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Amagc: Bu ¢calismada, Tiirkiye 'de yetisen bes Centaurium tiiriiniin (Centaurium erythraea subsp. rhodense,
C. erythraea subsp. turcicum, C. maritimum, C. spicatum ve C. tenuiflorum subsp. acutiflorum) toprak iistii
kistmlarindan elde edilen etil asetat ve metanol ekstrelerinin segilen Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
ve Candida albicans mayasina karst in vitro antimikrobiyal etkinliginin test edilmesi amac¢lanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Ege (Mugla, Denizli, Izmir) ve Akdeniz (Antalya) bélgelerinden toplanan bitki
orneklerinin toprak tistii kisimlart kullanilarak elde edilen metanol ve etil asetat ekstrelerinin, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterileri ve Candida albicans ATCC
10231 mayasina karst in vitro antimiktobiyal aktivitesi stvi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak aragtirimistir.

Sonuc ve Tartisma: Uzerinde calisilan Centaurium tiirlerinin metanol ekstrelerinin S. aureus, E. faecalis,
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa bakterileri ve C. albicans mayasina karsi orta diizeyde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi, etil asetat ile hazirlanan ekstrelerin ise etkinliginin olmadigi tespit edilmistir

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Centaurium erythraea subsp. rhodense, C. erythraea subsp.
turcicum, C. maritimum, C. spicatum, C. tenuiflorum subsp. acutiflorum.

ABSTRACT

Obijective: In this study, in vitro antimicrobial activity of ethyl acetate and methanol extracts of the aerial
parts of five Centaurium species (Centaurium erythraea subsp. rhodense, C. erythraea subsp. turcicum, C.
maritimum, C. spicatum, and C. tenuiflorum subsp. acutiflorum), which are naturally grown in Turkey were
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intended to be tested against selected Gram positive and Gram negative bacteria; and a yeast Candida albicans
by using broth microdilution method.

Material and Method: Methanol and ethyl acetate extracts of aerial parts were obtained from each of the
Centaurium plants collected from Ege (Mugla, Denizli, Izmir) and Akdeniz (Antalya) Regions in Turkey tested
on S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13883, P.
aeruginosa ATCC 27853 as bacteria and C. albicans ATCC10231 as yeast by using broth microdilution method.

Result and Discussion: The methanol extracts of all Centaurium species have indicated moderate
antimicrobial activities against S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa and C. albicans,
but ethyl acetate extract have no activity.

Keywords: Antimicrobial activity, Centaurium erythraea subsp. rhodense, C. erythraea subsp. turcicum,
C. maritimum, C. spicatum C. tenuiflorum subsp. acutiflorum.

GIRIS

Geleneksel bitkisel tedavi uygulamalarindaki ilerleme insanlik tarihinin gelisimi ile paralellik
gosterir (1,2). Modern tipla birlikte bitkilerden ¢ok sayida aktif bilesen izole edilmis ve aktiviteleri
aydinlatilmistir. Tiim diinyada hizla artan, tibbi bitki ve kullanimlarini igeren literatiiriin derlenmesiyle
Diinya Saglik Orgiitii, Avrupa Farmakopesi ve Avrupa Ila¢ Ajansi monograflar gibi bitkilerin terapdtik
etkilerinin ortaya kondugu eserler sistematik olarak giincellenmektedir. Tibbi bitkiler, 6zellikle kirsal
bolgelerde hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde yerel halk tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir (3). Bitkiler ila¢ sanayisinde son derece onemli potansiyel antimikrobiyal ajanlar
olarak kabul edilmektedirler. Yiizlerce bitki tiirli antimikrobiyal etkinlikleri bakimindan test edilmis
olmasina ragmen, diinya iizerinde halen bitkilerin biiyiik bir ¢ogunlugu iizerinde yeterince calisma
yapilmadigi goriilmektedir (4). Glinlimiizde, antibiyotik direncinin hizla artmasi, arastirmacilar
alternatif ¢6ziim yollar1 aramaya yonlendirmektedir. Bunlardan biri de dogal iiriinlerden elde edilen yeni
aktif bilesiklerin tespitidir. Bu nedenle bitki ekstreleri ve ugucu yaglari ile antimikrobiyal aktivite
calismalar giincelligini yitirmeyecek bir konudur.

Bitkilerin igerdigi sekonder metabolitler (fenolik bilesikler, alkaloidler, glikozitler, terpenoidler
ve ugucu yaglar) ve biyolojik aktiviteleri lizerine ¢ok sayida bilimsel ¢alisma mevcuttur. Bunlardan
alkoloidler, flavonoidler, fenoller, kinonlar, tanenler, terpenler ve steroidler antimikrobiyal aktivitesi
bilinen gruplardir (5,6).

