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ABSTRACT

Aim: The increasing rates of antibiotic resistance have intensified the search for alternative
therapeutic strategies. The aim of our study is to determine the antimicrobial activity of commercially
available marigold (Calendula officinalis L.) essential oil against seven different standard bacterial
strains and three yeast strains.

Materials and Methods: Gram-positive bacteria included Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), and Streptococcus pneumoniae (ATCC 45615); Gram
negative bacteria included Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), and colistin-resistant E. coli (ATCC 19846). Yeast strains
tested were Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosis (ATCC 22019), and Candida
auris (clinical isolate). Antimicrobial activity was assessed using the disk diffusion method and the
resazurin microtiter assay (REMA).

Results: In the disk diffusion assay, the largest inhibition zone among the bacterial strains was
observed in S. pneumoniae (15.33+0.57 mm), while among the yeasts, the widest zone was recorded
for C. parapsilosis (17.67+0.57 mm). The antimicrobial effect of C. officinalis oil on Gram-positive
bacteria and yeasts was significantly higher than that observed in Gram-negative strains (respectively
p<0.01, p<0.001). The lowest MIC values were detected in S. aureus and E. faecalis among bacteria,
and in C. albicans and C. parapsilosis among yeasts.

Conclusion: Our study demonstrates that marigold essential oil, through its antimicrobial activity
particularly against Gram-positive bacteria and Candida species-including C. auris, represents a
promising candidate for plant-based antimicrobial approaches, and that its potential for topical
gynecological use may be further evaluated in future in vivo studies.

Keywords: Calendula officinalis, Disk diffusion, REMA, Antimicrobial, Minimum inhibitory
concentration
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Amagc: Antibiyotik direncindeki artis oranlari, alternatif ¢6ziim arayisini yogunlastirmaktadir.
Calismamizin amact; ticari olarak temin edilebilen aynisefa (Calendula officinalis L.) ugucu yaginin
yedi farkli standart bakteri susu ile ii¢ maya mantari iizerindeki antimikrobiyal etkisini belirlemektir.
Gerecler ve Yontemler: Gram pozitif bakterilerden; Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus pneumoniae (ATCC 45615); Gram negatif
bakterilerden Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) ve kolistin direngli E. coli (ATCC 19846) ile maya mantarlarindan
Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosis (ATCC 22019) ve Candida auris (klinik
izolat) test edilmistir. Antimikrobiyal aktivite disk difiizyon yontemi ve resazurin mikrotitre testi
(REMA) ile test edilmistir.

Bulgular: Disk difiizyon yontemiyle en genis inhibisyon zonu bakterilerde S. pneumoniae (15.33 +
0.57 mm) susunda, mayalarda C. parapsilosis (17.67 + 0.57 mm) susunda Ol¢lilmiistiir. Aynisefa
yaginin Gram pozitif bakteriler ve mayalar {izerindeki antimikrobiyal etkisinin, Gram negatif suglara
kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmistiir (sirasiyla p < 0.01, p < 0.001). En disiik
MIK degerleri ise bakterilerde S.aureus ve E. faecalis’te; mayalarda C. albicans ve C. parapsilosis
’te tespit edilmistir.

Sonug¢: Caligmamiz, aynisefa yaginin o6zellikle Gram pozitif bakteriler ve C. auris’i de iceren
Candida tiirleri izerindeki antimikrobiyal etkileriyle, bitkisel temelli yeni antimikrobiyal yaklagimlar
acisindan umut vadeden bir aday oldugunu ve topikal jinekolojik kullanim potansiyelinin ileri in vivo
caligmalarda degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Calendula officinalis, Disk difiizyvon, REMA, Antimikrobiyal, Minimum
inhibitor konsantrasyon
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GiRiS

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotikler uzun
yillar boyunca temel farmakolojik ajanlar olarak kullanilmis
ve modern tibbin gelisiminde belirleyici rol oynamustir.
Ancak son yillarda, diinya genelinde artan antibiyotik direnci,
mevcut tedavi segeneklerinin etkinligini 6nemli dlgiide
azaltmakta ve ¢oklu ilaca direngli (CID) patojenlerin ortaya
¢ikisi ciddi bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir (1,2).

Tedaviye direngli enfeksiyonlarda hastanede yatis
stireleri uzamakta, mortalite ve morbidite oranlar1 ile maliyet
artmaktadir (3, 4). Bu sebeple son yillarda bitkisel kokenli
dogal {irtinlerin tedavi amacli kullanimi, yalnizca geleneksel
veya tamamlayict tipta degil, modern tibbin klinik
uygulamalarinda da ilgi gormektedir. Ozellikle fitokimyasal
acidan zengin bitkilerden elde edilen dogal ekstreler ve
yaglar, enfeksiyonlarin kontroliinde ve doku yenilenmesinin
desteklenmesinde alternatif ya da tamamlayic1 tedavi
secenekleri olarak 6nemli bir potansiyel tasimaktadir (5).
Bitkisel ekstraktlar ve yaglar, o6zellikle polifenoller ve
terpenler gibi bilesenleri sayesinde, plazma membranini
bozma, efflux pompa inhibisyonu ve mevcut antibiyotiklerle
sinerjistik etki gibi ¢esitli mekanizmalarla antimikrobiyal
aktivite gosterebilmektedir (6).

