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Antibiyotik direncine bagl olarak ortaya ¢ikan direncli mikroorganizmalarin artisi, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde 6nemli zorluklara neden olmaktadir. Taraxacum officinale (karahindiba) ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu calisma, Soxhlet cihazi ile ekstrakte edilen Tofficinale bitkisinin farkli
kisimlarina ait ekstraktlarinin, hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan farkl direng paternlerindeki bakterilere
karsi antibakteriyel aktivitelerinin arastinlmasini amaclamustir. Etanolik ve metanolik ekstraktlarin antibakteriyel
etkileri, klinik 6rneklerden elde edilen Staphylococcus aureus ve Enterococcus spp. (Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium), Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa izolatlari tizerinde disk diflizyon ve agar kuyu
difizyon yontemleri kullanilarak test edilmistir. Ayrica ekstraktlarin toplam fenolik (TPC) ve flavonoid (TFC)
icerikleri ile toplam antioksidan kapasiteleri (TAC), antibakteriyel aktiviteleriyle iliskilendirilerek degerlendirilmistir.
Ekstraktlarin olusturdugu ortalama inhibisyon zon caplar disk diflizyon yonteminde 6.0-8.0 mm, agar kuyu
diflizyon yonteminde ise 8.0-20.6 mm arasinda belirlenmistir. Antibakteriyel aktivitenin ozellikle S.aureus
izolatlarinda daha belirgin oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte, Enterococcus spp. izolatlarinda inhibisyon zon
caplarinin diger bakterilere kiyasla daha genis oldugu gozlenmistir. Etanolik ve metanolik cicek ekstraktlari,
yaprak ve kok ekstraktlarina gore izolatlar tizerinde daha yuksek antibakteriyel aktivite gostermistir. Bununla
birlikte, etanolik yaprak ekstraktlarinin TPC, TFC ve TAC degerlerinin diger ekstraktlara kiyasla daha yiiksek
oldugu; bu degerlerin sirasiyla 78.09 + 1.13 mg GAE/g ekstrakt KA, 197.20 + 6.22 mg KE/g ekstrakt KA ve 2.65
+ 0.03 pg AAE/mL ekstrakt oldugu belirlenmistir. Bu calisma, direncli izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlara
yonelik bitkisel ekstraktlarin antibakteriyel potansiyeline iliskin 6n veriler sunmaktadir.

Anabhtar kelimeler: Taraxacum officinale; karahindiba; agar kuyu difiizyon yéntemi; disk difiizyon yontemi;
Soxhlet ekstraksiyonu.
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Taraxacum officinale Ekstraktlarinin Klinik Orneklerden Elde Edilen Bakteri izolatlarina Karsi
Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi ve Antioksidan Ozelliklerinin Karsilastinimasi

ABSTRACT

The rise in antibiotic-resistant microorganisms poses challenges in treating infectious diseases. It is
known that Taraxacum officinale (dandelion) extracts have antimicrobial effects. This study aimed to in-
vestigate the antibacterial activities of different parts of T.officinale extracted through the Soxhlet device,
against bacteria with various resistance patterns that cause hospital-acquired infections. The antibacterial
effects of ethanolic and methanolic extracts were tested against Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.
(Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium), Escherichia coliand Pseudomonas aeruginosa isolates obta-
ined from clinical samples using disc and agar well diffusion methods. Besides, the total phenolic (TPC) and
flavonoid contents (TFC) of the extracts, as well as their total antioxidant capacities (TAC), were evaluated
in relation to their antibacterial activities. Mean inhibition zone diameters produced by extracts ranged
between 6.0-8.0 mm in the disc diffusion method and 8.0-20.6 mm in the agar well diffusion method.
Antibacterial activity was more pronounced particularly against S.aureus isolates. However, inhibition zone
diameters against Enterococcus spp. isolates were found to be larger compared to those against other bac-
teria. Ethanolic and methanolic flower extracts had higher antibacterial activity on the isolates compared to
leaf and root extracts. However, the TPC, TFC, and TAC values of ethanolic leaf extracts were higher than
those of the other extracts, with values of 78.09 + 1.13 mg GAE/g extract DW, 197.20 + 6.22 mg QE/g
extract DW, and 2.65 + 0.03 ug AAE/mL extract, respectively.This study presents preliminary data on the
antibacterial potential of herbal extracts against infections caused by resistant isolates.

Keywords: Taraxacum officinale; dandelion; agar well diffusion method; disc diffusion method; Soxhlet
extraction.

GiRisS

Kiresel bir saglik sorunu olan antibiyotik direncindeki artis, cok ilaca direncli bakteri-
lerin ortaya ¢cikmasina, tedavi seceneklerinin kisittanmasina ve saglik hizmetleri Gzerindeki
yiikiin artmasina neden olmaktadir'. Bu nedenle, yeni ve etkili tedavilerin siirdiriilebilir
Uretimine yonelik arastirmalar devam etmektedir. Direncli bakterilerin neden oldugu en-
feksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotik seceneklerinin sinirli olmasi ve
antibiyotiklerin sitotoksik etkileri nedeniyle enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bitki eks-
trakti bazli uygulamalar pratik ve dogal bir secenek olabilir?.

