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Abstract

Candida species are the members of the human normal flora and they may cause oppurtunistic fungal infections
in immuncompromised patients. The available antifungal treatment regiments is quite limited due to the toxicity, high
cost and presence of multidrug resistant strains. Recently, natural essential oils and their constituents have drawn attention
for their antimicrobial and antibiofilm efficacies. Cardamom essential oil has strong antimicrobial effects. Cardamom can
be isolated from the seeds of the ginger family Zingiberaceae. The aim of this study is to investigate the effects of
cardamom essential oil against standard and clinical Candida strains. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
cardamom was determined using the broth microdilution method according to the Clinical Laboratory Standards Institute.
Amphotericin B was used as a positive standard control antibiotic. Cardamom oil have shown strong antifungal activity
the tested all Candida isolates (MIC < 0.1% (vol/vol). Our MIC and transmission electron microscopic (TEM) studies
confirms that cardamom oil possess in vitro antifungal activity. It may be used as an alternative antifungal agent or natural
food preservatives. In addition it may helpful for the discovery of new antifungal drug. However efficacy, safety and
toxicity profiles of this oil will need to be addressed.
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Kardamom yaginin standart ve klinik Candida izolatlarina kars: antifungal etkinliklerinin degerlendirilmesi

Ozet

Candida tiirleri insan normal florasinin iiyelerinden olup, bagisikligi baskilanmis hastalarda firsatgr fungal
infeksiyonlara yol agabilmektedirler. Mevcut antifungal tedavi rejimleri toksisite, yiiksek maliyet ve ¢oklu ilag direngli
suslarin bulunusu sebebiyle bir hayli sinirlidir. Son yillarda dogal esansiyal yaglar ve bunlarin bilesenleri, sahip olduklar:
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliklerinden dolay: biiyiik dikkat cekmektedir. Kardamom esansiyal yagi da giicli
antimikrobiyal etkilere sahiptir ve Zingiberaceae ailesi tohumlarindan izole edilebilmektedir. Calismamizin amaci
standart ve klinik Candida suslarina karsi bu yagin etkinligini arastirmaktir. Kardamomun Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK), Klinik Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii’niin talimatlarina gore siv1 mikrodiliisyon testi ile elde
edilmistir. Caligmada pozitif standart kontrol olarak Amfoterisin B antibiyotigi kullanilmistir. Kardamom yagi, test edilen
tiim Candida izolatlar1 iizerine giiclii bir antifungal aktivite gdstermistir (MIK < %0.1 (vol/vol). MIK ve gecirimli
elektron mikroskobik (TEM) ¢alismamiz kardamom yaginin in vitro antifungal etkinligini onaylamaktadir. Kardamom
yag alternatif bir antifungal ajan ya da dogal besin koruyucusu olarak kullanilabilir. Ayrica yeni antifungal ilaglarin kesfi
icin faydali olabilir. Ancak bu yagin etkinlik, giivenlik ve toksisite profillerinin iyi bir sekilde aydinlatilmasina ihtiyag
bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Candida, kardamom yag1, antifungal, TEM, MiK
1. Giris
Candida tiirleri saglikli insanlarm deri ve mukozal yiizeylerini kommensal olarak kolonize edebilen, bagisikligin

