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0z
Amag: Calismada, farkli ¢bzliclilerle ekstrakte edilmis zeytin yapragi ekstrelerinin ve flukonazoliin hem ayri ayri,

hem de kombinasyonlarinin Trichophyton rubrum, Microsporium canis ve Microsporium nanum dermatofitleri
tizerine olan antifungal etkilesimlerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem: Calismada kullanilan zeytin yapradinin en 6nemli bileseni olan oleuropein miktari RP-HPLC
yéntemiyle 6lgiilmiigtiir. Ekstrelerin ve flukonazol (FLU)'un, minimal inhibisyon konsantrasyonlarini (MIK)
belirlemek i¢in Mikrodillisyon Testi; ekstrelerin flukonazol ile kombinasyonu sonucunda meydana gelen etkilesimi
belirlemek igin ise Dama Tahtasi Yontemi kullaniimigtir.

Bulgular: En yiiksek oleuropein miktari 19,72 ug/mL ile %5’lik metanol ekstresinde belirlenmistir. Zeytin yapragi
ekstrelerinin tek basina uygulandiklarinda, mantar tiirleri (izerinde inhibe edici 6zelligi oldugu ve mantarlarin en
cok metanol ve etanol ekstraktina karsi hassasiyet gbsterdigi saptanmistir. Zeytin yapradi ekstraktlari ve FLU’un
kombine etkinligi arastirildiginda, Flukonazol ve ZY4 (%1’lik Dimetilsiilfoksit) arasinda bir etkilesim olmadigi diger
ekstraktlarda ¢cogunlukla sinerjik etkilesim oldugu gézlenmistir.

Sonug¢: Calismamizla zeytin yapradi ekstrelerinin FLU ile olan sinerjistik etkilesimi ilk kez ortaya konmus olup,
doza bagimli antifungal etki potansiyelinin oleuropein etken maddesinden kaynaklanabilecedi digiindiimdstiir.
Sonuglar daha ileri in vitro ve in vivo galismalara 1sik agarken bulgularin baska ¢alismalarla da desteklenmesi
gerekmektedir.

SUMMARY

Introduction: The study aimed to investigate the antifungal interactions of olive leaf extracts and fluconazole
extracted with different solvents, separately and in their combinations, on the dermatophytes Trichophyton
rubrum, Microsporium canis, and Microsporium nanum.
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Material and Method: The amount of oleuropein, the essential component of the olive leaf used in the study, as
measured by the RP-HPLC method. Microdilution Test to determine minimal inhibition concentrations (MIC) of
extracts and fluconazole (FLU); The Checkerboard Method was used to determine the interaction that occurred
as a result of the combination of extracts with fluconazole.

Results: The highest amount of oleuropein was determined in 5% methanol extract with 19.72 ug/mL. It has been
found that olive leaf extracts, when applied alone, have inhibitory properties on fungal species and that fungi are
most sensitive to methanol and ethanol extract. When the combined efficacy of olive leaf extracts and FLU was
investigated, it was observed that there was no interaction between Fluconazole and ZY4 (1% Dimethylsulfoxide)
but mostly synergistic interaction in other extracts.

Conclusion: Our study demonstrated the synergistic interaction of olive leaf extracts with FLU for the first time
and suggested that the potential for dose-dependent antifungal effects could be due to the active ingredient
oleuropein. While the results shed light on further in vitro and in vivo studies, other studies should support the

findings.

GIRIS

Dermatofitoz, dermatofit adi verilen bir grup man-
tarin insanlarin ve hayvanlarin keratinize
dokularini enfekte etmesiyle ortaya gikan énemli
ve sik¢a gorulen bir cilt hastalididir. Neden olan
mantar tlrleri oldukgca genis yayilim gdsterir.
Trichophyton spp ve Microsporium spp turleri,
siklikla rapor edilen dermatofitoz etkeni olan
turlerdendir. Bunlar c¢ogunlukla zoonoz 6&zellik
gostermekte yani hem insanlarda hem hayvanlar-
da hastalik olusturabilmektedirler. Bu durum evcil
hayvanlarla kolaylikla tasinabilmelerine neden
olur (1).

