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Abstract

The anti(myco)bacterial and antifungal effects of ethanolic extracts obtained from seed pods of four
Vincetoxicum taxa (V. canescens subsp. canescens, V. canescens subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp.
fuscatum and V. parviflorum) were examined against two Gram (+) bacterial strains [Staphylococcus aureus
(ATCC 25925), Bacillus subtilis (ATCC 6633)], three Gram (-) bacterial strains [Acinetobacter baumannii
(ATCC 02026), Escherichia coli (ATCC 25923), Aeromonas hydrophila (ATCC 95080)] and
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, and three fungal strains [Candida glabrata (ATCC 90030), Candida
tropicalis (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019)] by using the broth microdilution method. As
reference antimicrobial agents Ampicillin, Ethambutol, Isoniazid and Fluconazole were used. Against 4.
baumannii all the tested extracts exhibited significant antibacterial activity with MIC values ranging from
31.25 to 62.5 pg/ml when compared to reference drug Ampicillin (MIC value: 125 pg/ml). Especially, the
extract of seed pods of V. fuscatum subsp. fuscatum was found the most effective extract against A.
baumannii (MIC value: 31.25 pg/ml).

Keywords: Anti(myco)bacterial activity, Antifungal activity, Vincetoxicum, Seed pod, Extract.

Tirkiye'de Yetisen Dort Vincetoxicum Taksonunun Tohum
Zarflarimin Anti(miko)bakteriyal ve Antifungal Aktiviteleri

Ozet

Dort Vincetoxicum taksonunun (V. canescens subsp. canescens, V. canescens subsp. pedunculata, V.
fuscatum subsp. fuscatum ve V. parviflorum) tohum zarflarindan elde edilen etanol ekstrelerinin
anti(miko)bakteriyal ve antifungal etkileri iki Gram (+) bakteri susu [Staphylococcus aureus (ATCC
25925), Bacillus subtilis (ATCC 6633)], ti¢ Gram (-) bakteri susu [Acinetobacter baumannii (ATCC
02026), Escherichia coli (ATCC 25923), Aeromonas hydrophila (ATCC 95080)] ve Mycobacterium
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tuberculosis H37Rv, ve ti¢ fungal susa [Candida glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis (ATCC 750),
Candida parapsilosis (ATCC 22019)] karst Sivi Mikrodiliisyon Yontemi kullanilarak test edilmistir.
Referans antimikrobiyal ilaglar olarak Ampisilin, Etambutol, Izoniazid ve Flukonazol kullanilmistir. A.
baumannii'ye kars1 test edilen tiim ekstreler 31.25-62.5 pg/ml araliginda MiK degerleri ile referans ilag
Ampisilin ile karsilastirildiginda (MIK degeri: 125 pg/ml) belirgin antibakteriyal aktivite gdstermistir.
Ozellikle V. fuscatum subsp. fuscatum'un tohum zarflarindan elde edilen etanol ekstresi 4. baumannii'ye
kars1 en etkili ekstre olarak bulunmustur (MiK degeri: 31.25 pg/ml).

Anahtar Kelimeler: Anti(miko)bakteriyal aktivite, Antifungal aktivite, Vincetoxicum, Tohum zarfi, Ekstre.

1. Giris

Mikroorganizmalarin neden oldugu bulasic1 hastaliklar, ilaca direngli suslar nedeniyle diinya genelinde
onemli saglik sorunlar1 haline gelmistir (Ngezahayo ve ark. 2017, Shamsizadeh ve ark. 2017).
Mikroorganizmalarin kendilerine karsit kullanilan antimikrobiyal ilaglara karsi direng gelistirme
potansiyelleri, sentetik ilaglarin yiiksek maliyetleri ve istenmeyen yan etkileri (Ngezahayo ve ark. 2017,
Pagca ve ark. 2017, Uma ve ark. 2017) nedeniyle enfeksiyon hastaliklari ile etkili miicadelede farkli hareket
mekanizmalarina sahip yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir (Ngezahayo ve ark.
2017). Gliniimiizde diisiik maliyetli yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfinde en popiiler yontem tibbi
bitkilerin kaynak olarak kullanilmasidir (Uma ve ark. 2017, Ayoub ve ark. 2014).