baskilandig1 durumlarda ise firsatg1 enfeksiyonlara yol agabilen 6nemli mikroorganizmalardir (Doughari ve Naya, 2008).
Ozellikle C. albicans, gastrointestinal alan, oral kavite ya da vajinada yaygin olarak bulunur ve siklikla yiizeysel
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enfeksiyonlara neden olurken; Candida tiirleri digindaki enfeksiyonlarin siklig1 da giderek artmaktadir (Movar vd., 2005;
Pfaller vd., 2003). Candida’larin viriilansina katkida bulunan en 6nemli faktorler arasinda farkli hidrolitik enzimlerin
iiretimi, morfolojik dimorfizm, germ-tiip olusumu ya da konakg¢1 hiicre ve dokulara yapisarak biyofilm olusturabilme
yetenekleri sayilabilir (Karkowska-Kuleta vd., 2009). Ozellikle biyofilm olusturabilen mikroorganizmalarin
antimikrobiyal tedaviye yiiksek bir diren¢ gosterdikleri ve 1srarci enfeksiyonlarin kaynagi olabildikleri bilinmektedir
(Chandra vd., 2001). Biyofilm iiretimi sirasinda gergeklesen ekzopolisakkarit (EPS) {iretimi, hiicrenin fizyolojik durumu,
membran iizerindeki atim pompalar1 ve planktonik hiicrelerden farkli olarak meydana gelen gen ekspresyon paternleri de
biyofilm direncine katkida bulunabilmektedir (Rabin vd., 2015). Bu diren¢, ayn1 mikroorganizmalarin planktonik
formlarma gére 100-1000 kat daha fazla olabilmekte ve biyofilm bir kez olustuktan sonra yok edilmesi de ¢ok
giiclesmektedir (Taff vd., 2013; Rabin vd., 2015). Okaryotik 6zellik gdsteren mantar hiicrelerine etkili antifungaller, insan
hiicreleri tizerine de etkili olabileceklerinden toksisite riskleri fazladir ve bu sentetik bilesenler antifungal direng
gelisimine yol agabildiklerinden tedaviyi de giliglestirmektedirler (Mazu vd., 2016). Bu enfeksiyonlarla miicadelede
fungisidal ve daha az yan etkili yeni alternatiflerin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir. Son yillarda bitkilerin farkli
boliimlerinden gesitli yollarla elde edilen esansiyal yaglarin antibakteriyal, antioksidan ve antifungal 6zellikleri iizerine
yapilan ¢aligmalar ¢ok dikkat ¢cekmektedir (Burt, 2004; Sengiin ve Yiicel, 2015). Bu calismalarin biiyiik cogunlugu
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Bacillus cereus gibi patojen bakteriler {izerine yogunlagmustir fakat antifungal
aktivite verileri daha sinirhidir. Zingiberaceae familyasina ait Eletteria cardamomum bitkisinin kurutulmus meyvesi olan
kardamom, et iiriinlerinde baharat olarak kullanimina ek olarak, tipta da gii¢lii aromatik, antiseptik, uyarici, karminatif,
mide i¢in, antispazmodik ve diiiretik amagclarla kullanilmaktadir (Agaoglu vd., 2005). Ayrica karaciger {izerine yararl
etkileri, soguk algiligi, ates ve agiz inflamasyonlar iizerine de olumlu etkileri rapor edilmektedir (Al-Abdalall, 2016).
Kardamom yaginin yapisinda bulunan en 6nemli bilesenler a-terpinil asetat, linalol, linalil asetat, geraniol, limonen, a-
terpinen, safrol, metiljanol ve 6jandldiir. Bu biyoaktif bilesenlerin igerigi depolama kosullar1 yada prosese bagh olarak
degisiklik gosterebildiginden, c¢alisma siiresince dikkatle korunmalidir (Kubo ve ark., 1991). Son yillarda bitkisel
trtinlerden alternatif terapotik molekiillerin gelistirilmesi iizerine ¢ok fazla ¢alisma bulunmaktadir ancak bitkisel
tirlinlerin antimikrobiyal aktiviteleri ve etki mekanizmalar1 halen tam olarak aydinlatilamamistir. Kardamom yaginin
antifungal etkinligi hakkinda da sinirli sayida veri mevcuttur. Calismamizin amaci kardamom yaginin klinik ve standart
Candida izolatlar1 {izerine antifungal etkilerini mikrobiyolojik ve elektronmikroskobik yollarla aragtirmaktir.

