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Abstract

In this study, antimicrobial activities of endemic Taraxacum farinosum Hausskn. Et Bornm. and
Taraxacum mirabile Wagenitz species belonging to genus Tarxacum used as medicinal plant were
investigated. Chloroform, aceton and methanol extracts of plants were tested against eight bacteria strains
at 25 mg/ml dose level in experiments. Disc diffusion and broth microdilution methods were performed
both for two species. In experiments commercial gentamicin (10 pg/disc) and ampicillin (10 pg/disc)
discs and gentamicin solution at a concentration of 10 mg/ml were used as positive control. Dimethyl
sulfoxide: Phosphate Buffered Saline (DMSO:PBS; 1:1) solution were employed as negative control. In
disc diffusion method it has been determined that only chloroform and aceton extracts of Taraxacum
mirabile have a weak antibacterial activity(eight mm inhibition zone) against Staphylococcus aureus
(MSSA) ATCC 25923, but the same activity couldn't be determined by broth microdilution method. As
aresults it has been concluded that none of the extracts of Taraxacum farinosum and Taraxacum mirabile
have no potential antibacterial activity against bacteria strains tested.

Keywords: Antibacterial activity, Disc diffusion, Broth microdilution, Taraxacum farinosum, Taraxacum
mirabile.
Taraxacum farinosum Hausskn. Et Bornm. ve Taraxacum
mirabile Wagenitz Ekstraktlarinin Antibakteriyel
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Ozet

Bu c¢alismada, tibbi bitkiler olarak kullanilan Taraxacum cinsine ait endemik Taraxacum farinosum
Hausskn. Et Bornm. ve Taraxacum mirabile Wagenitz tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri aragtirildi.
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Deneylerde, bitkilerin kloroform, aseton ve metanol extraktlari 25 mg/ml doz seviyesinde sekiz bakteri
susuna kars1 test edildi. Her iki tiir igin disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon metotlar1 uygulandi.
Deneylerde pozitif kontrol olarak ticari gentamisin (10 pg/disk) ve ampisilin (10 pg/disk) diskleri ve 10
mg/ml konsantrasyondaki gentamisin soliisyonu kullanildi. Dimetil siilfoksit:Fosfat tamponlu tuz
(DMSO:PBS; 1:1) soliisyonu negatif kontrol olarak kullanildi. Disk difiizyon yonteminde, sadece
Taraxacum mirabile’in kloroform ve aseton ekstraktlarinin Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC
25923’a karsi zayif bir antibakteriyal aktiviteye (sekizer mm inhibisyon zonu ile) sahip oldugu
belirlenmig, ancak ayni etkinlik sivi mikrodilisyon yontemi ile tespit edilememistir. Sonug olarak,
Taraxacum farinosum ve Taraxacum mirabile ekstraktlarinin hi¢birinin test edilen bakteri suslarna karsi
potansiyel bir antibakteriyal aktiviteye sahip olmadigi sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel aktivite, Disk diflizyon, Sivi mikrodiliisyon, Taraxacum farinosum,
Taraxacum mirabile

1.Giris

Diinya tizerinde yaklasik 500,000 bitki tiirii oldugu tahmin edilmektedir (Borris, 1996). Géreceli olarak
bunlarm ¢ok kiigiik bir yiizdesi (%1-10) hem insan hem de diger hayvan tiirleri tarafindan yiyecek olarak
kullanilmaktadir. Daha fazlasinin da ilag olarak kullanilmasi olasidir (Moerman, 1996). Tedavi
maksadiyla kullanilan bitkilerin miktar1 antik ¢agdan beri devamli bir artis gostermektedir.
Mezopotamya uygarligi déneminde kullanilan bitkisel drog miktarmm 250 civarinda oldugu, Grekler
déneminde ise 600 kadar bitkinin tanindig bildirilmistir. Arap-Fars uygarlig1 déneminde bu miktar 4,000
civarina kadar yiikselmistir. 19. ylizyilin baglarmda ise bilinen tibbi bitki miktar1 13,000 sayisina
erismistir (Baytop, 1999).

Modern bilimlerin gelismesiyle birlikte biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi disiplinlerin
kombine ¢alismasiyla halk ilaci olarak kullanilan birgok bitkinin, yapisinda bulunan dogal bilesiklerin,
fitokimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve biyolojik aktiviteleri saptanabilmektedir (Tadeg ve ark., 2005).
Ayrica tedavi alaninda son yillarda bitkilere olan ilginin artmasiyla alternatif tedavi arayislari, enfeksiyon
etkenlerine kars1 antimikrobiyal etki gosteren bitki ekstraktlarmim destek tedavi amaci ile kullaniminin
yayginlagmast, bitkilerin daha fazla arastirilmasina neden olmustur (Nakipoglu ve Otan, 1992).

Diinya Saglik Orgiitii, diinya niifusunun %60’ min sentetik ilaglar1 hig kullanmadigini, 3/4°niin ise kendi
geleneksel kiiltiirlerindeki bitkisel kaynakli olan ilaglara giivendigini ve bunlar1 kullandigini saptamistir.
Amerika’da halen ticari olarak bitkilerden ekstre edilen ilaglarm %75’ etnobotanik bilgiler sonucunda
elde edilmistir. Yine Amerika’da regetelenmemis ilaglarin %25°1 dogal iiriinler iken, %25°1 de dogal
tirinlerden hareketle tiirevlenen maddelerden olusmaktadir (Cubukgu ve ark., 2002).