Bitkiler geleneksel kullanimlari, fitokimyasal 6zellikleri ve farmakolojik etkileri nedeniyle uzun zamandan
beri dikkati ¢ekmektedir (Pasca ve ark. 2017). Bitkilerin terapdtik etkileri tizerine pek ¢ok g¢alisma olup
yapilan arastirmalar kapsaminda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan zatiirre, diyare, iilser, soguk
algmlig1, bronsit ve solunum yolu hastaliklar1 gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan 20.000'den
fazla tibbi bitki listelenmistir (Siddiqui ve ark. 2016). Ayrica literatiir verilerine gére mevcut antimikrobiyal
ajanlarin % 40'1 dogal kaynaklidir (Ayoub ve ark. 2014).

Vincetoxicum N.M. Wolf cinsi (Apocynaceae; subfamilya Asclepiadoideae) (DiTommaso ve ark. 2004,
Heywood ve ark. 2007) yaklasik 100 tiirii iceren Asya, Avrupa, Japonya (Liede 1996) ve Kuzey Amerika'da
(Leimu 2004) yayilig gdsteren bir cinstir. Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin yapraklari, kokleri ve kuru
tohumlari gesitli tibbi 6zellikleri nedeniyle geleneksel tipta kullanilmaktadir (Sliumpaite ve ark. 2013). V.
hirundinaria Medicus, V.nigrum (L.) Moench ve V. stocksii Ali & Khatoon tiirleri geleneksel olarak Avrupa
ve Cin tedavi sistemlerinde nevroz, sitma, skofula, yaralanma, riiptiir, ates, uyuz ve yara tedavilerinde
kullanilmakta (DiTommaso ve ark. 2004, Sliumpaite ve ark. 2013, Mansoor ve ark. 2011); ekspektoran,
ditiretik, emetik (Lavault ve ark. 1999, Pavela 2010a), antilaysmanyal (Mansoor ve ark. 2011), antitiimor
(DiTommaso ve ark. 2004, Nowak ve Kisiel 2000), laksatif ve diyaforetik (DiTommaso ve ark. 2004)
etkileri bilinmektedir. Pakistan'da V. stocksii tiirlinden elde edilen lapa yara ve eksternal kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir (Mansoor ve ark. 2011). V. hirundinaria tiriiniin kokleri veteriner hekimlikte
O0dem ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (DiTommaso ve ark. 2004). Fransa'da "dompte-
venin" ismiyle bilinen bu tiir emetik ve ekspektoran 6zellikleri nedeniyle kullanilirken (Lavault ve ark.
1994), italya'da tiim bitki ve koklerinden elde edilen infiizyon ve dekoksiyonlar zehirlenmelere karsi
antidot olarak kullanilmaktadir (Coassini-Locar ve Poldini 1988). Tirkiye'de "Kirlangic kuyrugu ve
Panzehir otu" olarak bilinmekte olup koklerin emetik etkisi rapor edilmistir (Baytop 1984). Dogu Anadolu
Bolgesi'nde V. canescens (Willd.) Decne. subsp. canescens lokal olarak "Zilasur ve Zehir otu" olarak
bilinmekte (Altundag ve Oztiirk 2011, Tuzlact ve Dogan 2010) ve dgiitiilmiis bitki kisimlar1 disaridan uyuz
(Altundag ve Oztiirk 2011) ve fungal enfeksiyonlarin (Altundag ve Oztiirk 2011, Tuzlac1 ve Dogan 2010)
tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu giine kadar yapilan fitokimyasal ¢aligmalar bu cinse ait tiirlerin tiim kisimlarinda terpenler (Lavault ve
ark. 1999, Nowak ve Kisiel 2000), fenantroindolizidin alkaloitleri (Staerk ve ark. 2002, Mogg ve ark. 2008,
Gibson ve ark. 2011), steroitler (Nowak ve Kisiel 2000) ve sekerler (Stockel ve ark. 1969, Giizel ve ark.
2015a); koklerinde asetofenon, ugucu bilesikler (Lavault ve ark. 1999), nisasta (Giizel ve ark. 2015a) ve
saponinler (Tanker ve ark. 2004, Giizel ve ark. 2015a); toprak istii kisimlarinda alkanoller (Nowak ve
Kisiel 2000) ve tanen (Giizel ve ark. 2017) bulundugunu gdstermistir. Ayrica steroidal glikozitler (Nowak
ve Kisiel 2000, Pavela 2010a) ve flavonoitler (Zaidi ve Crow 2005, Pavela 2010a) de rapor edilen diger
sekonder bilegiklerdir.
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Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarda V. stocksii tiiriiniin antifungal, antibakteriyal (Mansoor ve ark. 2011,
Zaidi ve Crow 2005), antilaysmanyal ve antimalaryal aktiviteleri (Mansoor ve ark. 2011), V. rossicum
(Kleo.) Barb. ve V. nigrum tiirlerinin antifungal ve antibakteriyal aktiviteleri (Mogg ve ark. 2008, Gibson ve
ark. 2011), V lutea L. tiiriiniin antioksidan aktivitesi (Sliumpaite ve ark. 2013) bildirilmistir. Ayrica
Vincetoxicum cinsine ait gesitli tiirlerin sitotoksik (Staerk ve ark. 2000, Staerk ve ark. 2002), bdcekler
iizerine antifeedant ve biiylime inhibisyonu (Pavela ve ark. 2010b, Giizel ve ark. 2015a, Giizel ve ark. 2017)
etkileri de gesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.

