tum dunyada, 6zellikle
de yoksul ulkelerde, dnemli bir saglik sorunu olarak varligini surdirmektedir.
immiin-duiskiin olmayan konakta tiberkiiloz enfeksiyonu sonrasi yasam boyu
aktif tiberklloz gelisme riski %5-15 iken HIV enfeksiyonlularda en az %30
ve yilda %7-10'dur. ABD'de yeni tanimlanan tuberkiloz hastalarinin %20-
29'unda HIV pozitifligi saptanmaktadir. HIV enfeksiyonlu kisilerde

tuberkilozun seyri de oldukga farkhdir. Antibiyotie karsi direng gosteren
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irklarin ortaya ¢ikmasi Uzerine tiberkuloz tedavisinde acil olarak mikobakteri
direncine karg!i etkili yeni farkh bir ila¢ geligtiriimesi gerekliligi ortaya ¢cikmistir
[109].
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Bitki Materyalinin Hazirlanigi

Tibbi bitkiler drog olarak kullanildiklari taktirde etken maddenin miktari,
bitki materyalinin toplama zamani ve saklama kosullarina baglidir. Bu etken
maddelerin etkili oldugu dénem her bitki i¢in farkhdir. Bu da her bitki igin 6zel

bir toplama, saklama zamani oldugunu gosterir [47].

2.1.1 Golgede Kurutma

Bitkisel materyal Uzeri kapal yanlari acik hangarlar i¢cinde kurutulur.
Ve bunlar tabaka halinde yere ya da raflara serilerek kiflenmelerini 6nlemek
icin sik sik alt Ust edilir [47].

2.1.2 Saklama

Bitkisel droglar icin plastik posetler kisa zamanda kiflenmeye neden
olacagindan uygun degildir. Daha ¢ok kese kagidi, mukavva, kutu yada cam

icerisinde saklanirsa bir yil boyunca muhafaza edilebilir [45].

Arastirmamizda Salvia cinsine ait farkli lokalitelerden toplanan Salvia
crypthanta Bilkent / Ankara Salvia pomifera Kusadasi mevkinden Haziran ayi
icersinde toplanmis ve toprak dstl kisimlar kullaniimistir.  Toplanan bitki

ornekleri golgede ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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2.2 Ekstrelerinin Hazirlanigi

Arastirmada kullanilan bitkiler tartildiktan sonra etanol ve metanol

eksterelerinde belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.

2.2.1 Metanol Ekstrelerinin Hazirlanigi

Kurutulmus ve ufalanmis bitki yapraklari ve dallarindan olugan
materyal 150g olacak sekilde tartildiktan sonra iginde 1It (%80) metanol
bulunan Sokhlet ekstretorinin i¢inde ¢6zlicunun kaynama sicakhgini
gecmeyecek sekilde [38] ayarlanip 72 saat boyunca igleme tabii tutuldu.
Whatman filtre kagidi no: 1 kullanilarak sizilen ekstre, konsantre hale
getirmek i¢in kurutma dolabinda 40 °C 2 gun suresince tutulup kalan
metanolin buharlagsmasi saglandi. 5 ml %5 lik DMSO (dimetilsulfooksit)
icerisinde 0.5 g ekstre tartilarak son konsantrasyon 100 mg/ml olacak sekilde
hazirlandi. Bu stoktan 2 ml alinarak 0.22 ul ‘lik mebran filireden gecirilerek
steril stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen stok ekstre hemen yada daha sonra

kullanilmak tzere -20 °C de saklandi.

2.2.2 Etanol Ekstresinin Hazirlanisi

Kurutulmus ve ufalanmig bitki yapraklari ve dallarindan olusan
materyal 150 g olacak sekilde tartildiktan sonra icinde 1It %80’lik etanol
bulunan Sokhlet ekstretérinin icinde ¢ézicunin kaynama sicakhgini
gecmeyecek sekilde [38] ayarlanip 72 saat boyunca igleme tabii tutuldu.
Whatman filtre kagidi kullanilarak suzilen ekstrat, konsantre hale getirmek
icin kurutma dolabinda 40 °C de 2 gun suresince tutulup kalan metanolin
buharlasmasi saglandi. 5 ml DMSO (dimetilsulfooksit) igerisinde 0.5 g ekstre
tartilarak son konsantrasyon 100 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bu

stoktan 2 ml alinarak 0.22 pl'lik mebran filtreden gegirilerek steril stok elde
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edildi. Elde edilen stok ekstre hemen yada daha sonra kullaniimak tzere -20
°C’ de saklandi.

2.2.3 Farkli Konsantrasyondaki Ekstre Cozeltilerin Hazirlanigi

Agirligi bilinen ve 0,5 g olarak tartilan kaba ekstreler Uzerine 5 ml
DMSO eklendi. Codzgenin ekstrelere tam etkili olabilmesi i¢in vorteks de 10
dakika boyunca karigtirildi. 30°C e ayarlanmis etiivde 15 dakika
bekletildikten sonra tekrar vorteks ile karistirildi. Bu islem ekstreler tamamen
¢Ozulinceye kadar devam etti. 0.22 mikrometre c¢apindaki siringa
filtresinden gerekli olan miktar ekstre gegcirildi. Capi 6 mm olan disklere
emdiriimek Uzere S. pomifera’nin metanol ekstratinin 10 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5
mg/ml’lik konsantrasyonlari; S. cryptantha’nin metanol ekstrati ise 100 mg/ml
ve 20 mg/ml olarak hazirlandi. S. pomifera ve S. cryptantha’nin etanol

ekstreleri ise 100 mg/ml, 20 mg/ml olarak hazirlandi.

2.3 Ugucu Yagin Hazirlanisi
2.3.1 Hidrodistilasyon

Kuguk pargalara ayrilan bitki orneklerinden 100 gr 6rnek alinarak 500
ml'lik balona alinmig ve uUzerine 300 ml su ilave edilerek birka¢ tane de
kaynama tagi atilarak balon elektrikli isiticiya yerlestiriimistir. Balonun agzina
sogutucu bagh Klevenger aparati baglanarak cihazin buret kisminda ugucu
yag miktarinda degisim olmayincaya kadar 4-5 saat sure ile isitiimigtir. Bu
sekilde bitkilerin ugucu yaglari elde edilmistir. Sekil 2.1°de Clevenger aparati

gOrulmektedir.
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Sekil 2.1: Klevenger Aparati

2.4 Kullanilan Mikroorganizmalar

Escherichia.coli (ATCC 11230), Bacillus cereus (CCM 99), Proteus
vulgaris (ATCC 6897), Klebsiella pneumoniae (CCM 2318), Pseudomonas
aeroginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (6538P), olmak Uzere alti
cesit bakteri ve Candida albicans.(ATCC 10239) maya Ornegi olarak
kullanildi.  Stok kulturler Maller Hinton Agar (MHA) iceren yatik agarlara

hazirlanarak, +4°C’ de saklandi.

Cahsmamizda ayni zamanda patojen funguslar olan, Aspergillus
ochraceus K.Wilhelm (MUC 39534) Aspergillus flavus Link (TA 41-17),
Aspergillus niger V. Tiegham (TA 47-3), Fusarium proliferatum (Matsush.)
Nirenberg (teleo. Gibberella intermedia) (TA 18-2)'da kullanildi. Bu standart
irklar Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bdlimiinden
temin edildi. Stok kulturler igin Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) hazirlandi

ve +4°C’de saklandi.
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in-vitro kosullarda antibakterial aktivite belilemesi MHA, MHB
kullanilarak, antifungal aktivite tayin ise SDA ve SDB kullanilarak yapildi.