2. Materyal ve yontem

2.1. Izolatlar ve kimyasallar

Calismamizda kullanilan kardamom yag1 Sigma-Aldrich firmasindan saf halde temin edilmistir (W224111).
Antifungal aktivite aragtirmalar i¢in ise 6 C. albicans, 2 C.kefyr, 3 C. krusei, 2 C. glabrata, 2 C. parapsilosis ve 1 C.
tropicalis izolat1 kullanilmustir. izolatlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan saglanmistir. Klinik izolatlarm 10’u kan, 3’# idrar, 1’1 periton sivist ve 1’1 de vajen
drneklerinden izole edilmistir. Izolatlar %15 gliserol igeren Yeast Pepton Dekstroz sivi besiyerine almarak -86°C’de
stoklanmistir. Candida albicans ATCC 10231 izolat1 standart mikroorganizma olarak kullanilmigtir. Kullamlan Candida
tiirleri ile bu tiirlerin elde edildigi klinik 6rnek ve departmanlar Tablo 1'de sunulmustur.

Tablo 1. Calismada kullanilan Candida tiirleri ile elde edildikleri klinik 6rnek ve departmanlar

C. albicans 1710 (Kan-Pediatri) C. krusei 1561 (Periton s1visi-Pediatri)
C. albicans 1724  (Kan-Dahiliye) C. krusei 1670 (Vajen-Kadin Dogum)
C. albicans 1766 (Kan-Nefroloji) C. glabrata 1744 (Kan-Dahiliye)

C. albicans 1802 (Kan-Endokrin) C. glabrata 1797 (Kan-Yenidogan)

C. albicans 1697 (Kan-Cocuk) C. parapsilosis 1806 (Kan-Onkoloji)

C. kefyr 1620 (Idrar-Cocuk) C. parapsilosis 1799 (Kan-Beyin Cerrahi)
C. albicans 1706  (Idrar-Gogiis Hastaliklarr) C. tropicalis 1678 (Kan-Hematoloji)
C.krusei 1675  (idrar-Dahiliye)

2.2. Maya siispansiyonlari

Taze kiiltiir eldesi i¢in stok besiyerinden alinan maya izolatlari, 6ncelikle RPMI 1640 siv1 besiyerinde ve 37 °C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler buradan 5 ml %0.85'lik serum fizyolojik i¢ine alinmuis ve siispansiyon bulaniklig1 0.5
McFarland (1-5 x 10° hiicre/mL) olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan baslangic siispansiyonlar1 énce steril serum
fizyolojik ile 1/50 oraninda, daha sonra da RPMI 1640 ile 1/20 oranmda sulandirilarak 1-5 x 10° hiicre/mL
konsantrasyonuna ulagilmistir.
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2.3. Antifungal duyarlilik testleri

Kardamom yagmin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerinin belirlenmesi amaciyla Klinik ve
Laboratuvar Standartlar Enstitiisti mikrodiliisyon referans yontemi esas alinmistir (CLSI M27-A2). Kardamom esansiyal
yag1, baslangic konsantrasyonu 40 pl/ml olacak sekilde 10 dakika siireyle sonikasyona alinarak homojen bir hale
getirilmistir. Caligmada kardamom yagmin %0.04, %0.08, %0.16, %0.31, %0.63, %0.13, %0.25, %0.5, %1 ve %2
hacim/hacim konsantrasyonlarindaki iki katlik diliisyonlari, 96 kuyulu mikroplakalarda ve RPMI 1640 besiyeri
kullanilarak hazirlanmustir (her kuyu i¢in 100 pl). Daha 6nceden hazirlanan maya siispansiyonlar1 da her kuyucuga 100
ul olacak sekilde inokiile edilmistir. 11 ve 12. siitunlar pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilmistir. Mikroplakalar 37°C
de 24 saat inkiibe edilmis ve MIK degerlendirmeleri yapilmstir. %0.01 konsantrasyonda distile su ile hazirlanan resazurin
¢ozeltisi 0.22 pm c¢apidaki membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Plaklar her kuyuya 30 pl resazurin ilave
edildikten sonra 1 saat bekletilmis ve sonuglar gorsel olarak degerlendirilmistir. MIK degeri, pozitif kontrol ile
karsilastirlldiginda fungal gelisimi inhibe eden en diisiik yag konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. Minimum fungisidal
konsantrasyon (MFK) degerlerinin belirlenebilmesi igin, temiz ve iireme gozlenmeyen MIK kuyucuklarindan 0.1’er ml
almarak Yeast Pepton Dekstroz kati besiyerine ekimler yapilmistir (Canton vd., 2004). MFK, hiicrelerin %99.9'unu
6ldiiren en diisiik ilag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Candida albicans ATCC 10231'e kars1 standart antibiyotik
olarak Amfoterisin B kullanilmigtir. Tiim deneyler tekrarli olarak calisilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmustir.
Uygulanan mikrodiliisyon testini gdsteren ve C. albicans 1766 izolatia ait MiK sonuglarini ifade eden temsilci resim
Sekil 1°de sunulmustur.