Tiirkiye degisik iklim ve ortam kosullarina sahip olmasi ve ii¢ floristik bélgenin birlestigi bir kesimde
bulunmasi nedeniyle, bitki tiiri bakimindan Avrupa iilkelerinden daha zengindir. Tiir sayis1 yaklasik
olarak 11,000 civarmdadir (Giiner ve ark., 2000). Tiirk halki, cogunlugunun kirsal bolgelerde yasamasi
nedeniyle yabani bitkiler ile yakindan ilgilidir. Halk, yabani bitkilerin bir boliimiinden gida, baharat,
boyar madde veya ilag olarak yararlanmaktadir. Anadolu’da halkin yabani bitkileri ilag olarak kullanimi
eskilere uzanir. Tibbi bitkilerle tedavi bir kiiltiir ve gelenek varligina dayanmaktadir. Tim diinya
iilkelerinde oldugu gibi, Tirkiye’de de tibbi agidan 6nemli olan bitkiler halk arasinda hastaliklarin
tedavisi amaciyla kullanilmasina ragmen bunlardan yeterince yararlanilmamaktadir (Baytop, 1999).
Taraxacum cinsi, Asteraceae familyasina ait Cichorioideae alt familyasindan Lactuceae tribinin bir
iyesidir. Kuzey yarim kiirenin sicak bolgelerinde genis yayilis gostermektedir. Taraxacum
(Compositae= Asteraceae) cinsinin iilkemizdeki toplam tiir sayisi 49, takson sayisi ise 54’tiir. Bu ¢ok
yillik yabani ot, antik ¢aglardan bu yana tedavi edici 6zellikleri ile disepsi, mide eksimesi, dalak ve
karaciger sikayetlerinde, hepatit ve anoraksi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasiyla
bilinmektedir. Bununla birlikte bu bitkinin kullanim1 genel olarak deneyimlere dayanmaktadir. Yapilan
bazi ¢aligmalar ve kimyasal yapisinin ortaya konmasi bu cinsin tibbi bir bitki olarak kullanilabilecegini
ortaya koymustur (Schiitz ve ark., 2006).

Bu calismada, halk hekimliginde kullanimlar1 ve fitokimyasal 6zellikleriyle ilgili 6nceden herhangi bir
bilgiye rastlanilmayan ve Tiirkiye’de endemik tiirlerden olan Taraxacum farinosum Hausskn. Et Bornm.
ve Taraxacum mirabile Wagenitz’den elde edilen kaba ekstraktlarin bazi Gram pozitif ve Gram negatif
bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyal aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu nedenle, yapilan
bu c¢alisma, yukarida bahsedilen iki bitki tiiriiniin antibakteriyal aktivitesi tizerine ilk arastirma olarak
diigiiniilebilir.

47 |Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org

ISSN 2422-8702 (Online) llsi,l
Vol 2, No.2, 2016 NS'E
2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Ornekleri ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan bitki 6rneklerinden Taraxacum farinosum Hausskn. Et Bornm. Konya ili,
Cihanbeyli ilgesi, Tersakan Golii mevkiinin batt kesimlerinden; Taraxacum mirabile Wagenitz Aksaray
ili, Eskil ilgesi kuzey kesimi, Kiingénli mevkiinden, bitkilerin ¢i¢ekli déneminde toplandi. Bitkilerin
teshisi Dog. Dr. Evren YILDIZ TUGAY (S. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) tarafindan yapildi.
Araziden toplanan bitkiler temizlenerek golgede kurutuldu. Golgede kurutulan bitki 6rneklerinin toprak
istii ve altt kisimlar1 (kok, yaprak, cicek) mekanik bir dgiitiiciiniin yardimiyla &giitiildiikten sonra
ekstraksiyon iglemi soxhlet cihazinda yapildi. Toz halindeki 6rnekler (20 g), 250 ml kloroform
¢ozgeninin kullanmildigi soxhlet cihazinda 50°C’de 8 saat siireyle ekstraksiyon islemine tabi tutuldu.
Ekstraksiyon fazinin eldesinden sonra, drneklerin kurutulmasini takiben diger ¢ozgenlerle (aseton ve
metanol) ekstraksiyon iglemi gerceklestirildi. Elde edilen ekstraktlar Whatman No:1 filtre kagidindan
gegirilerek filtre edildi ve daha sonra da indirgenmis basing altinda 35°C’de rotary evaporatdrde evapore
edildi (5-10 ml hacime kadar). Ardindan bu ekstraktlar liyofilizator (Edwards Modulyo 4K Freezer)
cihazinda liyofilize edildi (Kaufman ve ark., 1995). Bu islemin ardindan kiigiik porsiyonlar halinde -
20°C’de derin dondurucuda saklandi. Ekstraktlar antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden teste tabi
tutulacagr zaman, disk difiizyon metodunda kullanmak tizere her ekstre kendi ¢oziiciisii igerisinde 25
mg/ml bir konsantrasyonda; sivi mikrodiliisyon metodunda kullanilmak iizere ise 25 mg/ml
konsantrasyonda Dimetil siilfoksit (DMSO): Phosphate Buffered Saline (PBS) (1:1) icinde ¢6ziildii ve
0.45 um’lik milipor filtrelerden gecirildikten sonra iizerinde ekstrakt numarasi yazili tiiplerde kiigiik
hacimlere boliinerek +4°C'de saklandi (Buruk, 2002).

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bitki ekstraktlariin hazirlanmasinda kullanilan kloroform, aseton, metanol ve DMSO ¢oziiciileri ile
bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasinda ve antimikrobiyal aktivite degerlendirme ¢alismalarinda kullanilan
Mueller-Hinton Broth (MHB) ve Mueller- Hinton Agar (MHA) besiyerleri ticari olarak Merck
(Darmstadt, Germany)’den temin edildi. Ekstraktlarin antibakteriyal aktivitelerinin arastirildigi
deneylerde kontrol amaciyla kullanilan gentamisin (Genta) ticari olarak eczaneden, ekstraktlarin ve
kontrol antibiyotiginin sulandirmalarmin hazirlanmasinda kullanilan PBS tabletleri ile bakterilerin
canliligmi belirlemek igin kullanilan 2,3,5- Trifeniltetrazolyum klorid (TTC) ticari olarak Sigma-Aldrich
(Chemie GmBH, Germany) firmasindan temin edildi. Disk difiizyon yonteminde kullanilan standart
antibiyotik diskleri ampisilin ve gentamisin Oxoid (Unipath Ltd, Basingstoke Hampshire, England)’den
temin edildi.