Mantar enfeksiyonlari, enfeksiyonun ileri boyut-
lara varmasi ve sistemik enfeksiyona dénmesiyle
saghgi ciddi 6lclide tehdit eden bir unsur olabi-
lirken genellikle yagam kalitesini hem hayvanlarda
hem insanlarda duslren, semptomatik bir enfek-
siyon c¢esididir. Tedavisinde siklikla azol grubu
antifungal ajanlar kullanilir ve flukonazol bu gru-
bun 6nemli Uyelerinden biridir. Ancak son yillarda
yasanan kuresel antimikrobiyal ajan direnci
burada da karsimiza ¢ikmaktadir. Tedavide yasa-
nan antimikrobiyal ajan direnci sorunu bir yana,
tedavi slrecinin uzamasi ilag etkinligini disiren
bir diger sebeptir. Clinkii dermatofitozlar siklikla
yinelenebilir karakterde enfeksiyonlardir. Ozellikle
de uzun sureli kronik enfeksiyonlarda flukonazol
etkisiz kalabilmekte ve beraberinde bagka zorluk-
lar yasanabilmektedir. Culnkli flukonazol doz
bagiml bir fungisidal ajandir (2).

Tek bir ilag uygulanarak vyapilan enfeksiyon
tedavilerinde bazen terapdtik etki sinirli olabilir.
Bdyle durumlarda ¢oklu ilag tedavileri kullanilarak
maksimum terapétik etkinlik hedeflenir. Ancak
kombinasyonu yapilacak ilag-ila¢ veya ilag-dogal
drunlerin nasil bir etkilesim gdstereceklerinin

bilimsel ¢alismalarla ortaya konmasi bu tedaviler-
deki 6nemli noktadir. Giniumizde invaziv ve
sistemik mantar enfeksiyonlarina karsi terapotik
etkinligi artirmak icin verilen iki veya daha fazla
antifungal ilag kombinasyonlarinin arastirildigi
cok sayida galisma mevcuttur (2,3). Ancak
kombinasyon tedavileri sonrasinda olusabilecek
ilag advers etkileri insanlarda ve hayvanlarda
ciddi sikintilara neden olabilir. Bu durum gunu-
mizde dogal Uriinlere yonelimi giderek artirmakta
ve bunlarin tedavide etkili olabilme potansiyelle-
rinin arastirma konusu olmasina kapi agmaktadir
(4). Antifungal ilag ve dogal Griin kombinasyonlari
ile yapilan calismalar, sahip oldugu cesitlilik ve
etkilesim sonuglari ile son yillarda dikkat gekmek-
tedir (5,6). Onemli antifungallerden olan flukona-
zollin cesitli bitkilerin ugucu yag ve ekstreleri
(7,8), protokatesik asit turevleri ve (9), nar
kabugundan ekstreleri (10) ile yapilmis deneysel
calismalari 6zellikle direncgli mikroorganizmalara
sinerjik etki gosterme potansiyelleri agisindan
degerlendirildiginde umut vaat edicidir.

Zeytin yapragi ekstraktlari da Ozellikle halk
arasinda bu amacla yaygin sekilde kullanilan
dogal UrGnlerdendir. Literatlrde zeytin yapraginin
antibakteriyel ve antifungal etkilerini bildiren
calismalar mevcuttur. Zeytin yaprag! ekstraktlari
mikrobiyal hastaliklara kargi oleuropein, hidroksi-
triazol ve turevleri gibi polifenoller igerirler ve bun-
larin tedavide etkili olma potansiyelleri bildiril-
mistir (11). Bu ekstrelerinin Candida cinsi fun-
guslara karg! olan antifungal etkilerinin aragtiril-
digr calismalar var olup (12,13), literatirde
flukonazol ile kombine etkisinin arastinldigi bir
calismaya rastlanmamistir.