2.5 inokulum Hazirlanisi

inokulum antibakterial, antifungal, ve antitiiberkiiloz aktivite icin

hazirlandi.

2.5.1 Fungal izolatlar

Bir haftalik kiltirden segilen funguslar belli miktar serum fizyolojigin
icerisinde sporlari tam dagilacak sekilde iyice ezildi ve vorteksde homojen
oluncaya kadar karistirildi. Fungus suspansiyonu McFarland 0.5 indeksine
gore UV spektroda 400nm dalga boyunda absorbans 0.400-0.450 olacak

sekilde ayarlandi.

2.5.2 Bakteri ve Maya izolotlar

Bakteriler ve mayanin 24 saatlik kultirlerinden 2 ml serum fizyolojik ile
karistirildi. ' Yogunlugu McFarland 0.5 indeksine gore ayarlandi. Daha sonra
yogunlugu 10° koloni olarak hazirlamak icin 2 ml serum fizyolojigin icersine

McFarland’a gore standart edilmis inokulumdan 20 ul aktarildi.

2.6 Methanol ve Etanol Ekstrelerinin Antibakterial Aktivitelerinin
Tayini

Calismada kullanilan methanol ve etanol ekstralarinin antibakterial

aktivitesini belirlemek igin uluslararasi klinik laboratuari komitesinin belirledigi

standartlara [56] gore disk difuzyon metoduyla belirlendi.
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2.6.1 Disk Difuzyon Yontemiyle Antibakterial Aktivitenin

Belirlenmesi

Yirmi dort saatlik taze bakteri kiltirinden McFarland 0.5 indeksine
gore hazirlanan bakteri sispansiyonun 20 pl porsiyonu MHA Uzerine yayildi.
15 dakika ¢ozeltiyi emmesi icin birakildi. Sonra Ulzerine 6 mm ¢apinda steril
diskler yerlestirildi. Disklerin Uzerine 20 ul, siringal filtre ile steril edilmis
ekstrelerin farkli konsantrasyonlari emdirildi. Standart ilag olarak Ciproflaksin
antibiyotik diski kullanildi. 24 saat 35 °C de bekletildikten sonra zon c¢aplari
Olguldu. Zon caplari kontrol degerleri ile karsilastirildi. Tum c¢alisma iki

paralelli olarak hazirlandi.

2.6.2 Tup Dilusyon Yontemiyle Bakteri ve Mayada MIK

Belirlenmesi

Her iki bitki icinde metanol ve etanol ekstrelerinin tip dilusyon
yontemiyle MIK, MBC degerleri belirlendi. Tuplere 2 ml serum fizyolojik
konulup 0,5 McFarland indeksine gére bakteri siispansiyonu hazirlandi. 10°
koloni hazirlamak i¢in serum fizyolojigin icersine bakteri sispansiyonundan 2
ml 20 pl aktarildi. Her bir tipe standart miktarda olarak 500 pl besiyeri
konuldu. 100 mg/ml olarak hazirlanan ekstrelerden ilk tipe 500 ul konuldu.
Salvia pomifera ve Salvia cryptantha igin bir dnceki disk difuzyon igleminde
bakteri ve mayalardan elde edilen sonuglarin 1siginda her seferinde iki kat
dilusyon olmak uzere 50 mg/ml- 3,125 mg/ml’ lik seri dilusyon hazirlandi.
Negatif (-) kontrol icin 500 ul ekstre, pozitif (+) kontrol icin DMSO 500 pl, ve
her bir tiipe 20 pl bakteri stispansiyonu ilave edildi. 35C° 24 saatlik sonuglar,
belirlendi. Ureme ¢dzeltideki bulanikhga gére belirlendi. Uremenin olmadigi

konsantrasyon minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) olarak tespit edildi.
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2.6.3 MBK’nin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlendikten sonra dremenin olmadigi tuplerdeki
karisimlardan MHA iceren besiyerine 20 pl porsiyon vyayildi. Ekim
yapildiktan 35°C 24 saatlik sonuglar sonrasinda minimum baktersidal
konsantrasyon MBK olarak belirlendi.

2.7 Metanol ve Etanol Ekstrelerinin Antifungal Aktivitesinin

Belirlenmesi

Metanol ve etanol ekstrelerinin antifungal aktivitelerini belirlemek igin
Uluslararasi klinik laboratuari komitesinin belirledigi standartlara [56] gore
disk difuzyon metodu uygulandi. Funguslarin renkli olmalarindan dolayi
fungus inokulumlar 450nm dalga boyunda, absorbansi 0.45 olacak bigimde

ayarlandi.

2.7.1. Disk DifuzyonYontemi ile Antifungal Aktivite Tayini

Bir haftalik stok fungusdan alinarak 450 nm dalga boyunda absorbans
0,45 olacak sekilde hazirlanan fungus suspansiyonundan 20 pl alinarak
icerisinde 20 ml SDA bulunan 9 cm capindaki petrilere yayildi. inokulum
iceren petrilere ¢ tane 6 mm capindaki bos disk konuldu. 6 mm capindaki
bos antibiyogram disklerine konsantrasyonlari sirasiyla 100 mg/ml ve 20
mg/ml olacak sekilde hazirlanan etanol ve metanol ekstrelerinden 20 pl
emdirildi. 48-72 saat 25°C de bekletildikten sonra zon caplari 6lclldii. Aktif
konsantrasyonda zon ¢api 6mm den buyuk olarak gbézlendi. Tum galisma iki

kez tekrarlandi.
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2.7.2 Broth Mikrodilusyon Yontemiyle Funguslarda MIK Belirlenmesi

Uluslararasi klinik laboratuari komitesinin belirledigi standartlara goére
mikrodilusyon ydéntemi uygulanmistir [110]. Sonuglarin degerlendiriimesi
plaka okuyucu UV spektrofotometrede yapiimigtir Tum kuyucuklara 100 pli
SDB konuldu. Fungus inokulumlari 450 nm dalga boyunda, absorbansi 0.45
olacak bigcimde ayarlandi. Negatif (-) kontrol i¢in 100 ul stok ¢dzelti pozitif (+)
kontrol icin 100 ul DMSO ve 10 pl fungus stispansiyonundan ilave edildi. ilk
kuyucuga 100 ul, 100 mg/ml olarak hazirlanan metanol ekstresi konuldu. 50
mg/ml- 3.125 mg/ml kadar iki kat seri dilusyon halinde hazirlandi. Her birine
10 pl fungus suspansiyonu ilave edildi. Ekimin yapildigi gin birinci gun
olarak kabul edildi. 48-72 saat 25°Cde inkubasyona birakildi. 3.giin sonuna
kadar her gun plaka okuyan UV spektrofotometrede 600nm’de her bir 6rnek
icin 3 kez okuma yapildi. Standart sapmalari hesaplanarak absorbansi

dusuk olan drneklerde antifungal aktivite tespit edildi.

2.7.3 MFK’nin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlendikten sonra Uremenin olmadigr tupteki
cOzeltiden SDA igeren besiyerine 20 pl porsiyon yayildi. Ekim yapildiktan
25°C 48-72 saatlik inkubasyon sonrasinda minimum bakterisidal

konsantrasyon MFK olarak belirlendi.

2.8 HPLC Analizi ve Kosullari

Calismamizda HPLC analizi kullanarak metanol ekstresini bilesenlerini
belirledik. Dedektor:olarak DAD dedektor (A max=278), érnekleyici; SIL—10AD
vp; Sistem kontrol ediciler: SCL-10Avp; pompa: LC-10ADvp; degazir; DGU
14A; kolon kazani; CTO-10Avp; Kolon, 5u ODS (2) (250x4,60 mm) 54
micron; hareketli faz,: A: %3 asetik asit; B: metanol; Akis Hizi : 0.8 mL /

dakika ve kolon sicakligi : 30°C olacak sekilde analiz kosullari hazirland.
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2.8.1. HPLC Analizi igin Numune Hazirlama

Salvia pomifera ve Salvia cryptantha’nin metanol ekstrelerinden 10 mg
tartildi.1 ml metanolde ¢dzulip 20 mikrolitresi HPLC’ ye enjekte edildi.

