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Sorumlu Yazar 62

$itikran Oztiirk Amag: Bu calismada, Kirmizi Kantaron, Hypericum capitatum var. capitatum (H. capitatum) bitkisinin
E-posta fenolik iceriginin ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesi, standart suslar ve klinik izolatlar Gzerinde
sukranozturk79@gmail.com. antimikrobiyal etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

baumannii (A. baumannii) ve cok ilaca direngli (CID) A. baumannii klinik izolatlari (izerindeki

ile antioksidan etkinlik tayini yapilimigstir.

Gelis Tarihi ureus) ATCC-29213 ve Metisilin direngli S. aureus (MRSA) ATCC 43300 antimikrobiyal etkinliginin 16
17.02.2023 (mg/mL) oldugu saptanmistir. Direngli A. baumannii klinik izolatlarina kars|, 64-128 mg/mL MiK degerle-
Revizyon Tarihi ri ile etkin oldugdu tespit edilmistir. YPSK ile bitkinin tohum kismindaki icerikler ise, sirasiyla; sikimik asit
12.04.2023 (1720.42 ppm(mg/ml), kafeik asit (52.50 ppm(mg/ml), sinaminik asit, (14.217,61 ppm(mg/ml), rosma-
Kabul Tarihi rinik asit (30,90 ppm(mg/ml) olarak belirlenmistir. H. capitatum kisimlarina gére toplam fenolik madde

14.04.2023 gosterdigi tespit edilmistir. DPPH inhibisyon aktivitesi; tohum (%55.476 mg/mL), gévde (%57.318 mg/
ml), yaprak (%53.241 mg/ml) BHA (Butil hidroksi anozil) ve BHT (Bultil hidroksi toltien) sirasiyla (%93.77
ve %88.62) askorbik asit ise (%95.21) olarak belirlenmistir.

Sonug: Fenolik icerikge zengin oldugu gérilen H. capitatum’ un, antioksidan etkinlik sonuclari, farkli
kisimlarinin metanol ekstreleri orta derecede etkili serbest radikal gideren dogdal bir antioksidan kaynagi
BIANC oldugunu géstermistir. Antimikrobiyal etkinlik sonuglari ise, standart suslar ve 6zellikle klinikte tedavisinin

Bu eser “Creative Commons Alinti- zor oldugu bilinen direncli A. baumanniiizolatlarina karsi etkinliginin umut vaat edici oldugu géralmustdr.

GayriTicari-4.0 Uluslararas Lisansi”

ile lisanslanmistir. Anahtar Soézciikler: Antibakteriyel etki, Antioksidan etki, Fenolik icerikler, Hypericum capitatum

Gere¢c ve Yontemler: H. capitatum’un, standart bakteri suslari ile kolistin direncli Acinetobacter
antimikrobiyal etki diizeylerine sivi mikrodiliisyon testi (MiK) ile gergeklestirilmistir (ISO, 2006). Yiiksek

Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) ile bazi igerikleri aydinlatilan H. capitatum ekstraktinin, tohum,
gbvde ve yaprak 6rneklerinde total fenol icerigi arastiriimistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi

Bulgular: Metanolle ekstrakte edilen bitkinin, Gram (+) bakterilere karsi Staphylococcus aureus (S.a-

miktarlarinin, yaprak (155,93 mg/L), gévde (177,85 mg/L) ve tohum (344,22 mg/L) seklinde farklilik
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ABSTRACT

Aim: It was aimed in this study, to investigate its antimicrobial effect on standard strains and clinical isolates of Hypericum capitatum var
capitatum (H. capitatum) and to determine the phenolic content and antioxidant activity plant.

Material and Methods: The antimicrobial effect of H. capitatum on standard bacterial strains and colistin-resistant ) Acinetobacter baumannii
(A. baumannii) and Multi Drug Resistant (MDR) A. baumannii clinical isolates were determined by broth microdilution test (MIC) (ISO,2006).
The total phenol content of the H. capitatum extract, of which some contents were clarified by, was investigated in seed, stem, and leaf
samples. Antioxidant activity was determined by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) method.

Results: The plant extracted with methanol was found to have antimicrobial activity against Gram (+) bacteria (Staphylococcus aureus
ATCC-29213 and Methicillin resistant S. aureus (MRSA) ATCC 43300 with 16 mg/mL). The efficacy against resistant A. baumannii clinical
isolates was found to be effective between 64-128 mg/mL. The contents of the seed part of the H. capitatum plant by High liquid pressure
chromatography (HPLC) method, were determined as shikimic acid (1720.42 ppm (mg/ml), Caffeic acid (52.50 ppm (mg/ml), Cinaminic acid,
(14,217.61 ppm (mg/ml), Rosmarinic acid (30.90 ppm (mg/ml)) respectively. According to the H. capitatum plant parts, it was determined that
the total amount of phenolic substances differed in the form of leaves (155.93 mg/L), stem (177.85 mg/L), and seeds (344.22 mg/L). Inhibition
activity of DPPH was determined; seed (55,476%mg/mL), stem (57,318% mg/ml), leaf (53,241% mg/ml), BHA (Butyl hydroxy anosyl) and
BHT (Butyl hydroxy toluene), respectively (93.77% and 88.62%) and ascorbic acid (95.21%).

