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ANTIMiKROBiYAL MADDELERIN ETKiNLiGiNi ARTTIRAN
UCUCU YAG VE BIiLESENLERININ BELIRLENMESI

OZET

Bu tez projesi kapsaminda antibiyotiklere direngli Gram (+) Staphylococcus
aureus; Gram (-) Escherichia coli ve antifungal ilaglara duyarli Candida albicans
klinik ve standart suslar1 olmak {izere alti farkli hedef patojen segilmistir.
Antimikrobiyal etkinlik testlerinde Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) in vitro mikrodiliisyon yontemi uyarlanarak kullanilmistir. Dogal
antimikrobiyal madde olarak, oncelikle Avrupa Farmakope kalitesinde Matricaria
recutita L., Lavandula latifolia Medik., Pinus mugo Turra, Citrus reticulata
Blanco. ugucu yaglar1 (Aetheroleum) segilmistir. Etkinligi arttirmak amaciyla
ucucu yaglar sirastyla kolon kromatografisiyle n-hekzan, dietil eter, diklorometan
ve metanolle fraksiyonlanmigtir. Antimikrobiyal deneylerde ayrica ugucu yaglarin
ana bilesenlerinden R-(+)-limonen, (+)-linalol, 1,8-sineol, (+)-kafur, S-karyofillen,
a- pinen, (-)-B-pinen, y-terpinen, farnasen, bisabolol ve (+)-3-3-karen kullanilmustir.
Test materyallerinin ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve nistatin
standart antimikrobiyal maddeleriyle farkli kombinasyonlarinin etkilesimleri dama
tahtas1 yontemiyle sinerjik etkinlikleri agisindan incelenmistir.

Tiim test numunelerinin direngli mikroorganizmalara karsi etkinlikleri minimum
inhibisyon konstrastrasyonu (MIK) olarak belirlenmistir. Kombinasyon sonuglari,
fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FiK) degerleri seklinde sinerjik, aditif,
bagimsiz etki veya antagonist etkili olarak siiflandirilmistir.

Aktif  fraksiyon-antimikrobiyal madde kombinasyonu secici  toksisitesi
karsilagtirmali olarak degerlendirmek iizere in vitro WS1-XTT sitotoksisite (insan
cilt fibroblast hiicre dizileri) ve biyoliiminesans yontemiyle Aliivibrio fischeri
NRRL B 11177 susuna karsi1 ¢alisilmstir.

Sonug olarak, tasarlanan dogal madde kombinasyonlarin sinerjik/aditif etkinlikleri
ilk defa bu ¢alisma kapsaminda gosterilmistir. Etkinlikler degerlendirildiginde,
toplam 54 sinerjik, 75 aditif ve 108 adet bagimsiz etkili antimikrobiyal
kombinasyon aktivite sonucu elde edilmistir. Genel olarak olusturulan ugucu yag
kombinasyonlari, in vitro antimikrobiyal aktivite agisindan daha etkin ve daha az
toksik oldugu gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direncli bakteri, Candida albicans, Ugucu yaglar,
Kombinasyon ¢aligsmalar1, Dama tahtasi yontemi, Sinerjik etki.



DETERMINATION OF ESSENTIAL OILS AND COMPONENTS FOR
INCREASING EFFECTIVENESS OF ANTIMICROBIAL SUBSTANCES

ABSTRACT

In the frame of this project, six clinical and standard pathogenic drug resistant strains,
namely; Gram (+) Staphylococcus aureus, Gram (-) Escherichia coli and antifungal
susseptible Candida albicans were used as in vitro antimicrobial targets using the
modified CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) microdilution method.
European Pharmacopoiea grade Matricaria recutita L., Lavandula latifolia Medik.,
Pinus mugo Turra, Citrus reticulata Blanco. essential oils (Aetheroleum) were used
as natural antimicrobials. Essential oil fractions by column chromtography using n-
hexane, diethyl ether, dichloromethane and methanol, respectively were used to
increase the antimicrobial activity. Addiditonally, some components such as R-(+)-
limonene, (+)-linalool, 1,8-cineole, (+)- camphor, g-caryophyllene, a-pinene, (-)-f-
pinene, y-terpinene, farnesene, bisabolol and (+)-3-3-carene were used. The standard
antimicrobials ampicillin, sefuroxime, tetracycline, fluconazole, nystatin were
combined with the essential oils or derived test materials using the Checkerboard
method.

The minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined using the
microdilution method, fractional inhibitory concentrations (FIC) of the combinations
were classified as synergistic, additive, indifferent, and antagonistic, respectively, for
all the tested materials against the microorganisms.

In addition, the active combinations were subjected to in vitro WS1-XTT cytotoxicity
(human skin fibroblasts) and bioluminescent Aliivibrio fischeri NRRL B 11177
toxicity assays to determine the selectivity profile comparatively.

As a conclusion, this is the first report on the synergistic/additive activity of the
designed essential oil combinations. Overall, 54 synergistic, 75 additive, and 108
indifferent activity results towards the efficacy were observed, where the toxicity was
lowever.

Key words: Antibiotic resistant bacteria, Candida albicans, Essential Oils,
Combination studies, Checkerboard method, Synergistic effect.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ATCC
BCCM

CECT

CIP
CCM

CFU
CGMCC

CLSI

DMSO
DMST

dak.
DSM

€

EMEM
EDTA
EUCAST

FCBP

FIK

FIKi

g
GK/AID-GK/KS

Gr (+)
Gr ()
GSBL
Ko
ITK

: American Type Culture Collection

: Belgian Coordinated Collections of Microorganisms

: Spanish Type Culture Collection

: The Collection of Institut Pasteur

: Czech Collection of Microorganisms

: Colony Forming Unit (=Koloni olusturan birim)

: China General Microbiological Culture Collection
Center

: Clinical and Laboratory Standards Institute

: Dimetil siilfoksit
: Department of Medical Sciences Thailand
: Dakika

:Deutsche Sammlung von
Zellkulturen

: Eser miktar (<% 0.1)

: Eagle Minimum Essential Medium (Besi yeri)

Mikroorganismen und

: Etilendiamintetraasetik asit
: Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi
: First Fungal Culture Bank of Pakistan

: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu
- Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi
: Gram

. Gaz kromatografisi alev iyonlasma dedektorii /Gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi

: Gram pozitif

: Gram negatif

: Genislemis spektrumlu f-laktamaz
: % 50 inhibisyon konsantrasyonu

: Ince Tabaka Kromatografisi
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KK
KMHB -II
ng

mg

pL

mL

MiK
MHA
MTCC
MTT

NaCl
NRRL
PDA
PFCC

PTCC
RRI
RCMB

SPA
TISTR

XTT

YBSK
WS1

: Kolon Kromatografisi

. Katyon ilaveli Mueller Hinton Broth 2
: Mikrogram

: Miligram

: Mikrolitre

: Mililitre

: Minimum inhibisyon konsantrasyon

: Mueller Hinton Agar

: Microbial Type Culture Collection

: 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir

: Sodyum kloriir

:Northern Regional Research Laboratory
: Patates Dektroz Agar

: Plant Fungi Culture Collections

: Persian Type Culture Collection
: Relatif tutunma indeksi

: The Regional Center for Mycology and Biotechnology

: Saat
: Subrapubic aspirate

. Thailand Institute of Scientific and Technological

Research

. 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5- karboksi anilit tuzu

:Yiksek basingli s1vi kromatografisi

: Normal insan cilt fibroblast hiicresi
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GIRIS ve AMAC

Ugucu yaglar farkli kimyasal bilesenleri igeren karmasik yapida karigimlar
olduklarindan biyolojik etkileri yoniinden de farklilik gostermektedir. Biyolojik
etkileri arasinda antimikrobiyal, antifungal, antiviral vb. etkileri bilinen ve dikkat
¢eken ozelliklerinden bazilaridir (Sienkiewicz ve ark., 2012; Prakash ve ark., 2012;
de Rapper ve ark., 2013; Pinto ve ark., 2013a; Pinto ve ark., 2013b; Roby ve ark.,
2013; Shojaee-Aliabadi ve ark., 2013; Varona ve ark., 2013; Astani ve ark., 2014;
Bohme ve ark., 2014; Civitelli ve ark., 2014; Gilling ve ark., 2014; Teixeira ve ark.,
2014).

Son yillardaki antimikrobiyal maddelerin yanlis kullanimi nedeniyle, antibiyotik ve
antifungal direngli veya duyarli mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlardaki
artistan dolay1r yeni etkin ilaglarin arastirilmasina yonelik ¢alismalar 6nem
kazanmigtir. Antibakteriyel ve antifungal maddelerin bazi dogal ekstre veya
maddeler ile birlikte kullanimlari sonucu sinerjik etkiden yararlanarak
mikroorganizmalara kars1 diren¢ gelisimini Onlemek ve daha diisiik dozda
uygulanmalari ile yan etki olasiligini azaltmak amaciyla kombinasyon ¢alismalari
ilgi gekmektedir. Bu yaklasimlar arasinda ugucu yag ile antibakteriyel ve antifungal
maddelerin kombinasyon c¢alismalari son yillarda giderek artis gostermektedir
(Giordani ve ark., 2004; Rodrigues ve ark., 2009; Ahmad ve ark., 2010; Amber ve
ark., 2010; Khan ve ark., 2012; Ahmad ve ark., 2014).

Bu tez kapsaminda, diren¢ kazanmis klinik izolatlardan Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve bu suslara ait standart (ATCC=
American Type Culture Collection= Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu) suslar
olmak tizere 6 farkli mikroorganizmaya karsi Klinik ve Laboratuvar Standartlar
Enstitiisi (CLSI) mikrodiliisyon metodu uyarlanmistir. Avrupa Farmakope
kalitesindeki dort farkli ugucu yag, bes farkli antimikrobiyal maddenin
antimikrobiyal etkinligi ve sonrasinda ucucu yaglarin standart antimikrobiyal
maddelerle kombinasyonlart Dama tahtasi1 (Checkerboard) yontemiyle galigilmigtir.
Farmakope kalitesinde Citrus reticulata Blanco. (Mandalina), Lavandula latifolia
Medik. (Sivri lavanta), Pinus mugo Turra. (Bodur ¢am) ve Matricaria recutita L.
(Alman Papatyas1) ugucu yaglarinin yani sira bazi ugucu yag ana bilesenleri;
R- (+)- limonen, (+)-linalol, 1,8-sineol, (£)-kafur, p-karyofillen, a-pinen,
(- )- p- pinen, y-terpinen, farnesen, bisabolol ve (+)-5-3-karen ile birlikte
antimikrobiyal maddelerden ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve
nistatin ile sekiz farkli kombinasyonunun etkilesimleri incelenmistir.

Farmakopeler, ilag hammadde ve preparatlarda kalite standartlarini tanimlayan
monograflarin ve analizde kullanilan yontemler ile cihazlarin yer aldig: kitaplardir.
Avrupa Farmakopesi ila¢ etken maddelerinde oldugu gibi ugucu yaglar gibi bitkisel
preparatlar konusunda da ilgili standartlar1 ve kalite paramatrelerini diizenli olarak
giincellemektedir. Tez konusu kapsaminda, eger baska bir sekilde belirtilmemigse
en giincel Avrupa Farmakopesi (Ph.Eur 8.0) kisaca “farmakope” olarak
tanimlanmustir.

Sinerjik etkiden sorumlu kimyasal madde / madde gruplarini belirlemek amaciyla
ucucu yaglar kolon kromatografisi yontemi kullanilarak polariteye gore sirasiyla;
n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol ile fraksiyonlanarak tekrar dama
tahtast yontemiyle yapilan kombinasyonlart antimikrobiyal etkinlik agisindan
degerlendirilmistir.



Aktif fraksiyonun kimyasal kompozisyonu GK/AID ve GK/KS analizleri ile
belirlenmistir. Antimikrobiyal maddeler ile ugucu yag fraksiyonlarinin direncli
mikroorganizmalara kars1 etkinlikleri MIK olarak belirlenmistir. Kombinasyon
sonuclar1 FiKI degerleri olarak belirtilmis sinerjik, aditif, bagimsiz etki veya
antagonist olarak degerlendirilmistir.

Mikroorganizmalarin direng gelisimine yonelik alternatif farkli modeller
arastirilirken ayn1 zamanda insan hiicrelerine zararh etkilerinin olmamasi beklenir.
Bu sebepten dolay1 aktif olarak belirlenen fraksiyonlarin (Sinerjik /aditif etkili)
sitotoksisite ¢alismalari; in vitro WS1-XTT sitotoksite testi ve Aliivibrio fischeri
NRRL B 11177 susuna kars1 biyoliiminesans toksisite testi olmak tizere 2 farkli
yontem ile incelenmistir.



KAYNAK BILGIiSi

Bu boéliimde tez kapsaminda calisilan famakope kalitesindeki ugucu yaglarla ilgili
genel ozellikler, antibakteriyel ve antifungal maddelerin 6zellikleri, ugucu yag,
bilesenleri ve standart ilag etken madde kombinasyonlariyla yapilan calismalar,
ayrica ¢alismalarda kullanilan mikroorganizmalarin 6zellikleriyle sebep olduklari
enfeksiyonlar tizerine yapilmis giincel literatiir bilgileri ve arastirmalar derlenip
Ozetlenmistir.

Deneysel Calismalarda Kullamlan Ucucu Yaglar ve Genel Ozellikleri
Matricaria recutita L. ucucu yag (Matricariae aetheroleum)

&) :

Sel 1. Matricaria recutita L. (http-1)
Asteraceae familyasina ait Matricaria recutita L. [sin Chamomilla recutita (L.)
Rauschert] Alman papatyasi iilkemizde de Mayis papatyasi olarak bilinmektedir.
10-30 cm yiiksekliginde, ¢cok dalli, yapraklar1 parcali tiiysiiz, ¢icekleri kiiciik baslar
(kapitulum) seklinde olan tek yillik otsu bir bitkidir. Genellikle bitki Kuzey
Avrupa’ya 0zgii olup, yabani olarak orta Avrupa lilkelerinde yetismektedir. Ayrica
Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Akdeniz Bolgesi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde de
yetismektedir. Bir¢ok iilkede kiiltiirii yapilmaktadir (Franke ve Schilcher, 2005;
Srivastava ve ark., 2010; Singh ve ark., 2011).

Mavi renkli u¢ucu yag, M. recutita bitkisinin taze veya kurutulmus ¢igek baslari
veya cicekli kisimlarimin buhar distilasyonu ile elde edilir. Farmakope’ye gore
papatya cicegi en az 4 mg/kg karakteristik mavi renkli ugucu yag icermelidir.

Avrupa Farmakopesi’nde kimyasal igerik agisindan 2 tip M. recutita ugucu yagi
tanimlanmistir: 1) Bisabolol oksitler veya 2) (-)-a-Bisabolol maddeleri agisindan
zengin olan papatya ucgucu yaglar1 seklinde. Bisabolol oksitler agisindan zengin
olan M. recutita ugucu yaginda; bisabolol oksitler (% 29-81) ve kamazulen (> % 1)
tanimlanmis oranlarda olmalidir. (-)-a-Bisabolol maddesince zengin M. recutita
ugucu yaglar ise (-)-a-bisabolol (% 10-65), kamazulen (> % 1) ve bisabolol
oksitlerin ve (-)-a-bisabolol maddelerinin toplami oransal olarak en az % 20
olmalidir.

Papatya cicekleri (% 0.4-1.5) kamazulen yogunluguna bagl olarak (% 1-15) mavi
renkli ugucu yag icermektedir. Ugucu yagin ana maddeleri ; a-bisabolol oksit A (1)
a-bisabolol oksit B (2), a-bisabolol (3), kamazulen (4) ve (E)-p-farnesen (5)’dir.