2.9 Ugucu Yaglarin Antibakterial Aktivite Tayini

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin miktarlarinin az olmasindan
dolay! kuguk hacimlerle 96 well plate de yapilan galismalarla antibakterial
aktivite belirlendi. DMSO ile ¢dzulen ugucu yaglarin son konsantrasyonlari
100 pl/ml olarak hazirlandi. icerisinde 100 pl MHB bulunan kuyucuklarin
ilkine 100 pl bu ¢ozeltiden konuldu. iki kat seri dilusyon olacak sekilde 50 pl-
0,78 pl/ml yogunluga kadar ¢ozelti hazirlandi. Bakteriler ve mayanin 24
saatlik kudlturlerinden 2 ml serum fizyolojik ile karistirildi.  Yogunlugu
McFarland 0.5 indeksine gére ayarlandi. Daha sonra yogunlugu 10° koloni
olarak hazirlamak igin 2 ml serum fizyolojigin icersine McFarland’a gore
standart edilmis inokulumdan 20 pl aktarildi. Negatif (-) kontrol icin 100 ul
stok ¢ozelti, pozitif (+) kontrol icin 100 pl DMSO ve her bir kuyucuga 10 ul
bakteri suspansiyonundan ilave edildi. Ekimin yapildidi gun birinci gun olarak
kabul edildi. 35C%de inkubasyona birakildi. Birinci gin ve 24 saatlik
sonugclar 600 nm dalga boyunda plaka okuyan UV de her bir drnek igin 3 kez

okutuldu.

2.9.1 Mikrodilusyon Yontemi ile MIK Belirlenmesi

Aktivite galismasinin degerlendiriimesi sonucunda Uremenin olmadigi

en duguk konsantrasyon MIK olarak kaydedildi.
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2.9.2 MBK’nin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlendikten sonra Uremenin olmadigi kuyucuktaki
¢cOzeltiden MHA igceren besiyerine 20 pl porsiyon yayildi. Ekim yapildiktan
sonra 35°C 24 saatlik inkubasyon sonrasi sonuglardan minimum Uremenin

oldugu konsantrasyon MBK olarak belirlendi.

2.10 Ugucu Yaglarin Antifungal Aktivite Tayini

Bir haftalik stok fungusdan alinarak 450 nm dalga boyunda absorbans
0,45 olacak sekilde hazirlandi. Her bir kuyucuga standart olarak 100 ul SDA
konuldu. ilk konsantrasyonu 100 pl/ml olacak sekilde hazirlanan gézeltiden
ilk kuyucuga konuldu ve konsantrasyon 2 kat seri dilusyon olacak sekilde 100
Ml besiyeri-¢ozelti karisimindan bir sonraki kuyucuga aktarildi. Kalan fazla
miktar ise atildi. Kuyucuklarin her birine 10 pl fungus sUspansiyonu eklendi.
Negatif (-) kontrol i¢in 100 ul stok ¢dzelti pozitif (+) kontrol igin 100 pl DMSO
ve 10 ul fungus eklendi. Ekimin yapildi§i gtin birinci giin olarak kabul edildi.
48-72 saat 25°Cde inkubasyona birakildi. 3.giin sonuna kadar her giin 96
well plate okuyan UV spektrofotometrede 600 nm’de her bir érnek i¢in 3 kez

okuma yapildi.

2.10.1 Mikrodilusyon yontemi ile MIK Belirlenmesi

Aktivite calismasinin degerlendiriimesi sonucunda uremenin olmadigi

en dusuk konsantrasyon MIK olarak kaydedildi.

2.10.2. MFK’nin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlendikten sonra Uremenin olmadidi kuyucuktaki

cOzeltiden SDA igeren besiyerine 20 pl porsiyon yayildi. Ekim yapildiktan
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sonra 25°C 48-72 saatlik inkubasyon sonrasi sonuglardan minimum
bakterisidal konsantrasyon MFK olarak belirlendi.

2.11 Ugucu Yaglarin Kalitatif ve Kantitatif Tayini

Elisyon analizi, ekseriyetle gaz kromatografisinde tercih edilen
gelismis bir metottur. Bu metot vasitasiyle ayrilacak olan ugucu karigimin
ufak bir numunesi kolonun 6n ucuna gdénderilir. Kolon belirli bir temperattrde
tutulur ve tasityici gazin sabit bir akimi kolon iginden gegirilir. Tasiyici gaz
elientir, buhar veya gaz seklinde olan karisim komponentlerini kolon
boyunca iletir. Burada komponentler kolon igindeki sabit faz tarafindan farkl
derecelerde alikonurlar; bdylece ayni zamanda effektif iletiime hizlari
farkeder. Sabit fazin her numune komponentini tutmaya muatemayil oldugu
kuvvetin siddeti farklidir. Bu kuvvetin bunyesi adsorpsiyon, ¢oézunurluk,
kimyasal bag veya molekuler filtrasyon v.b. olabilir. Faz denge farklarindan
dolayl, numune komponentleri kromatografik kolon boyunca hareket ederken,
sabit ve hareketli faz arasinda dagilarak birbirinden ayrilirlar. Her komponent
partisyon katsayisi K ya bagl olan bir hizda hareket edecektir. Gaz
kromotografindan elde edilen ¢ok az miktarda maddelerin yapisi hakkinda
bilgi edinmek icin Kitle spektrometresi kullanilir. iki yontemin birlestiriimesi
dogal ve sentetik organik karisimlarda ki bilesenlerin yapi analizi i¢cin ¢ok

uygun bir yontemdir.

2.12 GC/GC-MS

Her iki analizde kapiller kolon kullaniimistir. Retansiyon zamanlarinin
standart bilegikleri standart ugucu yaglarin degerleri ile ve kutle
spektrumlarindan Wiley Library degerleri karsilastilmasi ile maddelerin
teshisi yapilmistir. Gaz Kromatografisi/Kitle Spektrometrisi (GC/MS) analiz

kosullari gizelge 2.1 de verilmigtir. GC analiz kosullari; es zamanh olarak
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GC/MS sistemindeki madde c¢ikis zamanlari ile ayni olacak sekilde
ayarlanmstir (FID 300°C).

