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Amag: Bu galismanin amaci bazi tirleri geleneksel olarak nevroz, sitma, skrofula, uyuz, ates, eksternal kanserler, incinme ve yara
tedavisinde kullanilan Vincetoxicum cinsine ait iki taksonun (Vincetoxicum canescens subsp. pedunculata (VC) ve Vincetoxicum
fuscatum subsp. fuscatum (VF)) tohumlarinin antimikrobiyal, antibiyofilm aktiviteleri ve sinerjik etkilerini incelemektir.

Yontem: Ogiitilmiis tohumlardan elde edilmis etanollii ekstrelerin antimikrobiyal etkinlikleri mikrodiliisyon yontemiyle 5 referans
bakteri susu (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae) ve 2
referans maya susuna (Candida albicans and Candida parapsilosis) karsi test edilmistir. Ayrica ekstrelerin P. aeruginosa’nin biyofilm
olusumunu inhibe etme ve olusmus biyofilm lzerine etkisi kristal viyole yontemi ile degerlendirilmistir. Biyofilm testleri ile minimum
biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBICsg) ve minimum biyofilm azaltma konsantrasyonu (MBRCsg) belirlenmistir. E.coli'ye karsi iki
ekstre arasindaki sinerjik etkiyi degerlendirmek igin ise mikrodiliisyon dama tahtasi yontemi kullaniimigtir.

Bulgu: Ekstreler, test edilen bakteri ve mayalari 62,5-250 pg/mL minimum inhibisyon konsantrasyonlari (MiK) araliginda inhibe
etmistir. VF ve VC ekstrelerinin 0,5X ve 0,25X MiK'de biyofilm olusumunu sirasiyla %47, %39 ve %50, %34 oraninda inhibe ettigi ve iki
ekstrenin MBICso degerinin 62,5 pg/mL oldugu belirlenmistir. Ayrica ekstrelerin 6nceden olusmus biyofilmi 1X ve 2X MiK'de sirasiyla
%54, %62 ve %56, %61 oraninda inhibe ettigi ve MBRCso degerinin 125 pug/mL oldugu belirlenmistir. Dahasi ekstrelerin E.coli'ye karsi
aditif etki (FIK=0,62) gosterdikleri de tespit edilmistir.

Sonug: Test edilen ekstreler orta ve disilik antimikrobiyal etki gostermekle birlikte hem biyofilm olusumunu engelleme hem de
olugmus biyofilmi ortadan kaldirmada iyi etkinlige sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Vincetoxicum canescens subsp. pedunculata, Vincetoxicum fuscatum subsp. fuscatum, Tohum, Antimikrobiyal,
Antibiyofilm, Sinerji testi
ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to examine the antimicrobial, antibiofilm activities, and synergistic effects of the seeds of two
Vincetoxicum taxa [Vincetoxicum canescens subsp. pedunculata (VC) and Vincetoxicum fuscatum subsp. fuscatum (VP)] of which some
species have been traditionally used to treat neurosis, malaria, scrofula, scabies, internal fever, external cancers, injuries, and
wounds.

Methods: Antimicrobial activities of ethanolic extracts obtained from seeds were determined by the microdilution method against 5
reference bacterial strains (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae) and 2 reference fungal strains (Candida albicans and Candida parapsilosis). Effect of the extracts on inhibiting biofilm
formation and on formed biofilm was determined by the crystal violet method. Minimum biofilm inhibition concentration (MBICsg)
and minimum biofilm reduction concentration (MBRCso) were determined by biofilm tests. The microdilution checkerboard method
was used to evaluate the synergistic effect between the two extracts against E.coli.

Results: The extracts inhibited the tested bacteria and yeasts in the minimum inhibition concentrations (MIC) range of 62.5-250
pg/mL. It was determined that tested VF and VC extracts inhibited biofilm formation by 47%, 39%, 50%, and 34% at 0.5X and 0.25X
MIC, respectively, and the MBICsg value of both extracts was 62.5 ug/mL. In addition, it was determined that the extracts inhibited
the preformed biofilm by 54%, 62%, and 56%, and 61% at 1X and 2X MIC, respectively, and the MBRCso value was 125 pg/mL. It was
determined that the extracts showed an additive effect (FIC=0.62) against E.coli.