Aynisefa  bitkisi  (Calendula  officinalis  L.),
Asteraceae familyasma ait olup icerigindeki fenolik
maddeler, flavonoidler ve terpen bilesenleri ile tibbi a¢idan
oldukca degerli bir bitkidir (7). Bitkinin ¢i¢eklerinden elde
edilen ucucu yaglar ve ekstreler antiinflamatuvar (8),
antibakteriyel (9), antifungal (10), antioksidan (11) &zellikleri
ve yara iyilesmesiyle iligkili biiylime faktorlerinin
ekspresyonunu artirabilen biyolojik etkileri nedeniyle doku
onarim siiregleri agisindan dikkat ¢ekmektedir (12, 13).

Bu g¢alismanin amaci, aynisefa ugucu yagmin
standart bakteriyel ve fungal suslara karst in vitro
antimikrobiyal etkisini degerlendirmek, literatiirdeki mevcut
verileri analiz etmek ve elde edilen bulgular dogrultusunda
jinekolojik enfeksiyonlardaki terapotik potansiyelini ortaya
koymaktir.

GERECLER VE YONTEMLER

Bitkisel Uriin

Bu caligmada, iiretici firma tarafindan %100 saf oldugu
belirtilen aynisefa ¢igeklerinden hidrodistilasyon yontemiyle
elde edilmis bitkisel ugucu yag kullanilmugtir. Uriin, ticari
olarak yerel bir tedarik¢iden (Panlife, Tiirkiye) temin
edilmistir (Uriin Kodu: 8681379100441, CAS No: 70892-20-
5). Uriiniin bilesenleri, iiretici tarafindan saglanan Gaz
Kromatografisi—Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) analizi ile
dogrulanmis ve Tablo 1°de verilmistir.

Mikrobiyal Suslar

Caligmada antimikrobiyal duyarliliklar1 bilinen, yedi adet
bakteriye ve iki adet maya mantarma ait American Type
Culture Collection (ATCC) susu ve bir klinik maya susu
kullanilmistir. Bu  suslardan Gram pozitif olanlar
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Streptococcus pneumoniae ATCC 45615 olup
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Gram negatif olanlar Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ve kolistin direngli E. coli ATCC
19846°dir. Test edilen maya suslar1 ise Candida albicans
ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve bir adet
Candida auris klinik izolatidir. Tiim mikroorganizma suslari,
iiniversitemizin Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvart sus
kiitiiphanesinden temin edilmistir.

Bilesik Adi Yiizde (%)
(E)*-B-Ocimene 35.65
(Z)*-B-Ocimene 24.78
Limonene+1,8-Cineole 6.14
Allo-Ocimene 2.62
(E)-Ocimenone 1.64
(Z)-Ocimenone 0.93
Menthol 0.95
(Z)-Tagetone 0.98
(E)-Tagetone 0.82
B-Caryophyllene 0.80

Tablo 1. Aynisefa ugucu yagmin GC-MS analiz sonuglari
*E (entgegen) ve Z (zusammen), bilesiklerin ¢ift bag
konfigiirasyonuna bagl geometrik izomerlerini géstermektedir.

Inokuliim Hazirlanmast

Standart suslar, -80 °C’de saklanan stok kiiltiirlerden alinarak
once Brain Heart Infusion Broth (bioMerieux, Fransa)
besiyerine aktarilmis ve bir gece inkiibe edilmistir. Daha
sonra buradan alinarak %35 koyun kani igeren besiyerine
(bioMerieux, Fransa) pasajlanmis ve 37 £ 0.5 °C’de 18-24
saatlik inkiibasyon sonrasinda elde edilen taze kolonilerden
%0.9’luk steril salin iginde siispansiyon hazirlanmistir.
Siispansiyonlar, DensiCHEK Plus cihazi (Biomerieux,
Fransa) kullanilarak 0.5 McFarland bulaniklik standardina
ayarlanmistir (bakteriler i¢in yaklasgitk 1x10® CFU/mL,
mayalar i¢in yaklagik 1x10° CFU/mL).