Tiirkiye'de Vincetoxicum cinsi Asclepiadoideae alt familyasmin en biyiikk cinsi olup 3'i endemik (V.
canescens (Willd.) Decne. subsp. pedunculata Browicz, V. fuscatum (Hornem.) Reichb. subsp. boissieri
(Kusn) Browicz ve V. parviflorum Decne.) olmak iizere 10 takson ile temsil edilmektedir (Browicz 1978,
Tanker ve ark. 2004). Tirkiye'de yetisen Vincetoxicum cinsine ait bazi tiirler {izerinde ilk fitokimyasal
(Giizel ve ark. 2017, Giizel ve ark. 2015a) ve biyoaktivite ¢calismalar1 (Spodoptera littoralis ve Leptinotarsa
decemlineata tiirlerine kars1 antifeedant aktivite (Giizel ve ark. 2017, Gtlizel ve ark. 2015a) ve Aspergillus
Jfumigatus tiirtine kars1 antifungal aktivite (Giizel ve ark. 2015b)) grubumuz tarafindan yapilmistir. Literatiir
taramalar1 Vincetoxicum cinsinin tohum zarflar1 lizerine herhangi bir biyoaktivite ¢alismasinin olmadigini
gostermistir. Bu nedenle bu caligmada; ikisi endemik olan dort Vincetoxicum taksonunun (V. canescens
subsp. canescens, V. canescens subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum (Hornem.) Reichb. ve V.
parviflorum) tohum zarflarindan elde edilen etanol ekstrelerinin iki Gram (+) bakteri susuna
[Staphylococcus aureus (ATCC 25925) ve Bacillus subtilis (ATCC 6633)], iic Gram (-) bakteri susuna
[Acinetobacter baumannii (ATCC 02026), Escherichia coli (ATCC 25923) ve Aeromonas hydrophila
(ATCC 95080)], Mycobacterium tuberculosis H37Rv ve 3 fungal susa [Candida glabrata (ATCC 90030),
Candida tropicalis (ATCC 750) ve Candida parapsilosis (ATCC 22019)] kars1 in vitro antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Izoniazid (Sigma, 13377), Flukonazol (Sigma, F8929), Etambutol (Sigma, E4630), RPMI 1640 Besiyeri
(Sigma, R6504), 3-(N-morfolino)-propansiilfonik asit (MOPS, Sigma, M1254), Resazurin sodyum tuzu
(Sigma R7017), Etanol ve Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan;
Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri, kasiton, gliserol ve oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz Becton Dickinson
(Sparks, MD, USA) firmasindan satin almmistir. Kullanilan tiim ¢6zeltiler deney sirasinda taze hazirlanmis
ve distile su kullanilmigtir.

2.2. Mikroorganizmalar
Bakteri suslar1 Staphylococcus aureus (ATCC 25925), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli
(ATCC 25923), Acinetobacter baumannii (ATCC 02026), Aeromonas hydrophila (ATCC 95080),
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ve fungal suslar Candida glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis
(ATCC 750) ve Candida parapsilosis (ATCC 22019) Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii'nden (Ankara,
Tiirkiye) temin edilmistir.

2.3. Bitki Materyali

Calismada kullanilan bitkiler Tirkiye'nin farkli bdlgelerinde, dogal habitatlarindan uygun toplama
zamanlarinda toplanmis, Dr. Sevda Giizel ve Dr. Ahmet Il¢im (Biyoloji Béliimii, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Mustafa Kemal Universitesi, Antakya, Tiirkiye) tarafindan teshis edilmistir. Bitki materyallerine ait
herbaryum &rnekleri Mustafa Kemal Universitesi herbaryumunda saklanmakta olup érneklere ait bilgiler ve
herbaryum numaralar1 Tablo 1'de verilmistir.

