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OZET

Yizyillardir halk arasinda uygulanan geleneksel bitki tedavileri, son yillarda bitkisel kaynakl dogal
rdnlerin kullanimina karsi egiliminin artmasiyla yeniden ilgi odagi olmustur. Buna ek olarak glinimiiz-
de firsat¢i mantar enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesindeki artis ve mantarlarin antifungal ajanlara
karsi hizla gelistirdikleri direng sorunu, bitki kaynakli preparatlarin yeni antifungaller olarak kullanildigi ge-
leneksel tedavi alternatifini de glindeme getirmektedir. Leguminosae ailesinde yer alan Ononis spinosa L.
(kayiskiran otu), bircok hastaligin yani sira deri lezyonlari ve/veya enfeksiyonlarinin geleneksel tedavisin-
de kullanilmaktadir. Yapilan calismalar da, Ononis spinosa (OS)'nin antibakteriyel, antifungal, antiinflama-
tuvar ve analjezik etkileri oldugunu desteklemektedir. Bu bitkinin genellikle kok ve aerial kisimlarinin kul-
laniimasina karsin; Glkemizin Giineydodu Anadolu Bélgesi'nde, cilt enfeksiyonlarina karsi yerel halk, OS
kulint daha yaygin olarak kullanmaktadir. Literatlr taramasinda bu bitkinin kiliinden elde edilen ekst-
raktlarin antifungal etkileri ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismanin amaci, Sirnak’in
Cizre ilcesinden toplanan OS érneklerinin 400°C’de yakilmasiyla elde edilen kiiliiniin antifungal etkisinin
arastirlmasidir. OS kilindn steril distile su ve etanol icinde ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen ekstrakt-
larin in vitro antifungal aktiviteleri; bir Candida albicans standart susu (ATCC 95071) ile 9 klinik izolat
(C.albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida parapsi-
losis, Candida pelliculosa, Trichosporon asahii, Trichophyton rubrum) olmak tizere toplam 10 mantar susu
Uzerinde disk diflizyon (DD) yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen veriler mikrodiliisyon yontemi ile be-
lirlenen minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) ve minimal fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri ile
de desteklenmistir. Calismamizda, OS kilinin hem su hem de etanol ekstraktlarinin C. albicans standart
susuna kargi etkili oldugu saptanmis (DD inhibisyon zonu sirasiyla, 16 ve 15 mm; MiK= 1.25 ug/ml,
MEFK= 1.25 pg/ml); bir C.glabrata klinik izolati lizerindeki etkinin, sadece etanol ekstrakti ile olusturuldu-
Ju (DD inhibisyon zonu= 10 mm; MiK= 5.00 pg/ml, MFK= 40.00 pg/ml) gésterilmistir. Buna karsin di-

* Bu calisma, “International Union of Microbiological Societies (IUMS)” (5-9 Agustos 2008, istanbul) kongresinde su-
nulmustur.
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ger klinik Candida spp. suslari ile T.asahii ve T.rubrum suslarina karsi herhangi bir antifungal etki belirle-
nememistir. Sonug olarak calismamizda, cilt enfeksiyonlarinin geleneksel tedavisinde kullanilan OS kili-
niin bazi Candida suslan izerinde antifungal etkisi oldugunu vurgulayan on veriler elde edilmis; ancak bu
bulgularin daha kapsamli ve ileri calismalarla desteklenmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Antifungal etki, Ononis spinosa L. kiilii, disk difiizyon testi, MIK, MFK.