Disk Difiizyon Testi
Yagm antibakteriyel etkisi European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), antifungal
etkisi ise Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kilavuzlarmin 6nerileri dogrultusunda uygulanmigtir (14,15).
Bakteriyel siispansiyonlar Mueller Hinton agara
(MHA, Biomerieux, Fransa) steril pamuklu c¢ubuk ile
homojen bir sekilde yayilmis olup, maya siispansiyonlar1 i¢in
%2 glikoz ve 0,5 pg/mL metilen mavisi eklenmis MHA
(Merck, Almanya) ve S. pneumoniae i¢in Mueller Hinton-F
agart (MHA-F, %5 defibrinlenmis at kani1 ve 20 mg/L B-NAD
iceren, Biomerieux, Fransa) kullanilmigtir. Ticari ugucu
yagin agar ortamimda daha iyi diflizyon gostermesini
saglamak amaciyla 900 pL. %10 DMSO + 900 pL aynisefa
yag1 bire bir oraninda karistirilarak vortex ile homojen bir
emiilsiyon elde edilmistir. Steril 6 mm ¢apindaki bos disklere
(Bioanalyse, Tiirkiye), bu karisimdan 10 dakika ara ile ikiser
kez 10 pL emdirilmis ve oda sicakliginda 15 dakika
kurutulmustur. Diskler, bakteri ve mantar soliisyonu ile
inokiile edilmis uygun besiyerlerine steril pens yardimiyla
yerlestirilmistir. Besiyerleri, bakteriler i¢in 37 = 0.5 °C’de (S.
pneumoniae %5 CO2’li ortamda), mayalar i¢in 35+ 0.5 °C’de
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24 saat inkiibe edilmistir. Tiim testler li¢ kez tekrarlanmistir.
Pozitif kontrol diskleri olarak Gram pozitif bakteriler i¢in
Vankomisin (5 pg/disk, Bioanalyse, Tiirkiye) ve Eritromisin
(15 pg/disk, Bioanalyse, Tiirkiye), Gram negatif bakteriler
icin Amikasin (30 pg/disk, Bioanalyse, Tiirkiye) ve mayalar
icin Flukonazol (25 pg/disk, Oxoid, Thermo Fisher
Scientific, UK) kullanilmistir. Negatif kontrol olarak
%10’luk  DMSO soliisyonu emdirilmis bos diskler
kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zon
caplar1 (disk ¢ap1 dahil) mm cinsinden Olgiilmiis, sonuglar
ortalama =+ standart sapma (SD) olarak kaydedilmistir.

Mikrodiliisyon Yontemi

Aynisefa yagmin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)
degerlerini belirlemek amaciyla EUCAST ydnergeleri
dikkate alinmis ve resazurin mikrodiliisyon test (REMA)
yontemi uygulanmistir (16,17). Ugucu yagin DMSO iginde
10 mg/mL konsantrasyonunda stok c¢ozeltisi hazirlanmas,
vortekslenerek homojenize edilmis ve 0,22 uM membran
filtrelerden siiziilmistiir. Hazirlanan stok ¢oOzeltiden,
kuyucuklardaki final DMSO oraninin %2’yi ge¢cmemesine
dikkat edilerek steril distile su ile 1024 pg/mL
konsantrasyonunda calisma c¢ozeltisi elde edilmistir. 96
kuyucuklu steril diiz tabanli plakanin tiim kuyucuklarina test
edilen suslara uygun besiyerleri 100’er pl dagitilmistir.
Bakteriyel izolatlar i¢in katyon ayarli Mueller Hinton Broth
(CAMHB), S. pneumoniae igin %5 hemolize at kan1 ve 20
mg/L B-NAD igeren MHF (Mueller—Hinton Fastidious) broth
ve maya izolatlari igin RPMI 1640 + %2 glukoz + 0.165 M
MOPS (morfolin propan siilfonik asit) igeren sivi besiyeri
kullanilmistir. ilk kuyucuklara yag c¢ozeltisinden 100 pl
eklenmis ve iki kat seri diliisyonlar yapilarak 512, 256, 128,
64, 32, 16 pg/mL konsantrasyonlar: elde edilmistir. 0.5
McFarland bulanikligin ayarlanan bakteri siispansiyonu 100
kat (10° CFU/mL), maya siispansiyonu 5 kat (2x10° CFU/mL)
dilie edilmigtir. Sonrasinda icerisinde 100 pl besiyeri+yag
¢ozeltisi bulunan her kuyucuga 100’er pl bakteri/maya
siispansiyonu  eklenerek son hacmi 200 pl olan
kuyucuklardaki son bakteri konsantrasyonu 5x10° CFU/mL
ve son maya konsantrasyonu 0.5-2.5x10° CFU/mL olarak
elde edilmigtir. Plakalar bakteri i¢in 37 £+ 0.5 °C’de
(S.pneumoniae %5 CO-’li ortamda) 1824 saat, maya i¢in 35
+ 0.5 °C’de 2448 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Resazurin sodyum tuzu (Sigma-Aldrich) steril
distile suda %0,01 (w/v) konsantrasyonunda ¢oziilmiis ve
calisma soliisyonu hazirlanmigtir. Isiga duyarli oldugundan
alliminyum folyo ile sarilarak 4 °C’de saklanmig ve 48 saat
icinde kullanilmistir. Plakalarin inkiibasyon siiresi sonunda
her kuyucuga % 0,01°lik resazurin ¢ozeltisinden 10 pL
eklenmis ve bakteriler i¢in 2—4 saat, mayalar i¢in 4-24 saat
ilave inkiibasyon yapilmistir. Resazurin, canli hiicreler
tarafindan indirgenerek mavi renkten pembe renge doniisiir;
bu nedenle pembe renk iireme varligi, mavi renk ise
inhibisyon olarak degerlendirilmistir. En diisiik pembe renk
gostermeyen kuyucuk MIK degeri olarak kaydedilmistir.
MIK 6lgiimleri ii¢ kez tekrarlanmis olup, tekrarlar farkli
ciktiginda raporlamada medyan MIK degeri kullanilmistir.
Besiyerityag c¢ozeltisi iceren, bakteri/maya igermeyen
sterilite kontrolii; besiyeri + mikroorganizma igerip yag
¢oOzeltisi igermeyen biiyiime kontroli ve besiyeri +