- . e / - -

: » A b
Sekil 1. Kardamomum Candida izolatlarina kars1 inhibitor etkisinin sivi mikrodiliisyon testi degerlendirilmesi

24, Gecirimli elektron mikroskopi (TEM)

Calismamizda, kardamom yaginin Candida tiirleri tizerinde gosterdigi morfolojik degisiklikleri degerlendirmek
amaciyla TEM kullanmilmistir. Bu amagla, standart referans mikroorganizma olarak kullanilan Candida albicans ATCC
10231, 10 mL hiicre siispansiyonlari halinde, 2xMIC, MIC ve % MIC konsantrasyonda kardamoma maruz birakilmig ve
daha sonra 37°C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Kardamom yagi igermeyen kontrol grubu da c¢alismaya dahil edilmistir.
Hiicre siispansiyonlari steril plastik santrifiij tiipleri igerisinde 5000 g'de 15 dakika siireyle santrifiije tabi tutulmus ve PBS
(fosfat tamponlu salin tamponu) ile ti¢ kez (10’ar dakika) ardisik olarak yikanmustir. Siipernatanti atilip pelet haline
getirilen hiicresel igerik, bir gece boyunca +4°C' de ve %2.5 glutaraldehit igeren PBS tamponunda primer fiksasyona
almmustir. Numuneler daha sonra oda sicakliginda PBS tamponunda ¢dziindiiriilmiis ve sekonder fiksasyon amaciyla %1
osmiyum tetrokside igerisine alinarak 2 saat bekletilmis ve PBS i¢inde yikanmistir (ii¢ kez ve her biri 15 dakika). Fikse
olan hiicreler %5 agar igerisine gomiilmiis ve %! uranil asetat ile blok boyamalar1 yapilmistir. Daha sonra da her biri
15’er dakika siireyle ve dereceli olarak artan etanol serilerinden (%40, %60, %75, %80 ve %95) gegirilerek dehidrate
edilmistir. Son dehidrasyon basamag: ise %100 etanol iginde, 1 saat boyunca ve her 30 dakikada bir degistirilerek
gerceklestirilmistir. Ornekler Epoksi resin icerisine gomiilerek 48 saat boyunca ve 60°C'de polimerize edilmislerdir. Blok
haline getirilen numunelerin 60 nm kalinligindaki tam ince kesitleri bir ultramikrotom (Leica Ultracut R) yardimiyla bakir
gridler {izerine alinmustir. Kesitler son olarak uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanmstir (Dag vd., 2012). Ornekler JEOL
JEM 1220 marka/model gegirimli elektron mikroskopu ile analiz edilmistir..