Cizelge 2.1 GC/MS Analiz Kosullari

Sistem . Agilent 5975 GC-MSD sistemi

Kolon . HP-Innowax Silika kapiler

(60 m x 0.25 mm @, 0.25 [Im film kalinlidr)

Sicakhk Programi : 60°C de 10 dak // 4°C/dak artigla 220°C ye // 220°C de 10 dak //
1°C/dak artisla 240°C ye

Enjektor : 250°C

Taslyici Gaz : Helyum (0.8 mi/dak)

Split orani ;. 40:1

Elektron enerjisi : 70eV

Kutle Aralig . m/z 35-450

Katliphane : BASER Ucgucu Yag Bilesenleri Kitiphanesi, Wiley ve Adams-LIBR

(TP) Kutiphane tarama Yazilimlari

213 Metanol ve Etanol Ekstrelerinin ve Ucgucu Yaglarin

Antimikobakteriyal Aktivite Tayinleri

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve ham ekstrelerin (metanol ve
etanol ekstresi) her biri icin antimikobakteriyal aktivite arastirildi. Bu amagla
On tarama ile aktivite gésteren érneklerin 100 mg/ml, 40 mg/ml, 20 mg/ml ve
10 mg/ml seri dilusyonlari hazirlanarak iki paralelli olarak calisildi. Ve MIK
degerleri saptandi. Aktivite denemelerinde olduk¢a duyarli sonuglarin
saptanabilmesinde modern tetkiklerin kullanilmasi 6nem tasimaktadir.
Aktivite testleri in-vitro, oksijen tuketimine bagli flouresans tayini ile yapildi
[102].
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2.14 invitro Oksijen Uretimine Bagl Floresans Tayini Teknigi

Flloresansa neden olan bilesik 16x100mm tdplerin dip kismina
gémull olan slikon flioresans o6zeligindeki bir bilesiktir. Bu bilesik broth
icerisinde bulunan ¢oziilmis oksijene karsi hassasiyet gosterir. ilk olarak ok
fazla miktardaki ¢ozulmug oksijen bilesik tarafindan emilir ve sonugta ve
sonugta ¢ok zayif bir 1sima belirir.  Mikroorganizmalarin aktif solunum
yapmasi sonucunda oksijen tuketildiginde 365 nm de UV transilluminator ya
da uzun dalga boylu UV isiginda (Wood'un Ilambasi) flloresansin
gOzlemlenmesine imkan saglar. Buyumenin belirlenmesi homojen olmayan
bir bulaniklikla yada kultlr besiyeri igcinde kuglUk taneler yada parcgalarla
belirlenir [102].

Besiyeri icersinde mycobacteria’nin buyumesini hizlandiracak bir
takim maddeler igirmektedir. Oleik asit tuberkll basili igin metabolizmasinda
¢ok onemli rol oynar ve yararlanir. Albumin rolu ise Mycobacterium tarleri
icin toksik olabilen serbest yag asitlerine baglanarak ajanlardan korumaktir.
Dekstroz ise bir tur enerji kaynagidir. Toksik peroksidazlari pargalamak igin

besiyeri katalazda igerir.

2.15 Besiyerinde Kullanilan Maddelerin Ozellikleri

2.15.1 BBL MGIT 7H9 Broth’un igerigi

Tidp 110 pl flioresansh belirleyici ve 4ml de broth igerir. indikatér
silikon icinde Tris 4, 7 - difenil-1,10-fenanthroline ruthenium chlorid
pentahidrat bulunur. Tdpun igersinde % 10’luk karbondioksit vardir. Tupun

agzi sikica kapalidir.
Yaklasik formula bir litre saf suda;

Modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth base .......... 59q¢gr
Kasein pepton 1.25 gr
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2.15.2 BBL MGIT OADC Zenginlestirici icerigi

15 ml Middlebrook OADC zenginlestirici olup, yaklasik formula bir litre
saf suda asagidaki sekildedir.
Bovin albumin ... 50.0 gr Katalaz ........... 0.03 gr
Dekstroz........oooviiiiiiiiii 20.0 gr Oleik asit ........ 0.6 gr

2.15.3 BBL MGIT PANTA Antibiyotik icerigi

Bir sise de liyofilize olmus halde antimikrobiyal ajan igerir.
Kullanmadan énce 3 ml steril distile yada deiyozine su ile karngtirilir.

Yaklasik formdil;

Polymyxin B .......cccoooiviiiiiiinn. 6,000 unite Trimethoprim ... 600 pg
Amphotericin B ... 600 ug Azlocillin ......... 600 ug
Nalidixic acid ...........ccoeveieiiiiiiiiiinns 2,400 pg

Pasaj vyaparken baska mikroorganizmalarla kontaminasyonu
engelleyen antibiyotik kokteyldir. Bu madde sadece pasajlarda kullanildi.
Antimikrobial aktivite calismamizda, ekstrelerle herhangi bir etkilesime

girmemesi icin kullaniimad.

2.15.4 Kullanilan Reaktiflerin Saklama Kosullari

BBL MGIT (Mycobacteria Growth indikatér Tube) tiipleri 2 ila 25°C’ de
saklanmali ama kesinlikle dondurulmamalidir. MUmkun oldugunca az isiga
maruz kalmalidir. Broth temiz ve renksiz olmalidir, herhangi bir bulaniklik
tespit edilirse kullaniimamaldir. Uzerinde belirtilen Son kullanma tarihine

kadar ekim yapilabilir. Ancak inkiibasyon en fazla 8 haftadir.

BBL MGIT OADC kapali bir yerde 2 ila 8°C. de saklanmalidir.

Donmamali yada c¢ok i1sinmamalidir. .Kullanilacagi zaman agiimalidir.
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Mamkun oldukga 151k icermeyen bir yerde saklanmalidir. BBL MGIT PANTA

liyofilize halde vial siselerde 2 ila 8°C’ de saklanmaldir.

2.16. Antimikobakterial Aktivite Tayini

MGIT igerisinde 4ml modifiye edilmis Midllebrook 7H9 Broth Base
bulundurur. Tapun igerisinde dip kisminda oksijene duyarli ve 1sima yapan
silikon bulunur. Mikroorganizmanin uremesi ile var olan oksijen miktari duser

ve bu durum 365nm de transilluminator ile okutulur.

Becton Dickinson tarafindan manuel c¢alismak igin hazirlanan
hassasiyet testine goére her bir tipe 6zel OADC (oleik asit, albumin,
dekstroz,katalaz) zenginlestirici maddesinden 500 ul konuldu daha sonra
aktivitesi belirlenecek maddeden 100 pl konuldu. Son konsantrasyon 1.5-
0.012 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. iclerine 100 pl seyreltimis
mycobacterium konuldu. inokulum aktarilmayan tiip negatif kontrol olarak
belirlenirken pozitif kontrolln iginde ise sadece organizma ve OADC vardir.
Baska bakterilerin Ureyip Uremedigini kontrol etmek amaci ile kanh agara
ekim yapildi. ClnkU Kanli agarda mycobacterium tuberculosis Greyemezken
diger bakteriler GUremektedir. 37 C de inkube edilir. Kontrol tipu (+) oldugu
gln ‘gun 0’ olarak kabul edildi ve takip eden iki gin igin (gun 1 ve gin 2)
okuma yapildi. Uremenin (-) oldugu konsantrasyon MIK degeri olarak kabul
edildi.
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3. SONUC

3.1 Metanol ve Etanol Ekstresinin Antibakterial Aktivitesi

Calismamizda kullanilan S. pomifera ve S. cryptantha ‘nin non-polar
bir ¢cozlcu olan metanol ile ¢ozulmesi sonrasinda elde edilen ekstratlarin
Her iki

bitkinin etanol ekstrelerinin aktiviteleri ile bilgi Cizelge 3.3 de verilmistir.

antibakterial aktiviteleri sirasiyla Cizelge 3.1 ve 3.2 de verilmigtir.

Kullanilan diskler 6 mm
Candida

Pozitif kontrol igin Ciproflaksin kullaniimigtir.
¢apindadir . Zon c¢api 6lgimu disk dahil olmak Uzere yapilmigtir.

albicans igin kontrol kullaniimamistir.