faecalis,
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mikroorganizma + DMSO igeren ¢dziicli kontrolii ¢caligmaya
dahil edilmistir. Pozitif kontrol olarak Gram pozitif bakteriler
icin Vankomisin (64-1 pg/mL, VANKOPOL®, Tiirkiye),
Gram negatif bakteriler i¢in Amikasin (64-1 pg/mL,
Amikozit, Fransa) ve maya mantarlar1 i¢in Flukonazol (64-1
pg/mL, FLUCAN®, Almanya) kullanilmistir.

Istatistiksel Analiz

Disk difiizyon yontemi ile her bir izolat {i¢ tekrar halinde
degerlendirilmis ve zon ¢ap1 degerleri ortalama + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Her mikroorganizma icin
Aynisefa yagina ait inhibisyon zonlari, negatif kontrol (6
mm) ve ilgili pozitif kontroliin degerleri arasinda normalize
edilerek yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Verilerin dagilimi
Shapiro—Wilk testi ile degerlendirilmistir. Negatif kontrole
gore referans karsilagtirmalart tek 6rneklem t-testi ile analiz
edilmig; Gram pozitif, Gram negatif ve maya gruplan
arasindaki karsilastirmalar ise veri yapisma bagl olarak
bagimsiz orneklem t-testi veya tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmistir. Ayrica Gram pozitif (S. aureus, E.
S. pneumoniae), Gram negatif (E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, kolistin direncli E. coli) ve maya
(C. albicans, C. parapsilosis, C. auris) mikroorganizma
gruplarinin, aynisefa yagina karsi dlciilen inhibisyon zonu
ylizdeleri tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla,
bagimli degisken olarak inhibisyon zonu yiizdesi ve bagimsiz
degisken olarak mikroorganizma grubu tamimlanarak
dogrusal regresyon analizi uygulanmistir. Tim analizler
SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) program ile
gerceklestirilmis olup p < 0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Aynisefa ugucu yaginin iiretici firma tarafindan saglanan GC-
MS analizinde, yagin kimyasal bilesiminin biiyiik oranda
monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli terpen tlirevlerinden
olustugu belirlenmistir. Analizde 06zellikle (E)-B-ocimene
(%35.65) ve (Z)-B-ocimene (%24.78) gibi ocimene
izomerlerinin toplamda yagm yaklasik %60’ m1 olusturdugu
goriilmiistiir.

Disk Difiizyon Sonuclar

Bu calismada, aynisefa ugucu yagmin P. aeruginosa ve
kolistin direncli E. coli harig test edilen tiim bakteri ve maya
suslarina karsi farkli diizeylerde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Disk difiizyon test sonuglarina gore,
yagm oOzellikle Gram pozitif bakteriler ve Candida ftiirleri
iizerinde daha giicli bir inhibisyon zonu olusturdugu
gozlemlenmistir. Antibakteriyel etkinlik agisindan en genis
inhibisyon zonu S. preumoniae sugunda 6l¢iilmiistiir (15.33 +
0.57 mm). Bu susu sirasiyla S. aureus (14.67 + 0.57 mm) ve
E. faecalis (12.33 £ 0.57 mm) izlemistir. En yiiksek zon
olusturan Gram negatif bakteri ise £. coli (7.33 + 0.57 mm)
olmustur. Maya suslar1 arasinda en yiiksek inhibisyon zonu
C. parapsilosis’te saptanmistir (17.67 + 0.57 mm). Bu susu
stirastyla C. albicans (16.33 = 0.57 mm) ve C. auris (15.00 £+
1.00 mm) izlemistir. Tiim izolatlara ve pozitif kontrollere ait
inhibisyon zonlar1 ¢ap1 degerleri Tablo 2’de verilmistir.
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MIK Sonuclart

Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan testlerde, bakteriler
arasinda en diisiik MIK degerleri S. aureus (64 ug/mL) ve E.
faecalis (64 pg/mL) suslarinda tespit edilmistir. Gram negatif
bakterilerde elde edilen MIK degerlerinin Gram pozitif
bakterilere gore belirgin olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Test edilen tiim izolatlar arasinda en diisiik MIK
degerleri, disk difiizyon sonuglar1 ile benzer sekilde C.
albicans (32 ng/mL) ve C. parapsilosis (32 ng/mL)’te tespit
edilmistir. Test edilen suslara ait MIiK degerleri Tablo 3’te
verilmistir. Bu sonuglar, aynisefa ugucu yaginin 6zellikle
Candida tiirleri ve Gram pozitif bakteriler tizerinde belirgin
etki gosterdigini, buna karsin Gram negatif bakterilerde
etkinligin sinirli kaldigini ortaya koymaktadir.

TARTISMA

Antimikrobiyal direng, modern tibbin kars1 karstya oldugu en
ciddi kiiresel saglik sorunlarindan biri haline gelmistir.
Gereksiz ve yanlis antibiyotik kullanimi, bakterilerin hizla
direng gelistirmesine yol agmakta; bu durum tedavi
etkinligini azaltirken, hastane yatig siirelerini uzatmakta ve
mortalite oranlarii1 artirmaktadir (18). Kiiresel raporlara
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gore, gerekli 6nlemler alinmazsa 2050 yilma kadar direncli
enfeksiyonlar nedeniyle her yil yaklasik 10 milyon insanin
yasamini yitirebilecegi ve yiiksek miktarda ekonomik
kayiplar yasanacagi Ongoriilmektedir (19). Bu durum,
Ozellikle yeni ve tamamlayic1 antimikrobiyal stratejilerin
gelistirilmesine yonelik arastirmalarin 6nemini artirmaktadir.

Son yillarda bitkisel kokenli yaglar, ¢ok yonlii
biyolojik aktiviteleriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu yaglarin
antimikrobiyal etkisi; mikroorganizmalarin hiicre zar
bitiinliigiinii bozma, hiicre i¢i igeriklerin sizmasina neden
olma, iyon dengesini bozma ve metabolik yollar1 inhibe etme
gibi mekanizmalara dayanmaktadir (20). Ayrica, bazi
yaglarin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda sinerjistik
etki gosterdigi, direngli suslarda tedavi etkinligini
artirabildigi de bildirilmistir. Bu 6zellikleriyle bitkisel yaglar,
ozellikle jinekolojik ve iiriner sistem enfeksiyonlarinda
destekleyici tedavi ajani olarak degerlendirilmektedir. (21,
22). Aynisefa bitkisi, Asteraceae (Papatyagiller) familyasina
ait tek y1llik veya kisa dmiirlii ¢ok yillik, parlak sari—turuncu
cigceklere sahip tibbi bir bitkidir. Triterpenoidler (faradiol,
taraksasterol), flavonoidler (quercetin tiirevleri),
karotenoidler, kumarinler, saponinler ve ugucu bilesenler
iceren zengin fitokimyasal yapisi sayesinde uzun yilardir
antienflamatuar, yara iyilestirici ve antimikrobiyal etkileri
icin kullanilmaktadir.

Tablo 2. Aynisefa ugucu yaginin disk diflizyon sonuglart (mm+SD, ortalama+standart sapma, n=3)

Vankomisin Amikasin Flukonazol
Standart Suslar Aynisefa Zon Capi (5 ng/disk) (30 pg/disk) (25 ng/disk)
S. aureus 14.67 +0.57 22.33+0.57 nt nt
E. faecalis 12.33 £ 0.57 20.33 £ 0.57 nt nt
S. pneumoniae 15.33 £0.57 28.67 +0.57 nt nt
E. coli 7.33+£0.57 nt 22.33 £0.57 nt
K. pneumoniae 6.67 +0.57 nt 19.00 = 1.00 nt
P. aeruginosa 6.00+ 1.00 nt 18.67 + 0.57 nt
E. coli (COL-R) 6.00 £ 1.00 nt 21.33+£0.57 nt
C. albicans 16.33 £ 0.57 nt nt 22.67+£0.57
C. parapsilosis 17.67 +0.57 nt nt 21.33+0.57
C. auris 15.00 £ 1.00 nt nt 20.67 +£0.57
nt: test edilmedi, COL-R: Kolistin direngli
Tablo 3. Aynisefa ugucu yaginin ve pozitif kontrollerin MiK degerleri
Mikroorganizma MIK Vankomisin Amikasin Flukonazol
(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL)