Asteraceae (Papatyagiller) familyasina ait olan Taraxacum tirleri, geleneksel tipta
sistit, karaciger ve mide rahatsizliklari, karaciger ve bobrek detoksifikasyonu ve diyabet
tedavisinde kullanilmistir. Bu turler arasinda Taraxacum officinale karahindiba olarak bilinen
ve siklikla etnofarmakolojik amaclarla kullanilan en yaygin tiirlerden biridir. Bu bitkinin
sitma, tliberkuloz, bakteriyel enfeksiyonlar ve oksurlk tedavisinde kullanildigi bildirilmis
olup; ayrica diiiretik etkili oldugu da kabul edilmektedir®. T.officinale, 6zellikle kuzey yarim
kirede olmak Uzere sicak ve ihman bolgelerde bulunan cok yillik, otsu, yenilebilir bir
bitkidir. T.officinale ekstraktlarinin cesitli bakteri ve mantar turleri tizerinde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi daha onceki calismalarda bildirilmistir. Bu etkinligin, bitkinin icerdigi
fenolik bilesikler ve terpenoidler gibi sekonder metabolitlerden kaynaklandigi ve bu
bilesiklerin mikroorganizmalarin hiicre yapilari ve enzim sistemleri tizerinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir>.

Bitkilerin farkli kisimlari fitokimyasal bilesenler acisindan degiskenlik gostermekte olup
bu durum mikroorganizmalara karsi farkli antimikrobiyal etki paternleri olusturabilmektedir.
Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal ozellikleri, ekstraksiyon yontemleri ve ekstraksiyonda
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kullanilan ¢oziicllere bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Ekstraktlarin antimikrobiyal
etkisini dogrudan etkileyen fitokimyasal bilesiklerin ekstraksiyon verimi; kullanilan bitki
organina, ekstraksiyon yontemine ve ¢oziicli tipine bagli olarak degismektedir. Bu nedenle,
bu tir uygulamalar icin en etkili bitki kisminin ve ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziictiniin
secimi kritik oneme sahiptir. Yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri
olan Soxhlet ekstraksiyonunun temel avantaji, ekstrakte edilen 6rnegin taze ¢oziici ile
siirekli temas etmesi nedeniyle yiiksek verimlilikte olmasi ve diisiik maliyetidir®.

Bu baglamda, T.officinale ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerinin bitkinin farkli kisim-
larina ve kullanilan ¢oziictiye bagl olarak degiskenlik gosterebilecegi diistinilmektedir.
Ayrica ekstraktlarin fenolik madde ve flavonoid igeriklerinin yani sira antioksidan aktivi-
telerinin de bitkinin farkh organlari arasinda farkhlik gosterebilecedi 6ngoriilmektedir. Bu
calismanin 6zglin yonu, T.officinale ekstraktlarinin antibakteriyel etkisinin yalnizca standart
izolatlara karsi degil, direncli klinik bakteri izolatlarina karsi da arastirnlmasi ve Soxhlet
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen farkh bitki kissmlarinin etkinliklerinin karsilagtirmali
olarak incelenmesidir. Bu dogrultuda, calismada T.officinale’nin cicek, yaprak ve kok kisim-
larindan elde edilen etanolik ve metanolik ekstraktlarin antibakteriyel etkinligi ile toplam
fenolik ve flavonoid icerikleri ve antioksidan aktiviteleri arasindaki olasi iliskilerin ortaya
konmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 26.07.2024 ve Karar no: 2024/12.07).

Bitki Ekstraktlarinin ve Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Neredeyse tim dlinyada yaygin olarak bulunan T.officinale (L.) Weber ex F.H. Wigg
bitkisi Nisan-Mayis 2022 tarihlerinde Kocaeli Universitesi kampiisii ve cevresinden top-
landi. Cicek, yaprak, kok kisimlari 60 °C'de 24 saat kurutulup 6gutilerek toz (10-30 g)
haline getirildi. Soxhlet ekstraktori kullanilarak (%80, v/v) etanol (EtOH) ve metanolde
(MeOH) 24 saat ekstrakte edildi. Ham ekstraktlar 60 °C’de 24 saat etlivde kurutuldu ve
-80 °C’de sakland. Ekstraktlar dimetil silfoksitte (DMSO) ¢oziildi ve 200 mg/mL stok
cozeltiler hazirlandr®.

Bakteri izolatlari

Calismaya cesitli klinik rneklerden (idrar, yara, balgam, trakeal aspirat, bronkoalveolar
lavaj) izole edilen 40 bakteri izolati ve dért standart sus dahil edildi. izolatlar, Aralik
2021-Haziran 2022’'de Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi poliklinik,
servis ve yogun bakim tnitelerine bagvuran hastalarin klinik 6rneklerinden ardisik olarak
secildi. Ayni hastaya ait mikerrer izolatlar calisma disi birakildi. Calismaya gram-pozitif
bakterilerden beser adet metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), metisiline
duyarl S.aureus (MSSA), vankomisine direncli Enterococcus spp. (VRE; dort Enterococcus
faecium, bir Enterococcus faecalis) ve vankomisine duyarli Enterococcus spp. (VSE; Ug
E.faecium, iki E.faecalis) dahil edildi. Gram-negatif bakterilerden ise beser adet genislemis
spektrumlu beta-laktamaz treten (ESBL+) ve Uretmeyen (ESBL-) Escherichia coli, cok ilaca
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direncli Pseudomonas aeruginosa (MDRPA) ve duyarh P.aeruginosa (SPA) suglar kullanildi.
izolatlarin tanimlanmasi VITEK® MS (bioMérieux, Fransa), antibiyotik duyarlilik testleri
VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) sistemi ile gerceklestirildi. Sonuglar Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi kriterlerine gore degerlendirildi. MRSA oksasilin/sefoksitin,
VRE vankomisin direncine gore tanimlandi. ESBL Uretimi genis spektrumlu sefalosporin
direnci ve dogrulama testleriyle, MDRPA coklu antibiyotik siniflarina direng varligina gére
degerlendirildi. Standart suslar olarak E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 29213, E.faecalis
ATCC 29212 ve P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Disk Difiizyon Yontemi