Bu nedenle c¢alismamizda, farkli c¢ozicllerle
ekstrakte edilmis zeytin yapragdi ekstrelerinin ve
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flukonazol kombinasyonlarinin dermatofitler Gze-
rine olan antifungal etkilesimlerinin arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM
Bitki Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan Olea europaea L. bitkisine
ait yapraklar Dizce Universitesi Geleneksel ve
Tamamlayici  Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezinden satin alinmistir. Yapraklarin distile
su, etanol, metanol ve dimetilsilfoksit (DMSO)
olmak Uzere dort farkh ekstresi hazirlanmis olup,
ekstraksiyonda kullanilan tim kimyasallar Sigma-
Aldrich kimya sirketinden (St. Louis, MO, ABD)
temin edilmigtir. Yapraklar 6gutucu yardimiyla
parcalandiktan sonra 5'ser g olacak sekilde
tartilarak 50°ser mL distile su (ZY1), %5’lik etanol
(Z2Y2), %5’lik metanol (ZY3) ve %71lik DMSO
(ZY4) igerisine konulmustur. Hazirlanan dort
farkli sise karanlik bir ortamda 50°C’de 6 saat
calkalanmis ve ardindan 12 saat oda isisinda
bekletilmistir. Ertesi gin 5 dk’da 3500 rpm’de
¢cOkturlilmus ve sUpernatant 0,45 pym’lik filtreden
gecirilerek galismalarda kullaniimigtir (14). llag
olarak kullanilan flukonazol (FLU) VEM ilag San.
(Istanbulyden temin edilerek galismada 2 mg/L
konsantrasyonunda, serum fizyolojik ile sulan-
dirilarak hazirlanmistir.

Test Suslan

Kullanilan Klinik izolatlar istanbul Universitesi-
Cerrahpasa Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali klinigine gelen hastalara ait kultar
koleksiyonundan saglanmigtir. Buna goére c¢alig-
mada kedi orjinli Trichophyton rubrum, Microsporium
canis ve M. nanum dermatofitleri kullaniimigtir.
Her tirden bir izolat segilmistir. Suslarin kultire
ediimesinde ve  proliferasyonunda  Merck
(Almanya) firmasindan temin edilen Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA) kullaniimistir.

HPLC Analizi

Ekstrakt igindeki oleuropein miktari RP-HPLC
ydntemiyle olculmustir. Bu amagla UV-DAD
dedektor iceren HPLC cihazi kullaniimigtir
(Shimadzu LC-20AT HPLC-DAD, Japonya).
Analizlerde 5 ym gapinda partikll igeren, 4,6x250
mm Olgllerinde C18 kolon kullaniimistir. Kolon
sicakligi tim analiz boyunca 40°C olarak
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ayarlanmigtir. Mobil faz olarak ultra saf su (A) ve
asetonitril (B); 0,9 mL/dakika akis hizinda ve
30:70 (A:B) oraninda izokratik olarak kullanil-
mistir. Analiz sresi 33 dakikada tamamlanmistir.
Ekstraktlar yukarida tanimlanan sekilde gercek-
lestirildikten sonra cihaza 20 pL olacak sekilde
enjeksiyon yapilmistir.

Oleuropein analitik standardi (Sigma-Aldrich,
ABD) HPLC grade metanol iginde 500 ppm
konsantrasyonda hazirlandi. Cihaza 20 uL enjek-
siyondan sonra DAD detektorden elde edilen en
yuksek pik alanina 230 nm dalga boyunda
ulagilmis olup, analizlere 220 nm dalga boyunda
devam edilmistir.

Oleuropein kantitatif miktar analizi igin kalib-
rasyon grafigi hazirlanmistir. Bu amagla 1; 3; 10;
20; 50 pg/mL konsantrasyonlarda oleuropein
standart sollisyonlari metanol icinde hazirla-
narak, her bir konsantrasyon igin tger defa olmak
Uzere yukarida belirtilen yontemle analizler yapil-
mistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglarla
kalibrasyon egrisi ¢izilmis, egri denkleminde yerine
koyma yontemi uygulanarak analiz sonuglari
hesaplanmigtir.