ABSTRACT

Traditional folk remedies used for centuries come up focus of interest in recent years, due to the
trend of use of herb-derived natural products. In addition, increasing morbidity and mortality rates of
opportunistic fungal infections and accelerating antifungal resistance rates of fungi lead to the use of al-
ternative therapies with herb-derived preparations as novel antifungals. Ononis spinosa L. (spiny resthar-
row), which is classified in Leguminosae family, is one of the plants used in herbal medicine as folk re-
medies for the treatment of skin lesions and/or infections as well as many other disorders. Antibacterial,
antifungal, anti-inflammatory and analgesic effects of Ononis spinosa (OS) have already been supported
by different studies. The roots and aerial sections of OS are the mainly employed parts for application,
however local communities inhabiting at southeastern parts of Anatolia, Turkey, employ the ashes of OS
widely to heal the skin infections. There have been no reports about the antifungal activity of OS ashes
as far as the current literature is concerned. The aim of this study was to investigate the antifungal acti-
vity of ashes of OS, collected from a rural area located at Southeast Anatolia. Ashes of OS have been ob-
tained by burning the plant samples at 400°C, and extracted in sterile distilled water and ethanol. The
efficacy of aqueous and ethanol extracts of OS ashes were tested against 10 fungi, of which one was a
Candida albicans standard strain (ATCC 95071) and the others were clinical isolates (C.albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida pellicu-
losa, Trichosporon asahii, Trichophyton rubrum). Antifungal susceptibility test was performed by disc dif-
fusion (DD) method and the results were confirmed with minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimal fungicidal concentration (MFC) values determined by microdilution method. The results indi-
cated that both aqueous and ethanol extracts of OS ash showed antifungal activity against C. albicans
ATCC 95071 (DD inhibition zones were 16 and 15 mm, respectively; MIC= 1.25 pg/ml, MFC= 1.25
ug/ml), whereas against C.glabrata clinical isolate only ethanol extract exhibited antifungal activity (DD
inhibition zone= 10 mm, MIC= 5.00 pg/ml, MFC= 40.00 pg/ml). No antifungal effect was detected aga-
inst the other clinical Candida spp, T.asahii and T.rubrum isolates. In conclusion, since our results emp-
hasize that extracts of OS ash that traditionally used for skin disorders, showed promising degrees of an-
tifungal activity against some of Candida strains, these preliminary data should be supported by further
large-scale studies.

Key words: Antifungal activity, Ononis spinosa L. ash, disc diffusion test, MIC, MFC.

GIRiS

Bitkilerin antimikrobiyal, antineoplastik ve antioksidan etkileri gibi biyolojik aktivitele-
ri ile ilgili arastirmalar son zamanlarda buydk ilgi uyandirmaktadir. Bitkilerin antimikrobi-
yal aktivitelerinin, dogal tedavi ve ilac ham maddesi olarak kullanimi gibi bir¢cok uygula-
ma alani vardir' 2. Giinimiizde bircok gelismis llkede, tedavide kullanilan maddelerin
yaklasik %80’ tibbi bitkilerden elde edilmektedir. Son yillarda mikroorganizmalarin an-
timikrobiyal ajanlara surekli diren¢ kazandigi distintldiiginde, alternatif tedavilere ihti-
ya¢ duyulmasi kacinilmazdir.
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Baklagiller (Leguminosae) ailesinde yer alan ve halk arasinda “kayigkiran otu” olarak
bilinen Ononis spinosa L, basta idrar yollar enfeksiyonlari, egzama ve diger deri lezyon-
lari/enfeksiyonlari olmak lzere bircok hastaligin geleneksel tedavisinde kullanilmakta-
dir33, Yapilan calismalar da, O.spinosa (OS)'nin antibakteriyel, antifungal ve analjezik
etkileri oldugunu gbstermektediré'”.