16-20 saat inkilbe edilmis bakteri kiiltlrlerinden hazirlanan 0.5 McFarland bakteri sts-
pansiyonlari Mueller-Hinton agar (MHA) plaklarina inokiile edildi. 20 pg/pL konsantras-
yondaki ekstraktlar disk diflizyon yontemiyle test edildi. Stok ¢ozeltiler 0.22 uym filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve 15 pL ekstrakt 6 mm capindaki bos disklere emdirildi. Ayni
hacimde DMSO ve gentamisin (CN, 10 pg; Bioanalyse, Turkiye) negatif ve pozitif kontrol
olarak bos disklere emdirildi. Diskler MHA plaklarina yerlestirildi ve 37 °C’'de 16-20 saat
inkiibe edildi®. Ekstrakt konsantrasyonlari ve DMSO miktari 6n deneylerle optimize edildi.

Agar Kuyu Diflizyon Yontemi

0.5 McFarland bulanikigindaki bakteri stispansiyonlari MHA plaklarina yayildi ve agar-
da 8 mm capinda kuyucuklar olusturuldu. Stok ¢ozeltilerden hazirlanan 100 pL ekstraktlar
kuyucuk basina 200 pg/pL konsantrasyonda uygulandi. DMSO negatif kontrol, 20 ug/pL
son konsantrasyonda gentamisin (CN) ¢ozeltisi ise pozitif kontrol olarak kullanildi. Plaklar
37 °C’de 16-20 saat inkiibe edildi’. Ekstrakt konsantrasyonlari ve DMSO miktari 6n deney-
lerle optimize edildi.

Ekstraktlarin Toplam Fenolik ve Flavonoid iceriklerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde icerigi, Johari ve Khong (2019) yonteminin modi-
fiye edilmesiyle belirlendi®. 100 pL ekstrakt (1 mg/mL), 10 kat seyreltilmis 750 uL Folin-
Ciocalteu reaktifi (PanReac AppliChem) ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda bes da-
kika bekletildi. Ardindan 750 pL sodyum karbonat (Na,CO,, Merck) eklendi ve reaksiyon
karisimi 45 °C’de 30 dakika inklbe edildi ve absorbansi UV-Vis spektrometresi (T60U,
PG Instruments) ile 760 nm’de 0Olclildi. Standart egri hazirhiginda gallik asit (Alfa Aesar)
cozeltileri kullanildi. Sonuglar, g ekstrakt kuru agirhgi basina mg gallik asit es degeri (mg
GAE/g ekstraktKA) olarak ifade edildi.

Ekstraktlarin toplam flavonoid icerigi Phuyal ve arkadaslarinin® yéntemine gére belir-
lendi. Bir mL ekstrakt (1 mg/mL), 4 mL damitiimis su ve 300 pL (%5, m/w) sodyum nitrit
(NaNO,, Merck) ile karistirilarak bes dakika inkiibe edildi. Ardindan 300 pL (%10, m/w)
aliminyum klorur (AICL,, PanReac AppliChem) eklendi ve alti dakika inkiibe edildi. Daha
sonra 2 mL 1M sodyum hidroksit (NaOH, Merck) ve 4.4 mL damitilmis su ilave edildi.
Absorbansi ayni spektrometre kullanilarak 510 nm’de o6lgiildii. Standart egri hazirhginda
kuersetin (TCI) ¢ozeltileri kullanildi. Sonuclar, g ekstrakt kuru agirligr bagina mg kuersetin
es degeri (mg KE/g ekstrakt KA) olarak ifade edildi.
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C Vitamini Es Degeri Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesi, fosfomolibden testi araciigiyla askorbik
asit es degerleri olarak belirlendi'®. Ekstraktlar 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyon-
larda test edildi. Ekstraktin 100 uL'lik kismi, reaktifle (0.6 M siilfrik asit, 28 mM sodyum
fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) karistirilarak 95 °C'de 90 dakika inkiibe edildi. Ab-
sorbansi ayni spektrometre kullanilarak 695 nm’de olclildii. Standart egri hazirhginda
askorbik asit (neoFroxx) ¢ozeltileri kullanildi. Sonuglar mL ekstrakt basina pg askorbik asit
es degeri (ug AAE/mL ekstrakt) olarak ifade edildi.

Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Bitkiler icin klinik kesim noktalari bulunmadigindan ekstraktlarda gézlenen herhangi
bir zon olusumu etkili kabul edildi. Bazi izolatlarda DMSO’nun antibakteriyel etkisi goz-
lendiginde net zon degerleri, ekstrakt zon capindan DMSO zon capi c¢ikarilarak hesap-
land. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. istatistiksel analiz, Statistical
Package for the Social Sciences Statistics 20 (IBM, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. An-
timikrobiyal testlerde kategorik degiskenler arasindaki iliskiler ki-kare analizi ile degerlen-
dirildi. p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi. Tek yonli varyans analizi sonrasinda biyokim-
yasal testlerde Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi p< 0.05 6nem diizeyinde uygulandi.