Conclusions: Although the tested extracts have moderate and low antimicrobial effects, they have well effects both in preventing
the formation of biofilm and in removing the formed biofilm

Keywords: Vincetoxicum canescens subsp. pedunculata, Vincetoxicum fuscatum subsp. fuscatum, Seed, Antimicrobial, Antibiofilm,
Synergy test
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Giris

Vincetoxicum N.M. Wolf cinsi Apocynaceae familyasina ait (Subfamilya: Asclepiadoideae)?® yaklasik 100 tiirii
icermektedir. Cinse ait tiirler Avrupa’dan Akdeniz’e ve Dogu Asya’ya kadar yayilis gdstermektedir.? Cinsin bazi
turleri geleneksel olarak nevroz, sitma, skrofula, ates, uyuz,® eksternal kanserler, incinme ve yara tedavisinde
kullaniimaktadir.* Cins Tiirkiye’de 8 tiir ve 10 taksonla temsil edilmekte olup bunlarin 3’ endemiktir.> V.
hirundinaria Medik. tiirii Avrupa’da ekspektoran,®’ diiiretik, emetik,”® antitiiméral, laksatif ve diaforetik
ajan! olarak geleneksel tedavide kullanilmakta olup, kékleri veteriner hekimlikte icerisinde 6deminde oldugu
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.! Fransa’da “dompte-venin” olarak bilinmekte ve geleneksel
tedavide emetik ve ekspektorant etkisi nedeniyle’ ve italya’da kokleri ve tiim bitki inflizyonu ve dekoksiyonu
zehirlenmelerde antidot® olarak kullanilmaktadir. Tirkiye’de “Kirlangickuyrugu ve Panzehir otu” adi ile
bilinmekte olup kéklerin emetik etkisi bildirilmistir.’® Ayrica homeopatik preparat Engystol’iin bilesimine
katilmaktadir.)* V. canescens subsp. canescens (Willd.) Decne. tiirii Tunceli (Ovacik) yéresinde "zehir otu"*?
olarak bilinir. Turiin ezilmis meyve ve yapraklari haricen fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.**3 Buna
ek olarak Dogu Anadolu Bolgesi'nde V. canescens subsp. canescens ve V. tmoleum Boiss. tirleri "Zilasur"
olarak bilinir ve déviilmis halde uyuz tedavisinde haricen kullanihr.® V. fuscatum subsp. fuscatum (Hornem.)
Reichb. tiirli ise Turkiye’de “gavur biberi” olarak bilinmektedir.}** Cinse ait tirler (izerinde yapilan énceki
calismalarda antibakteriyal, antifungal,’®'’ antioksidan,'® antidiyariek, antispazmodik,'® antilaysmanyal,
antimalaryal* ve sitotoksik?® aktiviteleri bildirilmistir. Vincetoxicum cinsine ait tirlerin tohumlari Gizerinde
yapilan fitokimyasal arastirma c¢alismalarinda tohumlarinin yag asidi, sterol, a-tokoferol, B-tokotrienol,
aminoasitler ve mineraller icerdigi ayrica toplam fenol ve flavonoit icerdigi ve antioksidan aktivitelerinin
oldugu tespit edilmistir.*®