2.4. Ekstraksiyon prosediirii

Golgede kurutulmus tohum zarflar1 tohumlarindan ayrildiktan sonra degirmende (Retsch SK 100, Retsch
GmbH, Haan, Almanya) toz edilmistir. Toz bitki materyali %96'lik etanolle (100 g bitki materyali: 500 ml
etanol) ultrasonik karistiricida (Bandelin Sonorex, Bandelin Electronik GmbH & Co.KG, Berlin, Almanya)
30 dakika karigtirilmis ve ardindan oda sicakliginda bir gece karistiricida (Stirrer DLS-Velp Scientifica,
Italya) karistirilarak bekletilmistir (Mogg ve ark. 2008). Daha sonra siispansiyon Whatman No.1 filtre
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kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve kalan artik iizerine etanol eklenerek ayni islem iki kez daha
tekrarlanmus, siiziilmiigtiir. Siiziintiiler birlestirilmis ve ¢oziicli diisiik sicaklik altinda rotary-evaporatorde
(Heidolph-Rotary TLR 1000, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Almanya) ugurulmus,
elde edilen ekstreler kullanilana kadar +4°C'de karanlikta saklanmistir.

2.5. Antibakteriyal Aktivite Testi

Dort Vincetoxicum taksonunun tohum zarflarindan elde edilen etanol ekstreleri iki Gram (+) (S. aureus ve
B. subtilis) ve iic Gram (-) (E. coli, A. baumannii ve A. hydrophila) standart bakteri susuna karsi Sivi
Mikrodiliisyon Ydntemi kullanilarak in vitro antibakteriyal aktiviteleri igin test edilmistir. Genis spektrumlu
yar1 sentetik penisilin olan Ampisilin ¢aligmada referans antibakteriyal ilag olarak kullanilmistir. Her bir
etanol ekstresi DMSO'da ¢doziilerek 2000 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Steril mikroplak
kuyularina Mueller-Hinton sivi besiyerinden ve ¢6ziinmiis bitki ekstrelerinden eklenmistir. Bir seri
seyreltme igslemi sonucu test edilecek ekstrelerin konsantrasyonlar: 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62,
7.8, 3.9 ve 1.9 pg/ml olarak ayarlanmustir (Ersen ve ark. 2017). Her bir standart bakteri susundan ayr1 bir
steril tiipte 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanmis ve bu siispansiyon daha sonra
steril distile su ile 1:20 oraninda seyreltilmistir. Bu siispansiyondan besiyeri ve ekstre bulunan her bir
kuyuya 10 pl ilave edilmistir. Boylece kuyulardaki son bakteri yogunlugu 5x10° CFU/ml'ye ayarlanmustir
(CLSI 2012). Bu islem standart ilag Ampisilin iginde ayrica yapilarak ayni seyreltme serisi elde edilmistir.
Sadece besiyeri iceren kuyularda ekstreler ile ayni seyretme serisi hazirlanarak ¢oziiciiniin (DMSO)
mikrobiyal biiyiime etkisi de test edilmis ve ¢oziiciiniin test edilen mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir
biiyiime etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Deneyler iki tekrarli yapilmis ve her bir ekstrenin minimum
inhibitdr konsantrasyon (MIK) degeri belirlenmistir (Ersen ve ark. 2017).

2.6. Antimikobakteriyal Aktivite Testi

Ekstreler M. tuberculosis H37Rv standart suguna karsi1 Resazurin Mikroplak Yontemi kullanilarak in vitro
antimikobakteriyal aktiviteleri i¢in test edilmistir (Nateche ve ark. 2006).

1. Besiyeri: Bu yontemde %0.1 kaziton, %0.5 gliserol ve %10 oleik asit-alblimin-dekstroz-katalaz ile
zenginlestirilmis Middlebrook 7H9 besiyeri bazli 7TH9-S besiyeri kullanilmugtir.

2. Resazurin: Resazurin ¢aligma soliisyonu distile su ile %0.01 (a/h) konsantrasyonda hazirlanmis ve 0.22
um ¢apindaki membran filtreden (Ministar, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Almanya)
gecirilerek steril edilmistir.