Tablo I. T.officinale’nin Farkli Kisimlarindan Elde Edilen Ekstraktlarin Fiziksel Ozellikleri ve Ekstrakt Verimleri

Cozucli  Bitki kismi  Fiziksel 6zellikler Ekstraksiyon icin Ekstraksiyon  Verim (%)
kullanilan biyokitle  verimi (g)
miktari (g)
Yaprak Kahverengi toz 25 6.0 24.0
MeOH Kok Bal rengi kahverengi toz 30 4.3 14.3
Cicek Siyahimsi kahverengi toz 15 4.6 30.7
Yaprak Kahverengi toz 10 2.1 21.0
EtOH Kok Bal rengi kahverengi toz 15 2.2 14.7
Cicek Siyahimsi kahverengi toz 15 5.4 36.0

EtOH: Etanol, MeOH: Metanol.

BULGULAR

Tofficinale’nin farkl bitki kisimlarina (gicek, kok ve yaprak) ait ekstraksiyon verimleri
Tablo I'de sunulmustur. Antibakteriyel etki gozlenen izolat oranlari bitki kismi, ¢oziici
tipi ve yontem turline gore Tablo II'de verilmistir. Her iki yontemde cicek ekstraktlari
icin bu oranlar %57.5-65.0, kok ekstraktlari icin %22.5-32.5 ve yaprak ekstraktlari icin
%17.5-27.5 araliginda saptanmistir. Disk difiizyon yonteminde kok ve yaprak ekstraktlari
icin antibakteriyel etki gozlenen izolat oranlari sirasiyla %22.5-27.5 ve %17.5-22.5 arali-
ginda; agar kuyu diflizyon yonteminde ise sirasiyla %32.5 ve %27.5 olarak belirlenmistir.

Tofficinale ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri disk diflizyon ve agar kuyu diftizyon
yontemleri ile degerlendirilmis ve sonuclar Tablo IlI'te gosterilmistir. Degerlendirmeler-
de, DMSO kontroliine gore diizeltilmis net inhibisyon zon degerleri kullanilmigtir. Veriler
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ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. Disk difizyon yonteminde ortalama
inhibisyon zon caplarn 6.0-7.4 mm, agar kuyu difiizyon yonteminde ise 8.0-20.6 mm
arasinda belirlenmistir.

Tablo II. Klinik Bakteri izolatlarina Karsi Test Edilen T.officinale Ekstraktlarinin Bitki Kismi, Céziicii Tipi ve
Yéntem Tiirtine Gére Etkinlik Oranlari (n= 40)

Disk diflizyon yontemi Agar kuyu difiizyon yontemi
Bitki kismi % (antibakteriyel etki gézlenen izolat/ % (antibakteriyel etki gbzlenen izolat/
toplam izolat) toplam izolat)
EtOH MeOH EtOH MeOH
Cicek %57.5 (23/40) %60.0 (24/40) %65.0 (26/40) %57.5 (23/40)
Kok %22.5 (9/40) %27.5 (11/40) %32.5 (13/40) %32.5 (13/40)
Yaprak %17.5 (7/40) %22.5 (9/40) %27.5 (11/40) %27.5 (11/40)

EtOH: Etanol, MeOH: Metanol. Calismada yer alan klinik izolatlar S.aureus, E.coli, P.aeruginosa ve Enterococcus spp.
tlrlerinden olusmaktadir (n= 40). Yiizdeler, net antibakteriyel etki gozlenen izolat sayisinin toplam izolat sayisina
oranini ifade etmektedir. Antibakteriyel etki, ekstrakt zonundan DMSO zonunun cikarilmasi ile elde edilen net
inhibisyon zonuna gére degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki farklar ki-kare testiyle analiz edilmistir.

Gram-pozitif bakterilerden MSSA, MRSA, VSE ve VRE izolatlarinda disk diflizyon yon-
teminde ortalama inhibisyon zon caplari sirasiyla 6.2-7.4 mm, 6.4-7.4 mm, 6.0-8.0 mm
ve 6.0-6.2 mm; agar kuyu difiizyon yonteminde ise 10.6-12.2 mm, 10.4-15.4 mm,
8.6-17.2 mm ve 8.0-20.6 mm olarak hesaplanmistir.

Gram-negatif bakterilerden ESBL pozitif E.coli, ESBL negatif E.coli, MDRPA ve SPA izo-
latlarinda disk diflizyon yonteminde ortalama inhibisyon zon caplari sirasiyla 6.2-7.4
mm, 6.0-7.2 mm, 6.4-7.4 mm ve 6.0-7.2 mm; agar kuyu diflizyon yonteminde ise tim
izolatlar icin 8.0-9.6 mm arasinda belirlenmistir.

Standart suslara ait inhibisyon zon caplari disk difizyon yonteminde S.aureus ATCC
29213, E.faecalis ATCC 29212, E.coli ATCC 25922 ve P.aeruginosa ATCC 27853 icin sira-
siyla 6-8 mm, 6-7 mm, 6-8 mm ve 6-8 mm; agar kuyu difiizyon yonteminde ise 11-14
mm, 8-11 mm, 10-11 mm ve 11-13 mm olarak belirlenmistir.

T.officinale ekstraktlarinin disk diflizyon ve agar kuyu diflizyon yontemleriyle karsilas-
tirmali aktivite goruntdleri Sekil 1'de verilmistir.

istatistiksel analiz, bitki kismi ile antibakteriyel aktivite arasinda anlamli bir iliski oldu-
gunu gostermistir (p< 0.001). Cicek (%60), kok (%28.7) ve yaprak (%23.7) kisimlarina
ait antibakteriyel aktivite oranlari arasinda anlamli fark saptanmistir (p< 0.001).

