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OZET

Direncli Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlarinin tedavisi, toksik yan etkileri olan antitiiberkiiloz
ilaclarin kombinasyonunu gerektirdiginden, giivenli ve etkili yeni ilaclara gereksinim vardir. Alpinia offici-
narum, Glycyrrhiza glabra, Thymus vulgaris, Urtica dioica ve Vitis vinifera bitki ekstrelerinin bir karisimi olan
Ankaferd Blood Stopper® (ABS), homeostatik ve antibakteriyel etkilere sahiptir. Ulkemizde ABS'nin stan-
dart solusyonlari, travmatik veya cerrahi sonrasi kanama kontrolii amaciyla topikal olarak kullaniimakta-
dir. Bu calismada, M.tuberculosis izolatlarina karsi ABS'nin in vitro antitliberkiloz etkinliginin arastiriima-
st amaglanmistir. Calismaya, 57 klinik izolat [17’si cok ilaca direngli (CiD), biri izoniazid (INH) ve strepto-
misin (STR)’e direncli, 11’i sadece INH’e direncli, ikisi sadece STR’e direncli, ikisi sadece etambutol
(ETM)’e direncli, 24’ bitln ilaglara duyarl] ve lg standart sus [H37Rv (butin ilaglara duyarli), ATCC
35822 (INH’e direncli), ATCC 35820 (STR’e direngli)] dahil edilmistir. ABS MIK degerleri agar diliisyon
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Bir Bitki Ekstresi Olan Ankaferd Blood Stopper®’in
Mycobacterium tuberculosis izolatlarina Karsi In Vitro Etkinligi

yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Caismamizda, biitiin ilaglara duyarli M.tuberculosis H37Rv susu igin
ABS MIK degeri 10.94 ug/ml olarak belirlenirken, INH direncli ATCC 35822 ve STR direncli ATCC 35820
suslari icin 21.88 pg/ml olarak saptanmistir. Klinik izolatlar dikkate alindiginda; duyarli 24 susun 17'sin-
de ABS MIK degeri 10.94 ug/ml, altisinda 21.88 pg/ml ve birinde < 1.37 pg/ml; CiD 17 susun ise birin-
de 5.47 pg/ml, besinde 10.94 pg/ml ve 11’inde 21.88 pg/ml olarak bulunmustur. Sadece INH direnci
olan 11 izolatin MiK degerleri < 1.37-21.88 ug/ml arasinda degisiklik gostermistir. Yalnizca STR'ye direnc-
li iki izolatin MIK degerleri 21.88 pg/ml; yalnizca ETM’e direncli iki izolatin MiK degerleri de 21.88 ug/ml
ve 10.94 pg/ml olarak saptanmistir. Hem INH hem de STR direnci olan bir izolatin MiK degeri ise 21.88
pg/ml olarak izlenmistir. Test edilen bakterilerin MiK50 ve MiK90 degerleri sirasiyla 10.94 pg/ml ve 21.88
pg/ml olarak tespit edilmistir. Sonug olarak calismamizda, ABS’nin topikal olarak kullanilan soliisyonunun
yaklasik 16 kat dillie edilmis konsantrasyonu, tiiberkiiloz basillerine karsi in vitro olarak etkili bulunmus
ve bu sonug ABS’nin kiitanoz tuiberkilozda, 6zellikle CID M.tuberculosis'in neden oldugu osteomiyelit ve
lenfadenit gibi tliberkiiloz odaklarinin cerrahi debridmaninda antitiiberkiiloz ilaglarla birlikte destekleyici
amacla basariyla kullanilabilecegini distindirmstdir.

Anahtar s6zciikler: Ankaferd Blood Stopper®; Mycobacterium tuberculosis; in vitro; duyarlilik; antitiiber-
kiiloz etki.