Gentianaceae familyasinda yer alan Centaurium Hill cinsinin Tiirkiye’de 7 tiir ve 6 alt tiir olmak
iizere toplamda 11 taksonu dogal olarak yetismektedir (7,8). Ulkemizde halk arasinda “kirmiz1 kantaron,
kizilkantaron, kii¢iik kantaron, sitma otu, tukul otu” adlariyla bilinen Centaurium tiirleri tasidig1 aci
maddeler nedeniyle halk arasinda hazim kolaylastirici ve istah acici olarak kullanilmaktadir (9).
Geleneksel tipta, eski zamanlardan beri yiyecek ve i¢eceklere aci tat vermek icin yaygin kullaniminin
yaninda tonik, sakinlestirici, ates diisiiriicli ve sindirimi diizenleyici olarak kullanildig1 da bilinmektedir
(10). Ozellikle Balkan halk tibbinda ateste, diyabette, hepatitte, gutta (11, 12) iltihapta, hazimsizlikta,
gastritte (13) ve ates diisiiriicii olarak kullanilmistir (14).
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C. erythreaya tiiriintin bitkisel ¢ay olarak dahili ve harici kullanimlar1 bulunmaktadir.
Dekoksiyon halinde ates diisiiriicii (14), inflizyon halinde ise ates diisirmede, diyabette, hepatit ve gut
tedavisinde (11,12) iltihap giderici, sindirim problemlerinde, gastritte, diyabette ve uyaric1 olarak
kullanilmaktadir (10,15). iltihaplanmalarda, yara tedavisinde (16,17) yilan sokmalarinda ve egzama
benzeri gibi durumlarda harici olarak kullanimlar1 bulunmaktadir (18). Almanya'da Centauri ekstreleri
gastrointestinal ve tirolojik rahatsizliklarda kullanilan ilaglarin bilesiminde yer almaktadir (19,20).

Son yillarda iilkemizde yapilan gesitli etnobotanik ¢aligmalarda Tiirkiye’de yetisen Centaurium
tiirlerinin halk arasinda sitma, anoreksi, hemoroit, mide iilseri, guatr ve egzama, mide agrisi, bel agrisi
ve bagirsak iltihabi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildig: tespit edilmistir (21,22).

Orhan ve ark. (2017) bazi Centaurium tiirlerinin asetilkolin esteraz enzim inhibisyonu aktivitesini
aragtirmiglar ve C. erythraea subsp. rhodense tiriinin AChE'yi %50'den fazla inhibe ettigini
belirtmislerdir (23).

C. erythraea bitkisi iizerinde ¢ok sayida in vivo ve in vitro calismalar bulunmaktadir. /n vivo
olarak antienflamatuar, antipiretik, antidiyabetik, diiiretik, hepatoprotektif aktive ¢alismalari, in vitro
olarak gastroprotektif, antidiyabetik, antioksidan, antibakteriyel, sitotoksik, antimutajenik, sindirim
sistemi tizerine ve insektisit aktivite caligmalar1 yapilmis ve etkili bulunmustur (24).

Bu calismada Tirkiye’de yetisen bazi1 Centaurium (Centaurium erythraea Rafn. subsp.
rhodense (Boiss. & Reuter) Melderis, C. erythraea subsp. turcicum (Velen.) Melderis, C. maritimum
(L.) Fritsch, C. spicatum (L.) Fritsch ve C. tenuiflorum (Hoffm. & Link) Fritsch subsp. acutiflorum
(Schott) Zeltner) tiirlerinin toprak isti kismindan elde edilen etilasetat ve metanol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesinin bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler ile Candida albicans mayasina

kars1 in vitro olarak test edilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu galismada kullanilan bitkisel materyaller (Centaurium erythraea subsp. rhodense, C.
erythraea subsp. turcicum, C. maritimum, C. Spicatum, C. tenuiflorum subsp. acutiflorum) Tiirkiye’nin
cesitli yerlerinden toplanmustir. Bitkilerin toprak iistii kisimlarindan 6rnekler alinmig, herbaryum
ornekleri hazirlannmgtir. Herbaryum 6rnekleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na

(AEF) kayit edilip, dolaplara yerlestirilmistir. Calismada kullanilan tiirler Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Calisma materyallerinin Toplandig: yerler, tarihler ve Herbaryum numaralart