3. Bulgular

Kardamom igin siv1 mikrodiliisyon testi ile elde edilen MiK degerleri ¢alisilan tiim izolatlarda MiK < 0.1%
(vol/vol) seklinde elde edilmis ve sonuglar Tablo 2’ de dzetlenmistir. Amfoterisin B icin elde edilen MIK degeri ise 0.08
olarak bulunmustur. Calismada elde ettigimiz verilere gére kardamom yag1 fungal hastaliklarinin tedavisinde yaygin
bi¢cimde kullamlan Amfoterisin B ile karsilagtirildiginda, Candida izolatlar1 {izerine oldukga etkili sonuglar vermistir.
Standart ve klinik izolatlarin duyarliliklar1 arasinda 6nemli bir farklilik g6zlenmemistir. Calisilan 6 farkl tiire ait izolatin
kardamoma duyarliliklar1 da benzer oranlarda bulunmustur. En etkili sonug 0.031 MIK degeri gosteren C. albicans 1802
izolatinda tespit edilmistir. Izolatlarin MFK degerleri ise MiK degerlerinden iki kat daha yiiksek bulunmustur.

C. albicans ATCC 10231 izolatinin TEM ile elde edilen kontrol grubuna ait incelemelerinde tipik Candida
morfolojisine sahip saglikli yapida hiicreler tespit edilmistir; ¢cekirdek belirgin ve merkezi yerlesimli, stoplazma diizenli,
hiicre duvar1 ve stoplazmik membran yapisi biitiin olarak izlenmistir (Sekil 1a). Hiicreler subinhibitor konsantrasyonda
(1/2 MiK) ve 24 saat kardamom yagina maruz birakildiklarinda ise stoplazmanin plazma membranindan ayrilarak ige
¢ekildigi, hacminin azaldig1 ve bazi hiicrelerde hiicrenin belirli bir kutbuna dogru yer degistirdigi tespit edilmistir. Az

Tlknur DAG, Evaluation of antifungal activity of cardamom oil against standard and clinical Candida isolates



34 Biological Diversity and Conservation — 11 / 3 (2018)

sayida hiicrede ise stoplazmada ¢ok belirgin bir organizasyon bozuklugu izlenmistir. Hiicrelerin ¢ogunda hiicre duvar
yapisi anormal gismeler gostermekle peraber ylrjulma olmqrms‘ur ancak stoplazma yer degistirmesi ile birlikte bleb
olusumu gozlenmistir (Sekil 1b, ¢, d). Ornekler MIK ve 2xMIK konsantrasyonlarda kardamoma maruz birakildiklarinda

ise hiicreler tamamen pargalandig1 icin goriintii alinamamustir.

Tablo 2. Kardamom yagmin Candida izolatlarma karsi sivi mikrodiliisyon testi ile elde edilen MiK ve MFK

degerleri(vol/vol)

Candida tiirii *MIK (v/v) *MFK (V/V)
C. albicans  ATCC 10231 0.06 0.1
C. albicans 1710 0.1 0.2
C. albicans 1724 0.1 0.2
C. albicans 1766 0.06 0.1
C. albicans 1802 0.031 0.06
C. albicans 1697 0.1 0.2
C. kefyr 1620 0.1 0.2
C. kefyr 1706 0.06 0.1
C. krusei 1675 0.06 0.1
C. krusei 1561 0.1 0.2
C. krusei 1670 0.1 0.2
C.glabrata 1744 0.06 0.1
C.glabrata 1797 0.1 0.2
C. parapsilosis 1806 0.1 0.2
C. parapsilosis 1799 0.1 0.2
C. tropicalis 1678 0.1 0.2

*MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu, *MFK: Minimum Fungisidal Konsantrasyon

©

Sekil 2. C. albicans ATCC 10231 izolatinin kontrol (a) ve kardamom yagiyla muamele sonrasi (b, ¢ ve d) elde edilen

TEM goriintiileri
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4. Sonuglar ve tartisma