Ugucu yagimn antipiriiritik, antiseptic, antibakteriyel, antifungal, antiviral, bocek
kovucu, antienflamatuvar, antioksidan, antispazmodik, karminatif, anti-iilser ve
analjezik o6zellikleri bilinmektedir (Cepae, 1999; Orav ve ark., 2010; Murti ve ark.,
2012; Gupta ve ark., 2010; Hajjaj ve ark., 2014).
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Sekil 2. Matricaria recutita ucucu yagindaki ana maddeler



Cizelge 1. Matricaria recutita ucucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal aktivite

calismalan
Mikroorganizma Aktivite Yontem Kaynak
sonucu
Streptococcus pyogenes PTCC 1447 0.1 pg/mL  *Mikrodiliisyon, (Owlia ve ark.,
S. mutans PTCC 1601 0.5 pg/mL MiK 2007)
S. salivarius PTCC 1448 0.5 pg/mL
S. faecalis ATCC 29212 4 pg/mL
S. sanguis PTCC 1449 0.5 pg/mL
S. aureus ssp. aureus ATCC 700699 inhibisyon Disk diflizyon (Chao ve
yok ark., 2008)
Propionibacterium acnes CGMCC 65002  0.125 Mikrodiliisyon  (Zu ve ark.,
MIK 2010)
Bacillus subtilis ATCC 10707 7 pg/mL Mikrodiliisyon  (Sokovic ve
Enterobacter cloacae (izolat) 7 ug/mL MIK ark., 2010)
Escherichia coli O157:H7 7.5 ng/mL
Micrococcus flavus ATCC 9341 7 ug/mL
Proteus mirabilis (insan izolat1) 7 ug/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 7 pg/mL
S. enteritidis ATCC 13076 9 pg/mL
Staphylococus epidermidis ATCC 12228 8 ug/mL
S. typhimurium ATCC 13311 9 pg/mL
S. aureus ATCC 25923 8 pg/mL
Aspergillus niger ATCC 9142 1K50=300 Biiyiime (Tolouee ve
pug/mL inhibisyonu ark., 2010)
Bacillus cereus BCCM/LMG 13569 4 pg/mL Mikrodiliisyon,  (Abdoul-Latif
Enterococcus faecalis CIP 103907 4 pg/mL MiK ve ark., 2011)
E. coli CIP 11609 4 ug/mL
Listeria innocua LMG 1135668, 2 pg/mL
Salmonella enterica CIP105150 2 ug/mL
Shigella dysenteria CIP 5451 1 pg/mL
S. aureus ATCC 9244 2 pg/mL
P. mirabolis 104588 CIP 4 pg/mL
S. camorum LMG 13567 2 pg/mL
Candida albicans ATCC 10231 1 pg/mL
P. aeruginosa ( izolat) 1 pg/mL
S. pyogenes (klinik izolat), 2 pg/mL
Aspergillus niger (klinik izolat) 2 pg/mL
Aspergillus sp.(klinik izolat) 16 pg/mL
C. albicans (klinik izolat) 2 ug/mL
Bacillus cereus MTCC 430 11.5 mm Disk difiizyon (Alireza,
B. subtilis MTCC 441 8 mm agar 2012)
S. aureus subsp. aureus MTCC 2940 13.5 mm
Klebsiella pneumonia MTCC 109 9 mm
E. coli MTCC 443 8 mm
P. vulgaris MTCC 426 11.5 mm
S. typhi MTCC 733 8.5 mm
*Mikrodiliisyon, MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu, IKso = Inhibe edici

konsantrasyonun yarisi.



Cizelge 1. (Devam) Matricaria recutita ugucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal
aktivite calismalar:

Mikroorganizma Aktivite sonucu Yontem Kaynak

Aspergillus flavus PFCC 50041 % 3.98 - 64.29 Biiyiime (Jamalian ve

A. fumigatus PFCC 50091 % 6.38-93.62 inhibisyonu ark., 2012)

A. niger PFCC 50101 % 3.52-89.45

F. oxysporum PFCC 1286 % 17.4- 89.41

Trichoderma harzianum PFCC 11-89 % 6.38-77.66,

Microsporum canis PFCC 50691 % 24.48- 100

M. gypseum PFCC 50701 % 3.24-68.15

Trichophyton rubrum PFCC 51431 % 27.79- 100

T. tonsurans PFCC 88-1352 % 45.73-100

T. mentagrophytes PFCC 50541 % 11.40- 96.65

Escherichia coli 0157 ATCC 1659 12.5 pg/mL Mikrodiliisyon, (Roby ve

S. tyhpi ATCC 13076 12.5 pg/mL MiK ark., 2013)

B. cereus ATCC 11778 10 pg/mL

S. aureus ATCC 13565 10 pg/mL

C. albicans ATCC 10231 10 pg/mL

A. flavus ATCC 16875 12.5 pg/mL

Aspergillus flavus (izolat) % 100 inhibisyon Biiyiime (Ali, 2013)
inhibisyonu

Staphylococcus aureus (izolat) 0.021 pg/mL Mikrodiliisyon, (Kazemi,

B. cereus (izolat) 0.032 pg/mL MiIK 2014)

B. subtilis (izolat) 0.041 pg/mL

S. shiga (izolat) 0.178 ug/mL

S. sonnei (izolat) 0.195 pg/mL

P. aeruginosa (izolat) 6 pg/mL

Proteus sp. 0.161 pg/mL

C. krusei (izolati) % 38 Biiyiime (Gawde ve

Cryptococcus neoformans (izolati) % 39 inhibisyonu ark., 2014)

Mycobacterium intracellulare (izolat) % 35

C. glabrata (izolat) % 14

P. aeruginosa (izolat) % 10

E. coli (izolat) % 3

C. albicans (izolat) %5

A. fumigatus (izolat) Inhibisyon yok

MRSA (Metisilin direngli) Inhibisyon yok

S. aureus (izolat)

16 MRSA, 25.80+3,12 pg/mL.  *Mikrodiliisyon, (Barbosa ve

15 MSSA (Metisilin duyarlr) 26.60+4.77 pg/mL MIK ark., 2015)

S. aureus

E. coli (16 izolat) 54.40+5.80 pg/mL

P. aeruginosa (16 izolat) 54.40+4.65 pg/mL

S. typhimurium (15 izolat) 54.40+2.70 pg/mL

S. enteritidis (16 izolat) 54.40+1.85 pg/mL

*Mikrodiliisyon, MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu



Lavand'gla latifolia Medjk. ucucu yagi (Spicae aetheroleum)

Lamiaceae familyasina ait Lavandula latifolia Medik. sivri lavanta olarak
bilinmektedir. Akdeniz Bolgesi’nde, Iran, Kanarya Adalar1 ve Avustralya’da
yayilis gosteren cicekli bir bitkidir. Diinyanin bir¢ok farkli yerinde kiiltiirii
yapilmaktadir. L. latifolia 30 - 80 cm uzunlugunda aromatik bir bitkidir. Yapraklari
her daim yesil, 3 - 6 cm uzunlugunda ve 5-8 mm genisligindedir. Haziran-Eyliil
aylar1 arasinda ¢igeklenme gostermektedir (Chu ve ark., 2001; Lis-Balchin, 2003).

Avrupa Farmakopesi’nde L. latifolia ugucu yaginda kimyasal igerik agisindan
limonen (% 0.5 - 3.0), 1,8-sineol (% 16.0 - 39.0) (6), kafur (% 8.0 - 16.0) (7), linalol
(% 34.0 - 50.0) (8), linalil asetat < 1.6, a-terpineol (% 0.2 - 2.0) ve (E)-a-bisabolen
(% 0.4 - 2.5) maddeleri verilen limitler i¢erinde olmalidir.

L. latifolia yogun kafur i¢eriginden dolay1 L. angustifolia’dan daha giiglii ve keskin
bir kokuya sahiptir. L. angustifolia ile benzer kullanimlara sahip olup gida,
parfiimeri, aromaterapi ve ilag¢ endiistrilerinde de kullanilmaktadir (Cooke ve ark.,
2000; Babar ve ark., 2015). Lavanta yaglar1 genellikle antimikrobiyal, gaz giderici,
sedatif, antidepresif, yara iyi edici ve bocek sokmalarinda kullanilmaktadir
(Cavanagh ve ark., 2002; Munoz-Bertomeu ve ark., 2007).

L. latifolia ugucu yaginin ana bilesenleri; 1,8-sineol (% 11-27), kafur (% 12.5 -
13.0) ve linalol (% 41 - 43.2) olarak bilinmektedir (Barazandeh, 2002; Harborne ve
ark., 2002; Alatrache ve ark., 2007; Munoz-Bertomeu ve ark., 2007; Herraiz-
Penalver ve ark., 2013).

Lavandin olarak adlandirilan ugucu yagin iiretimi i¢in (L. angustifolia x L. latifolia)
tirlerinden hibrit tiir (L x intermedia) elde edilir (Kara ve ark., 2013). Tiirkiye’de
ekonomik anlamda sadece Isparta yoresinde lavandin (L x intermedia var. Super A)
kiltlirii yapilmaktadir. Isparta yoresinde ortalama 60 kg taze lavandin ¢iceklerinden
su buhar distilasyonuyla 1 kg kadar ugucu yag elde edilmektedir ve elde edilen
lavandin yaglarinda % 30 - 45 arasinda linalol ve % 20 - 30 arasinda linalil asetat
bulunmaktadir (Kara ve Baydar, 2013). Lavandin ugucu yaglari igerigindeki diisiik
kafur oranindan dolay1 parfiimeride ve terap6tik amagli kullanilmamaktadir.
Antiseptik ve antimikrobiyal amacglh olarak kullanilmaktadir (Guenther, 1954;
Woronuk ve ark., 2011).



6

7

Sekil 4. Lavandula latifolia u¢ucu yagindaki ana maddeler

OH

Cizelge 2. Lavandula latifolia ugucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal aktivite

calismalar
Mikroorganizma Aktivite sonucu Yontem Kaynak
H. influenzae ATCC 33391 **MID=12.5 pg/ L hava Buhar faz (Inouye ve
Penisiline duyarl MID= 25 pg/ L hava aktivite ark.,
S. pyogenes ATCC 12344 MID= 25 pg/ L hava 20014;
Penisilin direngli Inouye ve
S. pnemoniae IP-692 ark.,
S. pneumoniae PRC 53 MID= 25 pg/ L hava 2001b)
S. aureus FDA 209P JC-1 MID= 50 pg/ L hava
Escherichia coli NIHJ-JC-2 MID=>1600 ng/ L hava
Helicobacter pylori ATCC 43504 % 0.1 (v/v) *Mikrodiliisyon ~ (Ohno ve
H. pylori CPY2052 % 0.1 MiK ark. 2003)
H. pylori KP142B % 0.1
H. pylori KP143B % 0.1
H. pylori KP146B % 0.1
H. pylori KP206B % 0.1
H. pylori KP223B % 0.1
Thricophyton mentagrophytes ***MFD= 16 pg/ mL Buhar faz (Inouye ve
(izolat) hava aktivite ark., 2006)
MRSA S. aureus 8 mm Disk difiizyon (Roller ve
MSSA S. aureus 30 mm ark., 2009)
Corynebacterium ammoniagenes 1Kso =0.06 mM Agar kuyucuk  (Lamine ve
ATCC 6872 difiizyon ark., 2015)
mutant izolatt CH31 IKso= 0.1 mM

*Mikrodiliisyon, MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu, 1Kso = inhibe edici konsantrasyonun
yarist, **MID: minimum inhibisyon doz, ***MFD: Minimum fungisidal doz



Pinus mugo Turra. ucucu yag: (Pini pumilionis aetheroleum)

Je

Sekil 5. Pinus mugo T

i

ra. (http-3)

Bodur ¢gam agaci, Pinus mugo Turra. Pinaceae familyasindan olup, Orta ve Gliney
Avrupanin daglik bolgelerinde yetisen bir ¢am tiiriidiir. 5-10 m boyunda olup
piramidal yapiya sahiptir. igne yapraklar koyu yesil, 3-8 cm uzunlukta ve sik
dizilmis, ucu kiit, kalin, sert, diiz biciminde ve ikilidir (Karapandzova ve ark., 2011;
Venditti ve ark., 2013).

P. mugo ugucu yagi, taze yaprak ve ince dallardan elde edilir berrak, renksiz veya
acik sar1 reklidir.

Avrupa Farmakopesi standartlarindaki P. mugo ugucu yaginda kimyasal bilesim
acisindan a-pinen (% 10-30) (9), 6-3-karen (% 10-20) (10), p-fellandren (% 10-19)
(11), p-pinen (% 3-14) (12), limonen (% 8.0-14) (13), terpinolen < % 8.0 (14),
mirsen (% 3.0-12) (15), kamfen < % 2.0, p-simen < % 2.5, bornil asetat (% 0.5-5.0)
ve p-karyofillen (% 0.5-5.0) (17) maddeleri verilen limitler icerisinde olmalidir.

Pinus mugo ugucu yagi antiseptik, antienflamatuvar, ekspektoran 6zelliklerinden
dolay1 geleneksel tedavide kullanilmaktadir (Venditti ve ark., 2013). Antiviral
etkisi oldugu da bilinmektedir (Reichling ve ark., 2011).

Pinus mugo ugucu yagmin kimyasal igerigi genellikle monoterpen bilesikler a-
pinen, S-pinen, 6-3-karen, limonen, S-fellandren, a-terpinolen ve bornil asetat ve
seskiterpen trans-karyofillen, germakren D, bisiklogermakren, J-kadinen ve a-
kadinol gibi maddelerden olustugu belirlenmistir (Stevanovic ve ark., 2005; Kurose
ve ark., 2007; Karapandzova ve ark., 2011; Venditti ve ark., 2013; Domrachev ve
ark., 2012; loannou ve ark., 2014).
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Sekil 6. Pinus mugo u¢ucu yagindaki ana maddeler

Cizelge 3. Pinus mugo ucucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal aktivite calismalari

Mikroorganizma Aktivite sonucu  Yontem Kaynak

Saprolongia parasitica 500 ppm *Mikrodiliisyon,  (Tampieri ve ark.,
MIK 2003)

Candida albicans Klinik izolat 50 ppm Mikrodiliisyon, (Tampieri ve ark.,
MIK 2005)

*Mikrodiliisyon, MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
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Citrus reticulata Blanco. u¢ucu yag (Citri reticulatae aetheroleum)

Sekil 7. Citrus reticulata Blanco. (http-4)

Mandalina, Citrus reticulata Blanco, turunggiller familyasina ait (Rutaceae) bir
meyve tlriidiir. Turuncu, sar1 renklerde olan meyve etli ve sulu bir yapiya sahiptir.
Tiirkiye’de daha ¢ok Akdeniz Bolgesi’nde ve Ege Bolgesi’nin kiyr kesimlerinde
yetismektedir. Brezilya, Amerika, Cin, Meksika, Pakistan ve Akdeniz iilkelerinde
tiretimi yapilmaktadir (Kamal ve ark., 2011).

Mandalina ugucu yag1 C. reticulata taze meyve kabuklarindan sogukta mekanik
ekstraksiyon ile elde edilir, sarimsi1 veya turuncu, karakteristik kokuya sahiptir.

Avrupa Farmakope standartlarindaki C. reticulata ugucu yaginda kimyasal igerik
acisindan a-pinen (% 1.6-3.0), S-pinen (% 1.2-2.0), sabinen < % 3.0, mirsen (%
1.5-2.0), limonen (% 65.0-75.0) (13), y-terpinen (% 16.0-22.0) (16) ve metil-N
metilantranilat (% 0.3-0.6) tanimlanan limitler i¢eriSinde olmalidir.

C. reticulata ugucu yaginin ana bilesikleri literatiir bulgularinda; limonen, mirsen,
y-terpinen, 3-karen, a-pinen, S-pinen, p-simen, sabinen, terpinolen, (E)-f-farnesen,
linalol, metil-N-metil antranilat, geranil asetat, neril asetat, a-sinensal, oktanal,
dekanal olarak gosterilmektedir (Lota ve ark., 2001; Sawamura ve ark., 2004;
Fanciullino ve ark., 2006; Njoroge ve ark., 2006; Fayed, 2009; Gomes ve ark., 2013;
Kirbaglar ve ark., 2009). C. reticulata u¢ucu yaginda metil-N-metil antranilat ve
timol ayrica S-pinen ve y-terpinen bilesiklerinin bulunmas: kalitesi agisindan dnem
tasimaktadir (Dharmawan ve ark., 2007).