Mikroorganizmalar, diinyanin her yerinde tedavisi zor enfeksiyonlara neden olarak hayati tehlike
olusturabilir. Ozellikle son dénemde Diinya’da ve iilkemizde antibiyotiklere karsi gelisen direng ciddi bir saglik
sorunu haline gelmistir.?* Diinya Saglik Orgiitii, antimikrobiyal direncin, insanligin karsi karsiya oldugu en
buyik 10 kiresel halk saglig tehdidinden birisi oldugunu ilan etmistir.?2 Ginimiizde, antimikrobiyal direncli
enfeksiyonlar yilda en az 700.000 6liime neden olmaktadir. Nisan 2019'da Diinya Saglik Orgiitii, herhangi bir
onlem alinmazsa bu rakamin 2050 yilina kadar yilda 10 milyona ulasacagi ve insanlarda 6nde gelen 6lim
nedeni olan diyabet, kalp hastaligl ve kanseri geride birakacagl tahmin etmektedir.2® Son dénemde, cesitli
enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde mikroorganizmalarin planktonik formlarinin yani sira mikrobiyal
biyofilmlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Biyofilmler, istilaci bakterileri fagositlerin ve kompleman
sisteminin bozulmus aktivasyonu yoluyla konakginin bagisiklk sisteminden korur. Planktonik bakterilere
kiyasla biyofilm olusturma yetenegine sahip bakteriler antibiyotiklere karsi 1000 kat daha direnglidir bu
nedenle biyofilm kaynakli bakteriyel enfeksiyonlar tim diinyada insan saghgini tehdit eden biylk bir
sorundur.?* Biyofilm mikroorganizmalarin kendi urettikleri organik ekzopolisakkarit yapilar aracihgiyla, canli
veya cansiz bir ylizeye tutunmalari sonrasinda olusturduklari mikro-ekosistem olarak tanimlanabilir.?® P.
aeruginosa, S. aureus gibi cogu mikroorganizma stresli ortamlarda hayatta kalmak ve virlilansini arttirmak
icin biyofilm olusturur.2¢?” Mikrobiyal biyofilm olusumu, uzun yillardir arastirilmakta olup, giinimuizde pek
¢cok bakteriyel enfeksiyonda major etkenlerden birisi olarak kabul edilmektedir. Biyofilm iliskili
mikroorganizmalar, kistik fibroz hastalarinda kronik akciger enfeksiyonu, endokardit, idrar vyolu
enfeksiyonlarin, osteomiyelit, kronik prostatit, sinlizit, periodontitis, orta kulak enfeksiyonlari ve cesitli
hastane enfeksiyonlari gibi bircok enfeksiyona neden olabilir.2>?® Ayni zamanda implantlar, intravenéz
kateterler, kalp kapakgiklari, kontakt lensler gibi farkli biyomateryaller (izerinde olusan biyofilmler sonucu
gelisen enfeksiyonlar da ciddi saghk sorunlara neden olmaktadir.®® Bu nedenle biyofilm (retebilen
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlari ortadan kaldirmak icin yeni terapétik ajanlarin kesfine
yonelik calismalar yapilmaktadir.
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Bu calismada; Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve biri endemik olan iki Vincetoxicum taksonunun [V.
cancescens (Willd.) Decne. subsp. pedunculata Browicz (endemik) (VC) ve V. fuscatum subsp. fuscatum (VF)]
tohumlarindan elde edilen etanollii ekstrelerin antibakteriyal, antifungal ve antibiyofilm aktivitelerinin ve
sinerjik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem
Ekstre Hazirlama

Calisilan bitki materyalleri Turkiye’'nin farkli bolgelerindeki dogal habitatlarindan toplanmis ve Dr. Sevda Glizel
Kara (Mersin Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali) ve Dr. Ahmet ilgim (Mustafa Kemal
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakdiltesi, Biyoloji Bélimii) tarafindan teshis edilmistir. (Toplama bilgileri, V.
cancescens subsp. pedunculata: Dinar-Afyon, MKUH 1284; V. fuscatum subsp. fuscatum: Pinarbasi-Kayseri,
MKUH 1315). Kurutulmus ve toz haline getirilmis tohumlar, oda sicakliginda etanol [20 mL etanol/1g numune,
%96] ile masere edilmis (x3) ve Whatman Grade No.1 filtre kagidi kullanilarak siziilmistir. Daha sonra
solvent, bir vakumlu buharlastirict (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Germany) kullanilarak
buharlastiriimis ve elde edilen etanollii ekstreler kullanilana kadar karanlikta 4°C'de saklanmistir.3® (Ekstre
verimleri: VC: %25,6 ve VF: %26,4)

Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi
Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testi, daha 6nce tanimlandigi gibi standart mikrodillisyon seri seyreltme yontemine
gore gerceklestirilmistir.3! Bu calismaya Escherichia coli ATCC 35150, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae ATCC 100031
olmak Uzere 5 referans bakteri susu ve Candida albicans ATCC 90028 and Candida parapsilosis ATCC 90018
olmak Uzere 2 referans maya susu dahil edilmistir.

