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Food spoilage pathogens threaten to human health. In this work was studied biological activity of
plant known as the “kurtludiken” in Turkey and it is contributed to the literature. Cardopatium
corymbosum L. from Mugla region were collected for antimicrobial and antioxidant activity studies.
The antimicrobial activity studies were done by disc diffusion method. A total of 8 microorganisms
were used at this study, one of them is yeast and the others are bacteria. The 2,2'-azinobis-(3 ethyl
benzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™) was used for non-enzymatic antioxidant activity
experiments. There are few studies on the biological activities of Cardopatium corymbosum. The
aim of this study is to determine the antimicrobial and antioxidant effects of Cardopatium
corymbosum against food pathogens. The radical scavenging percentage of plant was found to be
13%. As a result, Cardopatium corymbosum have antimicrobial and antioxidant capacities.
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Gida Patojenlerine Kars1 Cardopatium corymbosum L. nin Biyolojik
Aktivitelerinin Belirlenmesi
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Gida bozan patojenler insan sagligini tehdit eder. Bu ¢aligmada Tiirkiye’ de “kurtludiken” olarak
bilinen bitkinin biyolojik aktivitesi ¢alisilmis ve literatiire katki saglanmistir. Mugla bolgesinden
Cardopatium corymbosum L. antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ¢aligmalart i¢in toplanmustir.
Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar disk difiizyon metodu ile yapilmigtir. Toplam 8 mikroorganizma
bu ¢alisgmada kullanilmistir, bunlarin  biri maya digerleri bakteridir. 2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS™) enzimatik olmayan antioksidan aktivite denemeleri i¢in
kullanilmigtir. Cardopatium corymbosum’ un biyolojik aktiviteleri hakkinda ¢ok az ¢aligma vardir.
Bu calismanin amaci1 Cardopatium corymbosum’ un gida patojenlerine karsi antimikrobiyal ve
antioksidan etkilerini belirlemektir. Bitkinin radikal siipiirme yiizdesi 13 olarak bulunmustur. Sonug
olarak, Cardopatium corymbosum antimikrobiyal ve antioksidan kapasitelere sahiptir.
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Giris

Echinops cinsi, Asteraceae ailesinin 130 tiiriinden bir
tanesidir. Etiyopya, Akdeniz ve Asya’da yasamaktadir
(Shih, 2012). Geleneksel olarak Echinops tiirleri ilag ve
migren, idrar soktiiriicii, kalp hastaliklari, idrar
enfeksiyonu, bagirsak kurdu, hemoroid tedavisinde
kullanilmustir (Desta, 1993). Echinops cinsi ile yapilan eski
calismalarda biyoaktif tiyofenler (Hymete ve ark., 2005),
diterpenoidler (Tene ve ark., 2004) ve flavon glikozitlerin
(Yadava, 2006) varligi gosterilmistir. Aslinda, Echinops
latifolius” un ugucu yagmm, kuvvetli insektisid oldugu
bulunmustur. Dahasi, bu bitkinin kokleri anti-inflamatuvar
ve bir galaktagog’dur. Ayrica iltihap, mastitis, emziren
annelerde siitiin eksikligi ve gégsiin sigmesi ile birlikte
meme  apselerinin  tedavisinde  geleneksel olarak
kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2013). Dahasi, Echinops
kebericho’nun anti-leishmanial aktiviteye sahip oldugu
kanitlanmustir (Tariku ve ark., 2014). Ek olarak Echinops
echinatus 6nemli anti-inflamatuvar aktivitesine sahiptir
(Singh ve ark., 1989). Diger Echinops tiirleri hakkinda
birgok aragtirma yapilmasina ragmen C. corymbosum tiirii
tistiine yapilan galigmalar kisitlidir (Erenler ve ark., 2014).
Aslinda bu tiir tizerinde birgok fitokimyasal caligma
yaptlmis ve farmokolojisi hala biiyiik Olciide
bilinmemektedir. Bu baglamda iki yeni siklobiitan birimi