Cizelge 3.1. Salvia pomifera metanol ekstresinin disk difuzyon yontemi ile

antibakteriyal aktivitesi

inhibisyon Zon Gaplari(mm)

Methanol Ciproflaksin
Kullanilan Bakteriler 10 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml

Proteus vulgaris 12.25+2.06 8.25+0.95 7.25+0.5 34.546.45
Klebsiella pneumonia 0 0 0 37.5£1.75
Bacillus cereus 11£1,15 0 0 37.25+3.20
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 41.25%£1.5
Escherichia coli 0 0 0 26.5 +1.29

Staphylococcus aureus 8.0+0.81 0 0 32+3.91

Candida albicans 0 0 0 *
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Cizelge 3.2. Salvia cryptantha Metanol ekstresinin disk difuzyon yontemi ile

antibakteriyal aktivitesi

inhibisyon Zon Gaplari(mm)

Kullanilan Bakteriler Methanol 20 mg/ml Ciprofloxacin
Proteus vulgaris 0 28.5+£1.29
Klebsiella pneumonia 0 47.5+2.38
Bacillus cereus 9.25+0.95 44.0+0.81
Pseudomonas aeruginosa 0 32.75+0.95
Escherichia coli 0 42.75%2.06
Staphylococcus aureus 7.25+0.5 28.5+1.29
Candida albicans 0 *

Cizelge:3.3. Salvia pomifera ve Salvia crypthanta etanol ekstrelerinin disk
difuzyon yontemi ile antibakterial aktivitesi

inhbisyon Zon Gapi (mm)
(Disk difuzyon yontemi ile etanol ekstresi antibakterial aktivite)

Salvia pomifera |Ciproflaksin|| Salvia cryptantha |Ciproflaksin
Bakteriler
20
100 mg/ml mg/ml 100 mg/ml| 20 mg/ml
Proteus vulgaris | 12+1.63 0 47.5+2.38 |l 13.75£0.5| 9+0.86 34.5+4.20
Kiebsielia 0 0 |3025:2.75 0 0 33.25+2.75
pneumonia
Bacillus cereus 0 0 34+1.82 14+2.30 | 9.5+0.57 32+1.82
Pseudomonas 0 0 | 38.25:25 0 0 34.2542 5
aeruginosa
Escherichia coli |10.25+0.95 0 28.5+1.5 0 0 26.25+2.21
Staphylococcus 0 0 |3375:394 | 1120.81 | 6.5¢1.20 | 32.25:05
aureus
Candida albicans 0 0 * 0 0 *
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3.2. Metanol ve Etanol Ekstresinin Bakteriler igin MIK Tayini

Calismamizda MIK tayini igin tip dilusyon yontemi kullandik.

Disk

difuzyonla yapilan tarama testi sonrasinda 10 mg/ml-0,625 mg/ml kadar iki

kat seri dilusyon hazirladik.

Negatif Kontrol: Besiyeri+ Ekstre,

Pozitif Kontrol, Besiyeri+ DMSO+ Bakteri sispansiyonu.

(+) : Aktivitenin oldugunu,

(-) : Aktivitenin olmadigini gosterir. ilgili veriler; Cizelge 3.4, 3.5 ve

3.6'da verilmigtir.

Cizelge: 3.4 Salvia pomifera ve Salvia crypthanta Metanol Ekstresinin Tup
Dilusyon Yontemi lle MIK Tayini.

Konsantrasyonlar (mg/ml)

Bitkiler Bakteriler Negatif | Pozitif
50 | 25 (12,5| 6,75 | 3,37

Kontrol | Kontrol
Proteus vulgaris - - - - + - +
o Klebsiella pneumonia + + + + + - +
,E Bacillus cereus - - - - + - +
§_ Pseudomonas aeruginosa + + + + + - +
g Escherichia coli + + + + + - +
Z Staphylococcus aureus - - - - + - +
Candida albicans + + + + + - +
Proteus vulgaris - - + + + - +
s Klebsiella pneumonia - - + + + - +
é Bacillus cereus - - + + + _ -
% Pseudomonas aeruginosa - - + + + - +
-§ Escherichia coli + + + + + - +
* Staphylococcus aureus - - - + + - +
Candida albicans + + + + + - +
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Cizelge: 3.5 Salvia pomifera ve Salvia crypthanta Etanol Ekstrelerinin Tup

Dilusyon Yéntemi ile MIK Tayini.

BITKI

Konsantrasyonlar (mg/ml)

Bakteriler Negatif | Pozitif
50 | 25| 12,5 | 6,75 | 3.37

Kontrol | Kontrol
Proteus vulgaris -] - + + - +
o Klebsiella pneumonia + |+ + + - +
,E Bacillus cereus + |+ + + - +
§_ Pseudomonas aeruginosa + | + + + - +
';S“ Escherichia coli - |+ + + - +
@ Staphylococcus aureus + |+ + + - +
Candida albicans + |+ + + - +
Proteus vulgaris - + + - +
© Klebsiella pneumonia + |+ + + - +
g Bacillus cereus + | + - - - +
% Pseudomonas aeruginosa + |+ + + - +
2 Escherichia coli + |+ | + + - +

=

* Staphylococcus aureus + |+ - - - +
Candida albicans + | + + + - +
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Cizelge:3.6 Salvia cryptantha ve Salvia pomifera metanol ve etanol
ekstrelerinin MIK ve MBK degerleri

BAKTERILER MIK(mg/ml) | MBK(mg/ml)
ETANOL
Proteus vulgaris 12,5 12,5
Staphylococcus aurous 25 25
Bacillus cereus 25 25
METANOL
Salvia cryptantha |Proteus vulgaris 25 25
Klebsiella pneumonia 50 50
Bacillus cereus 12,5 25
Pseudomonas
aeroginosa 25 25
Staphylococcus aureus 12,5 12,5
METANOL
Proteus vulgaris 6,75 6,75
Bacillus cereus 12,5 12,5
Salvia pomifera Staphylococcus aureus 6,75 12,5
ETANOL
Proteus vulgaris 25 25
E.coli 50 50

3.3. Methanol ve Etanol Ekstrelerinin Antifungal Aktivitesi

Gahsmamiz kullandigimiz  bitkilerin antifungal aktivitelerini disk
difuzyon yontemi ile belirledik. Kullandigimiz funguslarin sispansiyonlari
450 nm de absorbansi 0.45 olacak sekilde UV spektrofotometrede ayarlandi.
Kullanilan bos antibiyogram testlerinin ¢aplari 6mm olup zon ¢api o6lgumu
disk dahil olmak Uzere yapilmistir. Elde edilen veriler cizelge 3.4'de

verilmistir.
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3.1.Metanol ve Etanol Ekstrelerinin Funguslar igin MIK ve MFK
Tayini

Disk difuzyon ile yapilan 6n tarama testlerinin verilerine dayanarak
Funguslarin MIK degerini belirlemek igin Mikrodilution Broth Teknigi
uygulanmigtir.  Renkli sporlarindan dolay! aktivite tayini 96 well plate

okuyuculu spektrofotometrede 600 nm de absorbansi belirlenerek yapilimistir.

Salvia pomifera’nin metanol ekstresinde c¢alistigimiz funguslara karsi
bir aktivite gdzlenmemistir. Salvia cryptantha’nin etanol ekstresinde de

benzeri durum gozlenmigtir.