Toplam Kati Madde Miktari Olgiimii

Elde edilen ekstraktlardaki toplam kati madde
miktari dijital refraktometre (Milwaukee MA871,
ABD) ile olgllmistir. Negatif kontrol olarak
oncelikle cihazin okuma haznesine 10 pL distile
su damlatilmistir. Elde edilen degerin sifir oldugu
gorilerek kontrol edilmistir. Pozitif kontrol olarak
%0,9 NaCl sollisyonu cihazin okuma haznesine
10 yL damlatilarak %0,9 sonucu teyit edilmistir.
Negatif ve pozitif kontrol iglemleri beser kez
tekrarlanmistir. Deneyde kullanilan ekstraktlarin
her biri cihazin okuma haznesine 10 pL
damlatilarak elde edilen sonuglar kaydedilmigtir.
TUm o&lgimler beser kez tekrarlanmis olup, her
seferinde ayni sonug alinmistir.

Minimal inhibisyon Konsantrasyonlari
(MIK) Belirlenmesi

Elde edilen dort ekstraktin ve flukonazoliin 3 farkli
dermatofitte karsi MiK degerleri belirlenmistir. Test,
CLSI-M38 direktiflerine goére gergeklestirilmistir.
MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, ABD) besiyeri kullanilarak mikrodilisyon
testi  yapilmistir. FLU icin 2 mg/mL’den
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0,002mg/mL’ye kadar, zeytin yaprag! ekstraktlari
icin 100 mg/mL’den 0,02 mg/mL’ye kadar seri
diliisyonlar hazirlanmistir. igerisine son konsan-
trasyon 2,5-5x10° cfu/mL olacak sekilde mantar
konidyumlari (%0,9 NaCl iceren steril distile su
icerisine hazirlanmig) slispansiyonu eklenmistir.
35°C'de 5 gun inkibe edilmis ve Uremenin
olmadidi en disik konsantrasyonu iceren kuyu
MIK degeri olarak belirlenmistir (15).

Sinerji Testi

Farkli ¢ozuculerle hazirlanan dort farkli zeytin
yapragl ekstraktinin ayri ayri flukonazol ile
arasindaki sinerjik etki dama tahtasi (checkboard
assay) yontemiyle arastiriimistir. 96 kuyucuklu
mikroplakada yatay bir sekilde 25 pL 4 x MiK
konsantrasyonundan MiK/32'ye kadar FLU, 25 pL
4 x MIK degerinden MiK/128 konsantrasyonuna
kadar zeytin yapragi ekstrakti dikey bir sekilde
eklenmigtir. Deney, her bir ekstrakt ve her mantar
susu igin iki tekrarli olarak tasarlanmistir. Her
kuyucuga 150 pl son konsantrasyon 2,5-5x10°
cfu/mL olacak mantar konidyumlari iceren RPMI
eklenmigtir. 35°C’'de 5 giin inkiibe edilmis ve
Uremenin olmadigi kuyucuk konsantrasyonlari
kaydedilmistir. FIC  (Fractional Inhibitory
Concentration) indeksi asagidaki formil kullanila-
rak hesaplanmistir:

FIC indeks (FICI) = FICA + FICB (A: Bitki
ekstraktlari, B: Flukonazol)

MIK (A) kombine

FICA:
MIK (A) ekstrakt
MIK (A) kombine

FICB:

MIK (B) antifungal

FIC indeksi <0,5 sinerjik etki; 0,5<FICI<1 aditif
etki; 1<FICI<4 etkilesim yok/kayitsiz; FICI>4
antagonistik etki olarak degerlendirilmistir (9,
16,17). Kontrol olarak bitki materyali icermeyen
solventler ayni konsantrasyonda flukonazol ile
ayrica ¢alismaya dahil edilmistir. Bunun disinda
higbir tedavi Urind icermeyen sadece konidum
ihtiva eden besiyeri de negatif kontrol olarak
kullaniimigtir.