Mikroorganizma siispansiyon konsantrasyonlari; mayalar icin 28°C'de 24 saat boyunca Sabouraud dekstroz
agarda (Merck, Almanya) ve bakteriler icin 37°C'de 24 saat boyunca Mueller-Hinton agardaki (Merck,
Almanya) stok kiiltiirlerden McFarland 0,5 (5x10° CFU/mL) olarak ayarlandi. Ekstrelerin stok ¢dzeltileri, 1000
pg/mL dimetil stlfoksitle (DMSO) hazirlandi. Mikrodillsyon testi igin, 100 uL sivi besiyeri [mayalar igin
Sabouraud dekstroz broth (Merck, Almanya), bakteriler icin Mueller-Hinton broth (Merck, Almanya)] 96’lik
mikroplakanin her bir kuyusuna dagitildi. Ekstrelerin stok solisyonundan 100 pL birinci kuyucuklara ilave
edildi ve iki kat seyreltmeler yapildi. Daha sonra her kuyucuga McFarland 0,5 ayarli stok kiiltirden 5 pL bakteri
veya maya slspansiyonu eklendi. Ortam kontrol kuyusu olusturmak icin bazi kuyulara mikroorganizma
sispansiyonu eklenmezken, mikrobiyal biylime kontroli icin test edilen ekstreler olmadan bazi kuyulara
sadece 5 pL maya veya bakteri siispansiyonu eklendi. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) gérsel
olarak ve 630 nm optik yogunlukta (OD) bir mikroplaka spektrofotometresi (BioTek Inc., ABD) kullanilarak
belirlendi. Bakteriler icin ampisilin (Sigma, ABD) ve mayalar icin flukonazol (Sigma, ABD) referans ilag olarak
kullanildi. Ayrica DMSO'nun g¢alismaya dahil edilen mikroorganizmalarin biyimesine etkisinin olmadigi test
edildi ve tim deneyler 2 kez tekrarlandi.

Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Tum biyofilm testleri P. aeruginosa'nin biyofilmi lzerinde yapildi. Bu nedenle P. aeruginosa’nin biyofilm
olusum kapasitesi, standart kristal viyole (CV) boyama yéntemi modifiye edilerek belirlendi.>? Kisaca, 100 pL
MHB 96’lik mikroplakalara aktarildi ve McFarland 0,5’e ayarli 10 uL mikroorganizma hiicre siispansiyonlari
eklendi. Mikroplakalar 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklardan hiicre
sispansiyonlari nazikge aspire edildi ve steril fosfat tamponlu salin (PBS) ile li¢ kez yikandi. Ardindan
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kuyucuklardaki biyofilmler 150 uL metanol ile 15 dakika fikse edildi. Stire sonunda kuyucuklardaki metanol
aspire edildi ve mikroplaka havada kurutuldu. Daha sonra mikroplaka kuyularina 150 pL %0,5 CV sollisyonu
eklendi ve 25°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Kuyulardaki CV sollisyonu aspire edildi, ardindan PBS ile yikandi
ve mikroplaka kuyulari havada kurutuldu. Son asamada mikroplaka kuyularina 150 uL %95 etanol eklendi ve
15 dakika bekletildi. Biyofilm olusumu, bir mikroplaka spektrofotometresi (BioTek Inc., ABD) kullanilarak 550
nm'de OD’da absorbans olgililerek belirlendi. Negatif kontrol olarak mikroorganizma inokulumu olmayan
kuyucuklarin OD degerleri kullanildi. Tim testler iki kopya halinde yapildi.