igeren, Kkartopatin ve izokartopatin C. corymbosum
koklerinden izole edilmistir (Selva ve ark., 1978).
Siklobiitan  iceren  bilesikleri olan  bitki giigli

antibakteriyal, antimikrobiyal ve bocek oldiiriicti etkiye
sahiptir (Sergeiko ve ark., 1987). Ustelik Cardopatium
corymbosus kokleri, yaralarda topikal uygulamalarda ve
antiseptik olarak Kibris’ta kullanilir (Pieroni ve ark.,
2006). Cardopatium corymbosum ugucu yagmin kimyasal
bilesimi ile ilgili herhangi bir veri mevcut degildir. Sadece
bir ¢alismada ilk kez C. corymbosum yapraklarimin ugucu
bilesikleri analiz edilmistir (Jeribi ve ark., 2016).

Geleneksel olarak, sifali bitkiler hastaliklarin tedavisi
igin kullanilmistir (Bauer ve ark., 2003). Yeni ve tekrar
ortaya ¢ikmakta olan bulagict hastaliklarin  goriilme
sikligimin artmasi sonucu, mevcut klinik kullanimda olan
antibiyotiklere karst bakterilerin direng gelistirmesi
nedeniyle yeni mekanizmalara sahip yeni antimikrobiyal
bilesiklerin aragtirtlmasina acilen ihtiya¢ duyulmaktadir
(Dimayuga, 1991). Bitki 0zlerinin taranmasi, birgok
hastaligin daha etkili tedavisi i¢in yeni ilaglar arayan bilim
adamlarinin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir (Diallo ve ark.,
1999). Tibbi bitkilerdeki biyoaktivitenin  baslica
kaynaklari, tirettikleri sekonder metabolitleridir (Erdogrul,
2002). Asteraceae, Diinya’nin en biiyiik ikinci ailesidir.
Asteraceae ailesinin iiyelerinden biri Cardopatium
corymbosum’ dur (Barres ve ark., 2013). Bitki Kibris’ta
antiseptik olarak (Pieroni ve ark., 2006) ve sindirim
hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktadir (Gonzalez-Tejero
ve ark., 2008). Giiniimiize kadar bu bitkinin biyolojik
aktivitelerine yonelik yok denecek kadar az ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, gida patojenlerine
kars1 Cardopatium corymbosum’ un biyolojik aktivitelerini
arastirmaktir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali

Aragtirma materyali olan bitkinin toprak st kisimlari
Mugla ilinden toplanmis olup, Cardopatium corymbosum
‘dur. Bitki materyallerinin identifikasyonlar1 Davis ‘e gore,
Dr. Neslihan Balpinar tarafindan yapilmistir (Davis, 1965).

Organizmalar

Antimikrobiyal aktivite test organizmalar1 8 adet olup,
bunlarmn 7 adedi bakteri, 1 adedi ise mayadir. Organizmalar
gida patojenleri olup bunlar; Bacillus subtilis RSKK245,
Staphylococcus  aureus RSKK2392, Salmonella
Typhimurium RSKK19, Enterococcus faecalis ATCC8093,
Escherichia coli ATCC11229, Listeria monocytogenes
ATCC7644, Yersinia enterocolitica NCTC11174 ve
Candida albicans RSKK02029’ dur. Bakteriler ve maya
ATCC (American Type Culture Collection, USA), RSKK
(Refik Saydam National Type Culture Collection, Turkey)
ve NCTC (National Collection of Type Cultures, England)
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilmisgtir.

Organizmalarin Kiiltivasyonu

Antimikrobiyal aktivite caligmalarinda kullanilan S.
aureus, S. Typhimurium, E. faecalis, E. coli, L.
monocytogenes, B. subtilis ve Y. enterocolitica suslar1 24
saat, 37°C’de Mueller-Hinton Broth (Merck) besiortaminda
inkiibe edilmistir. C. albicans ise 24- 48 saat 30°C’de
Sabouraud Dextrose Broth (Merck) besiortaminda inkiibe
edilerek (Niive EN400) gelisimleri saglanmistir.