BULGULAR
Ekstraksiyon

Ekstraksiyon iglemi sonrasi, zeytin yapraginin su
esktrakti ZY1, %5 etanol igeren etanol ekstrakti
ZY2, %5 metanol iceren metanol ekstrakti ZY3,
%1 DMSO igceren DMSO ekstrakti ZY4 olmak
Uzere 4 farkl ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen
ekstraktlardaki dijital refraktometre ile 6lciilen ve
ekstraksiyon verimini temsil eden toplam Kkati
madde miktarlari Tablo 1°de verilmigtir.

Tablo 1. Ekstraktlardaki toplam kati madde miktarlari

Ekstrakt Toplam Kati Madde Miktari
Sulu ekstrakt (ZY1) % 2,2
%5 Etanol ekstrakti (ZY2) % 3,1
%5 Metanol ekstrakti (ZY3) % 3,0
%1 DMSO ekstrakti (ZY4) % 5,2

ZY1: Distile su, ZY2: %5 Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1
DMSO (Dimetil sulfoksit)

HPLC Bulgulari

Zeytin yapraginin en 6énemli bileseni oleuropein
miktari RP-HPLC ydéntemiyle dlgulmustar.
Oleuropein icin UV spektrumda en yiksek
absorbans 230 nm dalga boyunda elde edilmistir
(Sekil 1). Ayni ydntemle yapilan analizler sonucu
elde edilen kromatogramlar Ust Uste cakistirilarak
ayni tutulma zamaninda gelen pikler birbiriyle
kiyaslanmistir. DAD detektdrdeki analizlere 220
dalga boyunda devam edilmis ve kalibrasyon
grafiginin dogrusaligini ifade eden r* degeri
0,986 olarak bulunmusgtur. Numune 6n hazirlig
yapllmadan direkt olarak sisteme enjeksiyon
yapildigi icin kromatogramda birgok pik gorin-
mektedir ancak uygulanan yontemle yakindaki
piklerden rahatlikla ayrilarak tek bir pik halinde
gorulmustir. Oleuropeinin RP-HPLC analizinde
tutulma zamani 19,2 dakikadir. Ekstraktlara gére
oleuropein miktarlari Tablo 2'de ve HPLC
kromatogramlari ise Sekil 2’de verilmistir.

Tablo 2. Ekstraktlarin oleuropein miktari

Ekstrakt Oleuropein Miktar (ug/mL)
ZY1 4,61
ZY2 16,28
ZY3 19,72
ZY4 4,70

ZY1: Distile su, ZY2: %5 Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1
DMSO (Dimetil sulfoksit)
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Antifungal ve Sinerji Testi Bulgulari

Mikrodilisyon testine gére dermatofitler igin MiK
degerleri Tablo 3'de verilmistir. CLSI kriterlerine
(Direncgli>64 ug/mL) go6re izolatlarin FLU
antifungaline duyarli oldugu goérilmastir. FLU’un
MiK degerleri T. rubrum igin 0,016 mg/mL; M.
canis ve M. nanum igin 0,032 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Zeytin yapragi ekstraktlarinin tek
basina uygulandiklarinda, mantar tirleri Gzerinde
inhibe edici 6zelligi oldugu goérlimustir. Buna
gOre mantarlarin en ¢ok metanol ve etanol
ekstraktina kargl hassasiyet gosterdigi; en az ise
su ekstraktina karsi  duyarliik  gosterdigi
goOrulmektedir. Kontrol grubu olarak kullanilan
ekstrakt icermeyen %5’lik etanol ve %5’lik
metanol ile %71lik DMSO’nun herhangi bir
inhibisyon etkisi olmamisgtir.