Biyofilm inhibisyon Testi

Ekstrelerin biyofilm énleme deneyi CV boyama deneyinde kiciik modifikasyonlarla gerceklestirilmistir.33
Kisaca, mikroplaka kuyularinda ekstrelerin alt-MiK'lerinde (0,5X ve 0,25X MiK) seri seyreltmeler yapildi. Daha
sonra McFarland 0,5'e (5x10° CFU/mL) ayarlanmis P. aeruginosa sispansiyonu 96 mikroplakanin
kuyucuklarina ekildi ve 24 saat 37°C'de inkiibe edildi. Ardindan, test edilen ekstrelerin P. aeruginosa biyofilm
olusumunu engelleme potansiyeli, "Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi" bélimiinde bahsedilen CV boyama
deneyi adimlar izlenerek belirlendi. PBS negatif kontrol olarak kullanildi. Ekstrelerin biyofilm olusumu
Gzerindeki etkileri, bir mikroplaka spektrofotometresi (BioTek Inc., ABD) kullanilarak 550 nm'de kuyularin
OD'si oOlglilerek degerlendirildi. Biyofilm olusumunun en az %50 oraninda inhibe edildigi en diisik ekstre
konsantrasyonu, minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBICsg) olarak tanimlandi.

Biyofilm-Eradikasyon Testi

Ekstrelerin dnceden olusturulmus biyofilm Gzerindeki etkisi, CV boyama testinde kii¢clik modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmistir.3* Kisaca, 100 pL MHB medium ve McFarland 0,5'e (5x10°> CFU/mL) ayarlanmis 5
pL P. aeruginosa siispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyusuna ekildi ve 24 saat boyunca
37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, siipernatanlar nazikce aspire edildi ve her bir kuyucuga 1X ve 2X
MiK konsantrasyonlarina hazirlanan her ekstre 100 pl ilave edildi. Mikroplakalar tekrar 37°C'de 24 saat
sureyle inkiibe edildi. Daha sonra ekstrelerin P. aeruginosa tarafindan 6énceden olusturulmus biyofilmi yok
etme potansiyeli "Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi" béliminde bahsedilen CV boyama testi adimlari
izlenerek belirlendi. Negatif kontrol olarak PBS kullanildi. Ekstrelerin 6nceden olusturulmus biyofilme etkileri,
bir mikroplaka spektrofotometresi (BioTek Inc., ABD) kullanilarak 550 nm'de kuyularin OD'si &lculerek
degerlendirildi. Onceden olusturulmus biyofilmin en az %50'sini yok etmek icin gereken ekstrelerin en diisiik
konsantrasyonu, minimum biyofilm azaltma konsantrasyonu (MBRCs) olarak tanimlandi.

Mikrodiliisyon Dama Tahtasi Sinerji Testi

E. coli'ye karsi ekstreler arasindaki sinerjiyi degerlendirmek icin mikrodiliisyon dama tahtasi test yontemi
kullanildi.3* Dama tahtasi sinerji testi, 96 kuyulu mikroplakalarda iki kopya halinde yapildi. Pozitif kontrol
olarak ekstre icermeyen kuyucuklar hazirlandi. Kisaca VC ekstresinin seri dilisyonlari (250-1,95 ug/mL) soldan
saga dogru mikroplakanin ilk sekiz kuyucuguna dagitildi. Baska bir mikroplakanin ilk sekiz kuyucuguna ise
yukaridan asagiya dogru VF ekstresinin seri dillisyonlari (250-1,95 pg/mL) dagitildi. Kullanilan bilesiklerin
konsantrasyon araligi MiK degerlerine goére belirlendi (Tablo 1). iki mikroplakanin icerigi baska bir
mikroplakada birlestirildi. Her kuyucuga 5x10° CFU/mL yogunlukta hazirlanan bakteri inokulumu eklendi ve
mikroplakalar 372C'de 24 saat inkiibe edildi. Dama tahtasi testinin degerlendirilmesi, fraksiyonel inhibitor
konsantrasyon (FiK) indeksine gére yapildi. FiK indeksi su sekilde yorumlanmistir: FiK <0,5, sinerji; FIk>0,5 ve
<1, indiferans; FiK >1 ve <4, aditif; ve 24, antagonist.>*

FiK indeksi asagida verilen denkleme gore hesaplanmistir;

A/MIKA + B/MIKB = FIKA + FIKB = FiK indeks,

631



Vincetoxicum Tohumlarinin Bazi Biyolojik Aktiviteleri - Oksiiz ve Giizel Kara Lokman Hekim Dergisi - Lokman Hekim Journal 2022; 12 (3): 628-636}