Ulkemizin Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde cilt lezyonlarina karsi yerel halk, OS'yi
dogrudan kullanmak yerine, kilinu kullanmakta ve bu uygulama sonucunda lezyonla-
rin 4-6 gun icinde iyilestigini ifade etmektedir (anonim veri). OS’nin antimikrobiyal akti-
vitesi ile ilgili yapilan az sayidaki gall§maya8'm'1 3 ragmen, ulasilabildigi kadariyla, bu bit-
kinin kiltinden elde edilen ekstraktlarin antifungal etkileri ile ilgili herhangi bir calisma-
ya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, OS kilinin Candida spp., Trichosporon asahii ve Tric-
hophyton rubrum suslan tzerine in vitro antifungal etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada kullanilan Ononis spinosa L. bitki 6rnekleri, Sirnak’in Cizre ilgesinden top-
landi ve Ankara Universitesi Biyoloji Bélimiinde tiir diizeyinde tanimlandi. Ekstraktlarin
hazirlanmasi amaciyla, bitki drnekleri 400°C’de yakildi ve elde edilen kiilden 400 mg kul-
lanilarak, 2 ml steril distile su (dH,0O) ve etanol ile oda sicakliginda 24 saat ekstraksiyon
yapildi. Elde edilen ekstraktlar, Ankara Universitesi Biyoloji Bolim, Bakteriyoloji Labora-
tuvari kltir koleksiyonundan alinan Candida albicans ATCC 95071 ile Ankara Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvarindan alinan Candida spp. (C.albicans, C.glabrata, C.tropi-
calis, C.krusei, C.guilliermondii, C.parapsilosis, C.pelliculosa), Trichosporon asahii ve Tric-
hophyton rubrum klinik izolatlari olmak tizere toplam 10 sug lizerinde denendi.

BUtlin mantarlar, patates dekstroz agarda (Oxoid, ingiltere) 28°C’de 48 saat boyun-
ca inkube edilerek Uretildi. Saf olarak uUretilen kiiltlrlerden 2-3 koloni alinarak %0.9 ste-
ril serum fizyolojik icine aktarildi ve bulanikhgr 0.5 McFarland standardina esitlendi. Bu
sekilde, icinde ortalama 1.5 x 108 cfu/ml hiicre bulunan siispansiyonlar elde edildi.

Antifungal duyarlilik testi icin, bos, steril, standart antibiyotik disklerine 4 mg bitki
ekstraktinin emdirilmesiyle hazirlanan diskler kullanildi® ve disk diflizyon yontemi “Bri-
tish Society for Antimicrobial Chemotherapy” tarafindan onerildigi sekilde uygulan-
di'#. Pozitif kontrol olarak standart flukonazol diski kullanildi. Sonuclar, minimal inhi-
bitor konsantrasyon (MiK) ve minimal fungusidal konsantrasyon (MFK) degerleri ile de
desteklendi.

MIK ve MFK degerlerinin saptanmasinda buyyon mikrodiliisyon yontemi kullanildi'?.
Kisaca, 96 cukurlu mikroplaklarda dH,O ve etanol ile elde edilen ekstraktlarin genis ara-
likta (160-0.312 pg/ml) seri sulandirimlari hazirlandi ve yéntem 6nceden tarif edildigi gi-
bi uygulandi'®. Gérsel olarak yapilan degerlendirmede, kontrol cukuruna gére mantar
tremesinin %80’inin inhibe edildigi en distk konsantrasyon, MiK degeri olarak kabul
edildi. Mikrodillisyon yontemi sonucunda bulaniklik gérilmeyen sulandirim cukurlarin-
dan alinan 100’er pl 6rnek Sabouraud dekstroz agar plaklarina ekildi ve mantar koloni-
lerinin gorilmedigi en disik konsantrasyon MFK olarak kabul edildi.
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Calismada, ekstraksiyon icin kullanilan ¢oziiciiler ve bos steril antibiyotik diskleri ne-
gatif kontrol olarak kullanildi. Tim testler paralel olarak tcer kez tekrarlandi.

istatistiksel analiz icin MACANOVA (Version 5.05) programi kullanildi; p< 0.05 dege-
ri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, O.spinosa L. kiiliinin dH,O ve etanol ekstraktlarinin C.albicans standart
susuna, etanol ekstraktinin ise C.glabrata klinik izolatina antifungal etki gosterdigi saptan-
mis; diger Candida suglari ile T.asahii ve T.rubrum suslarina karsi herhangi bir antifungal et-
ki g6zlenmemistir (2/10). Antifungal etkinin saptandigi suslar icin disk diftizyon testi, MIK
ve MFK sonuclari Tablo I'de, disk diflizyon testine ait goriniimler Resim 1’de verilmistir.