2.3. Test Mikroorganizmalari

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde insan, hayvan ve
gidalarda patojen olan mikroorganizmalar secildi. Calismada, Escherichia coli ATCC 25922, Metisilin
duyarli Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Streptococcus
salivarius RSHE 606, Proteus mirabilis ATCC 43071, Listeria monocytogenes Tip 2 Pasteur Enstitiisii
5434, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 olmak tizere sekiz adet
standart bakteri susu kullanildi. Bu suslar Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi.

2.4. PBS, TTC ve Stok Gentamisin Soliisyonu Hazirlanmasi

Ticari olarak Sigma’dan elde edilen PBS (Dulbecco’s A) tabletleri 200 ml i¢in 1 tablet olmak iizere distile
suda ¢oziildiikten sonra istenilen hacimlerde siselere boliindii. Daha sonra da otoklavda 121°C’de, 1
atmosfer basing altinda, 15 dk tutularak steril edildi. Kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra oda 1sisinda
saklandi.

Toz halindeki TTC’nin 0.5 g’t 100 ml PBS (0.1 M, pH: 7.3) iginde ¢oziilerek %0.5’lik soliisyonu
hazirlandiktan sonra, milipor filtreden (0.45 pm) gecirelerek steril edildi ve kiiciik porsiyonlar halinde
tiiplere taksim edilerek (5’er ml) +4°C’de karanlikta saklandi.

Ekstraktlarin antibakteriyal aktivitelerinin arastirildigi deneylerde kontrol amaciyla kullanilan ticari
preparat halindeki gentamisin’in PBS ile 10 mg/ml konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlandiktan sonra,
kiigiik hacimlerde tiiplere boliinerek -20°C’de saklandi.
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2.5. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Antibakteriyal aktivitenin degerlendirilmesine yonelik olarak uygulanan disk difiizyon metodunda
MHA, mikrodiliisyon metodunda ise MHB besiyeri kullanildi. Ayrica test mikroorganizmalarinin
gecelik taze kiiltiirlerini hazirlamak amaci ile Brain Heart Infusion Broth (BHIB) besiyeri kullanildi.
BHIB besiyeri 37 g/l olacak sekilde distile su icerisinde homojen bi¢imde ¢o6ziildiikten sonra, vidali
kapakli tiiplere 10°ar ml olacak sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle steril edildi. MHB
besiyeri (21 g/l) distile suda ¢oziildiikten sonra, deney tiiplerine 10’ar ml olacak sekilde dagitildi ve
otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle steril edildi.

Disk diflizyon yontemi antibakteriyal aktivite denemelerinde kullanilmak tizere MHA besiyeri 34 g/l
olacak sekilde distile suda ¢oziildii ve 100°C’de yaklasik 1 saat kadar isitildiktan sonra otoklavda
121°C’de 15 dk tutularak steril edildi. Eritilmis besiyeri yaklasik 45°C civarinda iken 12 cm ¢apli steril
cam petri kutularina kalinlig1 4 mm olacak sekilde (yaklasik 30 ml) dagitildi ve katilasmaya birakild.

2.6. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin antibakteriyal aktivitelerini belirlemek i¢in bazi modifikasyonlar uygulanarak Sokmen ve
ark. (1999) tarafindan bildirilen disk diflizyon yontemi ve Abbasoglu ve ark.’nin (1995) bildirdigi sivi
mikrodiliisyon (broth mikrodiliisyon) yontemleri kullanild.

2.6.1. Disk Difiizyon Yontemi

Liyofilize haldeki kiiltiirler dncelikli olarak derin dondurucudan ¢ikarildi. Steril BHIB igerisine suslar
inokiile edildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek canlandirildi. Inkiibasyondan sonra, taze gecelik
kiiltiirlerden MHB besiyeri igerisine belirli miktar aktarildi. Bakteriyel siispansiyon, kiiltiirlerin
yogunlugu Mc Farland standart bulaniklik derecesine gore 0.5 olacak sekilde (yaklasik olarak 103 koloni
olusturan birim-kob/ml) Densimat (Biosan) dansitometre cihazinda ayarlanarak hazirlandi.

Bakteriyel siispansiyon hazirlandiktan sonra, 10% kob/ml bakteri igeren kiiltiir siispansiyonlarmdan 100
pl alinarak besiyerlerinin {izerine yayildi. Besiyerlerinin yiizeyinin kurumasi i¢in petri kutulari etiivde 5
dk stireyle bekletildi. Her ekstraktin kendi ¢6ziiciisii iginde 25 mg/ml olacak sekilde énceden hazirlanmig
ve filtrasyonla steril edilmis soliisyonlari, ticari olarak elde edilen 6 mm ¢apindaki steril bos antibiyotik
disklerine (Oxoid, Schleicher & Shiill No: 2668, Germany) 20’ser pul olacak sekilde emdirildi. Daha
sonra besiyerinin yiizeyine belirli araliklarla yerlestirildi. Pozitif kontrol olarak ampisilin (10 pg/disk) ve
gentamisin (10 pg/disk) ticari diskleri, negatif kontrol olarak ekstrakt icermeyen ¢oziiciiciiler (kloroform,
aseton, metanol) kullanildi. Petriler 37°C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra, olusan inhibisyon zonlarinin
capi Olgiilerek kaydedildi. Test ii¢ tekrarli yapildi.