Tablo 3. Zeytin yaprag ekstraktlari ve flukanozolun MIK degerleri

Zeytin yapragi ekstraktlari ve FLU'un kombine
etkinligi arastirildiginda, flukonazol ve ZY4 ara-
sinda bir etkilesim olmadigi diger ekstraktlarda
ise cogunlukla bir etkilesim oldugu ve bunun
sinerjik ya da aditif etki yoninde oldugu goériil-
mustir (Tablo 4). Sinerjik etkinin gortldigu kuyu-
larda flukozanol igin MiK degeri 0,008 ve 0,004
mg/mL arasinda degisiklik gostermistir. Ekstrakt-
larin ise sinerji testinde gdsterdigi en disuk
konsantrasyonlar MIK testinden farkli olarak 1,56
mg/mL; 0,78 mg/mL ve 0,39 mg/mL’ye kadar
dismdastar (Tablo 5). Kontrol olarak bitki mater-
yali icermeyen ayni konsantrasyondaki etanol,
metanol ve DMSO’nun flukonazol ile ayni kon-
santrasyonda herhangi bir etki gOsterip gdster-
medidi denenmis ve mantar hdcrelerinin blyU-
meye devam ettigi goéralmastar.

Tir adi MIK (mg/mL)
ZY1 ZY2 ZY3 ZY4 Flukonazol
T. rubrum 50 6,25 6,25 12,5 0,016
M. canis 50 12,5 12,5 25 0,032
M. nanum 50 6,25 6,25 12,5 0,032

ZY1: Distile su, ZY2: %5 Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1 DMSO (Dimetil sulfoksit)

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon. Kontrol grubu olarak ekstrakt icermeyen %5'lik etanol, %5'lik metanol ve %1’lik DMSO
kontrol olarak kullaniimig olup herhangi bir inhibisyon gérilmediginden Tablo’da ayrica yer veriimemistir.

Tablo 4. Dermatofitlere karsi flukanazol ve zeytin yapragi ekstrakt kombinasyonlarinin FIC indeks ve etkilesim sonuglari

FIC indeks (FICI)
ZY1 +FLU ZY2 +FLU ZY3+FLU ZY4 +FLU
Tir Adi FICI Etkilesim FICI Etkilesim FICI Etkilegim FICI Etkilesim
T. rubrum 0,75 Aditif etki 0,74 Aditif etki 0,37 0,004 1,5 Kayitsiz
M. canis 1,5 Kayitsiz 0,24 Sinerjik 0,28 Sinerjik 1 Kayitsiz
M. nanum 0,75 Aditif etki 0,49 Sinerjik 0,24 Sinerjik 1 Kayitsiz

ZY1: Distile su, ZY2: %5 Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1 DMSO (Dimetil sulfoksit), FLU: Flukanozol, FIC: Fraksiyonel
inhibitor konsantrasyon, FICI: FIC indeks

Tablo 5. Flukonazol ve esktraktlarin kombine MIK degerleri

MIK Kombinasyon (mg/mL)
Tar Adi ZY1 FLU ZY2 FLU ZY3 FLU ZY4 FLU
T. rubrum 12,5 0,008 1,56 0,008 0,78 0,004 6,25 0,016
M. canis 25 0,016 1,56 0,004 0,39 0,008 12,5 0,016
M. nanum 25 0,008 1,56 0,008 0,78 0,008 6,25 0,016

ZY1: Distile su, ZY2: %5 Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1 DMSO (Dimetil stilfoksit), FLU: Flukanozol,
MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
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Sekil 2. HLPC Kromatogramlari: Siyah: ZY1, Kirmizi: ZY2, Mavi: ZY3, Yesil: ZY4 ve oleuropein standardinin (500 ppm)
karsilagtiriimasi. Sekildeki ok oleuropein pikini géstermektedir. Kromatogramda birgok pik goérinmektedir ancak
uygulanan yontemle yakindaki piklerden rahatlikla ayrilarak tek bir pik halinde gorulmustir. ZY1: Distile su, ZY2: %5
Etanol, ZY3: %5 Metanol, ZY4: %1 DMSO (Dimetil sulfoksit)
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TARTISMA

Tdm ciddi mantar enfeksiyonlarinin tedavisi igin
uygun antifungal tedaviye ihtiyag vardir. Ancak
zaman zaman bu amag igin kullanilabilecek
antifungal ila¢ sayisi sinirli olabilmektedir. Global
dizeyde goértulen tekli ya da ¢oklu ilag direnci yeni
terapdtik ajan arayislarini  artirmaktadir. Bu
amagla son yillarda bilim dinyasinda dogal
biyoaktif bilesikler ve bunlarin kombinasyonlarina
dair galismalar dikkat cekmektedir (18).