ABSTRACT

Treatment of drug-resistant Mycobacterium tuberculosis infections requires combination of anti-tu-
berculosis drugs which have several toxic side effects. Thus there is a need for safer and effective new
drugs. Ankaferd Blood Stopper® (ABS), which is a mixture of plant extracts prepared from Alpinia of-
ficinarum, Glycyrrhiza glabra, Thymus vulgaris, Urtica dioica and Vitis vinifera, has homeostatic and an-
tibacterial effects. Standard solutions of ABS are already being used topically for post-traumatic and
post-operative bleeding control in our country. This study was aimed to evaluate the in vitro activity
of ABS against M.tuberculosis isolates. A total of 57 clinical isolates [17 multidrug resistant (MDR), 11
resistant to only isoniazid (INH), one resistant to INH and streptomycin (STR), two resistant only to
STR, two resistant only to ETM, and 24 susceptible to all drugs] and three standard strains [H37Rv
(susceptible to all drugs), ATCC 35822 (INH-resistant), ATCC 35820 (STR-resistant)] were included in
the study. Agar dilution method was used to detect the MIC values of ABS. In the study, ABS MIC va-
lue was determined as 10.94 ug/ml for M.tuberculosis H37Rv strain which was susceptible to all anti-
tuberculosis drugs, whereas it was determined as 21.88 pug/ml for INH-resistant ATCC 35822 and STR-
resistant ATCC 35820 strains. The MIC values for 24 susceptible clinical isolates were as follows; 10.94
pug/ml (n=17), 21.88 pg/ml (n= 6) and < 1.37 pyg/ml (n= 1). When evaluating 17 MDR clinical isola-
tes, MIC values were determined as 5.47 ug/ml (n= 1), 10.94 uyg/ml (n=5) and 21.88 pg/ml (n=11).
MIC values were ranging between < 1.37-21.88 pg/ml among 11 INH-resistant isolates. These isola-
tes were susceptible to other first line anti-tuberculosis drugs. MIC value of one isolate resistant to
both of INH and STR was determined as 21.88 pg/ml. MIC value of the two sole STR-resistant isola-
tes was 21.88 pg/ml. MIC values of the two sole ETM-resistant isolates were determined as 21.88
pug/ml and 10.94 pg/ml. MIC50 and MIC90 values for the tested bacteria were 10.94 pg/ml and 21.88
pg/ml, respectively. It was concluded that 16 fold diluted concentration of the topically used ABS so-
lution was found to be active against tuberculosis bacilli in vitro. Thus ABS might be used as a sup-
portive agent together with anti-tuberculous drugs during debridement of multiple drug-resistant
M.tuberculosis caused osteomyelitis and lymphadenitis lesions.

Key words: Ankaferd Blood Stopper®; Mycobacterium tuberculosis; in vitro; susceptibility; anti-tuberculo-
sis effect.
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GiRis

Mycobacterium tuberculosis, yavas Ureyen aerobik, sporsuz ve aside direncli boyanma
ozelligine sahip bir basildir. Tlberkilozun etkeni olan bu bakterinin tek rezervuari insan-
dir'. Gelismekte olan (ilkeler basta olmak lizere biitiin diinyada énemli bir halk saghg
sorunu olmaya devam etmektedir?. Viicutta herhangi bir organda hastalik yapabilme
ozelligine sahip olabilmesine ragmen, genellikle kavitasyon olusumuyla sonuclanan kro-
nik destriiktif bir inflamatuvar siirecin oldugu akcigerleri etkilemektedir'. Tiiberkiiloz
(TB) hastaligi antik caglardan beri bilinmesine ragmen antitiiberkiiloz (anti-TB) ilaclar
ancak 20. yiizyilin ikinci yarisindan sonra gelistirilmistir®. Anti-TB ilaclarin klinik kullani-
mina paralel olarak direncli M.tuberculosis kokenleri ortaya ¢ikmig ve direncli TB olgula-
rinin tedavileri daha komplike bir hal almistir*®.

Ankaferd Blood Stopper® (ABS) klinik kullanima giren homeostatik bir bitki ekstresidir.
Anadolu’da uzun zamandir geleneksel tip uygulamalarinda topikal olarak kullaniimakta-
dir’. Bu madde Alpinia officinarum, Glycyrrhiza glabra, Thymus vulgaris, Urtica dioica ve
Vitis vinifera bitki ekstrelerinin standardize edilmis bir karigimi olup, 100 ml’lik soliisyonu
7 g A.officinarum, 7 g G.glabra, 5 g T.vulgaris, 6 g U.dioica ve 8 g V.vinifera ihtiva etmek-
tedir. ABS’nin endotel hticreler, kan hiicreleri, damar dinamigi ve hiicre mediatorleri tize-
rinde etkileri vardir. Pihtilasma kaskadinin intrinsik ve ekstrinsik yollarina etki etmeden
homeostazla sonuglanan hizli bir protein ag olusumunu indiikler’. ABS'nin homeostatik
etkilerinin yaninda gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi in vitro etkinligi de gos-
terilmistir®®. Bu calismada, M.tuberculosis izolatlarina karsi ABS'nin in vitro etkinliginin
arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