(A ve B, kombinasyondaki A ve B ekstrenin MiK'lerini; MiKA ve MIKB, yalnizca A ve yalnizca B ekstresinin
MiK'lerini; FIKA ve FiKB ise ekstre A ve ekstre B'nin FiK'lerini gdsterir)

Bulgular
Antibakteriyel Aktivite

Test edilen ekstrelerin 62,5 ila 250 ug/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda ¢alismaya dahil edilen bakteri
ve mayalarin blylmesini inhibe ettigi gbzlenmistir (Tablo 1). VC ekstresinin K. pneumoniae ve E. faecalis
Gzerindeki antimikrobiyal etkinliginin VF ekstresinden daha iyi oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki ekstre E.
coli’ye karsi benzer antimikrobiyal etkinlik gbstermistir (62,5 ug/mL). Mayalarda degerlendirildiginde her iki
ekstrenin de C. albicans’a kiyasla C. parapsilosis’e karsi daha etkin oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda,
ekstrelerin bakteri ve mayalar lizerine antimikrobiyal etkinligi acisindan farklarinin olmadigi da belirlenmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Test edilen ekstrelerin MiK degerleri ve mikrobiyal suslara karsi referans ilaglar (ug/mL).

Ekstreler/ K. P. S. aureus E. coli E. faecalis C. albicans C. parapsilosis

Referans pneumoniae  aeruginosa ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

antimikrobiyaller ~ ATCC ATCC 29213 35150 29212 90028 90018
100031 27853

\'/o 62,5 125 125 62,5 62,5 125 62,5

VF 125 125 125 62,5 250 125 62,5

Ampicillin * 31,25 * 3,90 * - -

Fluconazole - - - - - * *

-Test edilmedi; * Test edilen tim konsantrasyonlarda etkin
-VC: V. canescens subsp. pedunculata, VF: V. fuscatum subsp. fuscatum

Biyofilm inhibisyon ve Eradikasyon Aktivitesi

Biyofilm 6nleme testi, VC ve VF ekstrelerinin biyofilm olusumunu 0,5X ve 0,25X MiK'de sirasiyla %47, %39 ve
%50, %34 oraninda engelledigini belirledi (Sekil 1A). Bu nedenle her iki ekstrenin MBICso degeri 62,5
pg/mL’dir (Tablo 2). Ayrica iki ekstrenin biyofilmi 6nleme potansiyellerinin birbirine yakin oldugu da tespit
edilmistir.

60% b4
505 62% -
£ aox R 60%
G o 58% I
S 30% —_; b2t
) o 0%
= 20% ;
€ c 54% ¥
10% 52% I I
05 509 .
Ve VE VC /t
m05x 50% AT o 1x 56% 54%
= 0.25x 34% 9% - 2x 61% 62%
Konsantrasyon (xMIK) Konsantrasyon (xMiK)
MO5x W0.25x m1x m2x

Sekil 1. (A) 0.5X ve 0.25X konsantrasyonlarda VC ve VF tohum ekstreleri tarafindan P. aeruginosa biyofilm olusumunun inhibisyonu
(%). (B) 1X ve 2X konsantrasyonlarda VC ve VF tohum ekstrelerinin 6nceden olusturulmus biyofilm inhibisyonu (%). (VC: V. canescens
subsp. pedunculata, VF: V. fuscatum subsp. fuscatum).
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Biyofilm eradikasyon testi, P. aeruginosa biyofilmleri 24 saat siireyle olustuktan sonra VC ve VF ekstrelerinin
biyofilm olusumunu 1X ve 2X MiK'de sirasiyla %54, %62 ve %56, %61 oraninda engelledigini belirledi (Sekil
1B). Bu nedenle her iki ekstrenin MBRCso'si 125 pg/mL'dir (Tablo 2). Ekstrelerin biyofilm 6nleme testine
benzer sekilde 6nceden olusmus biyofilmi inhibe etme potansiyelleri de birbirine yakin bulunmustur.