TARTISMA

Son yillarda firsatci mantar enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesindeki artis ve in-
vazif mantarlarin antifungal ajanlara karsi hizla gelistirdikleri direnc¢ sorunu, cesitli bitki-

Tablo I. O.spinosa Kiiltintin Antifungal Etki Gésterdigi Suslardan Elde Edilen Sonuglar

Candida albicans ATCC 95071 Candida glabrata
O.spinosa DD (mm)  MIiK (ug/ml) MFK (ug/ml) DD (mm) MiK (ug/ml) MFK (ug/ml)
dH,0 16.00£0.34 1.25+£0.00 1.25+0.00 N N N

Etanol 15.00 +£0.00  1.25+0.00 1.25+0.00 10.00+0.00 5.00 +0.00 40.00 + 0.00

DD: Disk diftizyon testi, MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon, MFK: Minimal fungusidal konsantrasyon, N: Etki yok,
dH,O: Distile su.

Resim 1. Disk difiizyon testi sonuglari A) Candida albicans ATCC 95071, B) Candida glabrata [Disk 1: O.spi-
nosa su ekstrakti, Disk 2: O.spinosa etanol ekstrakti, Disk 3: dH,0 (Kontrol), 4: Etanol (Kontrol)].
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lerden elde edilen preparatlarin yeni antifungaller olarak kullanildigi geleneksel tedavi al-
ternatifini gindeme getirmi§tir1'7'15'1 7

Ulkemizde, Anadolu’nun bircok bélgesinde yaygin olarak bulunan kayiskiran otu (O.
spinosa L), 30-60 cm yukseklikte, kuvvetli kokli, dikenli, pembe cicekli, odunlu ve ¢ok
yillik bir bitkidir>. Bu bitkinin, kuvvetli diiiretik etkisi nedeniyle hipertansiyon ve idrar yo-
lu enfeksiyonlarinda; yara iyi edici etkisi nedeniyle de deri hastaliklarinin tedavisindeki
kullanimi, halk arasinda eski zamanlardan beri s6z konusudur®. Nitekim yapilan calisma-
larda, Onosis tirlerinin ononin, homopterokarpin ve bir glikozid olan spinonin gibi biyo-
aktif kimyasallar icerdigi ve antibakteriyel, antifungal, antipiretik, antiinflamatuvar ve an-
tiseptik ozellik gosterdigi bildirilmistir'/6:810,18,

O.spinosa (OS)'nin geleneksel tedavi amaciyla kullanilan kisimlari genellikle kok ve ae-
rial kisimlaridir. Ancak tUlkemizde bazi bolgelerde, yerel halkin yaptigr uygulama olan OS
kalinin kullanilmasi ile ilgili bilimsel bir veriye rastlanmamistir. Sunulan bu calismada,
OS kalundn in vitro antifungal etkisinin arastirimasi amaciyla, steril dH,O ve etanol icin-
de hazirlanan ekstraktlarin aktivitesi, C.albicans ATCC 95071 susu ile 9 farkli klinik izolat
Uzerinde denenmistir. Calismamizda, OS kiliniin hem su hem de etanol ekstraktlarinin
C.albicans standart susuna karsi etkisi oldugu saptanmius; bir C.glabrata klinik izolati (ize-
rindeki etkinin, sadece etanol ekstrakti ile olusturuldugu gosterilmistir (Tablo 1). Buna
karsin diger klinik Candida spp. suslari ile T.asahii ve T.rubrum suslarina karsi herhangi bir
antifungal etki belirlenememistir.