Conclusion: The antioxidant activity results of H. capitatum, which was found to be rich in phenolic content, demonstrated that methanol
extracts of different plant parts are a natural antioxidant source that moderately scavenges free radicals. When the antimicrobial efficacy
results were evaluated, it was observed that its efficacy against standart strains and resistant A. baumannii isolates, which are known to be

difficult to treat clinically, is promising.

Keywords: Antibacterial effect, Antioxidant effect, Phenolic contents, Hypericum capitatum

Ulkemizde ve diinyada antibiyotik direncinin giderek artig
gbstermesine bagli olarak alternatif tedavi ydntemlerine egi-
lim ortaya ¢cikmistir. Bu kapsamda bitkisel ekstrelerin birgok
hastalik etkenini tedavi etmek icin potansiyelleri arastiril-
maktadir. Bitki bilesenlerinin tespiti ve antimikrobiyal etkinlik
dizeylerinin belirlenmesi gittikge dnem kazanmaktadir. Bu
sebeple uygun bitkilerin belirlenmesi ve iceriklerinin tespit
edilerek antimikrobiyal aktivite tayinlerinin yapilmasiyla,
bitkilerin tedavi slrecine katkida bulunmalari icin ¢alisma-
lar yapiimaktadir. Ulkemiz, farkl iklim ve ekolojik kosullara
sahip olmasi, floranin ¢cok sayida bitki tlri ve cesitliligi icer-
mesinden kaynakli tibbi amagli tiketilen bir¢ok bitki tirtine
sahiptir (1). Bu bitkilerin bircogunun antimikrobiyal etkileri
oldugu gerek yurt disinda, gerek lUlkemizde yapilan c¢alis-
malarda bildirilmigtir (2-4).

Farkl amaglar igin kullandigimiz kimyasal maddelerin, bir-
cok istenmeyen yan etkisinin ortaya ciktigi ve gereksiz yere,
uygunsuz dozlarda kullanilan kimyasallarin da vicudumuz-
daki diren¢ mekanizmalarini olumsuz y6nde etkiledigi bili-
nen bir gercektir. Bu nedenle dogal urtinlere ve bunlardan
elde edilmis maddelere egilim ginden glne artmaktadir.
Son yillarda bitkisel trinler ve etkinlikleri ile ilgili yapilan
calismalardan ortaya ¢ikan olumlu sonuglar da bu egilimi
destekler durumdadir. “Kan otu, mayasil otu, binbirdelik
otu, kilic otu, koyun kiran” gibi farkli isimlerle anilan kan-
taron turleri (Hypericum spp.) Ulkemizde dogal bir yayilima
sahiptir ve Turkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES) (2013)
verilerine gbre 94 adet olarak bildirilmistir (5,6). Yurtdisinda
St. John’s Wort olarak bilinen kantaron ile yapilan farmako-
lojik calismalar bitkinin ve farkli ekstrelerinin antidepresan,

antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiviral aktivitelere sahip
oldugunu goéstermistir (7).

Turkiye’ de Hypericum cinsine ait 20 seksiyon ve 106 takson
bildirilmistir (8). 45 taksonun ise endemik oldugu bilinmek-
tedir (9,10). Bu bitki cinsinin icerdigi sekonder metabolit-
ler ekonomik bir degere sahip oldugu igin dinya capinda
6nemli bir yer tutmaktadir (11,12).

Bilimsel calismalarla, kantaron tirlerinin etkili aktif bile-
senlerinin fenolik maddeler ve cesitli terpenoidler oldugu
ortaya konulmus olup, kimyasal bilesenlerden en ilgi ¢eki-
cilerin hiperforin ve hiperisin oldugu Uzerine yogunlasil-
mustir. Yapilan klinik g¢alismalar kantaronun sakinlestirici
ve antidepresan etkisinin bu maddelerden kaynaklandigini
desteklemektedir (13). Ucucu yaglar, kantaron tlrlerinde
az da olsa bulunan fitokimyasallardandir. Literatiirde cok
sayida ugucu yag bileseni ortaya konulmus olup, tlkemiz-
de bulunan kantaron turlerindeki ugucu yaglarin en belirgin
bilesiginin a-pinene oldugu bildirilmistir. Ugucu yag orani ve
bilesenleri bitkilerin genetik yapilarina gére farkhhk gdster-
mekle birlikte, farkli yetisme kosullari, bitki kisimlari, gelis-
me dénemi, hasat sekli ve sonrasindaki islemlere gére de
degisiklik gosterebilmektedirler (14).