Bakteri turleri ile antibakteriyel aktivite arasinda anlamh bir iliski bulunmustur (p<
0.00T). MSSA, ESBL negatif E.coli (p< 0.001), ESBL pozitif E.coli (p= 0.013), SPA (p<
0.001), MDRPA (p< 0.001), VSE (p= 0.001) ve VRE (p< 0.001) ile karsilastinldiginda an-
lamli farkhilik gostermistir.
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Tablo Ill. T.officinale Ekstraktlarinin Klinik izolatlara ve Standart Suslara Karsi Antibakteriyel Aktiviteleri
Disk diflizyon yontemi inhibisyon zonu Agar kuyu diflizyon yontemi inhibisyon
Bakteri | Bitki (mm) zonu (mm)
trd kismi
EOH DMSO MeOH DMSO CN  EtOH DMSO MeOH DMSO CN
Cigek 742 7.4+ 208+ 122+ 122+
¢ 0.55 0.55 130 0.45 1.30
MSSA o 6A4% 60+ 64+ 60 208+ 11.2% 84+ 108+ 02
(n=5) 089 000 089 000 130 110 089 084 ohs
6.2+ 6.2+ 208+ 106+ 10.6 +
Yaprak o745 0.45 130  0.89 0.89
741 6.4+ 15.4 + 15.0+
Cicek .55 0.55 336 2.92
MRSA o 7.0% 62% 64+ 60 174+ 110 9.6 114x 90+ 246
(n=5) 122 045 089 000 658 316 261 152 224 oo
6.4+ 6.2+ 1.8+ 10.4 +
Yaprak 5 55 0.45 2.28 2.41
. 66t 7.4+ 9.6+ 9.4+
<L Gigek 055 0.89 2.19 1.67
) ok 68+ 60 74% 66+ 208+ 88+ 104% 94% 108% 02
E.coli 110 000 089 055 130 179 055 167 084 i
=5 .
(n=35) Voorak 6:2% 6.8+ 8.0+ 8.6+
P 0.45 0.84 0.00 1.34
L 64z 7.2+ 9.6+ 8.0+
oL Gicek ¢ 55 0.89 219 0.00
O o 60F 60 60 70+ 188+ 88+ 11.0% 86x 104 222
E.coli 000 000 000 000 531 179 000 1.34 114 I
=5 .
(n=35) Voorak 6:0% 6.0+ 8.0+ 8.8+
P 0.00 0.00 0.00 1.79
. 66+ 7.4+ 9.6+ 9.4+
Cicek 0,55 0.89 219 1.67
MDRPA . 68+ 60+ 7.4+ 60+ 158+ 88+ 114+ 86+ 152+ 224
Kok +
(n=5) 110 000 089 000 666 179 207 134 444 L,
6.4+ 6.8+ 8.0+ 8.6+
Yaprak 55 0.84 0.00 1.34
. 64t 7.2+ 9.6+ 8.0+
Gicek g 55 110 2.19 0.00
SPA o 60+ 60+ 60+ 60+ 172+ 88+ 102+ 86+ 148+ 23O
(n=5) 000 000 000 000 179 179 045 134 377 %,
6.0+ 6.0+ 8.0+ 8.8+
Yaprak 4 00 0.00 0.00 1.79
62+ 6.0+ 206+ 17.2+
Cicek 545 0.00 0.89 3.03
VRE o 60+ 60+ 60+ 60+ 88+ 80+ 80+ 80x 80x o7
(n=5) 000 000 000 000 626 000 000 000 000 g5
6.0+ 6.0+ 8.0+ 8.0+
Yaprak 4 60 0.00 0.00 0.00
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Tablo Il. T.officinale Ekstraktlarinin Klinik [zolatlara ve Standart Suslara Karsi Antibakteriyel Aktiviteleri (devamr)

. 7.2+ 7.6+ 12.6 + 17.2 +
Gicek 579 1.67 2.88 2.68
VSE o 62+ 60x 80x 60 136 g6y 80o:r 92+ B0x 1421
(n=5) 0.45 000 447 00 1001 134 0.00 249  0.00 6.03
6.0+ 7.0 % 8.8+ 9.0+
Yaprak 5 09 2.24 1.79 2.24
icek 8 7 14 1
S.aureus Cice
ATCC Kok 6 6 8 6 21 1 10 1 8 29
29213
Yaprak 7 6 1 12
i Al 1
Ecoli Cicek 7 8 0
ATCC Kok 7 6 7 7 21 10 11 10 8 23
25922
Yaprak 6 7 11 10
pgeru-  Cicek 6 8 13 13
ginosa ..
Irce Kok 6 6 6 6 19 12 12 11 12 25
27853 Yaprak 6 6 13 12
Cicek 7 6 1 10
E.faeca- .
lis ATcC Kok 6 6 6 6 12 8 8 8 8 26
29212 Yaprak 6 6 8

*EtOH: Etanol, MeOH: Metanol, DMSO: Dimetil siilfoksit, CN: Gentamisin. Degerler inhibisyon zon caplari-
ni (mm) gostermektedir (Net zon= Ekstrakt — DMSO). DMSO kontrolleri, her ekstrakt (EtOH ve MeOH) icin
ayri ayri degerlendirilmis ve ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Disk difiizyon yonteminde disk
¢apt 6 mm oldugundan 6 mm inhibisyon zonu etkisiz kabul edilmistir. Agar kuyu diflizyon yonteminde ise

8 mm capinda kuyular kullanilmis ve 8 mm inhibisyon zonu etkisiz olarak degerlendirilmistir.