Klinik 5neme sahip mantarlarin, antifungal ilaglara karsi in vitro duyarliliginin saptanmasin-
da rutin ya da arastirma amach olarak kullanilan bircok yontem bulunmakla birlikte, cogunun
uygulama ve degerlendirme asamasinda hala tam olarak bir standardizasyon saglanamamis-
tr'®. Bu sorun, ekstraksiyon asamasi gerektiren bitkisel preparatlarin kullanildigi testler icin
daha da ciddi boyutlardadir. Son yillarda, tibbi degeri olan bitkilerden elde edilen ekstrakla-
rin antimikrobiyal etkilerinin arastirnlmasi ile ilgili calismalar hiz kazanmustir; ancak bu calisma-
lar arasinda buytk metodolojik farklliklar vardir. Bunlar arasinda; test edilen bitkisel yapilar
(yag, kok, yaprak, cicek vb.), kullanilan ekstraksiyon ve saflastirma yontemleri, ektrakte edilen
fraksiyonlar, ¢ozlcliler (su, eter, etanol, metanol, bitanol vb.), antimikrobiyal duyarlilik yon-
temleri (disk difiizyon, agar diliisyon, buyyon mikrodiliisyon, kolorimetre vb.), sulandirm
konsantrasyonlari, fitokimyasallarin stabiliteleri, kullanilan mikroorganizmalar ve kiiltir kosul-
lari (besiyeri, inkiibasyon stiresi ve Isisi vb.) gibi cok sayida degisken sayilabilir' 1. Literatiir in-
celendiginde -ulasilabildigi kadaryla-, bitki ekstrelerinin in vitro aktivitelerinin arastirldigi az
sayida calismada “Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI)”un 6nerdigi yontemin
kullanildigi; bunlarin da diger tibbi bitkilere gére daha iyi bilinen ve daha ¢ok calisilan cay
agaci yag (tea tree oil) ile ilgili oldugu goriilmiistir?®2!. Bu nedenlerden dolayi, bu tip ca-
lismalarda standart ya da referans bir yontemden s6z etmek olasi goriinmemektedir'/16.

Calismamizda, OS kilinun antifungal etkisinin arastinlmasinda, disk difl’jzyon8 ve
buyyon mikrodiliisyon yontemleri'?, ilgili kaynaklardan modifiye edilerek uygulanmustir.
Mahasneh ve EI-Oqlah® tarafindan gerceklestirilen benzer bir calismada da, OS de dahil
olmak Uizere cesitli bitkilerden farkh ¢oziiciler (su, eter, etanol, biitanol) kullanilarak ha-
zirlanan ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal etkileri disk difiizyon yontemiyle arasti-
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rilmistir. Bu calismacilar, yakmadan hazirladiklari OS bitki ekstrakti iceren disklerle (4
mg/disk), bakteri suslarina (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus au-
reus, Bacillus cereus) karsi yuksek (> 8 mm); mantarlara (Aspergillus flavus, Fusarium mo-
niliforme, C.albicans) karsi ise orta diizeyde (6-8 mm) inhibisyon zonu saptamuslardir. Bi-
zim calismamizda ayni miktarda ekstrakt iceren diskler kullanildigi halde, OS kilinin
etanol ekstraktinin, yakilmamus bitkinin etanol ekstraktindan yaklasik 2.5 kat, eter ekst-
raktindan ise yaklasik 3 kat daha biylk zon olusturdugu izlenmistir. Mahasneh ve EI-Og-
lah® ayrica OS biitanol ekstraktlarinin diger coziicilerle kiyaslandiginda en iyi antibakte-
riyel ve antifungal etkiyi gosterdigini de vurgulamistir. Ulkemizde Citoglu ve Altanlar'©,
Ankara’nin Kizilcahamam bolgesinden topladiklari OS aerial kisimlarindan %75 aku6z
etanol ekstraktlar hazirlamislar ve cesitli bakteri ve mayalarin standart suslarina (E.coli,
Pseudomonas aeruginosa, B.subtilis, S.aureus, C.albicans, C.galabrata, C.krusei) kars anti-
mikrobiyal etkisini disk diflizyon yontemiyle arastirmislardir. Bu arastiricilar, OS ekstrak-
larinin C.albicans ve C.krusei suslari Gzerine, 16 mm’lik zon capi ile iyi bir inhibitor etki
gosterdigini bildirmislerdir. Bizim calismamizda, OS kilinin dH,O ve etanol ekstraktla-
r, C.albicans standart susu icin sirastyla 16 ve 15 mm’lik inhibisyon zonu olusturmus; bu-
na karsin C.glabrata klinik izolatina karsi dH,O ekstrakti herhangi bir etki gostermezken,
etanol ekstraktinin 10 mm’lik zon olusturdugu izlenmistir (Resim 1).