S. aureus 64 2 nt nt

E. faecalis 64 4 nt nt

S. pneumoniae 128 2 nt nt

E. coli 256 nt 8 nt

K. pneumoniae 512 nt 8 nt

P. aeruginosa >512 nt 16 nt

E. coli (COL R) >512 nt 32 nt

C. albicans 32 nt nt 16

C. parapsilosis 32 nt nt 16

C. auris 64 nt nt 32

nt: test edilmedi, COL-R: Kolistin direngli, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
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Bitkinin o0zellikle c¢igeklerinden elde edilen hidroalkolik
ekstraktlar ve ugucu yag fraksiyonlar;; Gram pozitif, Gram
negatif bakteriler ve maya tiirleri {izerinde farkli diizeylerde
inhibisyon gosterebilmektedir. Ayni zamanda, ekstraktin yara
bolgesindeki oksidatif stresi azalttigimi (23), graniilasyon
dokusunun olgunlagsmasimi destekledigini (24) ve doku
iyilesmesini hizlandiran anlamli bir antiinflamatuvar etki (25)
olugturdugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur.

Bu c¢aligmada, aynisefa ugucu yaginin yedi farkli
standart bakteri, iki standart maya ve bir klinik C. auris susu
iizerindeki antimikrobiyal etkisi degerlendirilmis olup vajinal
enfeksiyonlarda kullanim potansiyeli tartisilmistir. Efstratiou
ve ark. (9) yaptiklar1 ¢aligmada aynisefa bitkisine ait metanol
ve etanol ekstraktlarmmin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif klinik izolatlarda anlamli antimikrobiyal etki
gosterdigini belirtmis olup en yiiksek zon ¢ap1 degerlerini S.
aureus (28 £ 2 mm, mean + SD) ve E. coli’de (22 = 1 mm,
mean =+ SD) saptamislardir. Ayrica C. albicans (10 £ 1 mm,
mean =+ SD) ve C. glabrata’da (12 £ 1 mm, mean =+ SD)
pozitif kontrole yakin zon ¢ap1 degerleri gézlenmistir.

Gazim ve ark. (10) yaptiklar1 c¢alismada 23 adet
ATCC ve klinik Candida susu lizerinde
aynisefa ciceklerinden elde ettikleri ugucu yagi disk difiizyon
yontemiyle test etmisler ve tiim suglar {izerinde zon olusumu
saptamislardir. En yiiksek aktiviteyi zon gaplar1 20-30 mm
arasinda degismekle birlikte sirastyla C. parapsilosis, C.
glabrata ve C. albicans suslarinda tespit etmiglerdir. Bazi
Candida suslari, pozitif kontrol olarak kullanilan nistatinden
daha giiclii antifungal etki gdstermistir. Antifungal etkiyi
yagin igeriginde %22.53 oraninda bulunan kardinen bilesigi
ile iliskilendirmislerdir. Baska bir ¢aligsmada ticari aynisefa
yagi alti adet standart bakteri ve bir adet standart C.
parapsilosis  lzerinde mikrodiliisyon yoOntemiyle test
edilmistir. Test edilen tiim bakteriler {izerinde aynisefa
yaginm MIK degeri 125 pg/ml olarak bulunurken en diisiik
MIK degeri C. parapsilosis iizerinde 62.5 pg/ml olarak
bulunmustur (26).