Olea europaea, antimikrobiyal ¢alismalarda sikga
tercih edilen bir bitki tartdur ve igerdigi birgok
fenolik bilesen igcerisinden ana etkinin oleuropein
kaynakli oldugu bildiriimektedir (19). Bitki icerisin-
deki oleuropein igin alkol ekstraksiyonu oldukca
etkili bir yontemdir (14,20). Alkol orani arttikca
¢ozlinen madde miktari da artmaktadir ancak bu
calismamizda solvent igerikleri toksisite veya
inhibisyon olusturmamasi icin diguk tutulmustur.
Oleuropein esas olarak Oleaceae familyasinda
bulunan, kemotaksonomik bir belirte¢ olarak
kabul edilen 6nemli bir bilesiktir ve antifungal
etkileri bildirilmistir (21). Calismamizda kullanilan
zeytin yapraginin en Onemli bileseni olan
oleuropein miktari RP-HPLC yodntemiyle Olguil-
mus, en yiksek miktar 19,72 ug/mL ile metanol
ekstraktinda tespit edilmistir. Benzer sekilde
etanol, metanol, asetonitrii ve su ¢ozicllerini
kullanarak yapilan bir galismada en ylksek verim
%80 metanol ¢ozeltisi ile elde edilmis, en yuksek
oleuropein miktari 13,35 mg/g kuru yaprak olarak
saptanmigtir (22). Kalaycioglu ve ark. (23),
oleuropein miktarini 11,7-106 mg/g kuru yaprak
olarak belirlemiglerdir. Farkli ¢dzlculerin kullanil-
dig1 bagka bir calismada, saf ¢ézicullerin (%100
su, %100 metanol ve %100 etanol) oleuropein
ekstraksiyonu icin iyi ¢ozuculer olmadigi, %80
etanoliin en ylksek oleuropein igerigini verdigi
belirtimektedir (24). Gergeklestirilen bu ¢alismada
en dislk oleuropein miktari (4,61 pg/mL) %100
su ile yapilan ekstraktta gérulmuastar. Dolayisiyla
bitki ekstraktlarindaki madde miktarinin ekstrakt
yontemine ve segilen ¢oziicliye gore degisim
gOsterdigi gorulmektedir (14).