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerinin arastinimasinda, disk diflizyon testinin
yani sira bazi arastiricilar da mikrodiliisyon yontemini kullanmakta ve sonuglar MiK ve
MEFK degerleri tizerinden yorumlamaktadirlar. Ancak bu calismalarda, kullanilan bitki tiir-
leri ve biyoaktivitelerinin, ekstraksiyon yontemlerinin, sulandirim konsantrasyonlarinin ve
test edilen mantar tirlerinin buytk farkhlik gostermesi nedeniyle oldukca genis bir ara-
likta (0.5-> 1000 mg/ml) MIK degerleri bildirilmektedir'31517:20-24 " Srnegin; Ofori-
Kwakye ve arkadaslari®*, bir Afrika bitkisinin metanol ekstrakti ile C.albicans'a karsi elde
ettikleri MIK degerini 45-50 mg/ml; Asres ve arkadaslari®> baska bir Afrika bitkisinin ase-
ton ekstrakti ile C.albicans’a karsi elde ettikleri MiK degerini 400 mg/ml olarak vermek-
tedir. Hammer ve arkadaslari?®, cay agaci yaginin aktivitesini 106 dermatofit ve 78 fila-
mentdz mantara kargl arastirmis ve MiK degerlerini 9%60.004 ile %0.25, MFK degerlerini
%< 0.03 ile %8.0 arasinda saptamistir. Bu arastiricilar, bircok izolat izerinde cay agaci
yaginin inhibitor veya sidal etkisinin konsantrasyona gore farklilik gosterdigini ifade et-
mislerdir?®. Fungisidal etki gosteren ajanlarin MFK ve MIK degerleri birbirine yakinken,
fungustatik etki gosteren ajanlarin MiK degerleri MFK degerlerinden daha dustiktir. Kli-
nik yanit ile korelasyon ve giivenilir bir in vivo terapétik etki icin MFK degerlerinin dik-
kate alinmasi gerektigi ifade edilmektedir'®. Calismamizda C.albicans standart susu icin
OS kilinun dH,O ve etanol ekstraktlarinin MIK ve MFK degerleri esit bulunmus (1.25
pg/ml) ve etkinin fungusidal oldugu dusunilmustir. Buna karsin C.glabrata klinik izola-
ti i¢in, OS kuliinin etanol ekstraktinin MIK ve MFK degerleri (sirasiyla; 5.00 ve 40.00
pug/ml) arasinda 6nemli fark bulundugundan fungustatik etki gosterdigi soylenebilir.

Sonug olarak, sinirli sayida mantar izolati ile gerceklestirdigimiz bu calismada elde edi-
len 6n bulgular, cilt enfeksiyonlarinin geleneksel tedavisinde kullanilan OS kiilinin bazi
Candida suglan tGzerinde antifungal etkisi oldugunu dugstindirmekle birlikte, bu verilerin
daha kapsamli ve ileri calismalarla desteklenmesi gerektigi aciktir.
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