2.6.2. Sivi Mikrodiliisyon (Broth Diliisyon) Y ontemi

Broth mikrodiliisyon metodunun, ¢ok sayida test o6rneginin Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK)’unun belirlenmesinde potansiyel olarak faydal1 bir yontem oldugu gosterilmistir. Mikrobiyolojide
MIK, bir gecelik inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin gozle goriilebilir iiremesini inhibe edecek
olan antimikrobiyal maddelerin en diisiik konsantrasyonudur. MIK, teshise yonelik laboratuarlarda
antimikrobiyal bir etkene kargt mikroorganizmalarin direncini tespit etmede oldugu kadar, yeni
antimikrobiyal etkenin aktivitesini 6lgmek i¢in de 6nemlidir (Dask ve ark., 2010). Mikrotitre plak
metodunda, ilk dnce solvent (Grierson ve Afolayan, 1999) veya DMSO (Salie ve ark., 1996; Nostro ve
ark., 2000; Baris ve ark., 2006) kullanarak ekstraktin stok soliisyonu elde edilir. Pleyte stok soliisyonun
esit bir miktarini aktarmadan 6nce mikrotitrasyon pleytinin gozlerinde sulandirici olarak siklikla Mueller
Hinton broth veya su kullanilmaktadir. Konsantrasyon aralig1 elde etmek i¢in ilk kuyucuktan baslayan
iki misli seri diliisyonlar hazirlanir. MIK-5-8 konsantrasyonu, kullanilan antimikrobiyaller icin
gerceklestirilebilir konsantrasyonlar1 temsil edebilmektedir (Mendoza, 1998). Bu prosediir i¢in inokulum
hacmi genellikle 5 x 10° kob/m1’dir (Lourens ve ark., 2004; Basri ve Fan, 2005). Baz: arastiricilar 620
nm’de 0.4 optik dansisitesi olan mikrobiyal kiiltiir ya da 0.5 McFarland bulaniklik standardiyla
ayarlanmis 12 saatlik broth kiiltiirii kullanmiglardir (Baris ve ark., 2006). Mikrobiyal kiiltiir esit bir
hacimde kuyucuklara konulur ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilir (Lourens ve ark., 2004).
Inkiibasyondan sonra, pleytler iiremenin gostergesi olarak bulanikliktaki degisiklikler ydniinden
incelenirler. Berrak goziiken ilk kuyucuk, ekstraktin MIK’i olarak kabul edilir. Bazi arastiricilar
iremenin varligin belirlemek igin tetrazolium tuzlari veya resazurin boyast (Umeh ve ark., 2005) ya da
spektrofotometri (Devienne ve Raddi, 2002; Matsumoto ve ark., 2001) kullanmslardir.
Spektrofotometrik yontemde 620 nm dalga boyundaki absorbans degeri dikkate alinir (Salie ve ark.,
1996). Absorbans degerinde ani diislis gosteren konsantrasyon (Devienne ve Raddi, 2002) ya da sifir
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absorbans degeri veren en diisiik konsantrasyon, bitki ekstraktinmn veya test fitokimyasalmin MIK’idir
(Salie ve ark., 1996).

Antimikrobiyal testler i¢in, 96 adet "U" tipi kuyucuklara sahip, steril mikrotitrasyon pleyti (Brand)
kullanildi. Hazirlanan Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinden 96 kuyucuklu pleytlerin her bir
kuyucuguna 100’er ul dagitildiktan sonra, PBS:DMSO (1:1) ile 25 mg/ml (25000 pg/ml)
konsantrasyonlarinda sulandirilan ekstraktlardan pleytlerin ilk kuyucuklarina 100’er pl konuldu. Sekiz
kanalli pipet ile ilk kuyucuklardan 100’er pl’lik hacimler alinarak bir sonraki kuyucuklara tagimak
suretiyle ekstraktlarin Log, tabanina gore sulandirimlari (12500 pg/ml - 12.20 pg/ml) hazirlandi. Pleytin
son kuyucuguna besiyeri kontrol amaciyla herhangi bir ekstrakt veya kiiltiir konulmadi.

McFarland 0.5 bulanikligindaki bakteri siispansiyonundan steril serum fizyolojik ile 102 sulandirim
yapilarak mI’sinde 10° bakteri olan siispansiyon hazirlandi ve bu siispansiyonlardan her kuyucuga 100’er
ul aktarilarak ekstraktlarm 6250 pg/mlile 6.10 ug/ml konsantrasyonlari arast sulandirimlari elde edildi.
Bu calismaya paralel olarak farkli pleytlerde negatif kontrol (DMSO:PBS), kontrol antibiyotigi
gentamisin ve bakterilerin pozitif liremeleri test edildi. Gentamisinin 10 mg/ml konsantrasyonundaki
¢ozeltisinden, ekstrakt ilavesinde oldugu gibi ilk kuyucuklara 100 pl ilave edilerek, 1-12. kuyucuklar
arasinda 2500 pg/ml-1.22 pg/ml konsantrasyonlarda sulandirimlart yapildi.

Bu islemlerden sonra pleytlerin kapaklar1 kapatilarak 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi, inkiibasyon
stiresi sonunda renklenme i¢in kuyucuklara 20 pl akdz (sulu) TTC (%0.5) eklenerek 37°C’de 30 dk daha
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda pleytlerdeki iireme kontrol edilerek, gozle goriilebilen
bir iiremenin olmadig: (renklenmeyen alanlar), dolayisiyla {iremenin inhibe oldugu en diisiik ekstrakt
konsantrasyonu MIK olarak degerlendirildi (Sette ve ark., 2006; Morales ve ark., 2008).