Tablo 2. VC ve VF tohum ekstrelerinin P. aeruginosa'ya karsi antibiyofilm aktiviteleri

Ekstreler MiK (ug/mL) MBICso (ug/mL) MBRCso (ug/mL)
\'/o 125 62,5 125
VF 125 62,5 125
VC: V. canescens subsp. pedunculata, VF: V. fuscatum subsp. fuscatum
Sinerjik Etki

Calisilan ekstreler E.coli (izerine 62,5 pg/mL MiK konsantrasyonda antimikrobiyal etkinlik géstermistir (Tablo
1). Bu nedenle ekstrelerin E.coli'ye karsi sinerjik etkilerine mikrodiliisyon dama tahtasi testi ile bakilmis ve FiK
degeri belirlenmistir. Sinerji testine gére, VC ve VF ekstreleri arasinda aditif (FIK=0,62) etki oldugu tespit
edilmistir.

Tartigsma

Bu arastirma Tirkiye’de dogal olarak yetisen biri endemik iki Vincetoxicum taksonunun tohumlarindan elde
edilen etanol ekstrelerinin antibiyofilm aktivitesi ve sinerjik etkileri Gzerine yapilmis ilk bilimsel ¢calisma olup
E. coli ATCC 35150, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213, K. pneumoniae
ATCC 100031 referans bakteri suslari ve C. albicans ATCC 90028 and C. parapsilosis ATCC 90018 referans
maya suslarina karsi da ilk kez antimikrobiyal aktiviteleri icin arastiriimistir.

Literatlir taramalarinda, Vincetoxicum cinsine ait olan ve diinya genelinde yayilis gbsteren bazi taksonlarin
farkli kisimlari Gzerine yapilmis cesitli antimikrobiyal aktivite calismalarinin oldugu gézlenmistir. 6173537
pumilum Decne. tirinidn metanol ekstresinin C. albicans'a karsi belirgin etkili oldugu, bakteri suslarina karsi
ise etkisiz oldugu gérulmustir.?” V. stocksii tiiriiniin metanol ekstresinin etil asetat, hekzan, biitanol, kloroform
ve su fraksiyonlarinin B. subtilis ve C. albicans'a karsi belirgin aktiviteli oldugu, E. coli'ye karsi timli aktivite
gosterdigi ve S. aureus karsi ise etkisiz oldugu tespit edilmistir.3 V. rossicum tiiriniin kdk, taze yaprak ve olgun
meyvelerinin etanol ekstrelerinin antimikrobiyal etkinliginin oldugu ve ayrica koklerin yapraklardan daha aktif
oldugu goézlenmistir.*®

Calisma grubumuz tarafindan Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bazi Vincetoxicum taksonlarinin gesitli kisimlari

17.18,36,38.39 g nceki calismalarda V. canescens subsp. canescens, V. canescens

Gzerinde arastirmalar yapilmis olup
subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum tirlerinin kok
ve toprak Ustii kisimlarindan elde edilen diklorometan, diklorometan: metanol (1:1), metanol ve total etanol
ekstrelerinin A. fumigatus'a karsi aktivitesi arastirilmis ve V. parviflorum'un kdk ve toprak astl kisimlarindan
ve V. canescens subsp. canescens'in koklerinden elde edilen diklorometanli ekstrelerinin yiliksek etkili oldugu
bulunmustur.® Ayrica bu taksonlarin kék ve toprak tstii kisimlarindan elde edilen etanol ekstreleri S. aureus,
B. subtilis, E. coli, A. baumannii, A. hydrophila, M. tuberculosis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis karsi
test edilmis; ekstreler A. baumannii’ye karsi referans ilag Ampisilinden daha etkili iken antifungal aktiviteleri
referans ila¢ Flukonazole kadar yiiksek bulunmamistir.Y’” Bazi Vincetoxicum taksonlarinin tohum zarflarindan
elde edilen etanol ekstrelerinin ayni suslar igin test edildigi baska bir calismamizda ise benzer sekilde A.
baumannii'ye karsi Ampisilinden daha etkili bulunmustur.3® V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens
subsp. pedunculata tohumlarinin etanol ve hekzan ekstreleri ayni suslar icin test edildigi bir diger
¢alismamizda ise bakteri ve funguslarin biylimesini inhibe ettigi gdzlenmistir. Dahasi etanol ekstreleri hekzan
ekstrelerine gére daha etkili bulunmustur.3 Bu nedenle mevcut arastirmada calisilacak tiirlerin tohumlarinin
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etanol ekstrelerinin elde edilerek aktivitelerinin arastiriimasi amaglanmistir. Mevcut calismada test edilen
suslara karsi kullanilan ekstrelerin antimikrobiyal etkisinin oldugu gorilmis olup ¢alisma sonuglarimizin
onceki arastirmalarimizla ve diger literatir verileri ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