Hypericum tirleri (Guttiferae) genis biyolojik ézellikleri ve
zengin fitokimyasal bilesiklere sahip olmalariyla bitkisel
kékenli farmasétik ilaglarin gelistiriimesinde énemli bir yere
sahiptir. Turler arasinda Hypericum capitatum CHOISY
var. capitatum CHOISY, Turkiye’nin Gineydogu bdlgesin-
de dogal olarak yayilis gosteren endemik bir tibbi bitkidir.
Gulnumlzde bitkisel ekstrelerin bircok hastalik etkenini
tedavi etmek icin kullanildidi bilinmektedir.
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Morfolojik olarak, H. capitatum’ u ayirt etmede iki tani-
sal karakter vardir. H. capitatum var. capitatum yapraklar
turuncu renklidir, sepali koyu kirmizidir; digeri ise, H. capita-
tum var. luteum, yapraklari, sari ve sepali yesil olarak rapor
edilmistir. Bu iki tir de Trkiye florasina aittir (15). H. per-
foratum (16) ve H. perfoliatum (17,18) ‘un ugucu yaglarinin
farkh bilesimleri daha énce bildirilmis olsa da, H. humifusum
ve H. pulchrum’un (19) ugucu yaglar hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (20). Ulkemizde sadece dogal yayilis gdste-
ren ve Dogu ve Glneydogu Anadolu Bdlgesinde yetisen,
TUBIVES (2013) kayitlarina gére endemik oldugu bilinen
H. capitatum var capitatum bitkisinin kimyasal yapisinin
ve antimikrobiyal aktivitesinin yeterli 6élctide calisiimamig
olmasi tibbi amach kullanimlar icin daha detayli incelen-
mesinin gerekliligini distindirmektedir. Bu durum, endemik
H. capitatum ile yapilacak ¢calismalarin dnemini artirmakta-
dir. Hypericum tirlerinin toprak Ustl kisimlarinda %0.05-0.3
naftodiantron tirevleri (hiperisin, psédohiperisin, izohiperi-
sin), flavonoitler (hiperozit, rutin, kersitrin, izokersitrin, ker-
setin, kemferol), biflavonoitler (biapigenin), floroglusinoller
(hiperforin, adhiperforin), ugucu yag (n-alkanlar, monoter-
penler), katesik ve kondanse tanenler (katesin, epikatesin,
I6kosiyanidin), fenolik asitler (kafeik asit, klorojenik asit ve
fendik asit), steroller (psitostcrol), ksantonlar (1,3,6,7 tetra-
hid- roksanton), fenilpropanoitler, A ve C vitamini gibi birgok
biyoaktif bilesik icerdigi bildiriimistir (21,22).

H. capitatum’un, yara iyilesme mekanizmasi igin gok énemli
olan antibakteriyel ve antioksidan &zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir (23).

Calismaya konu olan klinik izolatlardan biri Gram (-) bir bak-
teri tlrh ve birgok hastalik etkeni olarak bilinen A. bauman-
nii tedavisi glc¢ bir hastane enfeksiyon etkeni olarak klinikte
blyuk énem tasimaktadir. A. baumannii izolatlarina karsi
olugsan antimikrobiyal diren¢ dinya capinda artmakta ve
siklikla kombine terapi gerektirmektedir. Son yillarda CID
suslarin neden oldudu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in sinirh
sayida antimikrobiyal ajan bulunmasi, yeni antimikrobiyal
ajanlarin veya tedavi stratejilerinin kesfedilmesine olan egi-
limi artirmigtir.

Tum bu bilgiler gbz énline alinarak, bu calismada, kantaron
turleri arasinda Turkiye endemik H. capitatum kirmizi kan-
taron bitkisine ait ekstrelerin bazi sekonder metabolitlerinin
kantitatif miktarlari ile belirlenmis olup ayni zamanda fenolik
bilesikleri ve antioksidan etkinligi tespit edilmistir. Bilesen-
leri belirlenmis bitkinin gévde, yaprak ve ¢iceklerinden elde
edilen su, etanol, metanol, kloroform, asteon ile yapilan
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin Gram (-), ve (+)
bakteriler ve klinik izolatlar tzerindeki etkinligi mikrodilus-
yon yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Bu amagla yuru-
tulen calismamizin, alternatif tedavi yontemleri belirlemeye
ve antibiyotik direncli, klinikte tedavi gucligu bulunan bak-
terilerin inhibisyonu veya ortadan kaldiriimasi i¢in yapilacak
calismalara isik tutacagi distnulmektedir.

GEREC ve YONTEMLER

Bitkilerin Toplanmasi

H. capitatum (kirmizi kantaron) bitkisi, Glineydogu Anadolu
Bolgesi’nde sinirl bir alanda yayilis gésteren bir tir olup,
ciceklenme dénemi olan Mayis ayinda Kilis ve ¢evresinden
toplanmigtir.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Mikroorganizmalar

Calismada kullanilacak standart bakteri suslari Anka-
ra Universitesi Eczacilik Fakiltesi’ nden temin edilmistir.
Arastirmada Escherichia coli (E. coli) ATCC-25922, Stap-
hylococcus aureus (S. aureus) ATCC-29213, Enterococcus
fecalis (E. fecalis) ATCC-29212, Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) ATCC-27853 ve metisilin direncli Staphylo-
coccus aureus (MRSA) ATCC 43300 bakteri suslari kullanil-
mistir. Kolistin direncli ve CiD A. baumannii Klinik izolatlari
ise Zonguldak Bilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Mik-
robiyoloji Laboratuvarindaki rutin érneklerden pasajlanarak
temin edilmistir.

Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobi-
yoloji Laboratuvari ve Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Laboratuvari kiltir koleksiyo-
nunda mevcut bulunan ve -80°C’ de muhafaza edilen ATCC
suglar ve Klinik izolatlar stok kulttrlerinden, steril kosullar
altinda 6ze yardimiyla taze hazirlanmis Mueller Hinton Agar
(MHA) besiyerlerine pasajlanarak Uretilmistir. Bakteri inoku-
lasyonu yapilan petriler 37°C’lik inkiibatérde (Nive, Turki-
ye) 18-24 saat sire ile inkibasyona birakilmistir. Suslar iki
kez aktiflestirildikten sonra ¢alismada kullaniimistir. Bakteri
stispansiyonlar 0.5 McFarland (1.5 x108 CFU/ml) standart
bulaniklikta olacak sekilde EUCAST 6nerileri dogrultusunda
hazirlanmigtir (24).
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Sivi Mikrodiliisyon Testi

Calismada, Hypericum capitatum’un, E. coli ATCC-25922,
S. aureus ATCC-29213, E. fecalis ATCC-29212, P. aerugi-
nosa ATCC-27853, MRSA ATCC 43300 bakteri suslarina
ve direncli A. baumannii Klinik izolatlarina kargi antimikro-
biyal etkinliginin arastirimasinda EUCAST 6nerileri dogrul-
tusunda sivi mikrodiliisyon testi (MIK) kullanilmistir. Plaklar
37°C’de 18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirme-
ler EUCAST Onerilerine gore yapilmistir (24).

YPSK Analiz Yontemi

YPSK-UV Analizi i¢in Standartlarin Kromatogrami YPSK
analizlerinde gerek hareketli fazin hazirlanmasinda ve
gerekse de fenolik bilesik standartlarinin hazirlanmasinda
kullanilan kimyasallar YPSK safligindadir. Elimizdeki farkli
standartlarin kalibrasyon egrisini olusturmak icin safliginda
%100’lik MeOH kullanilarak 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm,
25 ppm, 20 ppm, 10 ppm, 5 ppm ve 2,5 ppm olarak hazir-
lanmis ve kromatogramlari gizilmigtir.

YPSK Analizlerinde Kullanilan Cihaz Shimadzu; Japon-
ya markadir. Analizlerde kullanilan kolon C18 3ul 120 A
4,6x150 mm’dir.

H. capitatum ait 6rnekler liyofilizatérde kurutularak, ekstrak-
te edilmistir. Kurutulmus gametofit kisimlari belli miktarlar-
da tartilmis (Orn.100-400 mg gibi) ve tartilan numuneler toz
haline getirilmistir.

YPSK calisma yéntemi, c¢ikis bilesiklerinin alikonulma
zamanlarina gére ayarlanarak uygulanmistir (ayni paramet-
relerde galisiimistir). Numune 10 kat seyreltilerek cihaza
verilmigtir. Sonuglar 10 kat seyreltme gz énline alinarak
hesaplanmigtir (25, 26).

Total Fenol iceriginin Belirlenmesi

H. capitatum’un tohum, gbvde ve yaprak érneklerinin liyafi-
lizator yardimiyla kurumasi saglanmis ve 6rnekler toz haline
getirilerek 1’er gram olarak tartiimigtir. Etiketli erlenmayer-
lere 1g’ lik toz 6rnekler ve 10 ml %80’lik Metanol (MeOH)
eklenerek ve 26 °C 180 rpm’ de calkalayicida bir saat cal-
kalamaya birakilmistir. Calkalama isleminin tamamlanma-
siyla ekstraksiyon ¢Ozeltisi balon jojelere dokulerek sizme
islemi yapilmistir. Stizme isleminin ardindan filtre k&gitlari
Uzerinde slzintuden kalan kisimlar tekrar %80’lik 15 ml
MeOH eklenerek 26 °C 180 rpm’ de 24 saat g¢alkalanmak
Uzere calkalayiciya yerlestirilmistir. Balon jojeler icerisinde-
ki %80’lik MeOH + ekstraktsiyon karigimlari silifli balonlara
aktarilimis ve rotaevaporatér (BUCHI, isvigre) kullanilarak
45°C banyoda %80’lik MeOH’tun ucurma islemi yapilmigtir
Ucurma isleminin ardindan balonlarda kalan esktraktlarin
kuru agirhigini belirlemek icin hassas terazide brut agirliklari
tartilarak balon dibine ¢okelen ekstrakti ¢ézmek igin 2 ml
%99,9’luk MeOH dokdlerek ultrasonik banyoda ¢dzinme-

leri saglanmistir. Céztinen 2 ml’lik ekstraktlar amber renkli
viallere koyularak 4 °C’de buzdolabinda saklanmigtir.

Toplam Fenol Miktar Tayininde Tetra Marka T80+ UV/VIS
Spektrofotometre Modeli kullaniimisgtir.

Toplam Fenol Miktar Tayini Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktari Folin-Ciocalta-
eu ydntemine goére yapilmistir (27). Hazirlanmis bitki eks-
treleri, konsantrasyonlari 2 mg/ml olacak sekilde %75’lik
etanol (EtOH) ile ¢ézulerek 6rnekten 20 pl alinmis, Gzerine
sirasiyla 1580 pl distile su, 100 pl Folin-Ciocalteau reaktifi
ve 300 pl % 20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmistir.
Kalibrasyon egrisini olusturabilmek icin 15.62 mg/l, 31.25
mg/l, 62.5 mg/l, 125 mg/ml, 250 mg/I, 500 mg/l, 1000 mg/|
konsantrasyonlarda gallik asit diltisyonlari hazirlanmig ve
Ornek yerine gallik asit dilisyonlari konularak diger ¢cozelti-
ler ayni miktarda ilave edilmistir. Tim 6rnekler 40°C’de 30
dakika inklibasyona birakilarak stire sonunda absorbanslar
765 nm dalga boyunda koér olarak kullanilan etanole karsi
spektrofotometrede okunmustur. Gallik asit ¢ozeltileri yardi-
miyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, érnegin absor-
bansi kullanilarak toplam fenol konsantrasyonu gallik asit
esdegeri olarak hesaplanmistir(R?=0,9902).