MRSA ile ESBL negatif E.coli (p< 0.001), SPA (p< 0.001), MDRPA (p= 0.004), VSE (p=
0.007) ve VRE (p< 0.001) arasinda anlamli fark saptanmustir. ESBL pozitif E.coliile SPA arasinda
da anlamli fark bulunmustur (p=0.014).

Yontem ile antibakteriyel etkinlik arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir (p= 0.220). Co6-
ziicl ile aktivite arasinda anlamli iliski bulunmamustir (p= 0.925). Bitki kissmlarina gore yapilan
analizlerde de ¢oziici ile aktivite arasinda anlamli iliski saptanmamistir (cicek: p= 0.872; kok:
p= 0.861; yaprak: p= 0.853).

Etanolik yaprak ekstrakti en yiiksek (78.09 + 1.13 mg GAE/g ekstrakt KA) toplam fenolik
madde icerigini (TPC) verirken, en distik (41.34 + 0.23 mg GAE/g ekstrakt KA) TPC metanolik
kok ekstraktinda saptanmistir (Sekil 2a). Ayni ekstraktlar sirasiyla en yiiksek (197.20 + 6.22
mg KE/g ekstrakt KA) ve en dusiik (93.78 £ 4.35 mg KE/g ekstrakt KA) toplam flavonoid
icerigine (TFC) sahiptir (Sekil 2b). C vitamini es deger antioksidan kapasite testi, 250 pg/
mL konsantrasyonda ekstraktlarin nemli 6lctide farkl antioksidan 6zelliklere sahip olmadigini
gostermistir. Ancak ekstraktlarin konsantrasyonu arttikca antioksidan ozellikleri daha belirgin
hale gelmistir. Etanolik yaprak ve kok ekstraktlari istatistiksel olarak ayni antioksidan kapasiteye
sahipken, etanolik yaprak ekstrakti 1000 ug/mL’de en yiksek sonucu (2.65 £ 0.03 pg AAE/mL
ekstrakt) vermistir. En diistik antioksidan kapasite (1.99 + 0.03 ug AAE/mL ekstrakt) 1000 pg/
mL'de metanolik kok ekstraktinda bulunmustur. Etanolik ekstraktlar metanolik ekstraktlardan
daha ytiksek antioksidan ozellikler gostermistir (Sekil 2c).
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Sekil 1. Tofficinale ekstraktlarinin direngli izolatlara karsi disk difiizyon ve agar kuyu difiizyon yéntemleriyle
karstlastirmali aktivite gortintiileri. a.: MRSA, b.: ESBL + E.coli, c.: MDRPA, d.: VRE. A: Cicek ekstrakti, B: Yaprak
ekstrakti, C: K6k ekstrakt, D: DMSO (negatif kontrol), E: Gentamisin (pozitif kontrol).

a

=
X%
=

GAF/g

TPC (mg

v,
)

TAC (ug AAE/mL

90

b b
o E =
d d
L =
EtOL-Y EtOH-C EtO1-K MeOHY ~ MeOH-C' MeOH-K
Ekstraktlar
a
T
b
==
3 ¢ ¢
- i # d
EtOL-Y EtOH-C LEtOH-K MeOH-Y MeOH-C McOH-K
Ekstraktlar
1000 pg/ml. w500 pg/ml. w250 pg/ml
1 a
& b s
ne

EtOH-Y EtOH-K MeOH-Y

Ekstraktlar

FOH-C

M¢OH-C McOH-K

Sekil 2. T.officinale ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerigi (TPC; a), toplam flavonoid icerigi (TFC; b) ve
toplam antioksidan kapasitesi (TAC; c). Veriler ortalama + standart sapmayi temsil eder. Ayni harflere sahip
ortalamalar Duncan ¢oklu aralik testine gére p< 0.05 dnem derecesinde farkli degildir. Y: Yaprak, C: Cicek, K:
K6k, GAE: Gallik asit es dederi, KE: Kuersetin es degeri, AAE: Askorbik asit es degeri.
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TARTISMA

Bitkiler, kolay ulasilabilir ve dusiik maliyetli dogal trtinler oldugundan yaygin kullanil-
maktadir. T.officinale geleneksel tipta oksirik, ishal, bobrek tasi, gut, sarilik ile mesane,
karaciger ve mide rahatsizliklarinin tedavisinde tercih edilmektedir'".

Taraxacum turlerinin antimikrobiyal etkinligi ilk kez Saccharomyces cerevisiae ve Can-
dida albicans’ta yapilan calismada bildirilmistir'2. Antimikrobiyal etkinin triterpenoidler,
flavonoidler, steroller, oligosakkaritler, kuersetin, kafeik asit gibi bilesiklerle iliskili oldugu
gosterilmistir'3-16. Bakterilerde hiicre duvari hasarina ve quorum algilama sisteminin bas-
kilanmasina, mantarlarda ise konidial cimlenmenin inhibisyonuna yol acarak antimikro-
biyal etki gosterdigi bildirilmistir®'6:17,

Tofficinale’'nin antimikrobiyal etkileri farkli yontemlerle incelenmistir. Agar kuyu
difiizyon yonteminde cicek, yaprak ve kokin su, etil asetat, diklorometan ve metanol
ekstraktlari P.aeruginosa’ya karsi inhibitér etki géstermemistir’. Calismamizda agar kuyu
difiizyon yontemine gore metanolik cicek, yaprak ve kok ekstraktlarinin inhibisyon zonu
P.aeruginosa’da 8-13 mm Olclilmustlr. Baska bir calismada disk difizyon yonteminde
metanolik cicek ekstraktlarinin  E.coli, S.aureus, E.faecalis ve Paeruginosa’da zon
olusturmadigi bildirilirken, calismamizda E.coli, S.aureus ve Paeruginosa’da 6-8 mm,
Enterococcus spp.’de 6-10 mm inhibisyon zonu &l¢iilmiistiir®. Calismalar arasindaki
farkhhklar; bitkilerin yetistigi cevresel kosullar, fizyolojik yas, sekonder metabolit
icerikleri, ekstraksiyon yontemleri, ¢ozlcu safligi ve antimikrobiyal duyarlilik testlerindeki
optimizasyon farkliliklari ile iliskili olabilir.