Yapilan ¢aligmalarda oleuropein gibi farkh birgok
etken maddenin ya da bitkisel ekstraktin antimik-
robiyal etkileri oldugu ve bu etkinin ekstrakt
icindeki madde konsantrasyonuna bagli oldugu
gosterilmistir (25,26). Yakin zaman Onceki bir
calismada cesitli solventlerle hazirlanan zeytin
yaprag! ekstraktlarinin MiK degerlerinin bakteriler
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icin 31,2-250 pg/mL arasinda degistigi bildirilmis-
tir (27). Zoric ve ark. (13) calismalarinda Candida
albicans igin MIK degerini 12,5 mg/mL olarak
tespit etmistir. Ma’as (28) c¢alismasinda %70’lik
Oleo europaea yaprak ekstraktinin T. rubrum igin
iyi bir antifungal oldugunu bildirmektedir. Calis-
mamizda zeytin yapragdi ekstraktinin %100 su,
%5 etanol, %5 metanol ve %1 DMSO ile yapilan
ekstraktlarinin MiK degerleri sirasiyla T. rubrum
ve M. nanum igin 50/6,25/6,25/12,5 mg/mL, M.
canis igin 50/12,5/12,5/25 mg/mL bulunmustur.
Bununla birlikte calismamiz dort farkli ¢oziclde
ekstraksiyonu yapilan zeytin yapraginin, antifun-
gal bir ilag olan FLU ile etkilesiminin arastinidigi
ilk calisma niteligindedir. Ayrica, zeytin yapragi
ekstraktlarinin tek basina uygulandiklarinda en
¢ok metanol ve etanol ekstraktlarinin mantar tir-
leri Gzerinde inhibe edici 6zelligi oldugu belir-
lenmig, FLU ile birlikte uygulanmasi sonucunda
da metanol ekstrakti ile olan kombinasyonun
digerlerinden daha etkili bir sinerjik etkiye sahip
oldugu ilk kez ortaya konmustur. Temiz ve
Temur'un (14) yaptiklari c¢alismada metanoliin
zeytin yaprag icindeki oleuropeini daha iyi eks-
trakte etmesi ve toplam fenolik madde miktarinin
metanolde en ylksek dizeyde bulunmus olmasi
da calismamiz sonuglarini destekler niteliktedir.
CUnkl sinerjik etki igin belli bir dizeyde madde
miktari gerektigi disunilmektedir. Ayrica yapilan
calismalar bitkisel etken madde konsantrasyo-
nuna bagll olarak antimikrobiyal etkinin de
degistigini géstermektedir (26,29). Kombine etki
calismalarindan birinde zeytin yapragi eksrakti ve
glimdis nitratlardan elde edilen nanopartikiillerin
iyi bir antibakteriyel ve antifungal ajan oldugunu
bildirilmistir (30). Soares ve ark. (9) ise galisma-
larinda bitkisel metabolit olan protokatekuik asit
turevlerinin iyi bir antifungal oldugunu ve T.
rubrum icin flukonazol ile sinerjik etki olusturdu-
gunu (FICI: 0,49) tespit etmistir. Calismamiz
sonuglarindan farkli olarak; zeytin yaprag! ekstre-
sinin antibakteriyal bir ila¢ olan kolistin ile kombi-
nasyonunun arastirildi§i  bir calismada; Olea
europaea L.'nin etanolik 6zitlinlin sadece kinolon
direncli Acinetobacter baumannii'ye karsi guclu
aktiviteye sahip oldugunu, ancak kolistin ile
birlestirildiginde ilging sekilde antagonistik aktivi-
teye sahip oldugu gosterilmistir (11). Calismalar
arasindaki farkli sonuglarin mikroorganizmalarin
ve antifungal/antibakteriyal ilag mekanizmalari
arasindaki farkhliklardan kaynaklandigi disundl-
mektedir.
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Genel olarak zeytin yapragi ekstraktinin antifungal
etkisinde, mikrobiyal membran lipidleri arasindaki
etkilesimi ana etken maddesi oleuropeinin orto-
difenol yapisi ve diger fenolik bilesikler sayesinde
bozmasinin rolinin oldugu dusuniimektedir.
Mekanizma tam olarak acgiklanamasa da buna
yonelik cok sayida arastirma mevcuttur (26).
Zeytin ekstraktlarinin iginde bulunan bazi alifatik
aldehitlerin T. mentagrophytes, M. canis ve Can-
dida spp. Uzerine olan antifungal etkisi in vitro
olarak gosterilmistir. Bu maddelerin deri kolo-
nizasyonunda dermatofitler icin gerekli bir vir-
lans faktori olan elastazi inhibe etme yetenegi ile
ilgili olabilecedi ortaya konmustur (31). Diger bir
calismada Candida spp. icin dnemli bir virtlans
faktoru olan SAP (Secretory aspartyl proteinase)
enziminin oleuropein tarafin-dan inhibe edildigi
belirtilirken (13), bagka bir c¢alismada metisilin
direngli Staphyloccous aureus icin Daphne
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genkwa L. ekstraktinin oksasilin ile birlikte
penisilin baglayici proteinleri inhibe ettigi ve bu
sinerjik etkinin bitkinin temel etken maddesi
tilirozidden kaynaklandigini iddia etmislerdir (32).
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