Calismaya 57 klinik izolat ve Ug¢ standart sug [H37Rv (tum ilaclara duyarl)), ATCC
35822 (izoniazide direncli), ATCC 35820 (streptomisine direncli)] dahil edildi. Klinik izo-
latlarin 17’si cok ilaca direncli (CiD), 11'i sadece izoniazid (INH)'e direncli, biri INH ve
streptomisin (STR)’e direncli, ikisi STR’ye direncli, ikisi etambutol (ETM)’e direncli ve ge-
ri kalan 24’G butdn ilaglara duyarlydi (Tablo I).

Besiyerinin Hazirlanmasi

ABS’nin anti-TB etkisi Middlebrook 7H10 agar besiyerinde agar diliisyon yontemiyle
arastirildi. ABS’nin sivi soliisyonlari Uretici firmadan (Trend Teknoloji ilag AS, Istanbul,
Tirkiye) temin edildi. Middlebrook 7H10 agar uretici firma onerileri dogrultusunda ha-
zirlanip otoklav ile steril edildi. Otoklavlama isleminden sonra besiyeri 40-45°C’ye sogu-
duktan sonra %10 olacak sekilde OADC (oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz) zengin-
lestirici eklendi. ABS c¢ozeltisi besiyerine eklenerek 1/16 (21.88 ug/ml), 1/32 (10.94
pg/ml), 1/64 (5.47 pg/ml), 1/128 (2.74 pug/ml) ve 1/256 (1.37 pg/ml)’lik dilisyonlari
iceren besiyerleri hazirlandi. Her bir dilisyonu iceren besiyeri vida kapakli steril tiiplere 5
ml konuldu ve katilagmasi icin yari yatik pozisyonda bekletildi. Besiyerleri kullanilincaya
kadar +4°C’de sakland.
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Tablo I. Calismada Test Edilen M.tuberculosis Suslarinin ABS MIK Degerleri

Sus No. STR INH RIF ETM ABS MiK (ug/ml)
Standart suglar (n= 3)

H37Rv S S S S 10.94
ATCC 35822 S R S S 21.88
ATCC 35820 R S S S 21.88
Tum ilaglara duyarh suslar (n= 24)

S.1 S S S S 10.94
S.2 S S S S 21.88
S.3 S S S S 10.94
S.4 S S S S 21.88
S.5 S S S S 10.94
S.6 S S S S 10.94
S.7 S S S S 10.94
S.8 S S S S 10.94
S.9 S S S S 10.94
S.10 S S S S 21.88
S.11 S S S S 10.94
S.12 S S S S 21.88
S.13 S S S S 10.94
S.14 S S S S 10.94
S.15 S S S S 10.94
S.16 S S S S 10.94
S.17 S S S S 21.88
S.18 S S S S 10.94
S.19 S S S S 10.94
S.20 S S S S 21.88
S.21 S S S S 10.94
S.22 S S S S 10.94
S.23 S S S S 10.94
S.24 S S S S <1.37
Cok ilaca direngli suslar (n= 17)

MR.1 S R R S 10.94
MR.2 S R R S 21.88
MR.3 R R R R 21.88
MR.4 S R R S 10.94
MR.5 R R R R 21.88
MR.6 S R R R 10.94
MR.7 S R R S 21.88
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Tablo I. Calismada Test Edilen M.tuberculosis Suslarinin ABS MIK Degerleri (Devami)

Sus No. STR INH RIF ETM ABS MiK (ug/ml)
MR.8 S R R R 21.88
MR.9 S R R S 21.88
MR.10 S R R S 21.88
MR.11 S R R R 21.88
MR.12 R R R R 21.88
MR.13 S R R S 21.88
MR.14 R R R S 21.88
MR.15 S R R S 5.47
MR.16 R R R S 10.94
MR.17 R R R S 10.94
Farkli direnc¢ paterni gosteren suslar (n= 16)

R.1 S R S S 21.88
R.2 R R S S 21.88
R.3 S R S S 21.88
R.4 R S S S 21.88
R.5 R S S S 21.88
R.6 S S S R 21.88
R.7 S R S S 21.88
R.8 S R S S 21.88
R.9 S S S R 10.94
R.10 S R S S 21.88
R.11 S R S S 21.88
R.12 S R S S <137
R.13 S R S S 21.88
R.14 S R S S 10.94
R.15 S R S S 10.94
R.16 S R S S 5.47

S: Duyarli; R: Direngli; STR: Streptomisin; INH: Izoniazid; RIF: Rifampisin; ETM: Etambutol.