Bitki Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan bitki 2-3 kez akan suda ve bir kez
de steril damitik suda yikanmistir. Taze bitkinin toprak
st kisimlart havada kurutulduktan sonra kuru kisimlar
blendirda (Fakir) mekaniksel olarak pargalanarak toz
haline getirilmistir. Tiim materyaller 6rnek hazirlanmasina
kadar oda sicakliginda ve gilines almayan alanda
depolanmis, daha sonra analiz i¢in ihtiya¢ duyuluncaya
kadar 4°C’de saklanmistir. Havada kurutulmus ve toz
haline getirilmis toprak iistii kisimlar1 50 g olarak tartilmig
(Seles) ve soksalet aparatina (Isotex) yerlestirilerek ve ayr1
ayr1 metanol, etanol ve su ¢oziiciilerine (250 ml) konularak
4 ila 8 saat siire ile ekstraksiyon yapilmistir. Ceker ocakta
(Broen) ¢oziiclisi ugurulan oziitler, her biri kendi
¢oziiclistinde olacak sekilde steril falkon tiipler igerisine
almmis ve kullanilincaya kadar buzdolabi sartlarinda
korunmustur. Tiim 6ziitlerin konsantrasyonlar1 300 mg/ml’
e ayarlanmstir.

Bitki  Oziitlerinin ~ Antimikrobiyal — Aktivitelerinin
Saptanmasi
Antimikrobiyal aktivite c¢alismalar1 Kirby-Bauer

metodu  kullanilarak  yapilmistir.  Bitki  dziitlerinin
konsantrasyonlari 6n denemeler ile belirlenmis ve 300
mg/ml’ ye ayarlanmis olup, disk difiizyon yontemi ile test
edilmistir. Calismada kullanilan organik ¢6ziiciiler etanol,
metanol ve sudur.
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Bakteriler Mueller- Hinton Agar plaklarinda (MHA,
Merck), maya ise Sabouraud Dextrose Agar plaklarinda
(SDA, Merck) gelistirilmistir (Bauer, 1966). Bakteriler
37°C’de 24 saat, maya ise 30°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmig, tiim kiltiirlerinin  konsantrasyonu 0.5
McFarland’a  (1,5x108 cfu/ml) ayarlanmstir.  Aktif
kiiltiirlerden 0,1 ml almarak plaklara aseptik sartlarda
inokiile edildikten sonra, bog disklere (6mm) (Bioanalyse)
30 ul bitki ozitlerinden emdirilerek plak yiizeyine
yerlestirilmistir. inkiibasyon siiresi sonrasinda inhibisyon
zon ¢aplart mm cinsinden kayit altina alinmistir. Negatif
kontrol olarak etanol, metanol ve su, pozitif kontrol olarak
ise kloramfenikol (30 pg) ve nistatin (100 pg)
antibiyotikleri kullanilmistir. Denemeler {i¢ tekrarli ve
paralel olarak gerceklestirilmis ve elde edilen degerler
ortalama olarak verilmistir.

Bitki Oziitlerinin Minimum Inhibitor
Konsantrasyonlarinin Saptanmasi (MIK)
Calismada antibakteriyel aktivite olarak Dbitki

oziitlerinin minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) siv
diliisyon metodu kullanilarak saptanmustir. MIK degeri,
inklibasyon sonrasi gelisimi inhibe eden en diisiik
konsantrasyon olarak alinmistir. Denemelerde kullanilan
aktif kiiltiirlerin konsantrasyonlar1 0,5 McFarland’a gore
ayarlanmig ve tim denemeler 2 ml’lik Mueller-Hinton
Broth besiortaminda gergeklestirilmistir. Antibakteriyel
aktivite  gosteren  Oziitlerin - minimum  inhibitor
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile 13000; 6500;
3250; 1625; 812,5 pg/ml konsantrasyonlarinda seri
dilisyonlar hazirlanmis ve bunlarin her birine aktif
bakteriyel kiiltlirlerden esit miktarda (100 pl) inokulasyon
yapilmstir. Tim denemeler 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmis ve bu siire sonunda MiK degerleri belirlenmistir
(Mazzanti ve ark., 2000; Devienne ve Raddi, 2002;
EUCAST, 2014).