3. Resazurin Mikroplak Yontemi: Calismada, kiiglik degisiklikler yapilmakla birlikte Nateche ve
ark.(2006)nin kullandig1 yontem referans alimmustir. Calisma cift tekrarli yapilmistir. Referans ilaglar
olarak izoniazid ve Etambutol kullanilmustir. Ekstrelerin ve referans ilaglarm ayri ayri 2000 upg/ml
konsantrasyonda stok soliisyonlart DMSO ile hazirlanmis ve 0.22 um c¢apinda membran filtrelerden
gecirilerek steril edilmistir. Hazirlanan soliisyonlarm iki kat seri seyreltmeleri 96 kuyulu mikroplaklarda
100 pl 7H9-S besiyeri ile yapilmis ve boylece 250-0.12 pg/ml son konsantrasyon degerleri elde edilmistir.
Caligilan her bir plaga standart antibiyotik icermeyen bir iireme kontrolii ve inokulum icermeyen bir
sterilite kontrolii ilave edilmistir. Lowenstein-Jensen besiyerinde iireyen H37Rv kolonilerinden bir 6ze
dolusu almnarak, icerisinde bir miktar steril cam boncuk bulunan 5 ml 7H9-S besiyerinde siispanse edilmis;
hazirlanan bu siispansiyon 2 dakika boyunca vorteks ile karistirilmis ve daha sonra 30 dakika boyunca
hareket ettirilmeden bekletilerek biiyiik partikiillerin ve besiyeri kalintilarinin dibe ¢okmesi saglanmstir.
Siire sonunda siipernatant yeni bir steril tiipe aktarilmis ve besiyeri ile McFarland no:1 bulaniklik degerinde
siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan bu siispansiyon daha sonra yine 7H9-S besiyeri ile 1:20 oraninda
diliie edilmistir. Hazirlanan son siispansiyondan 100 pl plak kuyularna ilave edilmis ve plaklar parafilm ile
kapatilarak 37°C'de normal atmosferde 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
biitiin kuyulara 30 pl resazurin ¢aligma soliisyonu ilave edilerek plaklar 1 giin daha inkiibasyona birakilmisg
ve sonuglar gorsel olarak degerlendirilmistir. Resazurin renginin maviden pembeye donmesi resazurinin
rediikte oldugunu, yani ilgili kuyuda bakteri {iremesi oldugunu gdstermektedir. Calisma sonunda MIK
degerleri, maviden pembeye renk degisimini engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri olarak
belirlenmistir.

2.7. Antifungal Aktivite Testi
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Ekstrelerin in vitro antifungal aktiviteleri C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis fungal suslarina karsi
NCCLS M27-A2 (NCCLS 2002) standart protokolii kullanilarak Stvi Mikrodiliisyon Yontemi ile test
edilmistir (Sonmez ve ark. 2010, Giizeldemirci ve Kiigiikbasmact 2010). Referans antifungal ilag olarak
sentetik triazol olan Flukonazol se¢ilmistir. Calismada 0.165 M 3-(N-morfolino)-propansiilfonik asit ile
pH’s1 7.0'a ayarlanmig RPMI 1640 besiyeri kullanilmistir. Standart suslarin RPMI 1640 besiyerinde 6nce
1:100 daha sonra 1:20 seyreltilmis, caligma silispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Etanol ekstreleri ve standart
ilacin ayr1 ayr1 1000 pg/ml konsantrasyonda stok soliisyonlart DMSO'da hazirlanmis ve 0.22 um ¢apindaki
membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan soliisyonlarin ve standart ilacin iki kat seri
seyreltmeleri 96 kuyulu mikroplaklarda RPMI 1640 besiyeri ile yapilmis ve bdylece 250-0.12 pg/ml son
konsantrasyon degerleri elde edilmistir. Calisilan her bir plaga standart antibiyotik icermeyen bir iireme
kontrolii ve inokulum i¢cermeyen bir sterilite kontrolii ilave edilmistir. Caligilan her bir kuyuya hazirlanan
inokulum siispansiyonundan 100 pl eklenmis, plaklar 35°C'de normal atmosferde 48 saat inkiibasyona
birakilmis ve siire sonunda sonuglar gorsel olarak degerlendirilmistir. MIK degerleri test edilen ekstrelerin
iiremeyi inhibe ettigi en diigiikk konsantrasyon degeri olarak belirlenmistir.

3. Sonuc ve Tartisma

Tiirkiye'de yetisen ikisi endemik, dort Vincetoxicum taksonunun (V. canescens subsp. canescens, V.
canescens subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum ve V. parviflorum) tohum zarflarindan elde
edilen etanol ekstreleri antibakteriyal aktiviteleri i¢in iki Gram (+) bakteri (S. aureus, B. subtilis) ve li¢
Gram (-) bakteri (4. baumannii, E. coli, A. hydrophila) ve M. tuberculosis standart suslarina karsi ve
antifungal aktiviteleri igin ii¢ standart fungal susa (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis) kars1 test
edilmistir. Caligilan taksonlara ait detayli bilgiler Tablo 1'de, elde edilen etanollii ekstre verimleri (% verim)
ise Sekil 1'de verilmistir. Antibakteriyal (Ersen ve ark. 2017) ve antifungal (NCCLL 2002, Sénmez ve ark.
2010, Giizeldemirci ve Kiigiikkbasmact 2010) aktiviteler Stvi Mikrodiliisyon Yontemi ve antimikobakteriyal
aktivite Resazurin Mikroplak Yontemi (Nateche ve ark. 2006) kullanilarak calisiimistir. Caligmada
Ampisilin, Etambutol, izoniazid ve Flukonazol referans antimikrobiyal ilaclar olarak segilmis olup
anti(miko)bakteriyal ve antifungal aktivite sonuglar1 sirasiyla Tablo 2 ve 3'de verilmistir.