Cizelge 3.7. Salvia pomifera ve Salvia crypthanta etanolve metanol
ekstrelerinin disk diflizyon yontemi ile antifungal aktivitesi.

inhibisyon Zon Gapi (mm)
Metanol Etanol
BITKI FUNGUSLAR 10 mg/ml |1 mg/ml | 0,5 mg/ml | 100 mg/ml | 20 mg/mi
Aspergillus nigar 0 0 0 8.5+0.57 0
5
’g Aspergillus flavus 0 0 0 7.25+0.5 0
g
.g Asperqgillus ochraceus 0 0 0 7.2520.5 0
3
Fusarium proliferatum 0 0 0 0 0
FUNGUSLAR 100 mg/ml 20 mg/ml 100 mg/ml | 20 mg/ml
§ Aspergillus nigar 7.75+0.5 0 0 0
b
% Aspergillus flavus 7.75+0.5 0 0 0
8
% Asperqgillus ochraceus 0 0 0 0
)
Fusarium proliferatum 0 0 0 0
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Cizelge 3.8 Metanol ve Etanol Ekstrelerinin Funguslar icin MIK ve MFK
Tayini

MIK(mg/ml) MFK(mg/ml) MIK(mg/ml) MFK(mg/ml)
BITKI FUNGUS ETANOL METANOL

8 A.nigar 0 0 50 50
IS
I
& |A.flavus 0 0 50 50
S
g
< |A.ocreceus 0 0 0 0
%)

F.proliferatum 0 0 0 0
© A.niger 25 25 >50 50
2
§ A.flavus 50 50 0 0
(co\u A.ocreceus 50 50 0 0

F.proliferatum 0 0 0 0

3.4 HPLC Analiz Sonuglari

Calismamizda kullanilan Salvia pomifera ve S. cryptantha’nin metanol
ekstrelerinin  HPLC ydntemi ile bilesenleri belirlenmigtir. Kullanilan
standartlar, (1) gallic, (2) katesin, (3) kafeik, (4) epikatesin, (5) vitexin, (6)
rutin, (7) naringin, (8) hesperidin, (9) apigenin-glukozit, (10) rosmarinik, (11)
eriodictiol, (12) quercetin, (13) naringenin, (14) luteolin, (15) apigenin, (16)
karvakrol ve (17) acecetin seklinde kromotogramlarda numaralar ile
verilmistir. Sekil 3.1: Salvia cryptantha metanol ekstresinin kromotogrami,
Sekil 3.2: Salvia pomifera metanol ekstresinin kromotogrami verilmektedir.

Cizelge 3.9: HPLC Analiz sonuglari pg/gr olarak verilmektedir.
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Sekil 3.2 Salvia pomifera metanol ekstresinin kromotogrami
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Cizelge 3.9 HPLC Analiz Sonuglari

Metanol(ug/gr)
Standartlar Salvia pomifera Salvia cryptantha
gallik
57,00 31,00
katesin
643,50 116,40
kafeik
524,20 1321,90
epikatesin
- 57,78
vitexin
35,88 45,88
rutin
- 1322,20
Naringin
Hesperidin
Api-glu
rosmarinik
22436,20 22632,90
eriodictiol
156,89 143,95
quersetin
129,38 125,58
naringenin
326,57 11,27
luteolin
1567,87 984,19
apigenin
1677,73 169,91
karvakrol
382,33 312,16

3.5 Ugucu Yaglarin Antibakterial Aktivitesi

Bitkilerden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin
antibakteriyal aktiviteleri, MIK ve MBC degerleri tespit edildi. ilk giin ekimin
hemen ardindan UV 96 well-plate okuyucudan alinan absorbans degerleri
kaydedildi.
degerleri karsilastirildi ve dusuk absorbans degerine sahip oOrnekler bize

aktivite varhigini gosterdi.

aktiviteyi gostermisgtir.
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3.5.1 Ugucu Yaglarin MIK ve MBK Tayini

Salvia cryptantha ve S.pomifera’nin ugucu yaglarinin MIK ve MBK

degerleri pl/ml olarak verilmigtir.

Cizelge 3.10 Ugucu Yaglarin MIK ve MBC Degerleri

L. . Ucucu Yag
BITKI BAKTERI
MIK(ul/ml) MBK(ul/ml)

Proteus vulgaris 3.12 6.75
Klebsiella pneumonia 1.56 3.12
Bacillus cereus 3.12 3.12

Salvia cryptantha Pseudomonas aeruginosa 6.75 6.75
Escherichia coli 1,56 3.125
Staphylococcus aureus 3.12 3.125
Candida albicans 3.12 3.125
Proteus vulgaris 6.75 6.75
Klebsiella pneumonia 12.50 25.00
Bacillus cereus 3.125 6.75

Salvia pomifera Pseudomonas aeruginosa 25.00 50.00
Escherichia coli 6.75 6.75
Staphylococcus aureus 6.75 12.50
Candida albicans 6.75 12.50

3.6 Ugucu Yaglarin Antifungal Aktivitesi

Ugucu yaglarin antifungal aktivitelerini belirlemek igin mikrodilusyon
broth teknigi uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak besiyeri+fungus+DMSO,
negatif kontrol olarak besiyeritugucu yag hazirlanmistir.  Ucgucu yag
konsantrasyonu 25 pl/ml- 0.78ul/ml olacak sekilde iki kat seri dilusyon
halinde hazirlandi. Tum funguslar 450 nmde 0.45 absorbans olacak
hazirlandiktan sonra 600 nm de 96 well plate UV reader da okutularak

aktivite tayini yapildi. ik giin ekimin hemen ardindan alinan absorbans
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degeri diger iki gin boyunca absorbans degerinden dusuk oldugu durumlar
aktivite varligini gostermektedir. Cunku Ureme olmadi takdirde yogunluk

azalmakta bu da dusuk absorbans degeri almamiza neden olmaktadir.

3.6.1.Ucgucu Yaglarin MIK ve MFK Tayini

S.pomifera ve S.cryptantha’nin ugucu yaglarinin MIK ve MFC

degerleri Cizelge 3.11’de verilmektedir.

Cizelge 3.11 Ugucu Yaglarin MIK ve MFK Degerleri

MIK(pl/ml) MFK(ul/ml)
BITKi FUNGUS Ugucu Yag
A.niger 0 0
A.flavus 0 0
Salvia cryptantha
A.ocreceus 0 0
F.proliferatum 25 25
A.niger 1.56 1.56
A.flavus 1.56 1.56
Salvia pomifera
A.ocreceus 0.78 1.56
F.proliferatum 1.56 3.125

3.6.2. Ugucu Yaglarin GC-MS Analizi

Cizelge 3.12, Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14’de Salvia crypthanta ve
Salvia pomifera’nin ugucu yaglarinin GC/MS sonucunda ortak bilesenleri

verilmektedir.
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Cizelge 3.12 Salvia cryptantha Ugucu Yaginin Bilesenleri

RI Bilesik %
1032 a -pinen 3.1
1076 kamfen 2.6
1118 3-pinen 1.5
1174 mirsen 1.0
1188 a -terpinen 0.2
1203 limonen 0.7
1213 1,8-sineol 16.7
1246 (Z2)-11-Osimen 0.2
1255 y-terpinen 0.6
1280 p-simen 0.3
1497 a -kopaen 0.8
1532 kafur 15.3
1544 a -gurjunen

0.3

1590 bornil asetat 1.7
1611 terpinen-4 ol 0.6
1612 R -karyofillen 4.7
1661 alloaromadendren

0.6
1687 a-humulen 0.4
1704 a -muurolen 0.7
1719 borneol 4.5
1741 3 -selinen 0.9
1743 a -muurolene 0.2
1745 a -selinen 0.5
1773 d-kadinen 11
1776 y -kadinen 04
1804 mirtenol 1.9
1854 germacrene-B 0.5
1953 palustrol 1.4
2008 karyofillen oksit 1.3
2057 ledol 1.4
2104 viridiflorol 21.4
2145 valeranon 1.0
2198 timol 6.7
2239 karvakrol 0.3
2250 a -6desmol
0.9
2257 3-6desmol 2.9
Toplam(%) 98.3
Bilesik sayisi 36
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Cizelge3.13 Salvia pomifera Ugucu Yaginin Bilesenleri