Meyve kabugu ucucu yagi igerdigi aromatik bilesiklerden dolay1 ticari 6neme
sahiptir. Kozmetik ve halk tibbinda kullanimi yaygindir. Mandalina ugucu yagi
antibakteriyal, antifungal, antioksidan, antikanser ve antiseptik 6zelliklere sahiptir
(Mabberley, 2004; Njoroge ve ark., 2006; Chutia ve ark., 2009; Fayed, 2009; Das
ve ark., 2014).

11
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Sekil 8. Citrus reticulata ug¢ucu yagindaki ana maddeler

Cizelge 4. Citrus reticulata ucucu yag ile ilgili yayinlanmis antimikrobiyal aktivite calismalar:

Mikroorganizma Aktivite sonucu Yontem Kaynak
Escherichia coli ATCC 35218, 0.19 mg/mL *Mikrodiliisyon,  (Ayoola ve ark.,
E. coli (izolat) 1.95 mg/mL MIK 2008)

P. aeruginosa (izolat) 0.97 mg/mL

K. pneumoniae (izolat) 0.56 mg/mL

S. paratyphi (izolat) 2.07 mg/mL

P. mirabilis (izolat) Aktif degil

S. aureus ATCC 25923 2.46 mg/mL

S. aureus (izolat) 0.74 mg/mL

Enterococcus faecalis (izolat) 1.26 mg/mL

C. albicans(izolat) 0.68 mg/mL

Staphylococcus aureus (izolat) 2.25 mg/mL *Mikrodiliisyon,  (Chanthap

B. cereus (izolat) 2.25 mg/mL MIK hon ve

L. monocytogenes (izolat) > 2.25 mg/mL ark., 2008)
Salmonella sp. > 2.25 mg/mL

S. cerevisiae var. sake (izolat) > 2.25 mg/mL

A. fumigatus TISTR 3180 2.25 mg/mL

E. coli O157: H7 DMST 12743 > 2.25 mg/mL

Lactobacillus curvatus CECT 904 15.64 £ 0.38 mm Agar diflizyon (Viuda-
L. sakei CECT 4808 14.29 £ 0.51 mm Martos ve
S. carnosus CECT 4491 11.34 £ 0.32 mm ark., 2008)

S. xylosus (CECT) 237
Enterobacter gergoviae CECT 857
E. amnigenus CECT 4078

11.95 £ 0.62 mm
11.92 £ 0.39 mm
14.87 £ 0.41 mm

Alternaria alternate (izolat)
Rhizoctonia solani (izolat)
Curvularia lunata (izolat)
Fusarium oxysporum (izolat)
Helminthosporium oryzae
(izolat)

0.2 mL/100 mL

> (0.2 mL/100 mL
> (0.2 mL/100 mL
> 0.2 mL/100 mL
> 0.2 mL/100 mL

*Mikrodiliisyon, MIK ~ (Chutia ve

ark., 2009)

*Mikrodiliisyon, MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
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Cizelge 4. (Devam) Citrus reticulata ugucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal aktivite

calismalar

Mikroorganizma Aktivite sonucu  Yontem Kaynak

S. aureus ATCC 6538 14 mm Disk difiizyon (Kirbaslar ve

B. cereus ATCC 7064 12 mm ark., 2009)

M. smegmatis CCM 2067 12 mm

L. monocytogenes ATCC 15313 13 mm

Micrococcus luteus La 2971 13 mm

E. coli ATCC 11230 12 mm

K. pneumoniae UC57 13 mm

P. aeruginosa ATCC 27853 12 mm

P. vulgaris ATCC 8427 14 mm

C. albicans ATCC 10231 13 mm

K. fragilis NRRL 70403 15 mm

Debaryomyces hansenii DSM 70238, 14 mm

Hanseniaspora guilliermondii DSM 3432 12 mm

Aspergillus flavus izolat 100 + 00 *Mikrodilisyon, (Singh ve
MIK ark., 2010)

Enterococcus faecium ATCC 19434 2 uL/mL *Mikrodilisyon, (Espina ve

S. aureus ATCC 6538 1 pL/mL MiK ark., 2011)

P. aeruginosa ATCC 10145 5 uL/mL

Salmonella enterica subsp. enterica 5 uL/mL

serovar. enteritidis ATCC 49214 5 uL/mL

E. coli O157:H7 1 uL/mL

L. monocytogenes (izolat)

S. aureus GIM1.14 8.9+ 1.3 mm Disk difiizyon (Gao ve ark.,

B. cereus CMCC 63302 9.3+ 1.2mm 2011)

B. subtilis ATCC 9372 9.8+ 1.6 mm

Enterococcus faecalis ATCC 29212 6.0 £ 0.0 mm

E. coli ATCC 25922 6.0 £0.0 mm

Salmonella lignieres CMCC 50115 7.8 £0.4 mm

P. aeruginosa ATCC 9027 7.8 £0.4 mm

Enterobacter cloacae CMCC 4350 6.0 £ 0.0 mm

Aspergillus flavus AS3.3950 13.6 £ 0.8 mm

A. niger ATCC 16404 6.0 +£ 0.0 mm

Debaryomyces hansenii var. hansenii 10.5+0.5mm

E. coli (izolat) 20 mm Disk difiizyon (Shabnam ve

Salmonella typhii (izolat) 30 mm ark., 2011)

Klebsiella pneumoniae (izolat) 14 mm

E. cloacae (izolat) 10 mm

P. fluorescence (izolat) 20 mm

Proteus myxofaciens (izolat) 25 mm

S. epidermidis (izolat) 30 mm

Streptococcus sp (izolat) 22 mm

Listeria monocytogenes 133 <9mm Disk difiizyon (Settanni ve

S. aureus 473 <9 mm ark., 2012)

Salmonella Newport 50404 inhibisyon yok

E. coli (izolat) 15 mm Agar kuyucuk (Sultana ve

S. aureus (izolat) 16 mm difiizyon ark., 2012)

A. flavus (izolat) 15 mm

A. niger (izolat) 13 mm

A. fumigatus(izolat) 15 mm

C. albicans (izolat) 15 mm

*Mikrodiliisyon, MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
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Cizelge 4. (Devam) Citrus reticulata ugucu yag ile ilgili yaymlanms antimikrobiyal aktivite

calismalan
Mikroorganizma Aktivite sonucu Yontem Kaynak
Fusarium oxysporum CLM No. 1451 EKso= 1521.6 pg/mL  Fumigasyon (Gomes ve
Alternaria alternata CLM No. 1606 EKso=3290.5 pg/mL  testi ark., 2013)
Colletotrichum musae CLM No. 938 EKso=2176.1 pg/mL
E. coli (izolat) 0.18 mg/mL *Mikrodiliisyon,  Johnson ve
P. aeruginosa (izolat) 2.63 mg/mL MiIK ark., 2013
S. typhi (izolat) 2.69 mg/mL
S. aureus (izolat) 0.58 mg/mL
C. albicans (izolat) 0.55 mg/mL
E. coli ATCC 25922 0.18 mg/mL
S. aureus ATCC 25923 0.37 mg/mL
C. albicans ATCC 90028 0.16 mg/mL
Listeria monocytogenes (izolat) 19cm Agar kuyucuk (Javed ve
Corynebacterium minutissimum (izolat) 2.8cm diftizyon ark. 2014)
E. coli (izolat) 4.9cm
Yersinia sp. (izolat) 4.8cm
Klebsiella planticola (izolat) 4.8cm
Aspergillus flavus (izolat) 4.6 cm
A. fumigatus (izolat) 3.4cm
A. niger (izolat) 4.0 cm
S. aureus RCMB 010027 25.4 £0.5 mm Agar kuyucuk (Eldahshan,
S. pyogenes RCMB 010015 27.3 £05 mm diftizyon 2015)
E. faecalis RCMB 010068, 19.6 £0.1 mm
K. pneumonia RCMB 0010093 23.1+£0.6 mm
E. coli RCMB 010055 20.6+£0.3 mm
S. typhimurium RCMB 010072 24.3+0.2 mm

*Mikrodiliisyon, MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu

Deneysel Calismalarda Kullanilan Ucucu Yag Bilesenleri

Materyal olarak kullanilan Farmakope kalitesindeki ugucu yaglarin ana
bilesenlerinden bazilari antimikrobiyal etkinlik ve kombinasyon calismalarinda
kullanilmigtir. Denenen terpenler; bisabolol (3) farnasen (5), 1,8-sineol (6),
(*)- kafur (7), (+)-linalol (8), a-pinen (9), (+)-8-3-karen (10) (-)-p-pinen (12),
R- (+)-limonen (13), y-terpinen (16) ve S-karyofillen (17) olarak siralanabilir:
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Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Bazi Direngli Mikroorganizmalar ve
Patojeniteleri

Son yillarda baz1 insan patojeni bakterilerin metisilin, vankomisin, sefalosporin vb.
gibi yaygin kullanilan antibiyotiklere; bazi maya ve mantarlarin azol, polien vb.
grubu antifungal maddelere kars1 direng¢ gelistirmis olmalar1 antienfektif ve
antimikrobiyal tedavide endise verici ve 6liimlerle sonuglanan boyutlara ulagmistir
(WHO, 2014). Bu bolimde tez kapsaminda ¢alisilan Gram pozitif [Gr (+)]
Staphylococus aureus, Gram negatif [Gr (-)] Escherichia coli ve maya Candida
albicans tiirlerinin kisaca Ozellikleri ve kazandiklar1 antibakteriyel ve antifungal
madde direnci konusunda bilgi verilmistir.

Staphylococcus aureus ve antibiyotik direnci

Mikrobiyoloji: Staphylococcus aureus, Staphylococcaceae familyasindan olup,
hareketsiz, kok formunda Gram pozitif bakteridir. Yaklasik 20 tiirii bulunur.

Patoloji: S. aureus’un cilt, yumusak doku, kemik ve kan dolasimi enfeksiyonlarina
kadar birgok enfeksiyona sebep oldugu gosterilmistir. S. aureus’un gida
zehirlenmesine yol ac¢tig1 ve salgiladigi toksinler ile toksik sok sendromuna neden
oldugu bilinmektedir (DeLeo ve ark., 2010; Stefani ve Goglio, 2010; WHO, 2014).

Epidemiyoloji: Gliniimiizde en ¢ok hastane ve toplumda enfeksiyonlara MRSA’nin
neden oldugu bilinmektedir. Basta Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere bazi
bati lilkelerinde metisilin direngli Staphylococcus aureus 6nemli bir patojen haline
gelmistir (Stefani ve Goglio, 2010).

Escherichia coli ve antibiyotik direnci

Mikrobiyoloji: Enterobacteriaceae familyasina ait fakiiltatif anaerop, cubuk
seklinde olup, Gram negatif bakteridir.

Patoloji: Escherichia coli iginde hastalik yapan pek ¢ok tipinin oldugu ve bu
hastaliklar arasinda basta iiriner sistem enfeksiyonlarinin ilk sirada yer aldigi,
bunun diginda kan dolasimi enfeksiyonlarina, menenjit, peritonit ve septisemi, cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica diinya
capinda en yaygin gida kaynakli patojenlerden biri oldugu bilinmektedir (WHO,
2014).

Epidemiyoloji: Beta-laktam antibiyotiklere kars1 Gram negatiflerde goriilen direng
tiim diinyada ve ililkemizde hizla artmaktadir. Bakteriler bu grup antibiyotiklere en
sik beta laktamaz enzimlerini iireterek direng gelistirmektedirler. Toplum kdkenli
enfeksiyonlarda genislemis spektrumlu S-laktamaz (GSBL) enzimi iiretiminin en
stk E.coli’de oldugu ve 3. kusak sefalosporinlere karsi direng¢ gelisimi olarak
gosterilmistir. E. coli’de florokinonlara da yliksek oranda direng gelisimi
bildirilmistir (Geyik ve ark., 2002; Yetkin ve ark., 2006; WHO, 2014).

Candida albicans ve antifungal ilaglara diren¢

Mikrobiyoloji: Candida albicans, eseyli ¢ogalan, krem ve beyaz renkli diizgiin
kolonilere sahip maya tipi bir mantardir.

Patoloji: Insanlarda oral ve vajinal firsat¢1 enfeksiyonlari olusturan tiir olup en sik
kandidiyazis enfeksiyonuna sebep olan tiirdiir.
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Bu enfeksiyonlarin yiiksek morbidite ve mortaliteye neden oldugu bilinmektedir.
Ayni1 zamanda kan dolagimi enfeksiyon yolu ile kandidemiye neden olmaktadir
(Gow ve Hube, 2012).

Epidemiyoloji: Azol tiirevli antifungal ilaglar genel olarak Candida
enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavide uzun siireli kullanim
nedeniyle de bazi Candida tiirlerinde azollere karsi direng ortaya c¢iktigi
goriilmiistiir. Direncin o6zellikle antifungal tedavide birgok iilkede yaygin olarak
kullanilan flukonazole karsi oldugu belirtilmistir. Son yillarda gelismekte olan
iilkelerde flukonazol ile tedavinin yerini alan yeni smif antifungal ilaglardan
ekinokandin’lere kars1 da direng gelisiminin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (WHO,
2014).

Deneysel Cahismalarda Kullamlan Antibakteriyel ve Antifungal Etken
Maddeler

Diinyanin ilk antibiyotigi olan penisilin, 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan
tesadiifen Penicillium notatum kiifiinden elde edilmistir. Ancak ilacin endiistriyel
tretimi 1941 yilinda biiyiik bir tesiste baslatilabilmistir (Dixon ve Walsh, 1996).
Antifungal etkili maddelerin kesfi, tiretilmesi antibakteriyel maddelerden ¢ok daha
sonra gerceklesmistir. Ik dnemli antifungal ilag olan nistatin, 1949 kesfedilmistir.
Griseofulvin, Penicillium griseofulvum’dan ilk kez 1939°da izole edilmis olmasina
karsin antifungal aktivitesi 1958’de kesfedilebilmistir. Azol tiirevi antifungal ilaglar
ise 1969’a yilina kadar Klinik kullanima girememistir (Dixon ve Walsh, 1996).

Tez kapsaminda Farmakope kalitesinde ve standardinda kullanilan antibakteriyel
maddeler ampisilin, sefuroksim, tekrasiklin ile antifungal maddeler flukonazol ve
nistatinin  6zelliklerinden, antibakteriyel ve antifungal maddelerin etki
mekanizmalarindan kisaca bahsedilmistir.

Ampisilin

Ampisilin  (2S,5R,6R)-6-[(2R)-2-amino-2-fenilasetilamino]-3,3-dimetil-7-okso-4-
tiya-1-azabisiklo[3.2.0]heptan-2-karboksilik asit) (17) bircok bakteriyel enfeksiyon
tedavisinde kullanilmakta olup, penisilin grubu antibiyotikler arasinda yer
almaktadir. Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gosteren genis
spektrumlu antibiyotiktir. Gram pozitif ve negatif bircok mikroorganizmaya kars1
etkilidir. Ampisilin kulak enfeksiyonlari, idrar yollar1 enfeksiyonu, pnomoni
(zatiirre), gonore (bel soguklugu), mide-bagirsak enfeksiyonlari, siniizit, farenjit ve

brongit gibi yaygin {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Anderson ve ark., 2012).

MNHz

H H H
] ~ 5

o] /-—N
o

D
HO
17

16



Sefuroksim

Sefuroksim(6R,7R)-3-[(karbamoiloksi)metil]-7-[(2Z)-2-(furan-2-il) (metoksi-
imino)asetamido]-8-okso-5-tiya-1-azabisiklo[4.2.0]okt-2-en-2  karboksilik asit)
(18) parenteral ya da oral 2. kusak sefalosporin antibiyotiktir. Etkisini bakteri hiicre
duvar sentezinde transpeptidaz enzimlerini inhibe ederek gosterir. Beta laktamaz
enzimlerine dayanikli olduklari i¢in Gram negatif bakterilere ve B-laktamaz enzimi
iiretebilen diger bakterilere karsi etkilidir. Sefuroksim; {ist solunum yollari
enfeksiyonlari, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, {iriner sistem enfeksiyonlari,
kemik ve eklem enfeksiyonlar1 ve kulak enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir
(Anderson ve ark., 2012).
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Tetrasiklin

Tetrasiklin  [(4S,4aS,5aS,6S,12aS)-4-(dimetilamino)-3,6,10,12,12a-pentahidroksi-
6-metil-1,11-diokzo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahidrotetrasen-2-karboksamit] ~ (19)
Streptomyces rimosus isimli bakteri tarafindan iretilen genis spektrumlu
antibiyotik olup hem Gram pozitif hem de Gram negatif mikroorganizmalara kars1
etkilidir. Ayrica diger riketsiya, klamidia, mikoplazma ve amip gibi tiirlere kars1 da
etkindir (Chopra ve Roberts, 2001).