GAE (mg/l) =

[(Numune Absorbans(765nm) Degeri + 0,0479) / (0.0008)]
Antioksidan Etkinlik Tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢6zeltisinin hazirlanmasi:

100 ml’lik erlenmayerin etrafi alimiyum folyo ile 1sik alma-
yacak sekilde sariimigtir. Hassas terazide darasi alinarak
DPPH (Sigma-Aldrich) 2,4 gr tartilmis ve daha énce hazir-
lanmis 100 ml %70’lik MeOH ile ¢dzulmustur.

DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi
islemi icin T80+ UV/VIS Spectrometer (Tetra Marka, USA)
PG Instruments Modeli kullaniimigtir.

Flakonlarda bulunan 2000 pg/2ml, 1000 pg/2mi, 500
pg/2ml, 250 pg/2ml hazirlanan bitki ekstraksiyon ¢ozeltile-
ri, BHT, BHA, askorbik asit ¢dzeltilerinin Gzerine otomatik
pipetle 2 ml DPPH eklenerek 30 dk karanlik dolapta oda
sicakhginda bekletilmistir.

UV-Spektrofotometre’ de ilk olarak blank zero gbzine 4
ml %99,9’luk MeOH disposable kilvet koyularak autozero
islemi yapilmistir. DPPH radikali ile reaksiyona giren doért
farkli dilisyondaki ¢ézeltiler 1000 pg/ml 500 pg/ml, 250 ug/
ml, 125 pg/ml olacak sekilde ayarlanmis ve kontrol olarak
cozelti eklenmemis olup DPPH olacak sekilde yerlestirilmis-
tir. UV-Spektrofotometre yazilimi programlanarak her géz-
de bulunan ¢bézeltinin 517 nm absorbansta tekrarli okuma
islemi yapilmistir. Serbest radikal stiptrme aktivitesi tayini
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icin absorbans degerleri asagidaki esitlige gére hesaplan-
migtir.
O.A

*7(517nm)

% inhibisyon = [( K. A )/ (K 1x 100

(517nm) 'A(517 nm))

istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan ¢ézlciler (Metanol: Sigma-Aldrich)
analitik safliktadir. Karsilastirma amach ¢ézlcu olarak saf
su kullaniimis ve ayni analizler saf su ekstreleri icin de
gerceklestiriimistir. Sonuglar tablo halinde sunulmustur.
Absorbans okumalari UV-VIS spekirofotometrede gercek-
lestiriimistir. Analizler tekrarli yapiimis ve standart sapmalar
sonuglar ile birlikte verilmigtir.

Antimikrobiyal aktivite tayini icin kullanilan ¢éztculer (Meta-
nol: Sigma-Aldrich, Etanol, Merck, Aseton; Sigma- Aldrich,
Kloroform; Merck) bitkiyi ekstrakte etmek igin kullaniimistir.
Kullanilan tim ¢ézuculer ve saf su ile ekstrakte edilen bitki-
lerin antimikrobiyal etkinligi tabloda sunulmustur.

Gallik asit, standart bir bilesik olarak kullanilir ve toplam
fenoller, standart egri denklemi kullanilarak mg/g gallik asit
esdegeri olarak ifade edilir.

Kalibrasyon egrisini olusturabilmek i¢cin 15.62 mg/l, 31.25
mg/l, 62.5 mg/l, 125 mg/l, 250 mg/l, 500 mg/l ve 1000 mg/|
konsantrasyonlarda gallik asit dilisyonlari hazirlandi ve
Ornek yerine gallik asit dilisyonlari konularak diger ¢cézel-
tiler ayni miktarda ilave edildi. Tim 6rnekler 40°C’de 30
dakika inkibasyona birakildi. Siire sonunda absorbanslar
765 nm dalga boyunda koér olarak kullanilan etanole karsi
spektrofotometrede okundu. Gallik asit ¢ozeltileri yardimiy-
la hazirlanan kalibrasyon egrisine gére, érnegin absorbansi
kullanilarak toplam fenol mg/g gallik asit esdegeri olarak
hesaplandi.

Tablo 1: YPSK Analiz Sonuglari

Hypericum capitatum Tohumu Analiz Sonuglari

Sikimik asit, ppm (mg/L) 1720,42
Kafeik asit, ppm (mg/L) 52,50
Sinnamik asit, ppm (mg/L) 14.217,61
Rosmarinik asit, ppm (mg/L) 30,90

BULGULAR

Calismada, H. capitatum’ un ile bazi sekonder metabolitle-
rin tespit edilerek, mikrodillisyon ydntemiyle antimikrobiyal
etkinligine bakilmistir. Ayrica bitki ekstraktlarinin total fenol
icerigi ve antioksidan etkinligi de uygun yéntemlerle belir-
lenmisgtir.

YPSK Analiz Sonuglari

Hypericum tirlerinde yapilan analizlerde literatiir inceledi-
ginde en basarili ekstraksiyon metodu olarak metanol eks-
traktlar tercih edildiginden calismamizda da bu ekstrakt
kullanilmistir. Calismamizda fenolik bilesiklerden Sikimik
asit, Kafeik asit, Sinnamik asit, Rosmarinik asit incelenmis-
tir (Tablo 1).