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

Taraxacum farinosum Hausskn. Et Bornm. ve Taraxacum mirabile Wagenitz’den elde edilen kloroform,
aseton ve metanol ekstraktlarmim antibakteriyal etkilerinin belirlenmesinde disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon metodlar kullanildi.

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik kullanilan yontem disk diflizyon
yontemidir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu yontem Kirby-Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu
isimlerle de anilmaktadir. Bu test, kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarliligi arastirilan
organizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu yontem ayni amagla;
belli miktarlarda ekstraktlarin veya kimyasal maddelerin, test edilecek olan mikroorganizmalara karsi
etkisini test etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra ekstraktin
inhibitér konsantrasyonlarinmn saglandigi diskin ¢evresinde iireme goriilmez. Inhibisyon zonunun capi
mm seklinde Slgiilerek, standart zon tablolarma gore degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin
kullanilan ekstrakta ya da antibiyotige karsi duyarlilik durumu belirlenir (Demirpek, 2011).

Tablo 3.1: Disk diflizyon yontemine gore bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri

Test bakterileri Inhibisyon Zonu (mm)
1. farinosum T mirabile Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol

KE| AE| ME | KE | AE| ME | G Amp | K| A M
E. coli ATCC 25922 - - - - - - 14 - - -
S. aureus (MSSA) ATCC | - - - 8 8 - 22 - - -
25923
B. cereus ATCC 11778 - - - - - - 21 - - -
S. salivarius RSHE 606 - - - - - - 13 - - -
P. mirabilis ATCC 43071 | - - - - - - 16 - - -
L. monocytogenes Tip 2 | - - - - - - 14 - - -
Past. Enst. 5434
E. faecalis ATCC 29212 - - - - - - 22 - - -
K. pneumoniae ATCC | - - - - - - 13 - - -
70063

KE: Kloroform Ekstrakti; AE: Aseton Ekstrakt;; ME: Metanol Ekstrakti; G: Gentamisin (10 pg/disk);
Amp: Ampisilin (10 pg/disk); K: Kloroform (20 pl/disk); A: Aseton (20 pl/disk); M: Metanol (20 ul/disk)
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Calismamizda kullanilan Taraxacum farinosum ve Taraxacum mirabile bitkilerine ait gesitli ekstraktlarmn
disk diflizyon yonteminde, test mikroorganizmalarina karsi antibakteriyal etkileri Tablo 3.1’de
verilmektedir. Tablo 3.1 incelendiginde, Taraxacum farinosum ekstraktlariin, ¢aligmada kullanilan sekiz
sus lizerinde herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmektedir. Calismada ¢oziicii olarak
kullanilan, steril bos disklere 20°ser pl hacimlerde emdirilmis kloroform, aseton ve metanol
¢oziiciilerinin test edilen bakterilere karsi herhangi bir inhibitor etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin (10 pg/disk) ve ampisilin (10 pg/disk) ticari diskleri ise,
suslar lizerinde degisen zon c¢aplarinda antibakteriyal aktivite gostermislerdir. Taraxacum mirabile
bitkisinin de, aseton ve kloroform ekstraktlarinin metisiline duyarli S. aureus tizerinde olusturdugu 8 mm
inhibisyon zonu disinda, test edilen bakteri suslarina karsi antibakteriyal etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1). Diger taraftan Taraxacum mirabile’in aseton ve kloroform
ekstraktlarmin metisilin duyarh S. aureus susuna karsi tespit edilen antibakteriyal aktivitesi de, disklerin
6 mm’lik caplar1 ve kontrol olarak kullanilan antibiyotik disklerinin olusturdugu inhibisyon zonlar
dikkate alindiginda, oldukca zayif antibakteriyal aktivite olarak degerlendirilebilir.

Sekil 3.1: Bitki ekstraktlarinin S. aureus (MSSA) ATCC 25923 {izerine antibakteriyal etkisi [1: T.
mirabile metanol ekstrakti, 2: T. mirabile kloroform ekstrakti, 3: T. mirabile aseton ekstrakti, 4: T.
farinosum metanol ekstrakti, 5: T. farinosum kloroform ekstrakti, 6: T. farinosum aseton ekstrakti, 7:
Metanol, 8: Kloroform, 9: Aseton, AM: Ampisilin]

Calismada kullanilan diger bir antimikrobiyal aktivite inceleme metodu olan mikrodiliisyon metodunda
ise, mikroorganizma ile etkilesen test maddesi miktar1 tam olarak bellidir ve test maddesinin, hazirlanan
stok ¢ozeltisinden diliisyonlar1 yapilarak diizenli sekilde azalan konsantrasyonlar elde etmek, bu sayede
de minimal inhibe edici konsantrasyonu belirlemek miimkiin olmaktadir. Bu yontemin diger avantaji da
ok diisiik miktarlarda test maddesi ile MIK degeri belirleme imkani saglamasidir (Iscan ve ark., 2002).
Bu metotla elde edilen sonuglar Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Tablo 3.2 incelendiginde, 7. mirabile’e ait her ii¢ ekstraktin da birinci ve ikinci kuyucuklarda test
bakterilerinin tamamimnin {iremesini inhibe ettigi goriilmektedir. ik izlenimler bu ekstraktlarin
antibakteriyal aktiviteye sahip olduklar1 yoniinde olsa da, negatif kontrol pleytindeki DMSO:PBS
karisimmin (¢ézgenin) bakteri suslari iizerine birinci ve ikinci kuyucuklarda toksik etkiye neden
oldugunun saptanmasi, ekstraktlarin antibakteriyal aktiviteye sahip olmadiklar izlenimine yol agmistir.
Apyrica, ekstraktlarm en yiiksek dozlarinda, disk diflizyon yonteminde de inhibisyon zonu goériilmemesi
bu ii¢ ekstraktin herhangi bir antibakteriyal etkiye sahip olmadig1 goriisiinii daha da kuvvetlendirmistir.