Tablo 1. Caligilan taksonlarin fitocografik orjinleri, lokalitesi, yiiksekligi ve herbaryum numaralari.

Takson Endemlak Fitocografya® Lokalite® Yiikseklik Herbaryum
takson (m) numarasi

V. canescens subsp. fran-Turan C6: Kahramanmaras:

canescens (Willd.) - . Engizek Dag, 1.000 MKUH 1283
elementi o A

Decne. Kiigiikcerit Koyii

V. cancescens (Willd.) Dosu Akdeniz B3: Afyon: Dinar;

Decne. subsp. Endemik §lementi Kumalar Dag, 1.500-1.600 MKUH 1284

pedunculata Browicz Haydarli, Yenikoy

V. fuscatum subsp. B6: Kayseri: Pinarbasi;

Sfuscatum(Hornem.) - Bilinmiyor Kavak Koy tizeri, 1.800 MKUH 1315

Reichb. Hinzir Dag1.

V. parvifiorum Decne. | Endemik | 07U g 1bson. 1.200 MKUH 1334
elementi

* Tiirkiye Florasina gore diizenlenmistir.
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Elde Edilen Etanollii Ekstre Verimleri

® Ekstre verimi (%)

10,45

9,42
I I : 8’47

V. canescens subsp. V. cancescens subsp. V. fuscatum subsp. V. parviflorum *
canescens pedunculata * fuscatum

Sekil 1. Caligilan tiirlerin tohum zarflarindan elde edilen etanollii ekstre verimleri (%).

Antibakteriyal aktivite sonuglari, ¢alisilan ekstrelerin test edilen tiim bakteri suslarina karst 250-31.25
pg/ml araliginda MIK degerleri ile antibakteriyal aktiviteli oldugunu gdstermistir. Referans ilag Ampisilin
(MIK degeri: 125 pg/ml) ile karsilastirildiginda test edilen ekstrelerin tamami Gram (-) bakteri olan A.
baumannii'ye kars1 31.25-62.5 pg/ml MIK degerleri ile etkili bulunmustur. Ozellikle V. fuscatum subsp.
fuscatum'dan elde edilen etanol ekstresi 31.25 pg/ml MIiK degeri ile en yiiksek aktiviteyi gdstermistir
(Tablo 2). B. subtilis standart susuna kars1 ekstrelerin etkinligi degerlendirildiginde V. parviflorum tiiriiniin
etanol ekstresi 31.25 pg/ml MiK degeri ile en yiiksek aktiviteyi gdstermis, test edilen diger ekstrelerin MIK
degeri ise 62.5 pg/ml olup ekstrelerin etkiligi referans ilag Ampisilin'le (MIK degeri: 0.9 pg/ml)
karsilastirildiginda diisiik bulunmustur (Tablo 2).

Antimikobakteriyal aktivite sonuglar1 test edilen tiim ekstrelerin M. tuberculosis'e kars1 31.25 pg/ml MiK
degeri ile etkili oldugunu gdstermistir. Fakat etkinlik degeri, sirastyla 0.97 ve 1.95 pg/ml MIK degerlerine
sahip referans ilaclar izoniazid ve Etambutol ile karsilastirildiginda diisiik bulunmustur (Tablo 2).
Antifungal aktivite sonuglari, ¢aligilan tiim tiirlerin test edilen standart fugal suslara karst 125-31.25 pg/ml
araliginda cesitli MIK degerleri ile etkili oldugunu géstermistir. V. canescens subsp. pedunculata ve V.
fuscatum subsp. fuscatum'un etanol ekstreleri 31.25 pg/ml MiK degeri ile C. glabrata'ya kars1 daha etkili
olmasina ragmen referans ilag Flukonazol ile karsilastirildiginda (MIK degeri: 3.90 pg/ml) etkinligi
diisiiktiir. C. tropicalis ve C. parapsilosis'e karst 31.25 pg/ml MIK degeri ile V. canescens subsp.
canescens'in etanol ekstresi antifungal etkili olup Flukonazol ile karsilastirildiginda (MIK degerleri: 15.62
ve 3.90 pg/ml, swrastyla) etkinligi diistiktiir (Tablo 3).