H. capitatum bitkisinin tohum kismina ait ekstraktinda
14.217,61 ppm (mg/L) ile en ylUksek oranda bulunan icerik
Sinnamik asit olarak tanimlanmigtir. Sonrasinda 1720,42
ppm (mg/L) ile Sikimik asit bitki ektraktindaki yuksek icerik-
lerinden biri olarak tespit edilmistir.

Antimikrobiyal Etkinlik Sonuclari

H. capitatum’ un standart suslar Uzerinde antibakteriyel
etkinlik sonuclari (MIK) Tablo 2’ de verilmistir. Antibakteriyel
etkinlikler incelendiginde metanolle ekstrakte edilen bitkinin
Ozellikle Gram (+) bakterilere karsi etkinligi oldugu belirlen-
mistir (MiK 16-64 pg/ml) (Tablo 2).

H. capitatum’ un GIiD ve kolistin direngli A. baumannii Kli-
nik izolatlari Uzerinde antibakteriyel etkinlik sonuglari Tablo
3’ de verilmistir. Bu sonuglar incelendiginde ise, 6zellikle
bitkinin gévde ve yaprak kisimlarinin CiD izolatlara karsi
antibakteriyel etkinligi dikkat cekmektedir (64 mg//L). Cicek
kisminin ise kolistin direncli izolatlara karsi antibakteriyel
etkinligi belirlenmistir (128 mg/u/L) (Tablo 3).

H. capitatum bitkisinin standart suslar Gzerindeki etkinlikle-
ri degerlendirildiginde, saf su ile yapilan bitki ekstraktinda
herhangi bir etkinlik bulunmazken, 6zellikle Gram pozitif
bakterilerden S. aureus (ATCC-29213) ve MRSA (ATCC
43300) tuzerinde metanol ve etanol ekstraktinin 16 (ug/mL)’
lik Mik degerleriyle antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu
gorilmustir. Gram negatif bakterilerden E. fecalis (ATCC-

Tablo 2: H. capitatum’ un Standart Suslar Uzerinde Antibakteriyel Etkinlik Sonuglari (MiK)

MiK Degerleri (ug/mL)

No Ekstrakte Yontemi Metanol Etanol Aseton Kloroform Saf Su
1 E. coli ATCC-25922 512 512 512 512 512
2 S.aureus ATCC-29213 16 16 32 32 512
3 MRSA ATCC 43300 16 64 64 128 512
4 P.aeruginosa ATCC-27853 512 512 512 512 512
5 E. fecalis ATCC-29212 128 64 64 128 512
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29212)’ in etanol ve aseton ile yapilan ekstrakti 64(ug/
mL) Mik degeri ile yine antimikrobiyal etkinlik géstermistir.
Direncli A. baumannii klinik izolatlar Uzerinde yapilan anti-
mikrobiyal etkinlik analizlerinde ise bitkinin yaprak kismi ve
gdvde kismindan yapilan ekstraktin ¢ok ilaca direncli (CiD)
A. baumanniiklinik izolatlari Gzerinde 64 (ug/mL) Mik degeri
ile antimikrobiyal etkinligi tespit edilmistir.

Toplam Fenolik Bilesen Miktari Tayini Bulgulari

Bitki kisimlarina goére toplam fenolik madde miktarlarinin
degisimi farkhlik géstermektedir. Metanol ekstraktinin feno-
lik ve flavonoid miktarlarinin en zengin oldugu tespit edil-
mistir. Metanol ekstraktindan elde edilen toplam fenolik ve
flavonoid miktarlari yaprak, 155. 93 pg/mg ekstrakt gév-
de 177.85 ug/mg ekstrakt ve tohum 344.22 pg/mg olarak
bulunmustur.

H. capitatum bitkisinin tamamindan hazirlanan, metanol
ve su ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri
belirlenmigtir (y=0,0008x+0,0479 R2 = 0,9902). Test edilen
ekstraktin fenolik icerikce zengin oldugu gérilen (Sekil 1)
H. capitatum’ un farkli kisimlari ile saghk alaninda yapilacak
farkli uygulama deneylerinde etki mekanizmalarinin ¢ahsil-
masi 6nem kazanmaktadir.

H. capitatum bitkisinin tohum kismina ait metanol ekstrak-
tinda 344.22 ug/mg ik fenolik bilesik icerigi ile bitkinin gév-
de ve yaprak kismindan daha yogun oldugu gértlmastar.

Antioksidan Etki Sonuclari

H. capitatum bitkisinin toprak Gstu (Herba) kisimlarindan
elde edilen 6zutlerinin DPPH radikal giderme aktivitelerinin
yluzde (%) olarak hesaplamalari ise asagidaki denkleme
gbre yapilmistir.

% inhibisyon = [(K. A, - O.A. . )/ (KA. 1]x 100

517nm) 517nm)) 517 nm))

Bu sonuclara gdre metanol ekstraktinin DPPH serbest
radikal yakalama deneyinde standart olarak kullanilan H.
capitatum farkli bitki kisimlarinin metanol ekstrelerinin,
BHT (%88.62), BHA (%93.77) ve askorbik asit (%95.21)
oranlari ile yaprak (%53.241), tohum (% 55.476) ve gbévde
(%57.318) DPPH inhibisyon aktiviteleri degerlendiriimis ve
orta derecede etkili serbest radikal gideren dogal bir antiok-
sidan kaynagi oldugu gdsterilmistir (Tablo 4).