Bakteri inokiilasyonu

Calismada test edilen her bakteri izolatinin Lowenstein-Jensen besiyerinde ureyen ta-
ze kolonilerinden 3-5 tanesi alinarak 5 ml fosfat tampon ¢ozeltisi ve cam boncuk iceren
vida kapakli tiiplere aktarildi ve 1 dakika vortekslendi. Vorteks isleminden sonra buiyik
partikil ve aerosollerin ¢okmesi icin tiipler dik bir sekilde oda isisinda 30 dakika bekletil-
di. Elde edilen bu siipernatandan McFarland no 1 standardina ayarl bakteri sispansiyo-
nu hazirland. Inokilasyon igin bakteri stispansiyonu 1:100 oraninda fosfat tampon ¢6-
zeltisiyle dilte edildi.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 75




Bir Bitki Ekstresi Olan Ankaferd Blood Stopper®’in
Mycobacterium tuberculosis izolatlarina Karsi In Vitro Etkinligi

Antitiiberkiiloz Etkinin Test Edilmesi

icerisinde farkli ABS konsantrasyonu ihtiva eden 7H10 agar besiyeri bulunan vidali ka-
pakli test tlplerine dilie edilen bakteri siispansiyonundan 100 pl inokile edildi ve
37°C’de inkiibasyona birakildi. Ureme kontrolii icin ABS icermeyen tiiplere de inokiilas-
yon yapildi. Ureme kontrol tiipleri 14 ve 21. giinlerde bakteri (iremesi acisindan deger-
lendirildi ve sonuglari kaydedildi. MiK degeri ¢ciplak gézle gortilebilen bakteri Gremesinin
olmadigi en dusuk ABS diliisyonu olarak tanimlandi.

istatistiksel Analiz

Klinik izolatlar; primer anti-TB ilaclarin tiimiine duyarli, cok ilaca direncli ve herhangi
bir primer anti-TB ilaca direngli olarak ti¢ gruba ayrildi. Her grubun MIK degerleri tek
yonli varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda test edilen M.tuberculosis izolatlari icin ABS MIK degerlerinin 21.88-<
1.37 pg/ml arasinda degistigi saptanmistir. izolatlardan 28’inin Gremesi 21.88 pg/ml,
25'inin Uremesi ise 10.94 ug/ml ABS konsantrasyonu ile inhibe edilmistir. Geriye kalan
dort izolatin ikisinin MIK degeri 5.47 pg/ml, diger ikisinin ise < 1.37 pug/ml’dir. Bu veri-
lere gore, test edilen tiim izolatlarin MIK,, ve MIK, degerleri sirasiyla 10.94 ve 21.88

pg/ml olarak izlenmistir.

Calismada, butin ilaglara duyarli M.tuberculosis H37Rv susu icin ABS MIK degeri
10.94 pyg/ml, INH direncli ATCC 35822 ve STR direncli ATCC 35820 suslari icin 21.88
pug/ml olarak belirlenmistir. Butiin ilaglara duyarl 24 klinik izolat degerlendirildigin-
de; 17'sinin ABS MIK degeri 10.94 pg/ml, altisinin 21.88 pg/ml ve birinin < 1.37
ug/ml olarak saptanmistir (Tablo I). Cok ilaca direngli 17 klinik izolatin ABS MIK de-
gerleri ise; 11’inde 21.88 pg/ml, besinde 10.94 pg/ml ve birinde 5.47 pg/ml’dir
(Tablo I). Test edilen diger direngli 16 sus icin ABS MIK degerleri incelendiginde; sa-
dece INH direnci olan 11 izolatta < 1.37-21.88 pg/ml arasinda; sadece STR direnci
olan iki izolatta 21.88 pug/ml; sadece ETM direnci olan iki izolatta 21.88 pg/ml ve
10.94 pg/ml; hem INH hem de STR direnci olan bir izolatta ise 21.88 pg/ml olarak
bulunmustur (Tablo I).