Protein sentezini engelleyerek hiicre biiyiimesini dnler. Bakteri ribozomlarinin 30S
alt iinitelerine baglanir ve amino asil tRNA’nin ribozama baglanmasinin onler.
Bakteriyostatik etkisi vardir. Akne tedavisinde, kronik bronsitte, bruselloz, kolera,
riketsiyal enfeksiyonlar, Lyme hastaliginda, kistik fibrosiz ve {riner
enfeksiyonlarda kullanilmaktadir (Chopra ve Roberts, 2001; Anderson ve ark.,
2012).
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Flukonazol

Flukonazol (2-(2,4-diflorofenil)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol) (20)
ylizeysel ve sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan triazol
antifungal ilagtir. Sitokrom P-450 ve 14-a-demetilaz enzimini inhibe ederek
ergosterol biyosentezini dnlemektedir. Genis spektrumlu antifungal ilag¢lardan olup
cesitli dermatofitlere 6rnegin; Candida, Crytococcus ve agir enfeksiyonlara neden
olan diger mantarlara karsi etkilidir. Flukonazol’iin Kkriptokokkal menenijitin
tedavisinde kismen etkili, Aspergillus tiirlerine ise etki gostermedigi kaynaklarda
belirtilmistir (DiDomenico, 1999; Charlier ve ark., 2006; Hall, 2012).
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Nistatin

Nistatin (1S, 3R, 18S, 19R, 20S, 218, 25R, 27R, 29R, 32R, 33R, 35S, 37S, 38R)-3-
(2R, 3S, 45, 5S, 6R)-4-amino-3,5-dihidroksi-6-metiloksan-2-il) oksi-19, 25, 27, 29,
32,33,35,37-oktahidroksi-18,20, 21-trimetil-23-0kso-22, 39-dioksabisiklo [33.3.1]
nonatriaconta-4, 6, 8, 10, 14, 16-heksaen-38-karboksilik asit (21) polien grubu
antifungal maddelerden olup ergosterole baglanarak hiicre igeriginin sizmasina ve
hiicrenin 6lmesine neden olarak etki gosterir. 1950 yilinda Streptomyces noursei
mantarindan elde edilen ilk antifungal maddedir. Nistatin maya ve maya benzeri
mantarlarin  yaptig1 yiizeyel mukoza deri enfeksiyonlarinda topikal olarak
uygulanir. Ayrica deri ve mukozalarda Candida tiirlerinin olusturdugu
enfeksiyonlarda da kullanilmaktadir. Deri, ag1z, vajinal mukoza ve sindirim sistemi

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir, dermatofitlere kars1 etkisiz oldugu
bilinmektedir (Hall, 2012).
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Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari
Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore su sekilde siniflandirilmaktadir:

1) Bakteri hiicre duvari sentezini bozanlar (Beta laktam antibiyotikler:
penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler),

2) Hiicre zarinin yapisini bozanlar (Polimiksinler; Amfoterisin B, Nistatin,
ketokonazol ve diger imidazoller, flukonazol ve diger triazoller),

3) Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek bozanlar
(Aminoglikozitler, tetrasiklinler, streptomisin, amikasin, eritromisin,
klindamisin, linezolit, kloramfenikol),

4) Niikleik asit (DNA ve RNA yapilarini) sentezini bozanlar (kinolonlar,
rifampisin),

5) Metabolik yollar1 bozanlar (Orn.: Folik asit sentezi; siilfonamit,
trimetoprim) (Kohanski ve ark., 2010).

Hicre zannin
yapisini bozan

Polyenler:
Amfoterisin B
Nistatin
A
Ergosterol
Ergostercl sentezine — Hiicre duvar
etk eden l— sentezini etk
Azoller: eden
Flukonazol Ekinokandinler
Itrakonazol »| Kaspofungin
Katokonazol -I{‘ Mikafungin
Mikonazol 1
Mikleik asit
sentezing etki eden
Flusitozin
Sekil 9. Antifungal maddelerin etki mekanizmalari
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Sekil 10. Antibakteriyel maddelerin etki mekanizmalari
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Ucucu Yag Bilesiklerinin Biyosentezleri ve Biyolojik Etkileri

Ugucu yaglar ve bilesikleri bitkilerden veya bitkisel droglardan distilasyon, sogukta
stkma, ¢oziicii ekstraksiyonu ve sivilastirilmis gazlarla ekstraksiyon gibi yontemler
ile elde edilen 6zel kokulu, ugucu maddeler karisimidir. Ugucu yaglar bitkilerin
cicek, meyve, yaprak, toprak istii kisimlari, kabuk, rizom, kok, odun gibi bir¢ok
farkli organinda bulunabilirler. Ugucu yaglarin ¢6ziiniirliigii genellikle suda az
olup, cogu organik ¢oziiciilerde ve yaglarda daha fazladir (Baser ve Buchbauer,
2010; Raut ve Karuppayil, 2014).

Ugucu yaglar genellikle hidrokarbonlar ve hidrokarbonlarin oksijenli tiirevlerinden
meydana gelirler. Yapisinda alkoller, esterler, asitler, aldehitler, ketonlar, aminler
ve kikiirtlii bilesikler de yer alir. Ugucu yaglarin yapisinda mono, seski ve
diterpenler olmak iizere terpenoitler bulunur ve izopren birimlerinden meydana
gelirler. Bunun disinda fenil propanoitler, yag asitleri, kumarinler, ftalatlar ve
parafinlerde bazi ugucu yaglarda rastlanilmaktadir (Baser ve Buchbauer, 2010).

Terpenlerin biyosentezinde mevalonik asit 6nemli rol oynar. 3 Mol asetik asit’in

birlesmesi ile olusan mevalonik asit, H2O ve CO; kayb1 ile izopren birimlerini
olusturmaktadir (Dewick, 2009).

Ucucu yaglarm antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuvar, antifungal,
antimutajenik, antikanser, insektisit, antidiyabetik, antiprotozoal analjezik
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Shaaban ve ark., 2012; Lang ve Buchbauer, 2012;
Raut ve Karuppayil, 2014; Guimaraes ve ark., 2013).

Ucucu Yag Analizi ve Kromatografisi

Ugucu yaglarin ve ugucu bilesenlerin analizinde ve izolasyonunda ince tabaka
kromatografisi (ITK), sivi kolon kromatografileri (SK) ve gaz kromatografisi (GK)
gaz kromatografisi, kiitle spektrometresi (GK/KS) gibi sistemler kullanilmaktadir.

ITK eski tekniklerden olup, ugucu yaglarm analizinde uzun siiredir
kullanilmaktadir. ITK bilesiklerin belirlenmesi ve safligini test etmek icin
kullanilan hizli ve ucuz bir yontemdir. Diger analizler i¢in gerekli 6n bilgileri
saglayan yaygin olarak kullanilan bir 6n tekniktir. Ayrica saflagtirma tekniklerinde
preperatif ince tabaka kromatografisi de kullanilmaktadir (Baser ve Buchbauer,
2010).

Kolon kromatografisi ugucu yaglarin fraksiyonlanmasinda kullanilan yontemlerden
birisidir. Ugucu maddeler n-pentan, petrol eteri, n-hekzan gibi ¢oziiciilerle izokratik
eliisyon uygulanabildigi gibi artan polariteli ¢oziicii karisimlari ile gradient eliisyon
uygulanarak fraksiyonlanabilir. Ugucu yaglardan madde izolasyonu ve saflagtirma
tekniklerinde kolon kromatografisine ek olarak, flash kolon kromatografisi, modern
yiiksek basingli sivi kromatografisi, vakum sivi kromatografisi gibi teknikler de
kullanilmaktadir (Kubeczka, 2010; Changming, 2012).

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GK/KS) ugucu yaglarin Kimyasal
analizinde yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisidir. Ucucu madde
karisimlarinin kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesinde kullanilan kesin ve etkili
bir tekniktir.
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Ucucu Yag Antimikrobiyal Yontemleri

Ucucu yaglarn in vitro antibakteriyel ve antifungal etkinligini saptamak amaciyla
bircok aktivite testi kullanilmaktadir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI ve
EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi) gibi
organizasyonlarin belirlemis oldugu standartlar 6l¢iistinde veya uyarlanmis edilmis
sekillerde uygulanmaktadir. Bu kisimda wugucu yaglarin antimikrobiyal
etkinliklerinin degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerden kisaca bahsedilmistir.

Difiizyon Testleri
Disk difiizyon testi

Ugucu yagin belli kosantrasyonunu igeren steril kagit diskler test edilecek
mikroorganizmanin inokiile edildigi kati besiyerlerine yerlestirilir. Belirli bir
inkiibasyon siiresinden sonra ugucu yagin inhibitor konsantrasyonlarinin saglandigi
diskin cevresinde iireme goriilmez. Inhibisyon zonunun ¢ap1 mm cinsinden &lgiiliir.
Ucucu yaglarin ¢Oziiniirliik problemlerinin bulunmasit ve zor gelisen bazi
mikroorganizma tiirlerinden dolay1 test sonuglarinin degerlendirilmesinde bazi
dezavantajlara sahiptir (Wanger, 2007; Valgas ve ark., 2007; Das ve ark. 2010).

Agar difiizyon testi

Agar difiizyon tekniginde, besiyeri tizerine, belirli ¢capta agilan kuyucuklara ugucu
yag veya ucucu yag bilesenleri konulmaktadir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
kullanilan madde etkili ise g¢ukurlarin etrafinda liremenin olmadigr gdsteren
inhibisyon zonlar1 olugsmaktadir. Olusan inhibisyon zonlar1 dlgiilerek
degerlendirilmektedir (Wanger, 2007; Valgas ve ark., 2007; Das ve ark. 2010).

Diliisyon Testleri

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin tiremesini inhibe
etmek veya 6ldiirmek i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in
uygulanir. Dillisyon testleri "tiip dillisyon" ve "agar diliisyon" olmak {izere iki
sekilde uygulanmaktadir (Das ve ark. 2010).

Tiip diliisyon

Bu yontemle daha ¢ok antimikrobiyal maddelerin MIK (minimum inhibisyon
konsantrasyon) ve/veya MBK (minimum bakterisidal konsantrasyon) degerleri
belirlenmeye calisilir. Mikrodiliisyon ve makrodiliisyon olarak
uygulanabilmektedir. Makrodiliisyonda test tiipleri kullanilirken, mikrodiliisyon
yonteminde 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmaktadir. Test edilecek madde
uygun bir ¢oziiclide ¢oziindiikten sonra, siv1 besiyerinde 2 kat azalan diliisyonlar
yapilir. Mikroorganizmanin standart bir yogunlugu hazirlanarak hazirlanan bu seri
dilisyonlara esit miktarda ilave edilir. Besiyerleri 35°C'de 24 saatlik
inkiibasyondan sonra bakteri liremesini gosteren bulaniklik yoniinden incelenir.
Mikroorganizmanin iiremesini onleyen, gozle goriiniir bir bulanikligin olmadigi en
diisiik madde konsantrasyonu, MIK olarak degerlendirilir (Das ve ark. 2010; Nasir
ve ark., 2015).
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Agar diliisyon

Agar diliisyon yonteminde, madde diliisyonlar1 agar igine konularak Petri
plaklarina dokiiliir. Boylece her Petri plaginda farkli madde konsantrasyonlari
bulunur. Bu yontem igin de genellikle 6nerilen besiyeri Mueller-Hinton Agar’dir.
Daha sonra agar yiizeylerine mikroorganizma yogunlugu standardize edilerek
inokiilasyon islemi yapilir. Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle
inkiibe edilir. MiK degeri iiremenin engellendigi en diisiik madde konsantrasyonu
olarak belirlenir (Das ve ark. 2010).

Biyootografi (ITK) Yéntemi

Bu yontem, ugucu yag veya karisimlardaki antimikrobiyal etkili bilesiklerin ITK
plaklart {izerinde go6zlenmesi prensibine dayanir. Silikajel GF2ss aliiminyum
destekli plaklar uygun élgiilerde kesilir, drnekler ITK plagina uygulanarak uygun
¢oziicti karisiminda develope edilir ve orneklerin diizgiin bir sekilde ayrilmasi
saglanir. Plak, tabaninda Nutrient agar bulunan petriye aseptik kosullar altinda
yerlestirilir. Bir gece Onceden hazirlanan mikroorganizma kiiltiirli, 6nceden
hazirlanan yumusar agar McFarland No: 0.5 tiipline gore standardize edilir. Su
banyosunda 42-45 °C arasinda donmasi engellenen, mikroorganizma ile inokiile
edilmis erimis agar, ITK plaginin petriye yerlestirilmesinden sonra, plagin iizerine
ince bir film olacak sekilde dokiiliir. Uygun sicaklikta 18-24 saat inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda dnceden hazirlanmis ve reaktif piiskiirtiilmiis
referans plakla karsilastirilarak, iizerinde tiremenin olmadigi alanlar ve bunlara
karsilik gelen lekeler incelenerek kaydedilir (Rahalison ve ark.1991; Sarker ve ark.,
2006; Godal ve ark., 2013).

Antimikrobiyal Kombinasyon Calismalari

Antimikrobiyal maddelere kars1 diren¢ olusumu nedeni ile tedavide kombinasyon
tedavileri uygulanmaktadir. Antimikrobiyal genel kombinasyon tedavisine 6rnek
olarak Helicobacter pylori i¢in uygulanan antibiyotik tedavi seklini verebiliriz.

H. pylori tedavisinde kullanilan kombinasyon iiriinlerine 6rnek olarak; Helidac 3’li
kombinasyon (bizmut subsalisilat + metronidazole + tetrasiklin), Pylera (bizmut
substrat potasyum + metronidazol + tetrasiklin) ve Prevpac (klaritromisin +
amoksisilin + proton pompasi inhibitorii) (Chey ve ark., 2007; Malfertheiner ve
ark., 2007) verilebilir.

Ugucu yaglar ve standart ilag etken maddeleri ile kombinasyon ¢alismalari gesitli
sebeplerden dolayi tercih edilmeye baslanilmistir;

e Genis bir antimikrobiyal spektrum saglamak, ozellikle mikroorganizma
hiicresinde farkli hedef bolgeleri etkilemek,

e Kombinasyonda standart ilag¢ etken maddelerini diisitk dozda kullanarak olasi
toksik etkiyi azaltmak,

e Direng gelistirmis mikroorganizmalara karsi direng gelisimini azaltmak,
ozellikle ugucu yaglarin mikroorganizma da spesifik resistant bolgelere etki
edebilecek alternatif olarak diigiiniilmesi,

¢ Belli bir mikroorganizma tizerinde tek bir standandart ila¢ etken maddesi ile
saglanan inhibitdr ve bakterisit etkinin artirilmasi,
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e Tek bir standart ilag etken maddesinin etkili olmadigi polimikrobiyal
enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif kaynaklar bulmak gibi giincel
caligmalara rastlanmaktadir (Eliopoulus and Moellering, 2000; Langeveld,
2012).

Kombinasyon g¢aligsmalarinda (Berenbaum, 1977; Eliopoulus ve Moellering, 2000;
Odds, 2003) kullanilan maddeler arasinda 4 farkl etkilesimden s6z edilmektedir:

1) Sinerjik etki (Artan etki): Ilaclarin veya maddelerin tek baslarma
kullanildiklarinda elde edilen etkilerin toplamindan daha fazla etki elde
edilmesidir (6rn.: 1 +1 > 2).

2) Aditif etki (Toplam etki): Ilaglarin tek baslarina kullanildiklarinda elde
edilen etkilerin toplamina esit bir etki elde edilmesidir (6rn.: 1 + 1 = 2).