Ali ve Abd El-Moaty (27), aynisefa ugucu yagmin
hem in vivo hem in vitro belirgin antifungal aktivite
gosterdigini  ortaya  koymustur.  Siklofosfamid ile
immiinsiiprese edilen farelerde karaciger fungal yiikii
150%10¢ CFU iken, aynisefa uygulanmastyla bu yiik 20x10°
CFU’ya diigmiistiir. Bu etki 6zellikle klinik olarak &nemli
tirler olan C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis
iizerinde gozlenmistir. Calismamizda, test edilen aynisefa
ucucu yaginin GC-MS analizinde o6zellikle (E)-B-ocimene
(%35.65) ve (Z)-B-ocimene (%24.78) gibi ocimene
izomerlerinin toplamda yagm yaklasik %60’ m1 olusturdugu
goriilmils; bu durum yagin antimikrobiyal ve antifungal
etkilerinin ~ temel  kimyasal belirleyicisi olarak
degerlendirilmistir. Disk difiizyon test sonuglarma gore, en
genis inhibisyon zonlar1 sirastyla S. prneumoniae (15.33 +
0.57 mm), S. aureus (14.67 +0.57 mm) ve E. faecalis (12.33
+ 0.57 mm) suslarinda izlenmistir. Gram pozitif bakterilerde
Gram negatiflere nispeten daha yiikksek zon caplari
olusmustur. Maya susglarinda en yiiksek zon caplar1 sirastyla
C. parapsilosis (17.67 £ 0.57 mm), C. albicans (16.33 £ 0.57
mm) ve C. auris (15.00 £ 1.00 mm)’te izlenmistir.
Mikrodiliisyon sonuglarina gére ise en diisiik MIK degerleri
C. albicans (32 pg/mL), C. parapsilosis (32 pg/mL), S.
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aureus (64 ng/mL) ve E. faecalis (64 pg/mL) suslarinda tespit
edilmistir. Gram negatif bakterilerde elde edilen MIK
degerlerinin Gram pozitif bakterilere gore belirgin olarak
daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar, aynisefa
ucucu yagmin Ozellikle Candida tiirleri ve Gram pozitif
bakterilere karsi daha yiiksek zon capir ve diisik MIK
degerleri sergiledigini, Gram negatif bakterilerde etkinligin
siirlt oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, bitkinin
hiicre duvar1 yapist daha gecirgen olan Gram pozitif
bakterilerde daha belirgin antimikrobiyal etki gosterdigini
bildiren literatiirle uyumludur (9). Calismamizda kullanilan
ucucu yagin GC-MS verileri, 6zellikle maya tiirlerinde ve
Gram pozitif bakterilerde goriilen antimikrobiyal aktivitenin
kimyasal temeli ile paralellik gostermektedir. Calismalar
arasindaki sonug¢ farkliliklarinin temel nedeni, bitkisel
yaglarin  kimyasal kompozisyonundaki degiskenlikler
olabilmektedir (28).

Jinekolojik enfeksiyonlar, kadin sagligin1 dogrudan
etkileyen, sik tekrarlayan ve tedavisi gii¢ olabilen klinik
sorunlar arasinda yer almaktadir. Bu durum, lokal olarak
uygulanabilen, giivenli ve doku dostu bitkisel ajanlara olan
gereksinimi her gecen giin artirmaktadir. Aynisefa ugucu
yagl, vajinal maya enfeksiyonlarina iliskin caligmalarda
biyolojik aktivitesi aragtirilan bitkisel bilesenler arasinda yer
almakta olup, mevcut veriler klinik kullanima veya tedaviye
yonelik bir Oneri niteligi tagimamaktadir. (29). Aynisefa
ekstresi igeren vajinal oviiller, lokal bakim jelleri ve perine
kremleri (6r. Gyntima®, Multi-Gyn®, Calendula ovules)
uluslararasi diizeyde halk arasinda kullanilmakta olup, bu
iirtinlerin ortak 6zelligi bitkinin antifungal, antiinflamatuvar
ve epitel yenileyici etkisinden faydalanmasidir (13). Ucucu
yaglarin mukozal dokularda irritasyon veya inflamasyona yol
acabilme potansiyeli géz oniinde bulunduruldugunda ve bu
calismada Okaryotik  hiicreler {izerindeki etkilerinin
degerlendirilmemis olmasi nedeniyle, elde edilen bulgular
ucucu yagin vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde dogrudan
kullanimima ydnelik bir &neri olarak yorumlanmamalidir.
Jinekolojik enfeksiyonlar agisindan literatiire bakildiginda,
vajinal kandidiazisi olan 150 kadinda yapilan bir ¢alismada
aynisefa kremi ile klotrimazole karsilagtirilmis ve ilk izlemde
klotrimazole grubunda negatif test oran1 daha yiiksek iken;
ikinci izlemde aynisefa grubunda daha yiiksek oranda
“negatif test” sonucu bulunmustur (30). Benzer sekilde,
aynisefa iizerine yapilan c¢ift kor, randomize bir klinik
calismada, 0Oziit bazli bir krem formiilasyonunun 7 giin
stireyle intravajinal uygulanmasini takiben hem aynisefa
grubunda hem de metronidazol grubunda tiim klinik
semptomlarin geriledigi bildirilmistir (31). S6z konusu
bulgular, aynisefa 6ziitlerinden gelistirilen topikal tiriinlerin,
antibiyotik  tedavilerine alternatif veya tamamlayici
yaklasimlar agisindan potansiyel tasiyabilecegini ve yan etki
profilinin daha smnirli olabilecegine isaret etmektedir.
Bununla birlikte, bu sonuglarin klinik uygulamaya
genellenebilmesi igin farkli doz, formiilasyon ve hasta
gruplarin1 iceren ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Romanya’da yapilan bir derlemede ise aynisefa igeren
intravajinal  driinlerin  Ozellikle  servikal iyilesme,
inflamasyonun azalmasi, vajinal pH’in normallesmesi ve
mikrobiyal dengenin geri kazanilmasi siireglerine katki
sundugu vurgulanmistir (32). Bizim ¢aligmamizda saptanan
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gliclii antifungal etki ile birlikte degerlendirildiginde, bu
bulgular aynisefa ugucu yagmin uygun sekilde standardize
edilmis ve giivenlilik degerlendirmeleri yapilmis farmasotik
formiilasyonlar igerisinde kullanilmas: halinde, jinekolojik
enfeksiyonlarda semptomlarm hafifletilmesine ve doku
rejenerasyonunu  destekleyici etkilere sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, aynisefanin vajinal
uygulamalarinda literatiirde Onerilen preparatlarin ugucu
yaglar degil, bitkinin uygun tasiyict yaglar veya oOziitler
temelinde hazirlanmig formiilasyonlar oldugu g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