Tiirkiye'de yetisen ve li¢ii endemik bes Vincetoxicum taksonu (V. canescens subsp. canescens, V. cancescens
subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum) tizerinde
yaptigimiz fitokimyasal taramalar sonucunda alkaloit, flavonoit, sekerler, kardioaktif glikozitler, tanen
(Giizel ve ark. 2017), steroidal glikozitler, sekerler ve nisasta (Giizel ve ark. 2015a) igerdikleri tespit
edilmistir. Literatiir bilgileri flavonoitler, fenolik asitler, tanenler, saponinler, alkaloitler, terpenler, ugcucu
yaglar (Arif ve ark. 2011, Cowan 1999), polisakkaritler ve sterollerin (Bajpai 2016) antimikrobiyal
ozelliklerinin oldugunu gostermistir. Bu nedenle c¢alismada genis aralikta polar bilesikleri ¢ozen
(Kowalczyk ve ark. 2013); fenolikler, alkaloitler, steroller ve terpenler ig¢in uygun bir ¢oziicli (Cowan 1999)
olan etanol ekstraksiyon i¢in sec¢ilmistir.
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Tablo 2. Bakteriyal suslara karsi test edilen ekstrelerin ve referans ilaglarin MIK degerleri (ug/ml).

Bakteri suslan
Takson Staphylococcus | Bacillus subtilis Acinetobacter Escherichia coli Aeromonas M. tuberculosis
aureus (ATCC 6633) baumannii (ATCC 25923) hydrophila H37RV
(ATCC 25925) (ATCC 02026) (ATCC 95080)
V. canescens subsp. canescens 125 62.5 62.5 250 250 31.25
V. canescens subsp. pedunculata™ 125 62.5 62.5 125 250 31.25
V. fuscatum subsp. fuscatum 125 62.5 31.25 250 250 31.25
V. parviflorum* 125 31.25 62.5 250 250 31.25
Referans ilac
Ampisilin 31.25 0.9 125 15.62 31.25 -
Izoniazid - - - - - 0.97
Etambutol - - - - - 1.95
Calisma iki tekrarli yapilmis ve MIK degerleri belirlenmistir.*: Endemik -: Test edilmedi
Tablo 3. Fungal suslara karsi test edilen ekstrelerin ve referans ilacin MiK degerleri (ug/ml).
Fungal suslar
Takson Candida glabrata Candida tropicalis Candida parapsilosis
(ATCC 90030) (ATCC 750) (ATCC 22019)

V. canescens subsp. canescens 62.5 31.25 31.25

V. canescens subsp. pedunculata™ 31.25 62.5 62.5

V. fuscatum subsp. fuscatum 31.25 62.5 62.5

V. parviflorum* 62.5 62.5 125

Referans ilac

Flukonazol | 3.90 ] 15.62 | 3.90
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Literatiir taramalarinda Vincetoxicum cinsine ait bazi tiirlerin antimikrobiyal aktivitesi lizerine az sayida
calisma oldugu gorilmiistiir (Mogg ve ark. 2008, Zaidi ve Crow 2005, Giizel ve ark. 2015b, Bazzaz ve
Haririzadeh 2003). Bazzaz ve Haririzadeh (2003) V. pumilum Decne. tiiriinden elde ettikleri metanol
ekstresini B. subtilis, S. aureus, E. coli ve Candida albicans'm da igerisinde oldugu bir grup
mikroorganizmaya kars1 silindir plak yontemi kullanarak test etmis ve ekstrenin C. albicans'a karsi
belirgin antifungal aktivitesi oldugunu; bakteri suslarina karsi ise etkili olmadigint géstermistir (Bazzaz
ve Haririzadeh 2003). Zaidi ve Crow (2005) V. stocksii tiiriinden elde ettikleri metanol ekstresinin
cesitli fraksiyonlarmi (etil asetat, hekzan, biitanol, kloroform ve su) C. albicans'inda i¢lerinde oldugu
12 fungal susa ve B. subtilis, E. coli ve S. aureus'un da iclerinde oldugu 12 bakteriyal susa karsi agar
difiizyon ve disk diflizyon yontemleri ile antimikrobiyal aktiviteleri i¢in test etmis ve ekstrenin B.
subtilis ve C. albicans'a kars1 belirgin aktiviteli oldugunu, E. coli'ye kars1 iimli aktivite gosterdigini, S.
aureus kars1 ise aktif olmadigmni tespit etmistir (Zaidi ve Crow 2005).