Taraxacum farinosum ekstraktlarinin sivi mikrodiliisyon yonteminde elde edilen antibakteriyal aktivite
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sonuglart yine Tablo 3.2°de verilmistir. Elde edilen sonuglara goére 7. farinosum ekstraktlari test
mikroorganizmalar1 {izerine herhangi bir antibakteriyal aktivite gostermemistir. Bu sonuglar disk
difiizyon metodundan elde edilen sonuglarla uyusmaktadir. 7. mirabile ekstraktlarinda oldugu gibi,
kullanilan ¢dziicii bakteriler {izerine toksik etki gdstermistir. Ilk iki kuyucukta {iremenin inhibe edilmesi
olas1 bir antibakteriyal aktivitenin varligini diigiindiirebilir. Fakat, hem biitiin deneme pleytlerinde ilk iki
kuyucukta iiremenin inhibe edilmesi hem de negatif kontrol plaginda bu durumun dogrulanmasi,
¢Oziiciiniin deneme suslar1 iizerine olumsuz bir etki gdsterdiginin kanitidir. Zaten biitlin ekstraktlarm ayn1
derecede etki gostermesi diigiik bir olasilik olarak diisiiniilebilir.

Caligmamizda, pleytin G satirinda bulunan Enterococcus faecalis susu, sivi mikrodiliisyon yonteminde
ireme gostermediginden dolayi ¢alismanin bu kismindan ¢ikarilmistir.

Literatiirlerden elde edilen bilgilere gore Taraxacum cinsine ait farmakolojik ¢alismalar ozellikle
Taraxacum officinale bitkisi lizerine yapilmistir. Bu durum bitkinin ¢ok genis yayilis géstermesinden ve
halk tarafindan kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. 7. officinale’nin insan iizerine 6zellikle sindirim
sorunlarint tedavi etme yoniindeki uygulamalari, farmakolojik calismalarla desteklenmistir. Bazi
caligmalar bitkinin antioksidan, antikanserojen, antiinflamatuar vb. saglik diizenleyici etkilerinin, ya
bitkinin gesitli ekstraktlarindan ya da kok, govde, yaprak veya cicek gibi herhangi kismindan elde edilen
tek bir maddeden kaynaklandigini gostermistir. Cesitli farmakolojik etkilerin kaynagi olarak genellikle
polifenolik maddelere ve seskiterpenlere isaret edilmektedir. 7. officinale bitkisinde ¢ok sayida madde
karakterize edilmesine ragmen, bazi maddelerin tek basina calisilmast daha smirli kalmistir. Fakat
bunlara daha ileri derecede ilgi gosterilmesi ve daha detayli g¢aligmalar yapilmasi ongoriilmektedir
(Schiitz ve ark., 2006).

Bu o6ngoriiler dogrultusunda yapmis oldugumuz g¢alismada, Taraxacum cinsine ait ve iilkemiz igin
endemik olan 7. mirabile ve T. farinosum tiirlerinin antibakteriyal aktiviteleri disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon yontemleriyle arastirilmistir. Elde edilen verilere gore her iki tiirde de herhangi bir
antibakteriyal aktivite tespit edilememistir. Ayrica bu bitkiler ile ilgili daha 6ncesinde yapilan herhangi
farmakolojik bir calisma tespit edilmemistir. Dolayis1 ile antibakteriyal etki tespit edilmemesi de bu tiirler
icin kaydedilen ilk bilgiler olabilir. Farkl: tiirlerin farkli potansiyel antimikrobiyal aktiviteleri olabilir.
fran'da kullanilan baz1 tibbi bitkilerin antibakteriyal 6zelliklerinin degerlendirildigi bir arastirmada,
Taraxacum vulgare (Lam.) Schinz’nin koklerinden elde edilen metanol ekstraktlarmin Klebsiella
pneumoniae ve Bordetella bronchiseptica bakteri tiirlerine karsi antibakteriyal etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Bonjar, 2004).

Barbour ve ark. (2004) ¢alismalarinda, 27 dogal bitkinin farkli kisimlarmdan elde edilen 39 su ve 39
metanol ekstraktlarini1 Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteria,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, ve Candida
albicans lzerinde denemislerdir. Taraxacum’un goévde ve yapraklarindan elde edilen ekstrakt ile
ciceklerinden elde edilen ekstrakt kargilastirmali olarak degerlendirilmistir. Govde ve yaprak ekstrakti
birlikte kullanildiginda 10 pl konsantrasyonlu ekstrakt test mikroorganizmalari tizerinde %22 oraninda;
20 pl’lik ekstrakt ise %66 oraninda inhibisyona neden olmustur. Cigek ekstraktinda ise 10 pl’lik ekstrakt
herhangi bir etkiye neden olmazken 20 pl’lik ekstrakt %55.5°lik bir inhibisyon orani gostermistir.
Buradan da anlagilacagi {izere bitkinin farkli kisimlarinda farkli etken maddeler, degisen oranlarda
inhibisyona neden olmustur. Bizim tiirlerimizde ise 20 pl’lik ekstraktlar aktivite gdstermemistir.

Elazig yoresinde tibbi amagclarla kullanilan bazi bitki tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
degerlendirildigi bir arastirmada, Taraxacum revertens G. Hagl.’den elde edilen kloroform
ekstraktlarmin test edilen mikroorganizmalarin higbirine karsi antimikrobiyal etkisinin olmadigi
belirlenmistir (Kirbag, 2006). Calismamizda kullanilan kloroform ekstrakti da benzer sekilde
antibakteriyal aktivite gdstermemistir.