3) Bagimsiz etki (Farksiz etki, etkilesim yok): Iki ilacin kombinasyonundan
elde edilen sonug, bunlardan en etkin olan ilacin sonucundan farksiz
olmadiginda etkilesim yok seklinde degerlendirilir (6rn.: 1 +1 = 1),

4) Antagonistik etki (Karsit etki, etki azalmasi): Antibiyotikler tek baslarina
kullanildiklarinda elde edilen etkilerin toplamindan daha diistik etki elde
edilmesidir (6rn.: 1 +1=<1).

Kombinasyon Yontemleri
Dama tahtasi

Kombinasyon  caligsmalarinin  arastirllmasinda  birden  fazla  yontem
kullanilmaktadir. En ¢ok uygulanan yontemlerden biri dama tahtasi yontemidir.
Mikrodiliisyon esasina dayanan kombinasyon testlerinden birisidir. Kombinasyon
etkinlikleri arastirilacak maddelerin farklt konsantrasyonlar1 hazirlanir ve
degerlendirilir (Eliopoulos ve ark., 1988; Eliopoulos ve ark., 1982; VVuuren ve ark.,
2007; Verma, 2007; Panda, 2012).

Hazirlanan maddelerden biri 96 kuyucuklu mikroplaka iizerinde yatay olarak,
digeri ise dikey yonde konulur. Uremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonun
oldugu MIK degerleri baz alinir.

Dama tahtasi yontemi sonuglariin degerlendirilmesinde isobologram ile grafiksel
gosterim ya da fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu indeksi (FIKi) hesaplanir.
Antimikrobiyal maddelerin kombinasyondan elde edilen MIK degerleri ile tek
baslarina olan MIK degerleri oranlanarak, fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu
(FIK) degerleri bulunur. Daha sonra kombinasyondaki tiim maddelerin FIK
degerleri toplanarak FIK indeksi (XFIK) hesaplanur.

FiK indeksi (3 FiK)igin su formiil kullanilur:
S Fik= FIKX + FIKY (Formiil 1)

F[:KXI Kombinasyondaki (X’in MIK degeri) / X'in tek basina elde edilen M[K degeri
FIKY= Kombinasyondaki (Y nin MIK degeri) / Y’in tek basina elde edilen MIK degeri

Bu yontemde asagidaki degerler baz alinarak tanimlanmaktadir:

Sinerjik etki: TFIK <05
Aditif etki: SFIK>0.5ve<1
Bagimsiz etki: TFIK=>1-<4
Antagonist etki: T FIK >4
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Zamana bagh éldiirme egrisi (Time kill curve)

Antimikrobiyal etkilesimi zamana bagli olarak ortaya koyan ve test edilen
kombinasyonun mikrobisidal aktivitesini olgen bir yontemdir. Bu yontemde
standart hiicre siispansiyonu farkli zaman araliklarinda (0., 3., 6., 12. ve 24. h) ilag
kombinasyonlarimin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilir ve belirlenen zaman
araliklarinda besiyerine pasaj yapilarak inkiibasyona birakilir. Her zaman araligi
icin canli kalan hiicreler hesaplanir ve test edilen her ila¢ konsantrasyonu igin
oldiirme-zaman egrisi elde edilir (Eliopoulus and Moellering, 2000).

E-test

E-testi azalan konsantrasyonlarda standart ilag etken maddesi igeren plastik bir
seridin belli bir yogunlukta mikroorganizma igeren agar plakalara yerlestirilip MIK
belirlenmesine olanak saglayan bir yontemdir. Plaklar 18-24 s siireyle 35 °C'de
inkiibe edilir. Agar yiizeyinde iireme inhibisyon zonu ile antimikrobiyal madde
emdirilmis serit {izerindeki kesistigi noktadan MIK degeri belirlenir (Wanger,
2007).

Ucucu Yag ve Standart ila¢ Etken Madde Kombinasyonlari

Antimikrobiyal maddelerin bilingsiz ve yanlis kullanilmasi mikroorganizmalarda
antimikrobiyal diren¢ gelismesine sebep olmaktadir. Direngli mikroorganizmalarin
sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi daha zor ve pahali olmakta ayrica 6lim
oranlarinda artisa neden olmaktadir. Antibiyotik tiikketimi 2000-2010 yillar
arasinda diinya genelinde % 36’lik bir artig gosterdigi bildirilmistir. Yeni kusak
antibiyotiklerin kullaniminda % 45 artis oldugu ortaya konmustur. Amerika’da her
yil 2 milyondan fazla kisginin antibiyotige direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlara yakalandigi, bu yiizden her yil en az 23000 kisinin hayatini
kaybettigi ve yaklasik tedavi maliyetinin de 20 milyon USD buldugu agiklanmigtir
(http-5).

Gilinimiizde mevcut antibiyotik ve antifungal maddelere direngli olan
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarda tedavi orani diigiik olmaktadir.
Bu sebeple de kimyasal sentetik maddeler yerine yeni dogal madde arayislari 6nem
tasimaktadir. Antimikrobiyal direncin onlenmesinde bir¢ok yeni dogal tedavi
yaklagimlart s6z konusudur: Asilar, bakteriyofajlar, sitokinler, probiyotikler,
arkeosinler (Archaea grubu mikroorganizmalardan elde edilmekte), eser elementler
(selenyum, ¢inko) kullanimlart seklindedir (Ogbodo ve ark., 2011; Upadhyay,
2011).

Bitkisel kaynaklar insanlar tarafindan kullanimlarindan dolay1 bu anlamda avanta;
tasimaktadir. Ozellikle ugucu yaglarin ¢ok bilesenli kimyasal igeriklerinin olmasi
ve kompleks etki mekanizmalari ile standart ilag etken maddelerine gore avantaj
saglamaktadir. Bu sebeple antimikrobiyal dirence bagh ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde etkin ve yan etkileri daha az olarak rol oynayabilir (Farnsworth, 1990).

Antimikrobiyal etkileri ve kompleks yapilar1 bilinen ugucu yaglarin standart ilag
etken maddeleri ile ilgili kombinasyon ¢alismalari son yillarda giderek artmaktadir
(Aleksic ve ark., 2014; Tejeswini ve ark., 2014; Veras ve ark., 2012).

Cizelge 6.’da ugucu yag ve antifungal madde / ugucu yag ve Cizelge 7.’de ise
antibakteriyel madde ile giincel literatiirde yapilmis kombinasyon c¢alismalari
derlenip listelenmistir.
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Cizelge 5. Ucucu yag ve bilesenleri ile antifungal madde kombinasyonlari iizerine yapilmis

calismalar
Ucucu yag/bilesen Antifungal Maya / Mantar Kaynak
madde Tiirleri
Geraniol Ketokonazol Aspergillus niger ATCC 9029 (Shin, 2003)
Sitronellol
Pelargonium Amfoterisin B A. flavus YUFE 1030
graveolens
Agastache rugosa Ketokonazol Aspergillus niger KCCM 11239, A. (Shin, 2004)
flavus KCCM 11453, Trichoderma
viride KCCM 11246, C. albicans,
KCCM 11282, C.utilis KCCM
11356, C. tropicalis, KCCM1257
Cryptococcus neoformans KCCM
50564, Trichosporon
mucoides KCCM50570,
Trichophyton tonsurans, KCCM
11866, B. capitatus KCCM 5027
Pelargonium Ketokonazol Trichophyton erinacei KCCM (Shin ve ark.,
graveolens 60411 2004)
T. mentagrophytes KCCM11950
Sitronellol T. rubrum ATCC 6345
T. tonsurans KCCM 11866
Geraniol T. schoenleinii KCCM 60477
T. soudanense KCCM 60448
Cinnamomum cassia  Amfoterisin B C. albicans ATCC 90029 (Giordani ve
ark., 2006)
Allium sativum for. Ketokonazol Trichophyton rubrum (Pyun ve ark.,
pekinense, T. erinacei 2006)
Allium cepa, T. soudanense
Allium fistulosum izolat
Eucalyptus globulus, Ketokonazol C. albicans KCCM 11282 (Lim, 2008)

1,8-sineol

utilis KCCM 11356

tropicalis KCCM 12578
erinacei KCCM 60411
mentagrophytes KCCM 11950

schoenleinii KCCM 60477
soudanense KCCM 60448
tonsurans KCCM 11866

Oliveria decumbens

Amfoterisin B

C.

C.

T.

T.

T. rubrum ATCC 6345
T.

T.

T.

C. albicans, Aspergillus flavus,
A.

(Mahboubi ve

niger izolat ark., 2008)
Melaleuca Amfoterisin B C. albicans NRRLY 27077 (Rosato ve
alternifolia NRRLY 12983, NRRLY-869 ark., 2008)
Origanum vulgare . krusei NRRLY 7179,
Pelargonium . parapsilosis NRRLY 22019
graveolens . tropicalis NRRLY 404

. guillermondi NRRLY 324
. glabrata NRRLY 6,

. albicans ATCC 10231

. tropicalis ATCC 750

O0O00O0O0O0

25



Cizelge 5. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antifungal madde kombinasyonlari iizerine

yapilmis ¢caliymalar

Ligusticum Ketokonazol Trichophyton erinacei rophytes (Sim ve ark., 2008)
chuanxiong Itrakonazol KCCM 11950
T. rubrum ATCC 6345
T. schoenleinii KCCM 60477
T. soudanense KCCM 60448
T. tonsurans KCCM 11866
Origanum vulgare Nistatin C. albicans NRRLY 417, ATCC (Rosato ve ark.,
Pelargonium 24433, ATCC 90028, NRRLY 2009)
graveolens 27077, NRRLY 12983, ATCC
Melaleuca 10231, ATCC 14053,
alternifolia C. krusei NRRLY 7179,
C. tropicalis ATCC 750
Melaleuca Amfoterisin B C. albicans ATCC 10231 (Van Vuuren ve
alternifolia, ark., 2009)
Thymus vulgaris
Mentha piperita
Rosmarinus
officinalis
Ojenol Flukonazol Flukonazol duyarli / direngli (Ahmad ve ark.,
Candida klinik izolatlar1 2010)
Metil 6jenol (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis C. parapsilosis C. krusei)
Ocimum sanctum Flukonazol C .albicans ATCC 90028, (Amber ve ark.,
Ketokonazol C. tropicalis ATCC 750, 2010)

C. glabrata ATCC 90030

Myrtus communis Amfoterisin B

Klinik izolat Aspergillus flavus, A.
niger ATCC 16404, A. parasiticus
ATCC 15517, Klinik izolat C.

albicans, C. albicans ATCC 10231

(Mahboubi ve
ark., 2010)

Bergamot Alman Amfoterisin B
Papatyasi, Roman
Papatyasi, Misk
adagay1, Okaliptus,
Ardig, Lavanta,
Limon, Melisa,
Neroli, Portakal,
Nane, Giil, Vetiver,
1,8-sineol, Sitral,
Sitronellol,
Sitronellal, Ojenol,
Farnesol, Geraniol,
Limonen, Linalol,
a-Pinen

C. albicans FHO1,
C. albicans IFM40009
C. tropicalis NAO1

(Nozaki ve ark.,
2010)
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Cizelge 5. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antifungal madde kombinasyonlari iizerine
yapilmis ¢calismalar

Rosmarinus Nistatin Saccharomyces cerevisiae (Toroglu, 2011)
officinalis, WET 136,

Coriandrum Kluvyeromyces fragilis

sativum, DC 98

Micromeria

fruticosa,

Cumium

cyminum,

Mentha piperita

Cinnamomum Klotrimazol  Izolatlar; Trichophyton (Abdel-Aziz, 2012)

verum

mentagrophytes,
Microsporum canis,

T. rubrum, T. verrucosum,
Epidermophyton floccosum

Echinophora

Amfoterisin B

C. albicans ATCC 10231, (Saei-Dehkordi ve ark.,

platyloba C. tropicalis ATCC 13801, 2012)
Rhodotorula rubra
PTCC 5076,
R. mucilaginosa ATCC 2503

Satureja Flukonazol, C. albicans ATCC 10231, (SiavashSaei-Dehkordi ve

khuzestanica

Amfoterisin B

C. tropicalis ATCC 13801
Rhodotorula mucilaginosa
ATCC 2503,

R. rubra PTCC 5076

ark., 2012)

Otacanthus Ketokonazol Microsporum gypseum, (Houel ve ark., 2014)
azureus Flukonazol Microsporum canis,
Itrakonazol T. tonsurans LMGO 45,
T. rubrum LMGO 6,
T. mentagrophytes
LMGO 1931
Mentha Flukonazol C. albicans izolat Stringaro ve ark, 2014)
suaveolens Mikafungin
Chenopodium Flukonazol C. albicans CCMM L4 (Brahim ve ark., 2015)
ambrosioides var. C. glabrata CCMM L7
ambrosioides C. krusei CCMM L10,
C. parapsilosis CCMM L18
Thymus magnus, Okzasilin, Streptococcus pneumoniae (Shin ve ark., 2005)
T.quinquecostatus  Norfloksasin KCCM 49619,
Kanamisin S. aureus ATCC 29213,
stilfat Salmonella enteritidis

Streptomisin

KCCM 12201,
S. typhimurium
KCCM 11862
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Cizelge 6. Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine yapilmis

calismalar

Ucucu yag/bilesen

Antibakteriyel

madde

Bakteri Tiirleri Kaynak

Teucrium polium,
Thymbra spicata L.
var. spicata,
Ocimum basilicum,
Foeniculum vulgare

Gentamisin
Sefalotin
Seftriakson

Micrococcus luteus LA 2971,
Bacillus megaterium NRS,

B. brevis FMC 3,
Enterococcus faecalis

ATCC 15753, Pseudomonas
pyocyaneus DC 127,
Mycobacterium smegmatis
CCM 2067, E. coli DM,
Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Yersinia enterocolitica
AU 19,

Staphylococcus aureus
Cowanl,

Streptococcus faecalis DC 74,
S. cerevisiae WET 136,
Kluvyeromyces fragilis DC 98

(Toroglu ve ark.,
2005)

Laurus nobilis,
Zingiber officinale

Gentamisin
Sefalotin
Seftriakson

Micrococcus luteus LA 2971
Bacillus megaterium NRS

B. brevis FMC 3
Enterococcus faecalis
ATCC15753, Pseudomonas
pyocyaneus DC 127,
Mycobacterium smegmatis
CCM 2067, E. coli DM,
Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Yersinia enterocolitica
AU 19, S. aureus Cowanl,,
Streptococcus faecalis DC 74,
S. cerevisiae WET 136,
Kluvyeromyces fragilis DC 98

(Toroglu ve ark.,
2006)

Mentha piperita,
Mentol

Oksasilin
Norfloksasin
Eritromisin

Streptecoccus pnemoniae
KCCM 40410,
S. pnemoniae KCCM

(Choi, 2007)

Rosmarinus
officinalis

Salvia officinalis
Origanum vulgare
Thymus serpyllum
Pelargonium
graveolens
Myrtus communis
Karvakrol

Timol

Okaliptol
Sitronellol

Norfloksasin

Bacillus cereus ATCC 11778,
B. subtilis, ATCC 6633,

E. coli ATCC 35218,

S. aureus ATCC 6538,

S. aureus ATCC 29213

(Rosato ve ark.,
2007)
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Cizelge 6. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine

yapilmis ¢caliymalar

trans- Klindamisin Clostridum difficile izolat (Shahverdi ve ark.,
Sinnamaldehit 2007)
Thymus eigii Vankomisin Micrococcus luteus LA (Toroglu, 2007)
Eritromisin 2971, Bacillus megaterium
NRS, B. brevis FMC 3,
Enterococcus faecalis
ATCC 15753,
Pseudomonas pyocyaneus
DC 127, Mycobacterium
smegmatis CCM 2067,
E. coli DM, Aeromonas
hydrophila ATCC 7966,
Yersinia enterocolitica AU
19, Staphylococcus aureus
Cowan 1, Streptococcus
faecalis DC 74,
Saccharomyces cerevisiae,
WET 136, Kluvyeromyces
fragilis DC
Origanum Seftriakson, E. coli klinik izolat (Si ve ark., 2008)
vulgare Seftazidim,
Sefotaksim
Aztreonam
Ojenol Penisilin E. coli NCIM 2931, (Hemaiswarya ve ark.,
Ampisilin, Enterobacter aerogenes 2009)
Oksasilin, NCIM 5139,
Eritromisin, Proteus vulgaris NCIM
Polimisin B 2813,
stilfat, Salmonella typhimurium
Tetrasiklin, NCIM 2501,
kloramfenikol Pseudomonas aeruginosa
Vankomisin NCIM 5029
Rifampin
Norfloksasin
Artemisia Oksasilin S. aureus CCARM 0027, (Chung ve ark., 2009)
iwayomogi CCARM 3511, CCARM
Vulgaron B 3523, Salmonella
enteritidis KCCM 12201,
CCARM 8010, CCARM
8011,
S. typhimurium KCCM
11862, CCARM 8007 ve
CCARM 8009
Karvakrol Nalidiksik asit E. coli, E. coli 078, (Choi ve ark., 2009)