Enzimatik Antioksidan  Aktivitenin
Saptanmasi

Enzimatik olmayan antioksidan aktivite deneyleri i¢in
ABTS renk giderme analizi kullanilmigtir. Ana stok sivisi,
7 mM ABTS ¢ + [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit)] ¢ozeltisi ve 2,45 mM potasyum persiilfat
¢ozeltisi icermektedir. Absorbanslar spektrofotometre
(Shimadzu UV-1201V, Japonya) ile 734 nm’de
Ol¢tilmiistiir. Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametrikroman-

Olmayan

2-karboksilik asit; Sigma) standart olarak kullanilmustir.
ABTS siipiirme aktivitelerinin sonuglari mM Troloks
esdegerleri (TE)/ g kuru kiitle olarak verilmistir (Re ve
ark., 1999).

Troloks Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Radikal siiplirme aktivitelerinde standart olarak
Troloks kullanilmis ve sonuglar mM Trolox esdegeri (TE)
degeri iizerinden verilmistir. Troloks standart egrisini
cizmek amaci ile 2.5 mM troloksun etanol veya 5 mM
fosfat tamponu tuzu i¢inde (pH 7.4) ¢ozeltileri hazirlanmis
(0.25; 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 mM) ve absorbans degerleri
Olglilmistir (Miller ve ark., 1993).

Sonuglar

Calismamizda antimikrobiyal aktivite sonuglari
dikkate alindigi, Cardopatium corymbosum’un oziitlerinin
Gram pozitif, Gram negatif ve funguslara kars1 etkili
oldugu saptanmistir. En yiiksek aktivite Staphylococcus
aureus ‘a kars1 8 mm ile etanol 6ziitlinden saglanirken, sulu
ozitii de Yersinia enterocolitica 'ya kars1 8 mm inhibisyon
zonu gostermistir. Solvent olarak kullanilan metanol,
etanol ve suyun inhibisyon etkisi saptanmamistir (Cizelge
1).

Cardopatium corymbosum’un minimum inhibitor
konsantrasyon sonuglar1 dikkate alindiginda, en diisiikk
MIK degeri etanol 6ziitinde 3250 pg/ml olarak
belirlenmigtir.  Su  Oziitlerinde ise denenen tiim
konsantrasyonlarda aktivite saptanmamistir (Cizelge 2).

Yapilan ABTS radikali siipliirme aktivitesi galismasi
sonucunda, C. corymbosum’un metanol dziitiiniin siiplirme
aktivitesi %13,5 ile en c¢ok radikal siipiirme aktivitesine
sahip oldugu saptanmis olup, ayrica su oziiti (%12) ve
etanol oziitii ise (%5) ABTS radikal siipiirme aktivitesine
sahip oldugu saptanmigtir (Cizelge 3).

Tartisma ve Sonu¢

Bitkiler ¢esitli metabolitlerin  sinirsiz - kaynagina
sahiptir. Bu c¢aligmada gida patojenlerine karst
Cardopatium corymbosum bitkisinin antimikrobiyal ve
antioksidan etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, S. aureus
ve E. coli’ye karsi elde edilen inhibisyon zonlar1 sirasi ile
8 ve 7. mm olarak belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1 Cardopatium corymbosum oziitlerinin gida patojenlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri
Table 1 Antimicrobial activities of Cardopatium corymbosum extracts against food pathogens