Kang ve ark. (2008), Compositae familyasina ait, aralarinda Taraxacum platycarpum’unda bulundugu
alt1 farkli bitkinin metanol, hekzan, etil asetat, biitanol, kloroform ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal,
antioksidan ve tirosinaz inhibisyon aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu c¢alismada 7. platycarpum
bitkisinin etil asetat ve hekzan ekstraktlar1, E.coli, S. aureus, P. aeruginosa ve Candida albicans tizerine
onemli derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Calismamizda kullanilan bitkilerin kloroform,
aseton ve metanol ekstraktlari, benzer mikroorganizmalara karst herhangi bir etki gostermemistir. Buna
ragmen bizim ¢alismamizda hekzan ve etilasetat ekstraktlar: kullanilmamustir. T2 vulgare, T. revertens ve
T. platycarpum'un bizim tiirlerimizden farkli olmasi, antibakteriyal aktivitenin tiirlere gore farklilik
gosterebilecegi (sahip olduklar farkli bilegiklerden dolay1) goriisiinii desteklemistir (Cowan, 1999).
Sengiil ve ark. (2009), i¢lerinde 7. officinale’nin de bulundugu sekiz bitkinin in vitro antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesini toplam 32 mikroorganizma {izerinde test etmislerdir. Disk difiizyon
metodunun kullanildig1 bu ¢alismada, Viscum album ve Alkanna tinctoria’nin metanol ekstraktlar: 23
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mikroorganizma iizerinde etkili olurken, 7. officinale’nin kayda deger herhangi bir antimikrobiyal
aktivitesi tespit edilmemistir. Arastirmacilarin Taraxacum ile ilgili elde ettikleri veriler, bizim
tiirlerimizden elde edilenlerle uyusmaktadir.

Zaouia ve ark. (2010), Cezayir'de halk tibbinda kullanilan dokuz bitkinin su ve metanol ekstraktlarini
disk diflizyon yontemi ile bazi mikroorganizmalar {izerinde denemislerdir. 7. officinale ekstrakti E coli’ye
karsi sirastyla 12 mm ve 14 mm, P, aeruginosa’ya karsi 12 mm ve 14 mm, K. pneumoniae’ye karst 8 mm
ve 12 mm, E. aerogenes’e karst 13 mm ve 15 mm, S aureus’a karsi ise 12°ser mm ¢apinda inhibisyon
gostermistir. Bitkinin bulundugu bolgeye gore igerigindeki etken maddelerin orani ve aktiviteleri
degisiklik gosterebilir. Calismamizda benzer bakteriler kullanmamiza ragmen, farkli tiir bitki
kullanilmasindan dolay1 aktivite gozlenmemistir. Bu durum bize yine farkli tiirlerin farkli maddeler ihtiva
ederek aktivitelerde de bu farki ortaya koyduklarini gostermektedir.

Voss-Rech ve ark. (2011) galismalarinda, in vitro olarak 21 farkl bitkinin etanol ekstraktlarini, 20 farkli
Salmonella serovari tizerinde antimikrobiyal etki yoniinden test etmislerdir. Arastiricilar iglerinde 7
oficinale’nin de bulundugu bu bitkilerden, en fazla inhibisyon etkisi yapan alt1 bitki olarak Punica
granatum (%100), Eugenia jambolana (%90), Eugenia uniflora (%90), Caryophyllus aromaticus (%75),
Psidium araca (%75) ve Achyrocline satureioide (%70)’1 belirlemislerdir. 7. officinale ise kullanilan
serovarlarin sadece %5’ine etkili olmustur. Bu ¢aligmadan da anlasilacag {izere denenen bitkilerde, en
az antibakteriyal aktivite 7. oficinale’de gorilmiistiir.

Kaynaklar

Abbasoglu, U., Tosun, F., Aydinoglu, A. (1995). Antimicrobial activity of Gonocytisus angulus (L.)
Spach. FABAD J Pharm Sci, 20, 125-127.

Barbour, E.K., Al Sharif, M., Sagherian, V.K., Habre, A.N., Talhouk, R.S., Talhouk, S.N. (2004).
Screening of selected indigenous plants of Lebanon for antimicrobial activity, J Ethnopharmacol,
93, 1-7.

Baris, O., Gulluce, M., Sahin, F., Ozer, H., Kilic, H., Ozkan, H., Sokmen, M., Ozbek, T. (2006).
Biological activities of the essential oil and methanol extract of Achillea biebersteinii Afan.
(Asteraceae). Turkish J Biol, 30, 65-73.

Basri, D.F., Fan, S.H. (2005). The potential of aqueous and acetone extracts of galls of Quercus
infectoria as antibacterial agents, Indian J Pharmacol, 37 (1), 26-29.

Baytop, T. (1999). Tirkiye'de bitkiler ile tedavi gegmiste ve bugiin, 2. Baski, Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul, 1-10.

Bonjar, S. (2004). Evaluation of antibacterial properties of some medicinal plants used in Iran. J
Ethnopharmacol, 94, 301-305.

Borris, R. P. (1996). Natural products research perspectives from a major pharmaceutical company. J
Ethnopharmacol, 51, 29-38.

Buruk, C. K. (2002). Dogu karadeniz bolgesi' nde yetisen bazi endemik bitkilerin antimikrobiyal
etkilerinin arastirilmasi, Doktora Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Trabzon.

Cowan, M.M. (1999). Plant products as antimicrobial agents. Clin Microbiol Rev, 12 (4), 564-582.

Cubukcu, B., Mericli, A.H., Mat, A., Sartyar, G., Siitliipmar, N., Mericli, F. (2002). Fitoterapi. 1 U.
Basim ve Yaymnevi, 1. U. Eczacilik Fak. Yay. No. 4311, istanbul.