S. typhimurium, S. derby,
S. enteritidis, S. minesota,
Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae
izolat
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Cizelge 6. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine
yapumis ¢calismalar

Thymus Ampisilin S. aureus ssp. aureus DSM (Iten ve ark., 2009)
vulgaris Gentamisin 799, S. epidermidis DSM

20044, S. saprophyticus DSM

20229, K. pneumoniae ssp.

pneumoniae DSM 681,

E. coli ATCC 25922
Croton Gentamisin P. aeruginosa ATCC 15442, (Rodrigues ve ark., 2009)
zehntneri Tetrasiklin S. aureus ATCC 12692
Melaleuca Siprofloksasin ~ S. aureus ATTC 25923, (Van Vuuren ve ark., 2009)
alternifolia, K. pneumoniae NCTC 9633,

Thymus vulgaris
Mentha

C. albicans ATCC 10231

piperita,
Rosmarinus
officinalis
Zataria Vankomisin MRSA ve MSSA S. aureus (Mahboubi ve ark., 2010)
multiflora
Rosmarinus Gentamisin Micrococcus luteus LA 2971, (Toroglu, 2011)
officinalis Sefalotin Bacillus megaterium NRS,
Coriandrum Seftriakson B. brevis FMC 3,
sativum Enterococcus faecalis ATCC
Micromeria 15753, Pseudomonas
fruticosa, pyocyaneus DC 127,
Cumium Mycobacterium smegmatis
cyminum CCM 2067, E. coli DM,
Mentha piperita Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Yersinia enterocolitica
AU 19,
S. aureus Cowan 1,
Streptococcus faecalis DC 74
Coriandrum Sefoperazon Acinetobacter baumannii (Duarte ve ark., 2012)
sativum Kloramfenikol LMG 1025,Acinetobacter
Siprofloksasin  baumannii LMG 1041
Gentamisin
Tetrasiklin
Piperasilin
Thymus Siprofloksasin  E. coli K12 W1130, (Fadli ve ark., 2012)
maroccanus, Gentamisin Salmonella sp. CCMM B17,
Thymus Pristinamisin Enterobacter cloacae,
broussonetii Sefiksim Klebsiella pneumoniae, Vibrio
cholerae, P. aeruginosa, B.
subtilis ATCC 9524, B. cereus
ATCC 14579, Micrococcus
luteus ATCC 10240,
S. aureus Klinik izolat
Citrus limon Gentamisin Acinetobacter spp. (Guerra ve ark., 2012)
Cinnamomum Amikasin
zeylanicum Imipenem
Meropenem
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Cizelge 6. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine
yapilmis ¢caliymalar

Satureja

khuzestanica

Siprofloksasin

S. aureus ATCC 2228,
Listeria monocytogenes
ATCC 19118, Bacillus
cereus ATCC 11778,

B. subtilis ATCC 12711,

S. pneumoniae ATCC
33400, E. coli 0157:H7
ATCC 43895, Salmonella
typhimurium ATCC 14028,
P. aeruginosa ATCC 9027,
K. pneumoniae ATCC10031

(SiavashSaei-Dehkordi ve
ark., 2012)

Myrtus Polimiksin B Acinetobacter baumannii (Aleksic ve ark., 2014)
communis Siprofloksasin izolat
Thymus Kloramfenikol E. coli ATCC 25922, (Hlic ve ark., 2014)

glabrescens

K. pneumonia ATCC
700603, Proteus mirabilis
ATCC 12453, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus

ATCC 29213
Tetraclinis Amoksisilin Salmonella enterica E32, (Djouahri ve ark., 2014)
articulata Klebsiella pneumoniae CIP
8291, Listeria
monocytogenes CIP 82110,
Staphylococcus aureus CIP
7625, P. aeruginosa CIPA
22, E.coli ATTC 10536
Thyme Piperasilin Pseudomonas aeruginosa (El-Hosseiny ve ark., 2014)
Marjoram Sefepim
Sage Meropenem
Gentamisin
Norfloksasin
Thymus Kloramfenikol E. coli AG100, (Fadli ve ark., 2014)
riatarum Norfloksasin E. coli K-12,

Salmonella CCMM B17,
Enterobacter cloacae klinik
izolat, E. aerogenes
EAEP289, ¢oklu ilag
direngli klinik izolat,
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
klinik izolat, Bacillus
subtilis ATCC 9524,

B. cereus ATCC 14579,
Micrococcus luteus ATCC
10240, S. aureus CCMM B3
(laboratuvar koleksiyonu)
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Cizelge 6. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine
yapilmis ¢caliymalar

Elletaria Amoksisilin MRSA S. aureus 37, S. aureus  (Gradinaru ve ark., 2014)
cardamomum Siprofloksasin 4185, S. aureus ATCC 25923

1,8-Sineol

Thymus Sefiksim S. aureus CCMM B3, (Kasrati ve ark., 2014)

saturejoides

Micrococcus luteus ATCC
10240, B. cereus ATCC
14579, L. monocytogenes
ATCC 19115, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae (Klinik
izolat)

Cardamom
(Kakule)

Fennel (Rezene)
Coriander (Kisnis)
Caraway(Kimyon)
Ajowan (Ajovan)

Siprofloksasin
Streptomisin

S. aureus,

Bacillus subtilis,

E. coli, P.aeruginosa
izolat

(Mazumder ve ark. 2014)

Eucalyptus Gentamisin Pseudomonas aeruginosa (Pereira ve ark., 2014)
globulus

Lavandula Piperasillin E. coli J53 R1 (Yap ve ark.,2014)
angustifolia

Chenopodium

ambrosioides var.

ambrosioides

Siprofloksasin
Kanamisin
Sefiksim

S. aureus CCMM B3, M. luteus
ATCC 10240, B. cereus ATCC
14579 E. coli ATCC 25922,

P. aeruginosa ATCC 27853,

K. pneumoniae klinik izolat,

C. albicans CCMM L4,

C. glabrata CCMM L7,

C. krusei CCMM L10,

C. parapsilosis CCMM L18

(Brahim ve ark., 2015)

Karvakrol

Eritromisin

32 adet eritromisin direngli
Streptococcus pyogenes izolat

(Magi ve ark., 2015)

Alpinia zerumbet

Neomisin
Amikasin
Kanamisin
Gentamisin

S. aureus ATCC 12692,

S. aureus ATCC 12624,

S. aureus 358, Bacillus cereus
ATCC 33018, Listeria
monocytogenes ATCC 19117,
P. aeruginosa ATCC 15442,
E. coli ATCC 25922, E. coli 27,
Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, Shigella flexneri ATCC
12022, Aeromonas caviae
ATCC 15468,

Vibrio colareae ATCC 15748

(Mendes ve ark., 2015)

Thymus
glabrescens
Geraniol
Timol

Tetrasiklin

E. coli ATCC 25922,

K. pneumoniae ATCC 700603
P. mirabilis ATCC 12453

P. aeruginosa ATCC 27853
S. aureus ATCC 29213

(Miladinovic ve ark.2015)
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Cizelge 6. (Devam) Ucucu yag ve bilesenleri ile antibakteriyel madde kombinasyonlari iizerine
yapumis calismalar

Salvia officinalis ~ Sefriakson MRSA S. aureus (Milenkovic ve ark., 2015)
Siprofloksasin
Gentamisin

Timol Streptomisin L. monocytogenes CMCC (Liu ve ark., 2015)

Ojenol 54004, S. typhimurium SL1344

Sinnamaldehit

In vitro Toksisite Test Calismalar:

Antimikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde yeni, etkin ve diisiik toksisiteye sahip
bilesiklerin gelistirilme siirecinin erken donemlerinde yeni aday bilesiklerin saglikli
hiicrelerde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Genotoksik
ve sitotoksik etkiler, ila¢ adaylarinin potansiyel olarak insanlarda
kullanilabilirliklerinin en 6nemli basamagini olusturmakla birlikte klinik oncesi
giivenilirlik ¢aligmalarinda belirlenmektedir. Bu etkilerin belirlenmesinde in vitro
sistemler biiyiik 6nem tagimaktadir. In vitro hiicre temelli toksisite testleri ile aday
bilesiklerin olas1 giivenilirlik sorunlar1 erken doénemde belirlenebilmektedir

(Pohjala ve ark., 2007; Thybaud ve ark., 2007; Huang ve ark., 2008).

Toksisite testlerinin amaci kimyasal maddelerin biyolojik sistemlerde meydana
getirdigi zararl etkileri saptamak, toksisiteyi hangi kosullarda meydana getirdigini
belirlemek ve doz-cevap iligkisini belirlemektir. Toksisiteyi etkileyen temel

faktorler toksik maddenin dozu, verilis yolu, temas siiresi ve sikhigidir (MVural,
2005).

Herhangi bir ilacin belli organ veya dokular ilizerine zararhi etkileri, kanserojen,
mutajen veya teratojen etkilerinin olup olmadigini saptamaya yonelik alternatif
testler gelistirilmektedir. Bunun i¢in ¢ok sayida insan ve hayvan hiicre kiiltiir
modelleri kullanilmaktadir (Vural, 2005).

Ucucu Yag Toksisite Calismalar:

Bilindigi gibi, ugucu yag ve ugucu yag bilesenlerinin giinliik hayatta kozmetik, ilag,
gida gibi ¢cok yaygin kullanim alanlart mevcuttur. Gida endiistrisinde aroma olarak,
kozmetik endiistrisinde koku diginda fonksiyonel temizlik, sa¢ ve cilt bakim
iiriinlerinde sik kullanim alanlarma sahiptir. Ilag olarak ve aromaterapide de
kullanilan ugucu yaglar ve bilesenleri bir¢ok farkli uygulama sekillerinde (6zellikle
inhalasyon ve dermal uygulamalar) cilt hassasiyeti, genotoksisite, ndrotoksisite ve
reprodiiktif toksisiteye sebep olabilirler bu nedenle terapotik amagli olarak
kullanilan ugucu yaglarin kimyasal kalitesi kadar giivenliligi de onem tagimaktadir
(Tisserand ve Young, 2014).

Ugucu yag bilesenlerinin kompleks kimyasal yapilarindan dolay1 potansiyel alerjen
ve toksik etkileri olasidir. Farkli oranlarda ve karsim halinde hidrokarbonlar,
alkoller, fenoller, aldehitler, ketonlar, esterler, eterler, peroksitler, laktonlar,
karboksilik asitler, siilfiirlii vb. bilesikler igerirler. Ugucu yagi olusturan bilesiklerin
birbirleri ile olan aditif, sinerjik veya antagonistik etkileri farkli dokdu ve
organizmalara karsi toksisite olusturabilir (Tisserand ve Young, 2014).
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WS1-XTT toksisite testi

Deneysel c¢alismada in vitro yontemler kulanilarak toksisite ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu amagla normal WS1 (insan cilt fibroblast) hiicrelerinde
XTT sitotoksisite testi uygulanmistir.

Aliivibrio fischeri biyoliiminesans toksisite testi

Biyoliiminesans canli mikroorganizmalar yoluyla 1518in emilimi sonucu ortaya
cikar. Kimyasal tepkime sonucu olusan liiminesansin canlilar tarafindan olusturulan
bir ¢esidi olup, kendiliginden 151k iiretme ve yayma olayidir. Bu geni tastyan
rekombinant mikroorganizmalarin da kullanildigi yontemler gelistirilmektedir.
Biyoliiminesan organizmalar bir renk maddesi proteini olan liisiferini ve liisiferaz
enzimini iretir. Liisiferin oksijenle tepkimeye girerek 1s1k olusturur. Bakteriyel
liminesanstan sorumlu gen lux genidir. Kimyasal tepkime hiicrenin iginde ya da
disinda gerceklesebilir (Ulitzur, 1997).

Biyoliiminesans inhibisyon testlerinde A. fischeri en ¢ok kullanilan bakterilerden
birisidir. A. fischeri toksisite testinin temeli bakterinin toksik maddeye kars1 151k
yogunlugunun azalmasina dayanmaktadir. Bunun sebebi tiir olarak bu bakterinin
bircok kimyasala karst hassas olmasidir. Numunedeki toksik maddeler
organizmalarin metabolizmasini ters yonde etkiler ve liiminesansta azalmaya neden
olur ve organizma daha az 151k iiretmeye baslar. Biyoliiminesanstaki kalitatif ve
kantitatif azalma numunenin genel toksisitesinin izlenmesinde kullanilmaktadir
(Fernandez-Alba ve ark., 2002).

Hassas, duyarli, giivenilir, hizli sonu¢ vermesi, uygulanabilirligi kolay olmasi ve
maliyeti az olmasindan dolayr biyoliiminesans inhibisyon toksisite testlerinin
kullanimi giderek artmaya baslamistir. In vitro testlerde canli mikroorganizma veya
ticari liyofilize kitler kullanilmaktadir. A. fischeri’nin kullanildigi biyoluminesans
inhibisyonu testinde akut zehirliligin belirlenmesi i¢in Microtox, Biotox, Lumistox,
Toxalert gibi test kitleri kullanilmaktadir (Jennings ve ark., 2001)

Sekil 11. Biyoliiminesans olusumu
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GERECLER ve YONTEMLER
GERECLER

Deneysel Cahsmalarda Kullamlan Materyaller, Kimyasal Maddeler
Besiyerleri, Standart Antibakteriyel ve Antifungal Ilaclar ve Cihazlar

Bu boliimde deneysel galismalarda kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar, ugucu
yaglar, standart antimikrobiyal maddeler ve besiyerleri hakkinda bilgiler
verilmektedir.

Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Bu kisimda deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler listelenmistir.

Cizelge 7. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Ad1 /Markasi

Anisaldehit (Fluka)

Aseton (Merck)

Dietil eter (Merck)

Dimetilsiilfoksit (Merck)
Diklorometan (Merck)

Etanol (Merck)

Gliserol (Sigma-Aldrich)

Eagle's Minimum Essential Medium

(EMEM) (Sigma-Aldrich)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Wisent)

Hazir ITK plaklari (Merck)
n-hekzan (Merck)

Metanol (Merck)
Mueller Hinton Agar (Fluka)

MTT [3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] (Applichem)
Katyon ayarli Mueller Hinton Broth IT (Merck)
Penisilin-Streptomisin (Wisent)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biomatik)

Potasyum dikromat (Merck)
Potato Dekstroz Agar (Merck)

RPMI besiyeri (Sigma)
Rezasurin sodyum tuzu (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)
Silikajel 60 G (Merck)
Sodyum kloriir (Merck)

Tripsin EDTA ¢ozeltisi (10X) (Wisent)
Tripan blue soliisyonu (Biorad)

Cihazlar
Bu kisimda deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar listelenmistir.

Cizelge 8. Deneysel calismalarda kullanilan cihazlar
Adi/Modeli

Otomatik pipetleme sistemi (Beckman Coulter, Biomek 4000)
Mikrobiyolik Kabin (Laminar Flow Class Bio I1-Heal Force)
pH-Metre, (WTW Inolab)

Bakteriyolojik etitv (MMM-Incucell)

Gaz-Kromatografisi / (Kiitle Spektrometresi (Agilent 5975 GC-MSD)
Rota vapor (Heidolph)

Otoklav (Hirayama HV-50)

Ultra Derin dondurucu (New Brunswick Scientific)
Mikroplate okuyucu (Biotek, Synergy, H1)

CO: inkiibatorii (HERAcell 150 Steril Thermo Scientific)
Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Hiicre Sayim Cihazi (Biorad)
Ters mikroskop (Leica)
Su banyosu (Wise Clean)
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Tez kapsaminda kullanilan ucucu yaglar ve ucucu yag bilesenleri

Deneysel ¢aligmalarda farkli ticari kaynaklardan temin edileen Farmakope
kalitesinde ucucu yaglar kullanilmistir: Papatya ucucu yag (Matricariae
aetheroleum) (Phatrade, Kahire, Misir), Sivri lavanta ugucu yagi (Spicae
aetheroleum) (St. Wolfgang Apotheke, Kiimmersbruck, Almanya), Bodur ¢am
ucucu yagi (Pini pumilionis aetheroleum) (Caelo Firmasi, Almanya), Mandalina
ucucu yag (Citri reticulatae aetheroleum) (Caelo Firmasi, Almanya).