T.officinale’'nin  antimikrobiyal aktivitesini arastiran calismalarda ekstraksiyon
asamasinda cesitli coztictler kullanilmigtir. Disk difiizyon yontemi kullanilan calismada, etil
asetath cicek ekstraktlar E.coli ve S.aureus’ta 16 mm, Salmonella Typhi‘de 14 mm, Bacillus
cereus'ta 18 mm inhibisyon zonu olusturmustur'®. Sivi mikrodiliisyon yéntemi kullanilan
calismada, hekzan ekstraktlarinin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri
S.aureus’ta 200 pg/mL, E.colive Klebsiella pneumoniae’de 400 ug/mL ve Proteus mirabilis'te
800 pg/mL olarak belirlenmistir. Etil asetat ekstraktlari sadece E.coli'ye etki gostermis ve
MIiK degeri 1600 pg/mL olarak bildirilmistir'>. Baska bir calismada aseton ekstraktlarinin
MIiK degeri E.coli ve Serratia marcescens'te 1 mg/mL, S.aureus ve Proteus vulgaris'te 5
mg/mL, B.subtilis'te 7 mg/mL olarak gézlenmistir'®. Diger calismada etanolik yaprak
ekstraktlarinin E.coli ve S.aureus lizerinde konsantrasyona bagl inhibisyon gosterdigi,
sulu ekstraktlarin ise yalnizca E.coli'ye karsi etkili oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar etanol
ekstraktinin sulu ekstrakttan daha etkili oldugunu, E.coli’'nin ekstraktlara karsi en duyarl
bakteri oldugunu vurgulamislardir?®. Calismamizda etanolik ekstraktlarin daha etkili
oldugu ve onceki calismanin aksine etanolik yaprak ekstraktlarinda P.aeruginosa’ya karsi
da antibakteriyel etki gézlenmistir?®. Ayrica etanolik yaprak ekstraktlari VRE, SPA ve ESBL
negatif E.coli disindaki izolatlara karsi da antibakteriyel etki gostermistir. Etanolik yaprak
ekstraktlar VSE izolatlarinda yalnizca agar kuyu diflizyon yontemiyle etkili bulunmustur.
Calismalar arasindaki farklilik ekstraksiyon yonteminden kaynaklanmis olabilir. Ayrica,
calismamizda Soxhlet ekstraksiyonuyla hazirlanan ekstraktlar yogun bakim unitelerinde
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ciddi enfeksiyon ve ylksek mortalite ile iliskili MRSA ve VRE izolatlarina karsi antibakteriyel
etki gostermistir.

Etanolik ve metanolik ekstraktlar arasinda istatistiksel acidan anlaml bir fark gézlen-
memesi, ¢ozlicl tipinin tek bagsina belirleyici bir faktor olmayabilecegini distindtirmekte-
dir. Her iki yontemde de etanolik ve metanolik cicek ekstraktlarinda diger kisimlara gore
daha ylksek antibakteriyel aktivite ve ekstraksiyon verimi gézlenmistir. Bu durum, cicek
kisminin biyoaktif bilesikler acisindan daha zengin olabilecegini desteklemektedir. Eks-
traktlarin S.aureus’a karsi antibakteriyel aktivitesi diger bakterilere gore daha belirgin bu-
lunurken, Enterococcus spp.’de diger bakterilere gore daha genis inhibisyon zonlari goz-
lenmistir. Bu durumun, gram-pozitif bakterilerin gecirgen hiicre duvar yapisi nedeniyle
fenolik bilesiklere daha duyarli olmasindan kaynaklandigi diisinulmustir. DMSO’nun
E.coli ve P.aeruginosa’da inhibitor etkisi g6zlenmis olup bu durum literatiirde de bildiril-
mistir??2, Bu nedenle antimikrobiyal etkinlik verileri degerlendirilirken DMSO’nun inhi-
bisyon zonlari tzerindeki etkisi dikkate alinmalidir.

Standart suslar klinik izolatlar karsilastinldiginda, inhibisyon zonlarinin benzer dagilim
sergiledigi ancak zon caplarinin suglara gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Bu du-
rum antibakteriyel etkinligin yalniz bitki kismina degil, bakterilerin fenotipik ve genotipik
ozelliklerine de bagl olabilecegini diisindiirmektedir. S.aureus ATCC 29213 susunda cicek
ekstraktlarinin, 6zellikle agar kuyu difizyon yonteminde, daha genis zonlar olusturmasi,
gram-pozitif bakteriler tGzerindeki etkinligin daha belirgin olabilecegini gostermektedir.
Buna karsilik, E.faecalis ATCC 29212 susunda cicek ekstraktlarinin daha dusik zonlar olus-
turmasi, gram-pozitif bakterilerde tir diizeyinde farklliklar olabilecegini gostermektedir.
E.coli ATCC 25922 ve Paeruginosa ATCC 27853 gibi gram-negatif suslarda tim ekstrakt-
larin klinik izolatlara gére daha genis zonlar olusturmasi klinik izolatlardaki ek direng me-
kanizmalarinin ekstrakt etkinligini sinirlayabilecegini diistindiirmektedir.