Sinerji testi verilerimiz VC ve VF ekstrelerinin E.coli’ye karsi aditif etkili oldugunu géstermistir. Bu durum, VC
ve VF ekstrelerinin E.coli lizerindeki antimikrobiyal etkisinin, ayri ayri kullanildiginda birlikte kullanimindan
farkh olmadigini géstermektedir.

Calismamizda ekstrelerin P. aeruginosa’nin hem biyofilm olusumunu inhibe etme hem de 6nceden olusmus
biyofilm lzerine etkisine bakilmistir. Her iki ekstrenin biyofilm énleme ve énceden olusmus biyofilmi inhibe
etme potansiyeli birbirine yakin bulunmustur. Ancak genel olarak galisilan ekstreler antibiyofilm etkinligi
acisindan karsilastirildiginda énceden olusmus biyofilmi inhibe etme potansiyellerinin, biyofilm olusumunu
engelleme potansiyellerinden daha yliksek oldugu goriilmustdir.

Antibiyofilm c¢alismalarina dahil ettigimiz P. aeruginosa 6zellikle kistik fibréz hastalarinin akcigerlerinde
biyofilm olusturabilen firsatci bir mikroorganizmadir. Bu bakteri bir dizi virtilans faktortn, biyofilim varlig
icin cok 6nemli olan Quorum sensing (QS) regiilator sisteminin kontroll altinda Uretebilmektedir. Bundan
dolayi antibiyotik direnci gelistirebilir ve eredikasyonu zordur.®® Calismamizda 6zellikle VC ve VF ekstrelerinin
sub-MiK’de (0,5X), sirasiyla %50 ve %47 oraninda P. aeruginosa’nin biyofilm olusumunu inhibe etmesi dikkat
cekicidir.

Son derece heterojen bir yapiya sahip olan biyofilm enfeksiyonlarinin 6nlenmesi igin mevcut
antimikrobiyaller yeterli degildir. Antibiyotik direncinin her gegen glin artmasi, daha fazla 6lime ve hastaneye
yatisa neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlar hasta glvenligi yaninda ekonomik maliyet sorunu da
olusturmaktadir.2¥% Bu nedenle yeni antimikrobiyallerin gelistiriimesi, antimikrobiyal direncli patojenlerin
artmasindan kaynaklanan kiiresel zorluk nedeniyle 6ncelikli hale gelmistir. Sonug olarak; son yillarda kolay
ulasilabilir olmasi, maliyetinin disik olmasi ve direng gelistirmemesi gibi nedenlerle dogal kaynakh
materyallerin antimikrobiyal aktivitesine yonelik arastirmalar artmistir. Literatlr taramasi VC ve VP
taksonlarinin tohumlarinin antibiyofilm aktivitesi ve sinerjik etkilerinin ilk kez bu calisiimada gosterildigini
dogrulamaktadir. Antibiyofilm etkinligi agisindan dikkat c¢ekici olan VF ve VC tohum ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivite potansiyelelinin gosterilmesi icin farkli suslarin dahil edildigi arastiriimalarin yapilmasi
uygun olacaktir. Calismamiz bu cins zerinde yapilan ilk antibiyofilm arastirma calismasi olmasi nedeniyle
Vincetoxicum cinsine ait diger tirlerin arastiriimasina yonelik 6n veriler sunmaktadir. Ayrica sonraki
arastirmalarda etkiden sorumlu bilesiklerin, etki mekanizmalarinin, hayvan deneylerinin ve toksisite
testlerinin de yapilmasi ile bu taksonlarin antimikrobiyal ajan olarak enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanimlarinin uygun olup olmayacaginin degerlendirilmesini amaglayan yeni arastirmalara onciluk
edecektir.

Bilgi

Yazarlarin bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir. Bu g¢alisma icin herhangi bir
kurumdan mali destek alinmamistir.
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