Candida tiirleri hastane kaynakli enfeksiyonlarin temel sebeplerinden olup, kan akimi enfeksiyonlarindan da en sik
izole edilen fungal patojenler arasindadir (Wenzel ve Gennings, 2005). Sebep olduklar1 yiizeyel ya da invaziv
infeksiyonlar insan saglig1 acisindan biiyiik bir problem teskil etmektedir (Sardi vd., 2013). Tedavide kullanilan antifungal
ilaclar olduk¢a sinirlidir ve bunlarin yaygin bigimde kullanilmasi ila¢ direnci gelisimine yol agarak hastaligin siddetini
iyice artirmaktadir (Morace vd., 2014). Diger yandan, konakc¢idaki diisiik immiinite ya da biyofilm iligkili ila¢ direnci
gelisimi de hayati tehdit eden fungal infeksiyonlar artirmaktadir. Ornegin biyofilm olusturan Candida tiirlerinin tedavide
¢ok sik kullanilan azollere kars1 direng gelistirme yetenekleri bulunmaktadir (Silva vd., 2017). Diger yandan antifungal
ilaglarin daha yiiksek dozlarda kullanimi toksisiteye de yol agabilmektedir. Tiim bu sebeplerden dolay arastiricilar yeni
molekiiller aragtirmakta ve bitki esansiyel yaglari da bu konuda yogun ilgi gérmektedir.