RI Bilesik %
1014 trisiklen 0.2
1032 a-pinen 5.6
1035 o-tuyen
1072 a-fenken
1076 kamfen .8
1118 B-pinen 5.7
1132 sabinen 0.1
1174 mirsen 4.4
1188 o-terpinen 04
1203 limonen 1.7
1213 1,8-sineol 401
1255 y-terpinen 0.5
1256 3-oktanon 0.1
1280 p-simen 0.9
1290 terpinolen 0.2
1437 a-tuyon 37
1451 B-tuyon 34
1474 trans-sabinene hidrat 0.2
1532 kafur 11.2
1553 linalol 0.8
1556 cis-sabinene hidrat 01
1565 linalil asetat

0.2

1571 trans-p-ment-2-en-1-ol -
1590 bornil asetat 11
1611 terpinen-4 ol 0.7
1612 B-karyofillen 2.1
1628

aromadendren 0.2
1638 cis-p-ment-2-en-1-ol
1658 sabinil asetat -
1687 a-humulen 0.3
1706 o-terpineol 18
1719 borneol 3.3
1773 8-kadinen 0.1
1776 y-kadinen -
1804 mirtenol 0.1
1853 cis-kalamenen -
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1864

p-simen-§8-ol

1941 a-kalakoren 01
2008 karyofillen oksit 0.8
2045 humulen epoksit-I -
2071 humulen epoksit-II 0.2
2098 globulol 0.1
2104 viridiflorol 0.8
2144 spatulenol 0.1
2198 timol -
2221 | izokarvakrol (=4-Izopropil-2-metil fenol)
2224 klovenol
2239 karvakrol 0.1
2324 karyofilladienol-II 0.1
2389 karyofillenol-I 0.3
2392 karyofillenol-I1I 0.2
2645 manol 0.3
Toplam % 98.1
Bilesik sayisi 52
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Cizelge 3.14 Salvia cryptantha ve Salvia pomifera Ugucu Yaglarinin Ortak
Bilesenleri

Bilesikler S.crypthanta (%) S.pomifera (%)
a-pinen 3.1 5,6
Kamfen 2,6 5,8
B-pinen 1,5 0,7
Mirsen 1 44
a-terpinen 0,2 0,4
a-terpinen 0,7 1,7
1,8-sineol 16,7 40,1
Y -terpinen 0,6 0,4
p-simen 0,3 0,9
Kafur 15,3 11,2
bornil asetat 1,7 1,1

Terpinen-4 ol 0,6 0,7
B-karyofillen 4,7 21

o-humulen 0,4 0,3
Borneol 0,7 3,3
karyofillen oksit 1,3 0,8
Mirtenol 1,9 0,1

karvakrol 0,3 0,1

3.7 Metanol,Etanol ve Ucgucu Yaglarinin Antimycobacterial
Aktivitesi

invitro oksijen Uretimine bagh floresans tayini teknigi i kullanilar 365
nm de UV reader ile okutulan degerler pozitif kontrol da Ureme olduktan
sonra 2 gun suresince gunluk okutulur. Her iki bitki drneginin metanol,etanol
ve ugucu yaglarinin antimycobacterial aktivitesi belirlenmis ve Cizelge

3.15’de MIK degerleri verilmigtir.
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Cizelge 3.15 Metanol, Etanol ve Ugucu Yaglarinin Antimycobacterial
Aktivitesi

Bitkiler

MiK

Metanol Ekstresi (mg/ml)

Etanol Ekstresi (mg/ml)

Ucucu yag(ul/ml)

Salvia cryptantha

1.56

1.56

12,5

Salvia pomifera

0.39

>1.56

<50
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4. TARTISMA

Calismamizda kullandigimiz bitkilerin metanol ve etanol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivite tayin igin funguslardan A. niger, A. flavus,
F. proliferatum, A. ocreceus kullanilirken, bakteriler icin P. aeroginosa,
B. cereus, P. vulgaris, K. pnemonia, P. aeroginosa, S. aurous E. coli ve

C. albicans mayasi kullanildi.

Salvia pomifera metanol ekstresinin aktivite tayini igin genel tarama
yontemi disk diflizyon yontemi ile yapildi. Metanol ekstresinin 1 mg/ml ve 0.5
mg/ml’lik konsantrasyonu P. vulgarisde sirasiyla 8.25+0.95 ve 7.25+0.5 lik
inhibisyon zon ¢ap! olusturarak en yuksek aktiviteyi gosterdi. Ayrica metanol
ekstresinin  10mg/ml konsantrasyonu P .vulgaris diginda B. cereus da
11.25+0.95’'lik inhibisyon zon c¢api olustururken Staphylococcus aurous
tizerinde 8.0+0.81’lik inhibisyon zon ¢api olusturdu. Diger bakterilere karsi

aktivite gozlenmedi.

Salvia cryptantha metanol ekstresinin 20 mg/ml’lik konsantrasyonu
9.25+0.95’lik inhibisyon zon ¢api ile B. cereus Uzerine ve 7.25t£0.5’ lik zon
cap! ile Staphylococcus aureus uUzerinde aktivite goOstermistir.  Diger
bakterilere kargi aktivite goézlenmemigtir. Antibakterial hassasiyetin Gram
pozitif ve gram negatiflerde farkli olmasi  morfalojik yapidan
kaynaklanmaktadir. Gram negatif bakteriler en dis kisimlarinda fosfolipidik
bir yapiya sahip olup lipopolisakkarit bilegenler tasir. Bu drum hicre duvarini
lipofilik pargalara kargl gegirmez yaparken igerdigi polar hidrofilik parcalara

karg! bir bariyer olup bu limit 600DA'dir. Gram pozitif bakterilerde ise dis
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tabakalarinda sadece peptidoglikandan olustuklarindan ve gegirgenlikten
etkilenmediklerinden ¢ok daha hassastir [111].

Salvia pomifera etanol ekstresinin 20 mg/ml’ lik konsantrasyonu higbir
bakteriye karsi etki gostermemistir. 100mg/ml’lik konsantrasyonu P.vulgaris
icin 12+1.63’ UKk E. coli igin 10.25+0.95 ‘lik inhibisyon zon ¢api olusturdu.

Salvia crytantha’nin etanol ekstresinin 100 mg/ml’lik konsantrasyonu
P. vulgaris ve S. aureus’a karsi aktivite gosterdi. P. vulgaris igin 13+0.5,
111£0.81 inhibisyon zon c¢api dl¢uldi. 20 mg/ml igin 11+0.81 ve 6.5+1.29

inhibisyon zon g¢aplari belirlendi.

Disk difizyon c¢alismasinda kontrol olarak kullanilan ciproflaksinin
olusturdugu zon c¢aplari galismamizda kullanildigimiz S. cryptanta ve
S. pomifera bitkilerinin ham ekstrelerinden ¢ok daha fazladir. Sonug olarak
ciproflaksin ticari bir antibiyotik olurken kullandigimiz ekstreler ham

ekstrelerdir.

Salvia crypthanta etanol ekstresi icin antifungal aktivite gorilmezken,
Salvia pomifera da metanolde aktivite gorlilmemistir. Salvia cryptantha
metanol ekstresi 100 mg/ml de A. nigar ve A. flavus’a karsi aktivite
gosterirken Salvia pomifera etanol ekstresi 100 mg/ml de A. nigar, A
.ocreceus ve A. flavus’a kargi aktivite gostermistir. Hepsi icin MIK degeri 50

mg/ml olarak tespit edilmigtir.

Metanol ve etanol ekstreleri saf bircok bilesigi icerdiginden ve bu

bilesenlerin sinerjik etkisi farkli olabilmektedir.[22]
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Calismamizda kullanildigimiz S. cryptanta ve S. pomifera bitkilerinin
ugucu yaglarinin konsantrasyonu 50 ul/ml-0,78 pl/ml olacak sekilde seri

dilisyonu hazirlanmistir.