Cizelge 9. Kombinasyon ¢alismalarinda kullanilan ugucu yag bilesenleri

Ana bilesenler % Safhik
R-(+)-Limonen (Aldrich) 97 %
(+) Linalol (Polarome) 97 %
1,8-Sineol (Aldrich) 97 %
(+)-Kafur (Aldrich) >95%
p-Karyofillen (Polarome) 95 %
o-Pinen (Aldrich) 98 %
(-)-p-Pinen (Aldrich) 99 %
y-Terpinen (Aldrich) 97 %
Farnesen, isomer karigimi (Sigma) -
Bisabolol (Aldrich) 99 %
(+) 8-3-Karen (Fluka) >98.5 %

Standart antibakteriyel ve antifungal ila¢ etken maddeleri

Standart Farmakope kalitesinde sertifikali analizlerine uygun olarak temin edilen
Ampisilin sodyum, sefuroksim aksetil ve nistatin Deva Ilag A.S’den tedarik
edilmistir. Tetrasiklin ve flukonazol (Sigma) ticari kaynaklardan temin edilmistir.
Bu maddeler hem kombinasyon ¢alismalarimizin ham maddesi hem de standart
antimikrobiyal kontrol maddeleri olarak ilgili deneylerde kullanilmistir.

Mikroorganizmalar

Tez kapsaminda antimikrobiyal aktivite caligmalarinda kullanilan klinik direncli
patojenler Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Candida albicans
mikroorganizma suslar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden temin
edilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan standart suslar E. coli ATCC 8739, S.
aureus ATCC 6538 ve C. albicans ATCC 90028 Microbiologics firmasindan temin
edilmigtir. Mikroorganizmalar kullanilincaya kadar uygun kosullarda 2-8 °C’de,
stok kiiltiirleri -85 °C’de muhafaza edilmistir.
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Besiyerleri

Deneysel g¢alismada bakteri suslarini aktive etmek igin Mueller Hinton Agar
(MHA) ve maya suslarinda ise Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerleri
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite ve kombinasyon testlerinde bakteri suslar
i¢cin katyon ilaveli Mueller Hinton broth II (KMHBII) ve maya suslar1 i¢in RPMI
1640 s1v1 besiyerleri kullanilmistir.

MHA besiyeri; toz halindeki 34 g Mueller Hinton agar (MHA) 1000 mL distile
suda ¢oOzilindiiriilerek hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilerek 45 °C’ye sogutulup Petri kaplarina dagitilmistir.

PDA besiyeri; toz halindeki 39 g Potato dekstoz agar (PDA) 1000 mL distile suda
¢Oziindiiriilerek hazirlanmig ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek 45
°C’ye sogutulup Petri kaplarina dagitilmistir.

KMHB-I11 besiyeri; toz halindeki 22 g katyon ilaveli Mueller hinton broth 1 1000
mL distile suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir (CSLL, M7-A7,
2006).

RPMI 1640 besiyeri; 10.4 g toz RPMI 1640 besiyeri 900 mL distile suda
¢ozlinmis ve son konsantrasyon 0.165 mol/L olacak sekilde 34.53 g MOPS [3-N-
(morfolino propanosulfanik asit, Sigma)| tamponu ilave edilmistir. 1 mol/L
Sodyum hidroksit kullanilarak 25 °C’de pH 7.0’ye ve kullanilincaya kadar +4
°C’de saklanmustir (CLSI, M27-A2, 2002).
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YONTEMLER
Kromatografik-Spektroskopik Yoéntemler

Ucucu yaglarin gaz kromatografisi / alev iyonlasma dedektirii (GK/AID) ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GK/KS) ile analizi

Ugucu yaglarin es zamanli gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi-kiitle
spektroskopisi (GK/KS) ile analizleri gergeklestirilmistir. GK sisteminde kolonda
ayrilan bilesikler AID (Alev iyonlasma dedektorii) dedektor ile tespit edilerek
bilesiklerin bagil yiizdeleri (%) belirlenmistir. GK/KS sistemine ait kolonda ayrilan
bilesiklerin kiitle  spektrometrisi  kisminda tek tek kiitle spektrumlari
alimmugtir. Degerlendirme  islemleri  "Baser Ucgucu  Yag  Bilesenleri
Kiitiiphanesi"’nin yan1 sira Wiley GC/MS, “Adams” ve “MassFinder 3.1”
kiitiphane yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989;
Koenig ve ark., 2004).

GK/AID analiz kosullar

GK analizleri Agilent 6890N sistemi kullanilarak yapilmistir. Agilent 6890N
sisteminde AID detektdr sicaklign 300 °C dir. GK/KS sistemi ile uyumlu tutunma
zamanlar elde edilebilmesi i¢in 60 m x 0.25 mm @, 0.25 pm film kalinliginda HP-
Innowax kolon kullanilmis ve asagida verilen sekilde ayni sicaklik programi
uygulanmigtir.

GKJ/KS analiz kosullar

GK/KS analizlerinde Agilent 5975 GC/MSD sistemi kullanilmistir. GK sisteminde
kullanilan tipte kolon kullanilarak tasiyici gaz akis hizi 0.8 mL/dak. olarak
ayarlanmigtir. Kolon sicaklik programi; 60 °C'de 10 dak, 4 °C/dak artigla 220 °C'ye,
220 °C'de 10 dak, 1 °C/dak artisla 240 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Split orani
ise 40:1°dir. Enjeksiyon portu sicakligi 250 °C olarak set edilmistir. Kiitle
spektrumlar1 (MS) 70 eV elektron enerjisi uygulanarak ve m/z 35-450 kiitle
araliginda alinmustir.

Kolon Kromatografisi (KK) ile U¢ucu Yaglarin Fraksiyonlanmasi

Ucgucu yaglarin fraksiyonlanmasinda 6zel olarak hazirlanmigs vakum-kolon
kromatografisinden yararlanilmistir. Kromatografik adsorban olarak silikajel 60
(Meck-7734, 0.06 mm - 0.2 mm) kullanilmstir. Silikajel kullanimdan 6nce 2 saat
120 °C de etiivde aktive edilmistir.

Calismada alttan vakum diizenegi ve ilgili adaptorleri olan borosilikat cam kolon
(1.5 x 50 cm) kullanilmistir. Silikajel, ugucu yag miktarinin 10 kati civarinda kolona
oncesinde bir miktar ¢oziicti ile dikkatli bir sekilde doldurulmustir. Ugucu yag
dogrudan kolona uygulanarak sirasi ile kolondan n-hekzan, dietil eter, diklorometan
ve metanol olmak iizere 4 farkl fraksiyon toplanmistir. Coziiciiler tamamiyla
alindiktan ve kuruduktan sonra, ¢oziiciiler aras1 fraksiyonlar ITK sistemi ile kontrol
edilerek toplanan hacimler belirlenmistir.

Fraksiyonlara ait % verimler hesaplanmis ve ucucu yaglara ait fraksiyonlarin
kimyasal bilesenleri ITK ve GK/AID ve GK/KS analizleri ile tespit edilmistir.
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Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Aluminyum destek iizerine 0.2/0.25 mm kalinligindaki silikajel 40/60 GF2s4
kaplanmig 20 x 20 cm ebatlarinda hazir plaklar kullanilmistir. Uygun ¢oziicli
sistemlerinde develope edilip, plaklar kurutulduktan sonra UV 151k altinda 254/364
nm dalga boyunda incelenmistir. UV absorbsiyonu olmayan maddelerin
belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi olarak anisaldehit-siilfiirik asit ve 1s1
(120 °C de 3-5 dakika) kullanilmstir.

Cizelge 10. ITK ¢alismalarinda kullanilan ¢éziicii sistemleri

Coziiciiler Oranlari (h:h)
n-Hekzan: etil asetat 3:1
Toluen: etil asetat 97:3

Antimikrobiyal Aktivite Yontemleri
Standart antibakteriyel ve antifungal ila¢ etken maddeleri ve hazirlanigt

Deneysel c¢alisma kapsaminda ampisilin, sefuroksim, tekrasiklin, nistatin ve
flukonazol standart ilag etken maddeleri kullanilmistir. Toz halde temin edilen baz1
ilag etken hammaddeleri CLSI (2002 ve 2006 )’nin onerilerine gore, analiz sertifika
verileri degerlendirilerek potensleri hesaplanmig, mL’de elde edilmek istenen
konsantrasyonuna gore seyreltme yapilacak sivi hacimleri asagidaki formiille
hesaplanmustir.

Hacim (mL)= Agirlik (mg) x Potens (pg/mg)/Konsantrasyon (ng/mL) (Formiil 2)

Ampisilin, tetrasiklin ve flukonazol 1280 pg/mL olacak sekilde steril distile suda;
sefuroksim aksetil ise 1280 pg/mL olacak sekilde dimetil sulfoksit (DMSO)’te,
nistatin ise 1600 pg/mL olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Her birinde 1 mL olacak sekilde steril mikro tiiplere dagitilarak
kullanilincaya kadar -85 °C’de muhafaza edilmistir.

Antifungal ila¢ etken maddelerinin hazirlanmasi

Mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak test izolatlarina karsi her antifungal
maddenin MIK degeri saptanmistir. Flukonazol i¢in smir degerleri (MIK < 8,
duyarls; MIK= 16-32, doza bagli duyarls; MIK > 64, direngli) olarak CLSI
tarafindan standardize edilmis olmakla birlikte amfoterisin B ve nistatin i¢in
standardize bir deger yoktur. Daha onceden hazirlanmis olan stok antifungal
soliisyonlardan CLSI 06nerileri dogrultusunda antifungaller ic¢in hazirlanan
diliisyonlar Cizelge 11°de verilmistir (CLSI, M27-A2, 2002).

Cizelge 11. Standart antifungal maddeler icin hazirlanan test konsantrasyonlari

Antifungal maddeler Mikrodiliisyon Test konsantrasyonlari (ug/mL)

Flukonazol (FLU) 0.125 \ 0.25‘ 0.5 1 2 4 8 16 32 64
Nistatin (NS) 0.031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16
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Antibakteriyel ila¢ etken maddelerinin hazirlanmast

Mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak test izolatlarina karsi her antibiyotik
maddenin MiK degeri saptanmistir. Daha 6nceden hazirlanmis olan stok antibiyotik
soliisyonlardan CLSI 0nerileri dogrultusunda antibiyotikler i¢in hazirlanan
diliisyonlar Cizelge 12°de verilmistir (CLSI, M7-A7, 2006). Cizelge 13 ve Cizelge
14°de ise CLSI’nin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus i¢in belirledigi sinir
MIK degerleri olarak verilmistir.

Cizelge 12. Antibiyotikler icin hazirlanan mikrodiliisyon test konsantrasyonlari

Antibiyotikler Mikrodiliisyon Test konsantrasyonlari (ng/mL)

Ampisilin (AMP) 025 | 0.5 1 | 2 4 8 | 16 32 64 128
Sefuroksim (SEF) 025 | 05 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 128
Tetrasiklin (TCY) 025 | 0.5 1 | 2 4 8 | 16 32 64 128

Cizelge 13. Escherichia coli icin simir MIK degerleri (simr degerleri)

Antibiyotikler Duyarh Orta duyarh Direncli
Ampisilin <8 16 | >32
Sefuroksim <4 8-16 >32
Tetrasiklin <4 8 | >16

Cizelge 14. Staphylococcus aureus icin simir MIK degerleri

Antibiyotikler Duyarh Orta duyarh Direncli
Ampisilin \ <0.25 - \ >0.5
Sefuroksim <4 8-16 >32
Tetrasiklin \ <4 8 \ > 16

Ucucu yaglarin hazirlanmast

Farmakope kalitesinde temin edilen ugucu yaglar dimetil siilfoksitte (% 50)
coziilerek Cizelge 15°’te belirtilen konsantrasyon aralifinda test edilmistir. Ayni
konsantrasyon araligt ugucu yaglarin fraksiyonlarinda (n-hekzan-dietil eter-
diklorometan-metanol)’da kullanilmistir.

Cizelge 15. Ugucu yaglar icin hazirlanan konsantrasyonlar

Ucucu
Yaglar Kod Mikrodiliisyon test konsantrasyonlar1 (ug/mL)

M. recutita 2 10 20 40 80 160 320 | 640 1280 2560 5120

L. latifolia SL 10 | 20 40 80 160 = 320 640 1280 2560 | 5120

P. mugo BC 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120

C. reticulata M 10 | 20 40 80 160 | 320 640 1280 | 2560 5120
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Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Test Yontemi

Her bir mikrobiyal susa karsi, oOncelikle CLSI’nin belirledigi standartlar
dogrultusunda, antimikrobiyal maddelerin ve ucucu yaglarin MIK degerleri
saptanmistir.

Bu amagla 96 kuyucuklu steril plaklar kullanilmistir. Her antimikrobiyal numune
icin plagin 1’den 10’a kadar olan bir satir kullanilmis ve 11. siitun besiyeri kontroli,
12. siitun ise tireme kontrolii olarak ayrilmistir. Kullanilan bu kuyucuklarin hepsine
KMHB-I1 besiyerinden 100 uL. eklenmistir (Maya suslari i¢in 100 pL RPMI 1640
besiyeri kullanilmistir). Her antimikrobiyal i¢in kullanilan 12 kuyucugun ilkine test
edilecek antimikrobiyalin baslangi¢ konsantrasyonunu igeren ¢ozeltisinden 200 pL
eklenmistir. Test edilecek en yiiksek madde konsantrasyonunun eklendigi ilk
kuyucuktan 100 pL alinip maddenin ¢ift kat seri diliisyonlart yapilmaistir.

Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi: Mikroorganizma suslari testin 48
soncesinde, muhafaza edildigi -85 °C’den cikarilip oda 1sisina geldikten sonra
MHA besiyerine pasajlanan ve 35 + 2 °C’de 24 sinkiibe edilip lireyen saf
kolonilerden KMHB-II besiyerine aktarilmis ve yine 35 £ 2 °C’de 24 sinkiibe
edilmistir. Test edilecek bakteri kolonilerinden McFarland No: 0.5 tiirbidometrik
olarak esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyon, 1/10
oraninda yine KMHB-II ile seyreltilerek, son bakteri inokuliim konsantrasyonu 5 X
10° cfu/mL olacak sekilde iireme kontrol kuyucugu da dahil olmak {izere her bir
kuyucuga 5 pL eklenmistir.

Maya siispansiyonlarinin hazirlanmasi; Test Oncesi Candida suslari PDA
besiyerine pasajlanip, 35 °C’de inkiibe edimis, 24 saat’lik taze kiiltiirden koloni
almarak 5 mL steril % 0.85 sodyum kloriir (NaCl) i¢inde siispansiyon
hazirlanmistir. Bu siispansiyon yaklasik 15 saniye vortekslendikten sonra
McFarland: 0.5 tirbidometrik olarak ayarlanmistir. Bu islemle stok maya
siispansiyonu her mililitrede 1-5x10° hiicre igermektedir. Calisma siispansiyonunun
iki katinin elde edilmesi i¢in stok maya siispansiyonu RPMI 1640 besiyeri ile 6nce
1/50 ve ardindan 1/20 oranlarinda seyreltilerek sonucta 1-5x10° hiicre/mL’lik maya
siispansiyonu elde edilmistir.