ABS MIK,, ve MIK,, degerleri, primer anti-TB ilaglara duyarl izolatlarda 10.94 ug/ml
ve 21.88 pg/ml olarak tespit edilirken, hem CID hem de primer anti-TB ilaglarin herhan-
gi birine direncli olan izolatlarda MiKS0 ve MiK90 degerleri 21.88 pg/ml olarak saptan-
mistir. istatistiksel degerlendirmede; hem CID hem de primer anti-TB ilaglarin herhangi
birine direngli olan izolatlarin MiK degerleri, duyarli izolatlarin MiK degerlerinden anlam-
Il diizeyde yiiksek bulunmustur (p< 0.05).

TARTISMA

Antitliberkiiloz (anti-TB) ilaglarin kullanima girmesi, M.tuberculosis enfeksiyonlari tize-
rinde cok yaygin etkiler saglamis; tliberkiiloza bagh mortalite ve morbiditede 6nemli 6l-
clide azalmaya neden olmustur®'%. Ancak bu ilaclarin klinik kullanimi, direncli izolatlarin
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ortaya cikmasliyla sonuclanmis ve tedavi basarisiziigi olasiligi giindeme gelmistir'''2, Di-
rencli M.tuberculosis enfeksiyonlarinin tedavisi toksik yan etkisi olan anti-TB ilaclarin kom-
bine kullanimini gerektirdiginden, daha gtivenli ve etkili yeni ilaglarin gelistirilmesine ge-
reksinim vardir®.

Bitkisel icerikli ilaglar geleneksel tipta bircok hastahigin tedavisinde kullaniimaktadir.
Anti-TB ilaglarla tiiberkilozun bilinen tibbi tedavisinin yaninda, M.tuberculosis'e kargi ak-
tivite gdsteren geleneksel bitki icerikleri de vardir'3. Lall ve Meyer'*, pulmoner TB teda-
visinde kullanilan 20 Giiney Afrika tibbi bitkisini duyarli ve direncli M.tuberculosis suslari-
na karsi degerlendirmisler; bu bitkilerin 14’Gnln M.tuberculosis’e kargl in vitro inhibitor
etkisinin oldugunu saptamislardir. Guatam ve arkadaslari'> Hindistan’da bazi tibbi bitki-
lerin TB tedavisinde kullanildigini rapor etmislerdir.

Ankaferd Blood Stopper® (ABS), bes adet bitki ekstresi iceren, topikal olarak kullani-
lan ancak sistemik kullanimi bulunmayan sivi bir soltisyondur. ABS, tlkemizde kanama
kontrolii amaciyla geleneksel tipta kullanilmaktadir. Homeostatik etkilerini gosteren ra-
porlari takiben, Turkiye’de yapilan calismalarda, ABS'nin eksternal, travmatik, dental ve
gastrointestinal cerrahi sonrasi olugan kanamalarin kontrol altina alinmasini sagladigr ka-
nitlanmigtir’” 123, Antimikrobiyal etkinligin arastinldigi calismalarda da, Fisgin ve arka-
daslari®, ABS'nin gram-pozitif ve gram-negatif tim klinik izolatlara karsi etkili oldugunu
bulmuslardir. Benzer sekilde Saribas ve arkadaslari®, nemli nozokomiyal enfeksiyon et-
keni olan metisiline direncli Staphylococcus aureus, Enterococcus ve Acinetobacter turleri-
ni iceren klinik izolatlara karsi ABS'nin etkili oldugunu rapor etmislerdir. ABS’nin gram-
pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkisine ek olarak, CiD M.tubercu-
losis suslarini da iceren tiiberkiloz basillerine karsi etkin oldugu, bu ¢alisma ile gosteril-
mistir. Calismamizda, ABS'nin topikal olarak kullanilan soliisyonunun yaklasik 16 kat di-
lie edilmis konsantrasyonu, tiiberkiloz basillerine in vitro olarak etkili bulunmustur. Bu
sonug, ABS'nin kiitanéz tiiberkiilozda, ézellikle CID M.tuberculosis'in neden oldugu os-
teomiyelit ve lenfadenit gibi tliberkiiloz odaklarinin cerrahi debridmaninda anti-TB ilac-
larla birlikte destekleyici amacla basariyla kullanilabilecedini diglindiirmektedir. Sonug
olarak, ABS’nin in vitro antibakteriyel aktivitesi ile ilgili umut verici gézlemler, tedavi se-
cenegi olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilacak olan ileri klinik calismalara 1sik tuta-
caktir.
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