Fenolik bilesikler, flavonoidler, fenolik asitler, tanenler ve stilbenler gibi bitki kaynak-
Ii sekonder metabolitlerin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinmektedir?®. Metanolik
ekstraktlarda gozlenen ytksek antimikrobiyal aktivite, fenolik bilesiklerin daha yuksek eks-
traksiyon verimi ile iliskili olabilir. Bir caismada T.officinale’nin TPC ve TFC icerikleri sirasiyla
23.58 + 0.97 mg GAE/g ekstrakt ve 7.76 + 0.81 mg KE/g ekstrakt olarak bildirilmistir?*.
Calismamizda elde edilen daha yiiksek TPC ve TFC degerleri, ekstraksiyon yontemleri
arasindaki farkhliklardan kaynaklanabilir ve Soxhlet ekstraksiyon yonteminin flavonoid
ekstraksiyonunda etkili olabilecegini distindirmektedir. Baska bir calismada, farkh ¢ozi-
cllerle hazirlanan ekstraktlarin P.mirabilis ve P.vulgaris'e karsi antibakteriyel etki gosterdigi
ve sulu ekstraktlarda metanolik ekstraktlara gore daha yiiksek flavonoid icerigi bulunabile-
cegi bildirilmistir?>. Calismamizda etanolik ekstraktlarda daha yiiksek TPC ve TFC degerleri
ile antioksidan kapasitenin gozlenmesi, fenolik bilesiklerin bu ekstraktlarin antibakteriyel
ve antioksidan etkinliginde rol oynayabilecegini diigindtirmektedir.

Calismamizda T.officinale ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi dort tiire ait 40 klinik
izolat ve dort standart susa karsi disk difiizyon yontemi ve agar kuyu difiizyon yontemi
kullanilarak karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Agar kuyu difizyon yonteminde
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genellikle daha genis inhibisyon zonlari g6zlenmistir. Bu durum, ekstraktlarin agar
icinde daha etkin diflizyonu ile iliskili olabilir. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinliginin degerlendiriimesinde diflizyon ve mikrodillisyon yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir?®. Difiizyon yéntemleri n tarama calismalarinda hizli sonug saglamalari
ve inhibisyon zonlarinin dogrudan gozlemlenebilmesi nedeniyle sik tercih edilmektedir.
Bununla birlikte, bitki ekstraktlarinin kompleks yapisi sivi mikrodillisyon yontemlerinde
cokelti olusumuna ve optik yogunluk lciimlerini ve yorumlamay: etkileyebilmektedir?”.
Bu nedenle agar kuyu diflizyon yontemi, ekstraktlarin dogrudan agar matrisi icinde
degerlendirilmesine olanak saglayan pratik bir yaklagim sunmaktadir.

Diflizyon yontemleri kantitatif veri saglamamakta ve ekstraktlarin difiizyon o6zellik-
lerine bagh degiskenlik gdsterebilmektedir. Calismamizda MIK, minimum bakterisidal
konsantrasyon ve sitotoksisite analizlerinin yapilmamig olmasi 6nemli bir sinirlihiktir.

Literatlrde T.officinale'nin enfeksiyon iligkili klinik kullanim alanlarina yonelik calisma-
lar sinirl sayida olup enflamasyon ve yara iyilesmesi tzerine etkileri arastiriimistir. Rando-
mize kontrollu bir klinik calismada T.officinale preparatinin topikal uygulanmasinin cene
cerrahisi sonrasi gelisen ylz sisligi ve agiz acikhgr kisitliiginin azaltilmasinda yararl ol-
dugu gosterilmistir?®. T.officinale iceren D-mannoz bazli kombinasyon preparatinin akut
komplike olmayan E.coli Griner sistem enfeksiyonlarinda klinik ve bakteriyolojik iyilesme
sagladigi bildirilmistir?®. Son yillarda yapilan deneysel calismalarda ise T.officinale iceren
hidrojel yara ortlerinin S.aureus iligkili enfekte yara modellerinde enflamasyonu azalttig,
toksin nétralizasyonuna katki sagladigi ve yara iyilesmesini hizlandirdigi gésterilmistir3C.
Calismamizda antibakteriyel aktivite ile birlikte TPC, TFC ve antioksidan kapasitenin bir-
likte arastiriimis olmasi, T.officinale ekstraktlarinin enfeksiyon iliskili enflamasyon, oksidatif
stres ve doku hasari Uzerindeki olasi etkilerine yonelik gelecekte yapilacak klinik calisma-
lara katki saglayabilecek veriler sunabilir.

Sonug olarak, calismamiz Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan Tofficinale
ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligini klinik direncli izolatlar (izerinde degerlendiren ve
bitkinin farkli kisimlarini karsilastiran sinirh sayidaki calismalardan biri olup yontemsel
acidan katki saglayabilecek veriler sunmaktadir. Ozellikle cicek ekstraktlari direncli bakteriler
dahil olmak lzere yiiksek antibakteriyel aktivite gostermistir. Disk diflizyon ve agar kuyu
difizyon yontemleri arasinda gozlenen farkhliklar, bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinliginin degerlendirilmesinde standart yontem ihtiyacini gostermektedir. Bitkisel
Urtinlerin potansiyel sitotoksik etkileri g6z 6niinde bulundurulmali ve standartlastiriimamis
bitkisel tedaviler tibbi tedavinin yerine kullanilmamalidir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih: 26.07.2024 ve Karar No: 2024/12.07).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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