C. auris, bagta yogun bakim tiniteleri olmak tizere
hastane ortamlarinda salginlara yol acabilen, dogrudan temas
veya kontamine yiizeyler araciligtyla bulasabilen invaziv bir
maya olarak tanimlanmaktadir. Giincel c¢alismalar, C.
auris’in yalnizca sistemik enfeksiyon etkeni olarak degil,
vajinal Orneklerde de etken olarak saptanabildigini ve bu
bolgede kolonize olabildigini gostermektedir (33). Bu
bulgular, C. auris’in vajinal enfeksiyonlar agisindan da g6z
oniinde bulundurulmasi gereken bir patojen oldugunu
diistindiirmektedir.

Buna karsin literatiirde, C. auris lizerinde aynisefa
yag1 veya tiirevlerinin antifungal etkinligini degerlendiren bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu kapsamda calismamizda, C.
auris izolatlar1 lizerinde disk difiizyon yontemi ile 15.00 +
1.00 mm zon ¢ap1, mikrodiliisyon yontemi ile ise 64 ng/mL
MIK degeri elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, C.
auris’in  vajinal enfeksiyonlardaki olas1 roli dikkate
alindiginda, aynisefa tiirevlerinin antifungal etkinliginin ileri
¢aligmalarla degerlendirilmesine yonelik bilimsel bir gerekge
sunmaktadir.

Calismanin kisuthliklar: ve Oneriler

Calismamizda yalmizca referans suslarmin kullanilmas,
klinik izolatlarda goriilen biyofilm olugumu gibi ilave direng
mekanizmalarinin bitkisel yaglarin antimikrobiyal etkinligini
azaltabilecegi gergegini tam olarak temsil etmeyebilir. Bu
nedenle, gelecekte yapilacak caligmalarin klinik vajinal ve
iriner  izolatlarla, ayrica  bitkisel yag—antibiyotik
kombinasyonlarint icerecek sekilde tasarlanmasi
onerilmektedir. Bunun yaninda ugucu yagin kimyasal profili
farkli partilerde degigkenlik gdsterebilir ve disk diflizyon
yonteminde ugucu yaglarin agar icinde dagilma kapasitesi
smirlidir.

SONUCLAR

Caligmamizda, aynisefa ugucu yaginin literatiirle paralel
bicimde, basta S. aureus olmak lizere Gram pozitif bakteriler
ve Candida tiirleri lizerinde belirgin, Gram negatif bakteriler
iizerinde ise diisiik diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Calijmamizda saptanan antimikrobiyal
etkiler ile birlikte, antiinflamatuvar ve doku onarici1 6zellikleri
g6z Onlinde bulunduruldugunda, aynisefa ugucu yagini
iceren, doku uyumu ve irritasyon profili degerlendirilmis
uygun bir topikal formiilasyonun gelistirilmesinin,
jinekolojik enfeksiyonlarda ek avantajlar saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. C. auris tizerinde goriilen antifungal etki de
umut vadetmektedir. Aynisefa Oziitlerine dayali ticari
formiilasyonlarm tip alaninda halihazirda kullaniliyor olmasi
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dikkate alindiginda, bitkisel kaynakli preparatlarin kimyasal
bilesiminin standardize edilmesi, hidrodistilasyon, buhar
distilasyonu ve solvent temelli ekstraksiyon gibi elde etme
yontemlerinin karsilagtirilmasi ile birlikte, aynisefa 6ziit ve
ucucu yaginin etkinlik ve giivenliliklerinin in vivo
modellerde degerlendirilmesi, aymisefa bitkisinin tibbi
kullanimina iliskin mevcut bilgi birikiminin
giiclendirilmesine katki saglayacaktir.

Etik Kurul Onay1
Calismamizda herhangi bir insan veya hayvan verisi
kullanilmamigtir.  Bu  nedenle  etik  kurul  onayi
gerekmemektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi yoktur.

Finansal Aciklama
Yazarlar bu g¢alismanin finansal destek almadigini beyan
etmislerdir.
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