Esansiyal yaglarin antimikrobiyal etkilerini arastiran pek ¢ok caligma bulunmasina ragmen, literatiirdeki sonuglar
nispeten ¢eliskilidir ve genelde esansiyal yagin etki spektrumu hakkinda ¢ok detayli bilgi vermemektedir. Ciinki
bitkilerdeki esansiyal yaglarin kimyasal bilesenleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir (Swamy vd., 2016). Ayrica
cografi lokasyon, cevre kosullar1 ya da olgunluk safhasi gibi parametreler de bu bilesenleri etkilemektedir (Swamy vd.,
2015). Boylece ¢esitli patojen mikroorganizmalara karsi gosterilen antimikrobiyal etki de farkli olabilmektedir.
Antimikrobiyal aktiviteyi tayin etmede kullanilan metod, mikrobiyal gelismedeki farkliliklar, mikroorganizmanin bitkisel
yaga maruziyet siiresi, esansiyal yag ya da komponentinin ¢ozliniirliigii ya da bazen farkli bitki tiirlerinden tiirevlenebilen
ve ayni yaygin isme sahip yaglarin etkinlikleri de farkli olabilmektedir (Swamy vd., 2016). Caligmamizdan elde edilen
bulgular, kardamom yaginin standart ve klinik Candida izolatlar1 tizerine gii¢lii bir inhibitor etki gosterdigini ortaya
koymustur. Bulgularimiza benzer bir ¢alismada Vijalayalakshmi ve arkadaslari, 202 klinik Candida izolatina karsi
Elettaria cardamomum’un antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Calismaya alinan izolatlar, ¢oklu ilag direnci
gosteren biyofilm pozitifizolatlar1 kapsamistir. Arastirma sonucunda E. cardamomum’un etanolik ve asetonik ekstraktlari
tarafindan patojenik Candida tiirlerinin inhibe edildigi rapor edilmistir. Ayrica asetonik ekstrakt ile 125 ul (56.25 pg)
konsantrasyondaki biyofilm iiretimi tamamen inhibe edilmistir (Vijalayalakshmi vd., 2016). Bizim ¢alismamizda da
biyofilm pozitif izolatlar deneylere alinmig ve kardamom yaginin giiclii etkileri ortaya konmustur. Diger bir aragtirmada
Radhakrishnan ve arkadaslari, klinik C. albicans izolatlarina karsi kardamom ve hindistan cevizinin antifungal
etkinliklerini arastirmiglardir. Yazarlar her iki bitki ekstraktimin da Candida izolatlarina kars1 giiglii inhibitor etkisini
gostermis ve hiicrelerde ergosterol iceriginin de azaldigini rapor etmislerdir. Ayrica elektron mikroskopla da hiicrelerde
duvar kalinlagsmasi, membran diizensizlikleri ve stoplazmanin yer degistirmesi gibi bulgular elde etmislerdir
(Radhakrishnan vd., 2015). Bizim sonuglarimizda da stoplazmanin yer degistirmesi belirgin bir bulgu olarak gozlense de
hiicre duvarindaki kalinlagsma ¢ok net olarak tespit edilememistir. Hiicre duvarindaki ileri derece sigsmeler ve stoplazmada
biizigmeler ¢ok belirgin bulgular olarak izlenmistir. Badei ve arkadaslar1 bazi bakteri ve kiifler iizerine kardamom yaginin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmis ve MIK degerini 0,5-0,9 mg/mL arasindaki oranlarda bulmuslardir (Badei vd.,
1991a, b). Aneja ve Sharma’nin arastirmalarinda 6 farkli tiir kulak patojeni tizerine E. cardamomum meyve ekstraktlarinin
etkileri arastirilmis ve en yiiksek antimikrobiyal aktivite S. aureus’a kars1 ve 25 mg/ml lik bir MiK ile elde edilmistir
(Aneja ve Sharma, 2010). Genel olarak esansiyal yaglarla ilgili yapilan benzer antimikrobiyal aktivite galismalar1
degerlendirildiginde bakterilerin ¢ok daha yogun olarak arastirildigi goriilmektedir. Bu calismalarda gram pozitif
bakterilerin gram negatiflere oranla esansiyal yaglara daha duyarli olduklari rapor edilmekte ve bu farkliligin hiicre duvar
yapisindan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir. Esansiyal yaglarin mantarlar iizerine olan etkileri ile ilgili ¢aligsmalar
ise daha smirhdir. Bnasod ve Rai, Aspergillus fumigatus ve A. niger kiiflerine karsi kardamom yaginin agar diliisyon
metodu ile MIK tayinini gerceklestirmislerdir (%v/v). Elde edilen MiK degerleri %2’den biiyiik bulunmus; minimal
fungisidal konsantrasyon ve MIK degerleri birbirine esit olarak elde edilmistir (Bnasod ve Rai, 2008). Mejdi ve
arkadaglar1 yesil kardamomdan su distilasyonu ile ekstrakte ettikleri esansiyal yagi 6nce kimyasal kompozisyonu
bakimindan GC-MS ile karakterize etmisler, sonra da ¢esitli bakteri ve mantar izolatlarina kars1 disk difiizyon ve
mikrodillisyon testleri yaparak antibakteriyal aktivite bakimindan karsilastirmiglardir. Elde edilen sonuglar bu esansiyal