Mikroorganizma Bitki oziitleri A_nt_ibi_yotik
( Microorganism) (Plant extracts) (mm) (Antibiotic) (mm)
EE ME SE C NS
Bacillus subtilis RSKK245 7 7 7 12 nt
Staphylococcus aureus RSKK2392 8 - - 15 nt
Salmonella Typhimurium RSKK19 - - 7 22 nt
Enterococcus faecalis ATCC8093 - - 7 22 nt
Escherichia coli ATCC11229 7 7 7 22 nt
Listeria monocytogenes ATCC7644 7 - 22 nt
Yersinia enterocolitica NCTC11174 - - 8 20 nt
Candida albicans RSKK02029 - - 7 nt 7

EE: Etanol 6ziitii (Ethanol extract); ME: Metanol 6ziitii (Methanol extract); SE: Sulu 6ziitii (Aqueous extract); C: Kloramfenikol; NS: Nistatin; nt: test

edilmedi (not test)
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Cizelge 2 Cardopatium corymbosum 6ziitlerinin minimum inhibitér konsantrasyonlart (ng/ml)
Table 2 Minimum inhibitory concentrations of Cardopatium corymbosum extracts

Mikroorganizma ( Microorganism) EE ME SE
Bacillus subtilis RSKK245 3250 6500 -
Staphylococcus aureus RSKK2392 3250 - -
Salmonella Typhimurium RSKK19 - - -
Enterococcus faecalis ATCC8093 - - -
Escherichia coli ATCC11229 6500 6500 -
Listeria monocytogenes ATCC7644 - 6500 -

Yersinia enterocolitica NCTC11174
Candida albicans RSKK02029

(-): Inhibisyon yok (No inhibition); EE: Etanol éziitii (Ethanol extract); ME: Metanol 6ziitii (Methanol extract); SE: Sulu 6ziitii (Aqueous extract)

Cizelge 3 Cardopatium corymbosum 'un ABTS radikali siiplirme aktivitesi (300 mg/ml)
Table 3 ABTS radical scavenging activity of Cardopatium corymbosum

Bitki ekstresi EE ME SE
Troloks esdegeri (Trolox equivalent) (mM) 0,6 1,6 1,6
% Inhibisyon (Inhibition) (%) 5,0 13;5 12

EE: Etanol 6ziitii (Ethanol extract); ME: Metanol 6ziitii (Methanol extract); SE: Sulu 6ziitii (Aqueous exract); mM :mM troloks/g kuru agirlik (mM

trolox/g dry weight)

Hambaba ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada petrol eter
Oziitlini (250 mg/ml) denemisler, S. aureus ve E. coli’ye
karst 8 mm inhibisyon zonu tespit ederken, diklorometan
oziitinde herhangi bir zon saptayamamislardir. Bunun
nedenini Gram pozitif ve negatif bakteriler arasindaki
yapisal farkliliga baglamiglardir (Koné ve ark., 2004;
Turkmen ve ark., 2007; Shan ve ark., 2007; Hayouni ve ark.,

2007). Bir aragtirmada antibakteriyel  aktivitenin
polifenollerin sinerjik etkisinden kaynaklandig
bildirilmektedir (Essawi, 2000). Pek ¢ok