S. crypthanta ugucu yagdinin MIK degeri K. pnemonia ve E. coli igin
1,56 pl/ml olarak belirlenip anlamh bir aktivite gdéstermistir.  Her iki
organizmada 3.12 uyl/ml de baktersidal aktivite gostermistir. P. aeroginosa en
direncli bakteri olup MIK degeri 6,75 pl/ml olarak belirlenmistir. Geriye kalan
S. aurous, P. vulgaris, B. cereus ve C. albicans ‘in MIK degeri 3,12 pl/ml

olarak belirlenmisgtir.

S. pomifera ugucu yaginin B. cereus Uzerinde en fazla etkiye sahip
olup MIK degeri 3,12 pl/ml’dir. S. aurous ve , P. vulgaris, C. albicans ve E.
coli igin MIK 6,25 ul/ml, K. pnemonia igin MIK 12,5 pl/ml, P.aeroginosa en
direncli bakteri olup MIK degeri 25 ul/ml olarak belirlenmigtir.

S. cryptantha ugucu yaginin igerisindeki %21,4 viridflorol Salvia
pomifera igersinde bulunmamaktadir. Bu madde Gram negatif bakteriler olan

K. pnemonia ve E. coli Uzerinde etkili olabilir.

Penna ve arkadaslari Sardunya’da dogal olarak yetisen Salvia sclarea
ve Salvia deseloena ucucu yadlarinin antimikrobiyal aktiviteleri konsunda
yaptiklari galismada S. sclera ugucu yaginin S. aurous, E. coli, S. epidermis
ve C. albicans’a (MIK 0.250-1 mg/ml) karsi1 anlamli bir aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. (kandidisal aktivite dozu >2 mg/ml ). Calisilan S. sclarea ugucu
yag oOrneginin %47,4’'Gn0 olusturan o-terpiniolen S. aerous, E. coli,
S epidemis, P. aeroginosa ve C. albicans’a karsi énemli etkisi oldugunu ve
lineolin etkisinin daha zayif oldugunu belirlemiglerdir [[63] Calistigimiz
bitklerden S. pomifera da %0,2 a-terpiniolen varken S. cryptantha da tespit
edilmemigtir. Her iki bitkide de lineol bilesigine rastlamamistir. S. cryptantha

da bulunmamasina ve S. pomifera’nin ugucu yaginda c¢ok az bir miktar
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bulunmasina ragmen C. albicans, S. aurous ve E. col’e kargl aktivite
gOstermesi a-terpiniolen digindaki diger bilesenlerinde bu bakterilere karsi

etkili oldugunu gdstermektedir.

S. cryptantha ve S. pomifera ugucu yaglarin bilesenleri bakimindan
benzerlik gértlmustar. Calismamiz da Kusadasindan toplanan S. crypthanta
da bitkisinden ¢ok az miktarda (%3,1) a-pinene rastlanmistir. En ylksek
miktarda bulunan %?21,4 ile viridifloroldir. Sivas bolgesinden toplanan
S. crypthanta ve S. multicualis turleri ile 2004 yiinda Bektas Tepe ve
arkadaslar tarafindan yapilan ugucu yag analizine gore en yuksek miktarda
a-pinenen rastlandigi bildirilmistir [50]. Bu durumda bitkilerin lokolite
farklihgindan kaynaklanabilirken ayni zamanda toplanma zamani ve ugucu
yag elde etme vyontemlerindeki farklihklardan kaynaklanabilir (Lis-
Balchin,1997). S .cryptantha ve S. pomifra bitkilerini metonol ve etanol
ekstrelerinin ugucu yaglari ile antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirdigimizda
¢ok daha az etkili oldugunu goérmekteyiz. Salvia turleri, ugucu yaglarinda

icerdikleri 1,8-sineol ve borneol ile karakterize edilir [112].

Salvia turlerinde tipik olarak bulunan 1.8 sineol Salvia. pomifera da
%40.1 iken Salvia cryptantha da %16.7 oraninda bulunmaktadir. Ayrica
antimikrobial aktivite gosterdigi bilinen kafur maddesi Salvia. pomifera ve
Salvia cryptantha ugucu yaglarinda bulunmaktadir. Oranlari sirasiyla %15.3
ve %11.2 dir.

Salvia pomifera ugucu yagi en dusuk konsantrasyon olan 0.78 pl/ml
A. ocreceus ‘a karsi antifungal aktivite gostermistir.  Ayrica A. niger,
A. flavus, F. proliferatum icin MIK degeri 1.56 ul/ml dir Salvia cryptantha
F. proliferatum Uzerine aktivite gosterdigi belirlendi ve MIK degeri 25 pl/ml

olarak belirlenmigtir.
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Salvia pomifera Kusadasi’ndan toplanmis olup nemli ortamda yetisen
bir tir iken S. crypthanta ise i¢ Anadolu da karasal iklimde yetismektedir. Bu
durmda c¢evresel kosullardan etkilenen sekonder metabolit olusumunu her iki
bitki icin degistirmistir. Calismamizda S. pomifera’in antifungal aktivitesi
S. crypthanta dan daha fazladir. Bu durum yetistigi nemli ortamda kendisini
fungal etkilerden korumak igin gelistirdigi sekonder metabolitlerden

kaynaklanabilir.

Ayrica Salvia turlerinin karakteristik 6zelligi olan rosmarinik asit her iki
Salvia turin de ylksek miktarda bulunmaktadir ve bu fenolik asit bitkiye
yUksek antioksidan 6zellik kazandirmaktadir [70]. S. cryptantha yuksek
miktarda rutin icermektedir. Rutin bir flovanoiddir. Daha ¢ok tahnlarda ve
baklagillerde bulunur en ¢ok karabugdayda bulundugu bildiriimigtir. Damar
cidarlarini guglendir ve son zamanlarda yapilan yayinlarla antioksidant 6zellik

gosterdigi de agiklanmistir. [70]

Salvia pomifera da metanol ekstresinde anti tuberkiloz aktivite
bulunmaktadir. HPLC sonucunda etkin bir madde olan karvakrol orani disuk
olmasina karsin Mycobacterium tuberculosis’e kargi aktivite gostermesi
metanol  bilesenindeki  gallik  asit, kataksi veya  epigeninden

kaynaklanabilecegini dusundurmektedir.

Literatur taramasi sonucunda mono, di ve triterpenlerle yapilan anti
tuberkuloz aktivite calismalarinin yok denecek kadar az oldugu buna karsilik
yapilan birka¢ calisma da ekstraktlarin ylUksek derecelere varabilen anti

tuberkuloz aktivitesi gosterdigi gorulmustur [104, 113].

Bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin antimikobakteriyel aktivite
tayinlerinde alkoloidler, flavonlar, kumarinler, kromonlar, kalkonlar,
terpenoidlerin, saponinler, steroidler, fenoller, polifenol ve peptidlerin aktivite

gOsterdigi bulunmustur [114].
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Calismamizda kullandigimiz bitkiler halk arasinda tedavi amagl
kullanilan bitkiler olup bunlarin biyolojik aktivite tayinleri etkinligini artirmak ve
dogru kullanimini saglamak acgisindan onemlidir. GUnUimuizde dizensiz
antibiyotik kullanimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan antibiyotik direncine
karg! yeni ajanlar belirlenmesi 6nemlidir. Ozelikle tliberkiiloz bugiin yeniden
ciddi bir sorun haline gelmis ve yuksek oranlarda dlimlere neden olmaktadir.
Tedavinin etkinligi erken teshis ve dogru antibiyotik kullanimina baghdir. Bu

yuzden tibbi bitkiler yeni ajanlar igin buyuk bir kaynaktir.
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