H. capitatum bitkisinin yaprak tohum ve gévde kisimlarinin
metanol ekstrelerinin yaklasik olarak %55 (mg/mi) DPPH
inhibisyon aktivitesi (%) ile orta dereceli antioksidan kayna-
g1 oldugdu belirlenmistir.

TARTISMA

GulnUmizde antibiyotik direncinin artisi ve bakteriyel enfek-
siyonlar icin tedavi segeneklerinin kisithhgr dikkat gekicidir.
Ozellikle bitkisel iceriklerden fayda saglamak konusunda
yeni alanlarin olusabilmesi ve bitki iceriklerinin farkli bak-
teriyel enfeksiyonlar ve farkli alanlar Gzerindeki etkinliklerini

Tablo 3: H. capitatum’un Direncgli Acinetobacter baumannii Kli-
nik izolatlari Uzerinde Antibakteriyel Etkinlik Sonuglari (MiK)

A. baumannii Klinik izolatlar, (MIK mg/uL) Sonug
Bitki Tohumu
A. baumannii (Kolistin direngli) 512
A. baumannii (Kolistin hari¢ CiD) 512
A. baumannii (Duyarl) 512
E.coli ATCC 25922 512
Bitki Govdesi
A. baumannii (Kolistin direngli) 256
A. baumannii (Kolistin hari¢ CID) 64
A. baumannii (Duyarli) 512
E.coli ATCC 25922 512
Bitki Cicek kismi
A. baumannii (Kolistin direngli) 128
A. baumannii (Kolistin hari¢ CiD) 512
A. baumannii (Duyarli) 512
E.coli ATCC 25922 512
Bitki Yapragi
A. baumannii (Kolistin direncli) 256
A. baumannii (Kolistin hari¢ CiD) 64
A. baumannii (Duyarli) 512
E.coli ATCC 25922 512

Tablo 4: Antioksidan Etki Sonuclar

H. capitatum (mg/ml) DPPH inhibisyon aktivitesi (%)

Tohum 55.476
Govde 57.318
Yaprak 53.241
BHA 93.77
BHT 88.62
Askorbik Asit 95.21
Total Fenol Igerigi ¥ =0.0008x +0.0479
R2=0.99017
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Sekil 1: Gallik asidin artan derisimlerine karsilik élgtlen
absorbans degerleri.

62

Med ) West Black Sea 2023;7(1): 57-65



Kirmizi Kantaron (Hypericum capitatum) Bitkisinin Etkinligi

ortaya koymak i¢in yapilan ¢alismalar olduk¢a 6nem kazan-
mistir. Calismamizda, H. capitatum bitkisinin standart bak-
teri suglari ve klinik izolatlara kargi antimikrobiyal etkinligi
incelenmistir. Ayni zamanda bitkinin YPSK yontemi ile yapi
aydinlatmasi yapilmig ve total fenol igerikleri ile antioksidan
etkinligi arastinimistir. Galisma sonuglari incelendiginde,
kirimizi kantaron (H. capitatum) bitkisinin 6zellikle bazi eks-
traktlarinin standart suslar ve direncli klinik izolatlar tzerin-
deki antibakteriyel etkinligi tespit edilmigtir. Diger taraftan
YPSK ile yapisal olarak aydinlatiimasi yapilan ve bitki ice-
rigi ortaya konulan kirmizi kantaronun total fenol icerigi ve
antioksidan etkinligi belirlenmistir. Sonuglar yorumlandigin-
da, bitkinin total fenol bilesik agisindan zengin ve 6zellikle
metanol ekstraktinin dogal bir antioksidan kaynagi oldugu
tespit edilmistir.

Sikimik asit biyolojik aktiviteler ve sentetik maddeler igin
6nem arz eden bir fenolik asittir (28). Kafeik asit in vit-
ro ortamda antioksidan ve antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu bilinmekte ayrica ateroskleroz ve kardiyovaskdiler
hastaliklarin dnlenmesine katkida bulunabilecegi dusunul-
mektedir (29). Sinnamik asit, dis macunu, gargara sivilari
ve sakiz igerisinde, temizlik malzemelerinde, deterjanlarda,
sampuanlarda, parfimlerde ve kozmetikte de kullanilan bir
bilesiktir (30). Rosmarinik asit antienflamatuar, antioksidan,
antialerjik, antianjiyojenik, antitimér, antimikrobiyal, antivi-
ral gibi biyolojik aktivitelerinden dolayi yogun ilgi géren bir
bilesiktir (31).

Yapilan c¢alismalarda, Hypericum cinsinin bir¢ok tarinin
bazi bakteriyel hastaliklarin, mide ve bagirsak iltihaplarinin
tedavisinde Turk halk ilaci olarak kullanildigi bilinmektedir.
Birkagi hari¢ butin bitki 6zlerinin S. aureus ve Mycobac-
terium smegmatis’e kargi antimikrobiyal aktivite goster-
dikleri belirtilmistir (32). S6kmen vd. (1999), doku kultirl
yOntemiyle ¢ogaltip yetistirdikleri H. capitatum’un magnez-
yum hidroksit (MgOH) 6zitunun dusiik oranda HIV-1’e karsi
antiretroviral aktivite gosterdigini saptamislardir (33).