Dask, K., Tiwari, R.K.S., Shrivastava, D.K.. (2010). Techniques for evaluation of medicinal plant
products as antimicrobial agent: Current methods and future trends. J Med Plants Res, 4 (2), 104-
111.

Demirpek, U. (2011). Antibiyotik duyarlilik testleri [online], Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon
Hastaliklar1  Dernegi, http://www.klimik.org.tr/wp-content/uploads/2012/02/128201112107-
49.pdf [Ziyaret tarihi: 01.03.2016].

Devienne, K.F., Raddi, M.S.G. (2002). Screening for antimicrobial activity of natural products using a
microplate photometer. Braz. J. Microbiol, 33 (2), 97-105.

Grierson, D.S., Afolayan, A.J. (1999). Antibacterial activity of some indigenous plants used for the
treatment of wounds in the Eastern Cape, South Africa. J Ethnopharmacol, 66, 103-106.

Giiner A., Ozhatay, N., Ekim, T., Baser, K.H.C. (2000). Flora of Turkey and the East Aegean Islands.
Supplement 2, 11, Edinburgh University Press, Edinburgh, 618-619.

Iscan, G., Demirci, F., Kirimer, N, Kiirkciioglu, M., Baser, K.H.C., Kivan¢, M. (2002). Baz1
Umbelliferae tiirlerinden elde edilen ucucu yaglarm antimikrobiyal etkileri. /4. Bitkisel Ila¢
Hammaddeleri Toplantisi, Eskisehir, 355-356.

53| Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online) llsi,l
Vol 2, No.2, 2016 NS'E

Kang, J.R., Lee, M.K., Kang, S.M. (2008). Anti-oxidant property and tyrosinase inhibition activity of
various extracts from plants in compositae plants. J Korean Soc Appl Biol Chem, 51 (4), 321-328.

Kaufman, P.B., Wu, W., Kim, D., Cseke, L.J. (1995). Handbook of molecular and cellular methods in
biology and medicine. CRC Press Inc., Corporate Blvd., N.W., Boca Raton, Florida 33431, p. 438.

Kirbag, S. (2006). Elaz1g yoresindeki bazi tibbi bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri. J Agric Sci, 16
(2), 77-80.

Lourens, A.C.U., Reddy, D., Baser, K.H.C., Viljoen, A.M., Van Vuuren, S.F. (2004). In vitro biological
activity and essential oil composition of four indigenous South African Helichrysum species, J
Ethnopharmacol, 9, 253-258.

Matsumoto, M., Ishida, K., Konagai, A., Maebashi, K., Asaoka, T. (2001). Strong antifungal activity of
SS750, a new Triazole derivative, is based on its selective binding affinity to cytochrome P450 of
fungi. Antimicrob. Agents Chemother, 46 (2), 308-314.

Mendoza, M.T. (1998). What's new in antimicrobial susceptibility testing? Philipp J Microbiol Infect
Dis, 27 (3), 113-115.

Moerman, D.E. (1996). An analysis of the food plants and drug plants of native North America. J
Ethnopharmacol, 52, 1-22.

Morales, G., Paredes, A., Sierra, P, Loyola, L.A. (2008). Antimicrobial activity of three Baccharis
species used in the traditional medicine of Northern Chile. Molecules, 13 (4), 790-794.

Nakipoglu, M., Otan, H. (1992). T1ibbi bitkilerin flavonoidleri. Anadolu, 4 (1), 70-93.

Nostro, A., Germano, M.P., D'Angelo, V., Marino, A., Cannatelli, M.A. (2000). Extraction methods and
bioautography for evaluation of medicinal plant antimicrobial activity. Lett Appl Microbiol, 30
(1), 379-384.

Salie, F., Eagles, P. F. K., Lens, H. M. J., 1996, Preliminary antimicrobial screening of four South
African Asteraceae species, J Ethnopharmacol, 52 (1), 27-33.

Schiitz, K., Carle, R., Schieber, A. (2006). Taraxacum — A review on its phytochemical and
pharmacological profile. J Ethnopharmacol, 107, 313-323.

Sengiil, M., Yildiz, H., Giingdr, N., Cetin, B., Eser, Z., Ercisli, S. (2009). Total phenolic content,
antioxidant and antimicrobial activities of some medicinal plants. Pak J Pharm Sci, 22 (1), 102-
106.

Sette, L.D., Passarini, M.R.Z., Delarmelina, C., Salati, F., Duarte, M.C.T. (2006). Molecular
characterization and antimicrobial activity of endophytic fungi from coffee plants. World J Microb
Biot, 22, 1185-1195.

Sokmen, A., Jones, B.M., Ertiirk, M. (1999). The in vitro antibacterial activity of Turkish medicinal
plants. J Ethnopharmacol, 67, 79-86.

Tadeg, H., Mohammed, E., Asres, K., Mariam, T.G. (2005). Antimicrobial activities of some selected
traditional Ethiopian medicinal plants used in the treatment of skin disorders. J Ethnopharmacol,
100 (1), 168-175.

Umeh, E.U., Oluma, H.O.A., Igoli, O. (2005). Antibacterial screening of four local plants using an
indicator-based microdilution technique. Afi J Tradit Complement Altern Med, 2 (3), 238-243.

Voss-Rech, D., Klein, C.S., Techio, V.H., Scheuermann, G.N., Rech, G., Fiorentin, L. (2011).
Antibacterial activity of vegetal extracts against serovars of Sa/monella, Cienc Rural,41 (2), 314-
320.

Zaouia, K., Segni, L., Noureddine, G., Redha, O.M. (2010). Antimicrobial activity of nine medicinal
plants growing in the south of Algeria. Ann Biol Res, 1 (4), 145-147.

54| Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