Tiir adi Toplandig1 Yer Toplandigi Tarih Herbaryum
Numarasi
C.erythraea subsp. | Mugla: Marmaris, Hisaronii, 10 | 30.05.2010 AEF 26014
rhodense m
C. erythraea subsp. | Denizli: Acipayam, Kelekei, | 22.07.2010 AEF 26015
turcicum Olukbasg1 istii, Bozdag, Geyran
Yaylasi, 1380-1400 m
C. maritimum [zmir: Cesme’nin 15 km dogusu, | 04.05.2011 AEF 26016
80 m.
C. spicatum Mugla: Dalyan Iztuzu aras;, 7 m. | 31.05.2010 AEF 26017
C. tenuiflorum | Antalya: Demre, Demre | 04.06.2010 AEF 26018
subsp. acutiflorum | Kuscenneti, deniz seviyesi

Bitkisel materyallerinin ekstraksiyonu: Bitki numuneleri golgede kurutulduktan sonra toz
haline getirilmistir. Ilk olarak 10 gr bitki toz edilip 150 ml etil asetat igerisinde 3 giin (150 x 3=450 ml
etil asetat), daha sonra ise her seferinde 150 ml metanolde (150 x 3=450 ml metanol), 3 giin olmak
lizere maserasyon yolu ile ekstre edilmistir. Ekstreler siiziildiikten sonra kuruyana kadar vakum altinda
buharlastirilmistir. Antimikrobiyal ¢alisma i¢in her numune 40 mg/10 ml olarak kendi ¢dziiciisiinde

¢oOziilerek kullanilmustir.
Antimikrobiyal aktivite calismalari

Mikroorganizma siispansiyonlarinin hazirlanmasi: Deneyde kullanilan mikroorganizmalar,
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda
yer alan Gram pozitif bakteriler Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212; Gram negatif bakteriler Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve maya olarak Candida albicans ATCC 10231°dir.

Antimikrobiyal aktivite calismalari, maya i¢in bazi modifikasyonlar yapilarak sivi
mikrodiliisyon metodu ile CLSI kilavuzuna uygun olarak gerceklestirilmistir (25,26). Bakteriler
Mueller-Hinton Broth (MHA, Merck) ve maya Sabouraud Dextrose Broth (SDA, Oxoid) besiyerine
ekilmis ve 35 + 2°C'de 20 saat inkiibasyona birakilmistir. Bir gecelik kiiltiirden izole edilen
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kolonilerden, % 0.85 NaCl ¢6zeltisinde 0.5 McFarland standardinda siispansiyon hazirlanmistir. Bu oran
daha sonra bakteriler igin MHB besiyeri ile 2,5 x 10° cfu / ml nihai konsantrasyonu, maya igin SDB

besiyeri ile 2.5 x 10% cfu / ml nihai konsantrasyonu verecek sekilde seyreltilmistir.
Siv1 Mikrodiliisyon Yoéntemi

Centaurium tiirlerinin metanol ve etil asetat ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi sivi
mikrodiliisyon ydntemi ile test edilmistir. ilk olarak, bakteri i¢in 100 pl MHB besiyeri ve maya igin 100
pl SDB besiyeri, mikroplaklarin her kuyucuguna ilave edilmistir. Her bir 6rnek icin, ilk kuyucuga 100
pl ekstre eklenmis ve iki katl 8 seri diliisyon yapilmustir. Seri seyreltmeden sonra, kuyucuklara 100’er
ul bakteri siispansiyonlari ilave edilmis ve mikroplaklar 35 + 2 © C'de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Standart antibiyotik olarak siprofloksasin, antifungal olarak mikonazol kullanilmistir. Ureme ve sterilite
kontrol kuyucuklar1 eklenmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, mikroorganizma iiremesi olmayan son
kuyucuktaki konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (ug/ml) olarak degerlendirilmistir.

Tiim deneyler kontrol amaciyla iki paralel olarak yiiriitiilmiistiir.

SONUC VE TARTISMA

Antimikrobiyal aktivite

Bu ¢aligmada Gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212; Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakteri ve Candida albicans ATCC 10231 maya standart suslari

kullantlmugtr.

Tiim metanol ekstrelerinin Gram pozitif bakterilerden S. aureus (250-500 ug/ml) ve E.
faecalis’e (250-500 ug/ml), Gram negatiflerden E. coli (250-500 ug/ml), K. pneumoniae (500 pg/ml)
ve P.aeruginosa’ya (125ug/ml ) ve maya C. albicans’a (125-250 pg/ml) kars: etkileri Morales ve ark.
(27) tarafindan belirtilen ekstre aktivite konsantrasyon araligi degerlerine gore orta diizeyde olup,
standart antibiyotik siprofloksasine ve antifungal mikonazole kiyasla ¢ok diisiik bulunmustur. Etil asetat
ekstrelerinin aktivitesinin olmadigi gozlenmistir. C. tenuiflorum subsp. acutiflorum test edilen
Centaurium ekstreleri arasindaki tiim mikroorganizmalara karsi en etkili takson oldugu; C. erythraea
subsp. turcicum’un ise en az etkili takson oldugu gorilmiistiir. Biitiin ekstrelerde Pseudomonas
aeruginosa 'ya karsi etkinin diger Gram negatiflere gore daha iyi oldugu tespit edilmistir. Yine biitiin
ekstrelerde Gram negatifler arasinda E. coli’ ye kars1 etki K. pneumoniae’ye karsi etkiden daha iyi olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde ettigimiz in vitro antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 2’