mikroorganizmanin savunma mekanizmalari olarak tanenler
ve flavonoidler gibi bazi kimyasal bilesenleri kullandig1
ortaya konmus ve flavonoidlerin antibakteriyel aktivitesi
muhtemelen, bakteri hiicresel duvarmin hiicre dist
proteinleri ile kompleks olusturma kapasitelerine
baglanmistir (Doss ve ark., 2011). Ayrica antibakteriyel
aktiviteyi degerlendirmek i¢in kullanilan yontemin de biiyiik
etkisi oldugu bildirilmektedir (Natarajan ve ark., 2005;
Fazeli ve ark., 2007). Arik ve Okmen (2018) yaptiklart
calismada mastitis patojenlerine karst Cardopatium
corymbosum  bitkisinin antibakteriyel ve antioksidan
aktivitelerini incelemislerdir. Calismanin sonucunda en
yiiksek antimikrobiyal aktivitenin etanol bitki Oziitiinde 8
mm ve sulu bitki 6ziitlinde 7 mm zon ¢api ile Staphylococcus
aureus’e karsi oldugunu bildirmislerdir. Boukamcha ve ark.
(2004)  tarafindan  yapilan caligmada  Asteraceae
familyasinin bir tiiri olan Cardopatium amethystinum
bitkisinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Salmonella Typhimurium bakterilerine karst antibakteriyel
etki gosterdigi rapor edilmistir. Avsar ve ark. (2016) hastane
infeksiyonlarindan izole edilen mikroorganizmalara kars1 4
farkli bitki tiirlerinden farkli ¢oziiciiler kullanarak elde
ettikleri  ekstraktlarin  antimikrobiyal  aktivitelerini
incelemiglerdir. Caligma sonucunda metanol ve etanol
ekstrelerinin, Staphylococcus ve Candida’ya karsi daha
yiiksek aktivite gosterdigini gézlemlemislerdir. Erecevit ve
Kirbag (2017) Tiirkiye’de tibbi amagli kullanilan bazi bitki
tirlerinin ~ antimikrobiyal aktivitelerini  ¢aligmiglardir.
Caligma sonucunda bitkilerin ~ Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal
etki gosterdiklerini rapor etmislerdir. Calismamiz
literatiirden elde edilen bu verileri destekler niteliktedir.

Bu ¢alismada, C. corymbosum’un metanol 6ziitiiniin
%13,5, su 6ziitliniin %12 ve etanol 6ziitiiniin ise %5 ABTS
radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu saptanmistir
(Cizelge 3). Dhara vd. (2017) Echinops echinatus ile
yaptiklar1 ¢alismada DPPH siiplirme aktivitesini %79
olarak belirlemislerdir. Arik ve Okmen (2018) yaptiklart
calismada metanol Oziitinin %82,1 DPPH radikal
siiplirme aktivitesine sahip oldugunu rapor etmistir.
Miliauskas ve ark. (2004) ve Shon ve ark. (2003) yaptiklar
arastirmalarda DPPH radikali siiplirme aktivitesi agisindan
en etkili bitki 6ziitiiniin metanol oldugunu bildirmislerdir.
Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, fenolik bilesiklerin
icerigini etkileyen c¢esitli faktorler oldugu, bunlar1 cografi
ve iklimsel faktorler, sicaklik, dogurganlik (Kim ve ark.,
2004; Wojdylo ve ark., 2007) tuzluluk, kuraklik (Falleh ve
ark., 2008), ve genetik olarak bildirmislerdir. Buna ilaveten
bitkinin olgunlasma derecesi ve depolama siiresinin
polifenol igerigi lizerinde etkili oldugu da bildirilmektedir.
Bitkinin ekstrelerindeki flavonoidlerin konsantrasyonu,
ekstraksiyon yontemine ve ekstrelerin hazirlanmasinda
kullanilan ¢oziiciilerin polaritesine gore farklilik gosterdigi
de rapor edilmektedir (Wojdylo ve ark., 2007).

Sonug olarak bu ¢alismada Cardopatium corymbosum
bitkisinin gida patojenlerine kars1 antimikrobiyal ve
antioksidan etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Ancak
literatiire bakildigt zaman Cardopatium corymbosum
iizerinde  yapilan  c¢aligmalar  yeterli  seviyede
goriilmemektedir. Bu nedenle yapmis oldugumuz ¢alisma
literatiire katki saglamasi1 bakimindan 6nem tagimaktadir.
Ayrica bu bitkinin tedavi edici olarak kullaniima
ihtimalinin  degerlendirilmesi icin aktivite gosteren
bilesenlerin fraksiyonlarmin yapilmasina ve
tanimlanmasina, ayrica daha fazla in vivo ve in vitro
biyolojik aktivitenin denenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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