Mogg ve ark. (2008) V. rossicum tiiriiniin kok, taze yaprak ve olgun meyvelerinden elde ettikleri etanol
ekstresinin bazi bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmig ve bitkinin
antimikrobiyal etkisi oldugunu ayrica kdk ekstresinin de yaprak ekstresinden daha etkili oldugunu
bulmustur (Mogg ve ark. 2008). Giizel ve ark. (2015b) tarafindan yapilan bir calismada bes
Vincetoxicum taksonunun kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen artan polaritedeki ekstrelerin
(Diklorometan, Diklorometan: Metanol (1:1), Metanol ve Total Etanol) 4. fumigatus'a kars1 1 mg/ml
konsantrasyonda agar diliisyon yontemi kullanilarak antifungal aktivitesine bakilmig ve test edilen 40
ekstre igerisinde V. parviflorum'un kok ve toprak istii kisimlarindan ve V. canescens subsp.
canescens'in koklerinden elde edilen diklorometan ekstrelerinin % 45.86 inhibisyon degeri ile en
yiiksek etkiyi gosterdigi bildirilmistir (Giizel ve ark. 2015b).

Cesitli aragtirmalara gore Gram (-) bakteriler Gram (+) bakterilere gore daha direngli olup (Bajpai
2016, Pirbalouti ve ark. 2010) hiicre duvarlarmin yapist da daha farkli ve komplekstir. Bu durum
makromolekiillerin alimini farkli sekilde etkilemektedir (Alimpi¢ ve ark. 2017). Ayrica Gram (-)
bakteriler Gram (+) bakterilere gore dogal bilesiklere daha direnglidir. Gram (-) bakterilerin
lipopolisakkarit iceren hidrofilik yapidaki hiicre duvari hidrofobik yaglar, steroitler ve bitki
ekstrelerinin emilimini ve hedef hiicre zarinda birikimini inhibe etmektedir. Bu durum Gram (+)
bakterilerin dogal iiriinlere karsi Gram (-) bakterilere gore daha hassas olmasimi da agiklamaktadir
(Bajpai 2016).

Bu arastrma Vincetoxicum cinsinin tohum zarflar1 ilizerine yapilan ilk biyoaktivite ¢aligmasidir.
Calismada; test edilen ekstrelerin, kullanilan antibakteriyal ilaglara karsi direng gelistirme yeteneginde
olan ve Diinya genelinde ciddi saglik sorunlarina yol agan Gram (-) nozokomiyal patojen, A.
baumannii'ye (Lean ve Yeo 2017) kars1 62.5-31.25 pg/ml arahgmda MIK degerleri ile referans ilag
Ampisiline gére (MIK degeri: 125 pg/ml) yiiksek aktiviteli oldugu gosterilmistir. Test edilen ekstreler
arasinda V. fuscatum subsp. fuscatum'un etanol ekstresi 31.25 pg/ml MIK degeri ile belirgin yiiksek
etkilidir. Bu mikroorganizma yogun bakim {initelerinde goriilen enfeksiyonlar nedeniyle dikkatleri
cekmekte olup ayrica genis aralikta enfeksiyonlardan da (bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonlars,
menenjit, kan dolasimi enfeksiyonlari, vantilatér kaynakli zatiirre ve cerrahi yara enfeksiyonlari)
sorumludur (Shamsizadeh ve ark. 2017). Calisma sonunda elde edilen bulgular Vincetoxicum cinsine ait
dort bitkinin 4. baumanniinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde umut verici antimikrobiyal
ajan olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak Diinya genelinde yaygin olmalar1 ve ciddi enfeksiyonlardan sorumlu olmalari nedeniyle
bu calisma i¢in secilen mikroorganizmalara karsi test edilen dort taksonun antimikrobiyal aktivite
sonuglary, ileri arastirmalar yapilarak bu bitkilerin enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde antimikrobiyal
ajan olarak kullanimlarmm uygun olup olmayacaginin degerlendirilmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Ozellikle yiiksek aktivite gdsteren taksonlarm ilk asamada degerlendirilmesi uygun
olacaktir. Bu amagla; farkli mikroorganizmalarin taranmasi, en etkili ekstreler igin etkiden sorumlu
bilesikler, ekstre bilesik etkinliginin karsilastirilmasi, hayvan deneyleri, etki mekanizmalar1 ve toksisite
testlerinin de ileri asamalarda yapilmasi gereklidir.
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