de verilmistir.
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Sonug olarak, bu ¢alisma Centaurium tiirlerinin metanol ekstrelerinin degisken antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Kirbag ve ark. (2009) cesitli bitki ekstreleri ile yaptiklar
calismada disk difiizyon yontemini kullanmis ve C. erytraea ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus, C. albicans, Candida glabrata ve Candida tropicalis’ e kars1 etkisiz;
Bacillus megaterium (13 mm), K. pneumoniae (8 mm) ve Proteus vulgaris (7 mm)’e kars1 ¢cok diisiik
olarak belirtmislerdir (28). Siler ve ark. (2014) sivi mikrodiliisyon yontemiyle yiiriittiikleri ¢aligmada
C. erythraea, C. tenuiflorum, C. littorale ve C. pulchellum tiirlerinden elde ettikleri metanol
ekstrelerinin antibakteriyel etkisini Bacillus cereus (0.05-0.20 mg/ml), Micrococcus flavus (0.10-0.25
mg/ml), S. aureus (0.10-0.20 mg/ml), Listeria monocytogenes (0.10-0.25 mg/ml), E. coli (0.05-0.20
mg/ml), Enterobacter cloacae (0.10-0.25 mg/ml), P. aeruginosa (0.10-0.25 mg/ml), Salmonella
typhimurium (0.05-0.25 mg/ml) {izerinde; antifungal etkisini Penicillium funiculosum (0.10-0.20
mg/ml), Penicillium ochrochloron (0.20-0.40 mg/ml), Trichoderma viride (0.20-0.40 mg/ml),
Aspergillus fumigatus (0.20-0.40 mg/ml), Aspergillus niger (0.20-0.40 mg/ml), Aspergillus flavus (0.20-
0.40 mg/ml), Aspergillus versicolor (0.10 mg/ml) ve C. albicans (0.10-0.40 mg/ml) {izerinde ¢alismis
ve sonuglarimi standart antimikrobiyallerle karsilagtirdiklarinda ¢ok iyi olarak rapor etmislerdir (29).
Bouyahya ve ark. (2019) C. erythraea ugucu yaginin antibakteriyel etki degerini sivi mikrodiliisyon
yontemiyle arastirmis; Gram pozitif bakteriler tizerindeki etkinin [S. aureus CECT 994 (0.125-0.25
ug/ml), L. monocytogenes serovar 4b CECT 4032 (0.25 pg/ml), B. subtilis 6633 DSM (0.25-1 pg/ml)]
Gram negatif bakteriler iizerindeki etkinden [E. coli K12 (1 pg/ml), Proteus mirabilis CECT (0.25-0.5
ug/ml), P. aeruginosa IH (1-2 ug/ml)] daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (30).

Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore Centaurium subsp. ekstreleri orta diizeyde
aktiviteye sahip olup, literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur. leri ¢aligmalar ile gidalarda koruyucu
veya tatlandiric1 olarak kullaniminda mikroorganizmalarin iiremesini 6nleyen bitki tiirleri arasinda
degerlendirilebilecegi ve antimikrobiyal aktiviteye neden olan bilesenleri tespit edilip, yeni ilag tasarim

modellerinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Tablo 2. Centaurium tiirlerinin metanollii ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar: (ug/ml)

S. aureus | E. E. coli K. P. C.
Bitki tiirleri ATCC faecalis | ATCC pneumoniae | aeruginosa | albicans

29213 ATCC | 25922 ATCC ATCC ATCC

29212 13883 27853 10231
C. maritimum 500 500 250 500 125 250
C. erythraea ssp. rhodense 500 500 250 500 125 125
C. tenuiflorum ssp. acutiflorum | 250 250 250 500 125 250
C. spicatum 500 500 500 500 125 250
Siprofloksasin 0,312 0,312 0,0097 0,039 0,625 -
Mikonazol - - - - - 1,56
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu yazi i¢in gergek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigini beyan

etmislerdir.
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