yagin yiiksek ve genis spektrumlu bir antibakteriyal aktivitesi oldugunu ortaya koymaktadir. Aragtiricilar ayni ¢calismada
kardamom yaginin 16 maya tiirii lizerine (15 Candida tiirii ve 1 Saccharomyces cerevisiae) antifungal etkilerini de
arastirmislardir. Kardamom yag1 igin elde edilen MiK degerleri 0.023-0.046 mg/ml araliginda bulunmus ve standart
kontrol antibiyotigi olarak kullanilan Amfoterisin B’ye gore (MiK 0.015-0.39 mg/ml) belirgin bir antifungal etkisi oldugu
rapor edilmistir (Mejdi vd., 2015). Calisilan izolatlarin MFC degerlerinin tespiti yapildiginda ise maya izolatlar
kardamom i¢in 3-12 araliginda bir deger gdstermistir. Ayn1 izolatlar amfoterisin B kullanildiginda ise 0.39-3.125 arasinda
bir MFC araligina sahip olmuslardir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak kariyojenik mantarlarin gelisimini inhibe edebilmek
icin esansiyal yag konsantrasyonunun 3-12 mg/ml (MFC degerleri) aralifinda olmasi gerektigini belirtmislerdir.
Arastiricilar elde ettikleri diisiik MIK degerleri (0.023-0.046) ile bu yagin besin kaynakl1 patojenlerin inhibe edilmesi ve
kariyojenik bakteri ve mantarlar tarafindan olusturulan dis ciiriiklerinin kontroliinde katki saglayabilecegini rapor
etmislerdir (Mejdi vd., 2015). Bizim ¢alismamizda da kardamom yag1 amfoterisin B’ye oranla oldukga gii¢lii bir etki
sergilemis, MFC degerlerimiz MIK degerlerimizden iki kat daha yiiksek bulunmustur. Elgayyar ve arkadaslarn
kardamomu da igeren 8 farkli esansiyal yagin patojenik ve saprofitik mikroorganizmalar iizerine etkilerini arastirdiklar
¢alismalarinda, kekik, reyhan ve kisnisten ekstrakte edilen esansiyal yaglarin 4000 ppm konsantrasyonda Pseudomonas
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aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Yersinia enterocolitica tizerine inhibitor etkileri oldugunu gostermislerdir
(Elgayyar vd., 2001). Al- Abdalall tarafindan yapilan bir ¢aligmada da kardamom, targin, zencefil, karanfil ve miir
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin C. albicans ve S. aureus fiizerine etkilerini arastirmuglardir. Arastiricilar
baharatlarin sulu ekstraktlarinin test edilem mikroorganizmalarin gelisimi iizerine inhibitor etki yapmadigini, sadece miir
sulu ekstraktinin iki tipinin inhibitor etki gosterdigini aciklamislar ve endiistriyal antibiyotik kullanimi yerine miir
kullaniminin daha etkili olabilecegini belirtmislerdir (Al-Abdalall, 2016). Tiim bu ¢aligmalarda da goriildiigii gibi
esansiyal yaglarla yapilan invitro ¢alismalarin karsilastirilmas: oldukga giictlir. Ciinkii bitkisel yag ve ekstraktlarinin
kompozisyonlar1 yerel iklimsel ya da ¢evre durumlarina gére degisiklikler gostermektedir ya da antimikrobiyal aktiviteyi
degerlendirmede segilen metod ve kullanilan mikroorganizmalar biiyiikk degiskenlikler gosterebilmektedir. Ancak
esansiyal yaglarin medikal amaglarla kullanimi igin etki, giivenlik ve toksisitelerinin ¢ok iyi sekilde belirlenmesi
gerekmektedir.
Esansiyal yaglarin hiicre membranini tahrip ederek etki gosterdikleri belirtilmektedir ancak ilgili mekanizmalar tam
olarak agiklanamamistir. Bu konuda ileri siirilen en 6nemli goriislerden biri esansiyal yaglarin sahip oldugu
hidrofobisitenin, hiicre membrani lipidlerinde par¢alanmaya yol agarak, onu daha gegirgen bir hale getirdigi ve hiicre
iceriginin zayiflamasina yol actig1 seklindedir (Trombetta vd., 2005).

Son yillarda antifungallerin uygunsuz sekillerde kullanimlari sonucu ¢oklu-ilag¢ direnci sorunu ortaya ¢ikmustir.
Diger yandan antifungal ilaglar antibakteriyallere gére ¢cok daha sinirlidir; tedavide sikca kullanilan amfoterisin B ¢ok
etkili olmakla beraber, yiiksek toksisitesi kullanimini sinirlamaktadir. Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar
kardamomun Candida izolatlar1 iizerine diisiik MIK degerleri ile giiclii bir antifungal etkinlik gdsterdigini ortaya
koymaktadir. TEM analizlerinde ise etkisini 6zellikle stoplazma ve membran ayrilmasi ile baslayarak, ileri derecede
stoplazmik hasarla gosterdigi tespit edilmistir. Kardamom yag1 antifungal tedavide kullanim i¢in umut verici olabilir
ancak etki mekanizmalari, toksisite ve stabilite lizerine ayrintili ¢aligmalara ve in vivo etkinligin degerlendirilmesine de
ihtiya¢ bulunmaktadir.
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