Crirak vd. (2016) tarafindan yapilan calismada Hypericum
cinsinin bazi tirlerinde sekonder metabolitlerinin (2,4- Dihid-
roksibenzoik asit, neoklorojenik asit, (+)-katesin, klorojenik
asit, kaffeik asit, mangiferin, epicatechin, rutin, hiperosid,
isoquercitrin, avicularin, quercitrin, quercetin, 13, 118-biapi-
genin, amentoflavone, hiperforin, adhiperforin, pseudohi-
perisin, pseudohiperisin,) kantitatif tayinleri yapiimistir (34).

Hypericum capitatum bitkilerinin toprak Ustd kisimlarinin
ugucu yag bilesenleri arastirilmis olup, GC/GC-MS analiz
sonuclarinda 48 farkli bilesen tespit edilmigtir. Ana bilesen-
ler a-pinene (%20,3), karyofillenoksit /%11.8), hekzadeka-
noikasit (%8,9), B-karyopilen (%6,5) ve undekan (%3,8)
olarak belirlenmigtir (20). Yapilan diger calismalarda ise,
analiz edilen H. capitatum bitki 6rneklerinde, ugucu yag bile-
senleri ve ana bilesenlerin oranlarinin bitkinin kisimlarina
gOre oldukga buyuk farkliliklar géstermesi dikkat cekicidir.

Bitkinin herba ve cicek kismindaki ana bilesen a-pinene
olarak tespit edilmis olup, oranlar sirasiyla (%43,589) ve
(%71,897) olarak bulunmustur (35,36). Kantaron bitkisinde
kullanilan kisimlarin herba ve ¢icek oldugu dikkate alindi-
ginda, kirmizi kantaronun (H. capitatum) ana bileseninin
a-pinene oldugu séylenebilir.

Calismamiza benzer sekilde, Boga vd., (2016) Hypericum
turleriyle yaptiklari calismada Gram (-) ve Gram (+) bak-
teriler Uzerinde disk difizyon ve mikrodilusyon yéntemiyle
antibakteriyel etkinliklerini incelemisler ve bircok Hypericum
turinin Gram (+) bakterilerden Streptococcus pyogenes
ATCC19615 and S. aureus ATCC 25923, Gram (-) bakteri-
lerden ise Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922, ve Candida albicans ATCC 10231 lizerinde
antimikrobiyal etkinliginin oldugunu tespit etmiglerdir (37).

Yapilan calismalarda, H. capitatum'un Bacillus cereus, S.
aureus, Branhamella catarrhalis, Clostridium perfringens ve
Candida albicans’ a karg! antimikrobiyal etkinlikleri bildiril-
mistir. Ayrica, bitkinin 6zleri HIV-I’ e karsi hafif bir antiretro-
viral aktivite sergiledigi belirtiimistir (35). H. capitatum dzleri,
cesitli ¢ozuculer icinde, bu bitkiyi dogal bir serbest radikal
temizleyici kaynagi olarak da bildirmiglerdir (38).

H. capitatum, farkli yerlerden toplandiginda ugucu yag bile-
siminde benzer sekilde farkliliklar géstermis, daha spesifik
olarak spathulenol (%12,9) ve iso-longifolene (%11,2) veya
alfa-pinen (%20,3) farkli koleksiyonlardan ana bilesenler
olarak bildirilmigtir (38).

Bu calismada ise Turkiye’ den Gineydogu Anadolu Bdl-
gesinde Kilis’ den toplanan ve farkli bélimlerinin (yaprak,
cicek, tohum vb.) farkl ¢dziculerle ekstrakte edilen (meta-
nol, etanol, aseton, kloroform vb) H. capitatum bitkisi ince-
lenmistir. YPSK ile analiz edilen H. capitatum bitkisinin
tohum kisminda; sikimik asit (1720.42 ppm(mg/ml), kafeik
asit (52.50 ppm(mg/ml), sinaminik asit, (14.217,61 ppm(mg/
ml), ve rosmarinik asit (30,90 ppm(mg/ml) icerikleri tespit
edilmistir.

H. capitatum’ un farkli kisimlari ile saghk alaninda yapilacak
farkli uygulama deneylerinde etki mekanizmalarinin cahsil-
masi 6nem kazanmaktadir.

Yapilan analizler sonucunda, kirmizi kantaron (H. capita-
tum) bitkisinin, standart bakteriler ve direncli klinik izolatlar
Uzerindeki antimikrobiyal etkinligi tedavilere destek saglaya-
cak nitelikte bir kullanim alani olusturabilecegi distnulebilir.
Ayrica antioksidan etkinligi ve total fenol iceriginin zengin
olmasi da bu alanda kullanimini destekleyerek alternatif
bir tedavi segenegi olarak umut vaat edici olabilir. Sonuc-
lar, CID ve kolistin direncli A. baumannii enfeksiyonlarinin
kontroll icin H. capitatum’ un potansiyel kullanimini olabi-
lecegini gbstermektedir. Bununla birlikte, insanda bakteriyel
enfeksiyonlarla miicadelede kullaniima olasiligini dogrula-
mak icin daha yeterli calismalar yapilmalidir.
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