Daha sonra plaklarin izeri steril kapaklar ile kapatilmis ve 35 °C’de 24 (mayalar
i¢in yaklasik 48 saat) saatlik inkiibasyonun ardindan MIK degerleri gorsel olarak
degerlendirilmis ve iireme goriilmeyen en diislik antimikrobiyal konsantrasyonu o
maddenin ¢alisilan mikroorganizma icin MIK degeri olarak belirlenmistir. Daha
sonra iireme kontrol reaktifi olarak hazirlanan % 0.01°lik resazurin sodyum reaktifi
her kuyucuga 20 pL olacak sekilde pipetlenmis ve plagin iistii kapatilarak 2 saat
daha 35 £ 2 °C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plaklar
tekrar degerlendirilmis, indikator olarak tireme olan kuyucuklar pembe, lireme
olmayan kuyucuklar mavi renkte gozlenmistir. Mavi renkte gozlenen en diisiik
antimikrobiyal konsantrasyonu test edilen mikroorganizma igin o antimikrobiyal
numunenin MIK degeri olarak belirlenmistir (Amsterdam, 1996; CLSI, M27-A2,
2002; CLSI, M7-A7, 2006).
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Ureme kontrol indikatériiniin hazirlanmast (Resazurin reaktifi)

Plak tizerinde iireme olan kuyucuklar tespit etmek amaciyla kolorimetrik indikator
olarak resazurin sodyum tuzu (Sigma-Aldrich) % 0.01°lik kullanilmistir. Toz
halindeki indikator, hassas terazide 10 mg olarak tartilmis, tizerine 100 mL steril
distile su eklenerek % 0.01°lik soliisyon hazirlanmistir. Reaktif calismanin yapildig:
giin taze olarak hazirlanmig ve giinliik kullanilmistir.

Kombinasyon Calismalari: Dama Tahtas1 Yontemi

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan standart yontemler bulunmasina
karsin antimikrobiyal kombinasyon calismalarinda standart bir yOntem
bulunmamaktadir. En sik olarak kullanilan dama tahtasi ve zamana bagli 6lim
egrisi yontemleridir. Dama tahtas1 yontemi uygulamasi kolay ve degerlendirme
yontemleri basit olmasindan dolay1 daha fazla tercih edilmektedir. Degerlendirme
dlciitlerinde basit matematiksel iglemler ile her kombinasyon igin FIK indeks
hesaplanir.  Ancak  antimikrobiyal etkilesimlerin  zaman igerisindeki
farmakodinamik etkilesimini ortaya koymaz. Bu nedenle zamana bagli 6liim egrisi
yonteminde bu etkilesimlerin ortaya konulmasi siirekli tekrarlayan koloni sayimlari
ile yapildigindan oldukg¢a yorucu ve zaman alicidir. Zamana bagl 6lim egrisi
yontemiyle bundan dolay1r mikrobisidal aktivite de Olgiilebilmektedir (Lewis ve
ark., 2002; Mukherjee ve ark. 2005).

Aksi belirtilmedikce, ¢alismamizda kullanilan her bir mikrorganizma i¢in ugucu
yag ve standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarmin etkinligi dama tahtasi
yontemi ile test edilmistir.

-85 °C’de muhafaza edilen standart antimikrobiyal maddelerin stok soliisyonlari
oda 1sisina getirildikten sonra ayr1 ayri steril tiiplerde ¢ift kat seri diliisyonlar1 her
standart antimikrobiyal maddenin kendine 6zgii seyrelticisi (KMHB-11 veya RPMI
besiyerleri) ile yapilmistir. Kombinasyonu yapilacak ugucu yag ve Standart
antimikrobiyal maddeler MIK degerlerinin 2 kat iisti ve 4 kat altindaki
konsantrasyon araliginda ¢aligilmistir.

Kombinasyonda kullanilacak her iki maddenin (u¢ucu yag ve antimikrobiyal
madde) diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra, 96 kuyucuklu steril mikroplaka alinarak,
plagin A12 ve B12 cukurlari iireme kontrolii (UK), H12 cukuru ise besiyeri
kontrolii (BK) olarak isaretlenmistir ve bu kuyucuklara antimikrobiyal
konulmamistir. Besiyeri kontrol kuyucuguna 100 uL. KMHB-II, {ireme kontrol
kuyucuguna ise 50 pL KMHB-II besiyeri pipetlenmistir. Kombinasyondaki
antimikrobiyal madde i¢in 8 yatay sira; 1’den 8’¢ kadar (8. kuyucuk dahil)
kullanilmis ve her yatay sirada azalan konsantrasyonlar1 kullanilarak 25 pL olacak
sekilde pipetleme yapilmistir. Ucgucu yag icin ise 8 dikey sira kullanilmis ve ayni
sekilde en diisiik konsantrasyonu plagin 1 no’lu dikey siitunundan baglayarak 25’er
uL olacak sekilde pipetlenmistir. Bir sonraki konsantrasyon 2 no’lu dikey siituna,
bu sekilde ¢ift kat artan diliisyonlar sira ile stitunlara pipetlenmistir. (Candida’lara
karst yapilan kombinasyon c¢aligmalarinda 50’er pL pipetleme yapilmistir).
Kombinasyon plaklari hazirlandiktan sonra bakteri ve maya siispansiyonlari
minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) yénteminde oldugu gibi hazirlanmustir.
Elde edilen bakteri inokulumu, ireme kontrol kuyucugu da dahil olmak tizere her
kuyucuga 50 pL olacak sekilde pipetlenmistir. NOT: Candida lara kars1 yapilan
kombinasyon ¢aligmalarinda 100’er pL pipetleme yapilmustir.
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Plaklara mikroorganizma suslar1 pipetlendikten sonra iistleri kapatilarak 35 + 2 °C
etlivde 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir (Candida’lar i¢in 48 sinkiibasyon
gerceklestirilmistir). Inkiibasyon sonunda iireme olan kuyucuklar gozle
degerlendirilmistir. Daha sonra reaktif olarak hazirlanan % 0.01’lik resazurin
sodyum soliisyonu her kuyucuga 20 uL olacak sekilde tiim kuyucuklara (besiyeri
kontrol ve iireme kontrol kuyucugu da dahil) pipetlenmis ve plaklar 2 sdaha 35 £2
°C’de inkiibe edilmistir.
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Sekil 12. Dama tahtasi yonteminin uygulanma sekli

Antimikrobiyal kombinasyonun sinerjik/aditif veya antagonistik etkisinin
degerlendirilmesi fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIK) ve fraksiyonel
inhibisyon konsantrasyonu indeksine (3 FiK) gore yapilmistir (Van Vuuren ve ark.,
2009; Stefanovic ve ark., 2011). FIK degeri {ireme goriilmeyen kuyudaki en diisiik
standart antimikrobiyal madde ya da ugucu yag konsantrasyonunun o maddelerin
tek basina ayni susa kars1 saptanan MIK degerine boliinmesi ile elde edilmistir. FIK
indeksi (OFIK) ise her iki antimikrobiyal maddeye ait (standart
antibakteriyel/antifungal madde ve ugucu yag) FIK degerlerinin toplanmasi
sonucunda elde edilmistir.

FIK indeksi (3. FIK) i¢in su formiil kullanilmustir:
FIK X= X’in kombinasyondaki MIK degeri / X’in tek basina MIK degeri
FIK Y = Y’nin kombinasyondaki MIK degeri /Y nin tek basina MIK degeri
SFIK=FIK X + FIKY (Formiil 3)
Sonuglar: YFIK < 0.5= Sinerjik etki,
2FIK > 0.5 ve < 1= Aditif etki,

YFIK=> 1- < 4= Bagimsiz etki,
¥ FIK >4= Antagonist etki,

seklinde kabul edilmistir.
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Sekil 13. Antimikrobiyal aktivite testleri-otomatik pipetleme sistemi

In vitro Sitotoksite Calismalar:

Antimikrobiyal aktiviteye sahip kombinasyonlarin etkinliklerindeki selektivite
insan cilt fibroblast hiicrelerinde WS1 - XTT yontemi (Hillegass ve ark. 2010;
Altintop ve ark. 2012) ve biyoliminesan Aliivibrio fischeri (Perdigon-Melon ve
ark., 2010) testleri ile sitotoksik etki belirlenmistir.

WS1-XTT sitotoksisite test yontemi
WS1 hiicrelerinin ¢ogaltilmast

Deneylerde kullanilan WS1 normal insan cilt fibroblast hiicrelerinin (ATCC® CRL-
1502™) c¢ogaltilmas1 ve deneye hazirlanmasi i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak
pasajlama islemi yapilmistir. WS1 hiicreleri i¢in besiyeri olarak EMEM (Eagle
Minimum Essential Medium); % 10 fetal bovine serum ve % 1 penisilin-
streptomisin icerir) kullanilmigtir.

Inkiibatorden alman hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine
gecmesini saglanmak icin hafifge calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi
icindeki besiyeri alinarak atilmistir. Hiicreler fosfat tamponu ilave edilerek
yikanmig ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin
etilendiamintetra asetik asit (EDTA) ¢ozeltisi (1x) konularak hafif¢e ¢alkalandiktan
sonra inkiibatorde bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C). Inkiibatorden
alian kiltiir siselerine besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edilmis ve yeni
kiltiir siselerine alinmistir. Kiiltiir siseleri inkiibatére konularak inkiibasyona
birakilmistir.
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WS1 hiicrelerinin plakalara ekilmesi

Inkiibatorden alman hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine
gecmesini saglamak i¢in hafif¢e ¢alkalanmig ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi
icindeki besiyeri almarak atilmistir. Hiicreler fosfat tamponu ilave edilerek
yikanmis ve yikama ¢dzeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-
EDTA c¢ozeltisi (1x) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibatdrden alinan kiiltiir sisesinin igine besiyeri ilave edilmesiyle
elde edilen hiicre slispansiyonu santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir.

Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra besiyeri uzaklastirilmis ve ¢oken hiicreler 1
mL besiyeri ile slispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonun 10 pL’si alinarak
otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu 1 x 10* hiicre /
kuyucuk olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda plaka ters c¢evrilerek hiicre kiiltlirlerinin iist kismi
atilmis ve test maddeleri plakalara uygulanmistir.

WS1 hiicrelerine XTT sitotoksisite testinin uygulanmast

Standart antimikrobiyal, ugucu yag ve ugucu yag fraksiyonlarinin sitotoksisite testi
i¢in stok sollisyonlart DMSO i¢inde hazirlanmigtir. Stok soliisyonlardan besiyeri ile
5-640 ug/mL araliginda 8 seri diliisyon olarak hazirlanan standart antimikrobiyal
madde, ugucu yag ve ugucu yag fraksiyonlar1 8 tekrarli olacak sekilde plakalara
uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra hiicre kiiltiirlerinin {ist kismu ters gevrilerek
atilmistir. Hiicreler 200 uL/kuyucuk olacak sekilde fosfat tamponu ile yitkanmis ve
yikama ¢oOzeltisi ortamdan wuzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiir plakasina 200
uL/kuyucuk olacak sekilde besiyeri ilave edilmistir. Sitotoksisite testi olarak
hiicrelerde mitokondriyal aktiviteyi 6lcen Cytotox-XTT 1 Parameter Cytotoxicity
Kit’i (Xenometrix AG, Gewerbertrasse 25, Switzerland) (2,3-bis [2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolium-5-karboksianilit tuzu-(XTT) kullanilmistir. Kit
uygulama talimatinda belirtildigi gibi XTT1 ve XTT2 ¢ozeltileri 1:100 oraninda
kanigtinlmistir.  Hiicre kiiltiir plakasina 50 pL/kuyucuk olacak sekilde bu
karisimindan ilave edilmis ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir. 3 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda plakalarin optik dansisite (OD) degerleri 480 ve 690 nm’de
okunmustur. Test maddelerinin her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri
hesaplanmis ve non-lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitor konsantrasyon
50 (IKs0) degerleri hesaplanmis ve maddelerin MIK degerlerine gore sitotoksik
etkileri yorumlanmistir.
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Aliivibrio fischeri Biyoliiminesans Toksisite Test Yontemi

Deneysel calismalarimizda en etkili sinerjik / aditif etki alinan ugucu yag ve
antimikrobiyal madde kombinasyonlar1 ile baz1 ugucu ana bilesikleri in vitro A.
fischeri toksisite testi ile degerlendirilmistir.

Liyofilize A. fischeri NRRL-B 11177 susuna ait test kiti (Biofix Lumi test,
Macherey Nagel, Almanya) kullanilmistir. Test Oncesinde bakteri susu ve
aktivasyon soliisyonu -20 °C’den ¢ikarilmis ve c¢ozinmesi i¢in 10-15 dk
beklenilmistir. Numune seyreltmeleri % 2’lik sodyum kloriir (NaCl) ile yapilmustir.
Test i¢in 96 kuyucuklu beyaz renkli mikroplakalar kullanilmistir. Liiminesans
Ol¢timii i¢in Biotek Synergy H1, luminometre cihazi ile gergeklestirilmistir (bkz.
Sekil 14). Olgiimler 20 °C’de yapilmustir. Her bir kuyucuga 100 uL test numunesi
konulmus ve iizerlerine 100 pL bakteri siispansiyonu ilave edilmistir. Toksisite
degerleri icin 151k gecirgenliginin zamanla azalmasina bagli olarak 5.dk, 15.dk ve
30.dk’da Ol¢imler alinmistir ve sonuglar % inhibisyon olarak kayit edilmistir.
Standart pozitif kontrol olarak K2Cr2O7 (4 mg/L) kullanilmigtir (Perdigon-Melon ve
ark., 2010).

Kombinasyonlarin inhibisyon etkisi 30 dakikalik maruz kalma siiresinde toksik
madde i¢ermeyen iireme kontrol numunesiyle kiyaslanarak yilizde inhibisyon
esitligine gore hesaplanmastir.

% Inhibisyon = (Ax-An/ Ak) X 100  (Formiil 4)
Ax: Kontrol 151k absorbans degeri
An: Numune 151k absorbans deger

Sekil 14. Toksisite ol¢iimleri - liiminometre cihaz
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Ugucu yaglann GK/KS ile kimyasal iceriklerinin belirlenmesi

|

Ugucu yaglann sirasi e
n-hekzan, diefil eter,

Sekil 15. Cahiyma semasi
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BULGULAR ve TARTISMA
MATRICARIA RECUTITA UCUCU YAGI

Bu béliimde Matricaria recutita ugucu yagi ve ugucu yag fraksiyonlarmin kimyasal
bilesikleri fraksiyonlara ait % verimler, antimikrobiyal aktivite ile antimikrobiyal
kombinasyon sonuglar1 ve aktif kombinasyon ¢alismalarinin WS1-XTT sitoksisite
ve Aliivibrio fischeri NRRL-B 11177 susuna ait toksisite test sonuglar1 verilmistir.

Ucucu yag ve fraksiyonlarin bilesikleri

Farmasotik kalitede temin edilen Matricaria recutita ugucu yagi ve fraksiyonlar
icin GK/AID ve GK/KS ile analiz sonucunda 37 ugucu madde tanimlanmistir
(Cizelge 16).

Cizelge 16. Matricaria recutita u¢ucu yag ve fraksiyonlariin bilesikleri

Relatif %

No RRI Bilesikler P P-H P-DE P-DM
1 1246 | (Z)-p-Osimen - 0.1 - -
2 1255  y-Terpinen | 0.1 0.3 - -
3 1266  (E)-p-Osimen 0.3 0.9 - -
4 1280  p-Simen | - 0.4 - -
5 1358 | Artemisia keton 0.3 - - -
6 1497 a-Kopaen | - 0.2 - -
7 1479 | p-Elemen 0.1 0.4 - -
8 1510 ‘ Artemisia alkol ‘ 0.1 - - -
9 1550 | a-Izokomen - 0.2 - -
10 1612  p-Karyofillen ! 0.3 - -
11 1661 | Alloaromadendren 0.1 0.3 - -
12 1695  (E)-p-Farnesen - 215 72.0 13.2 -
13 1704 | y-Murolen 0.2 0.7 - -
14 1708  Leden - 02 0.5 - -
15 1726 | Germakren D 1.9 7.0 - -
16 1740  o-Murolen - 04 2.2 - -
17 1755 | Bisiklogermakren 1.2 1.8 0.7 -
18 1758 ‘(E-E)-a-Farnesen \ 0.9 1.4 0.6

19 1773 | 6-Kadinen 0.3 0.9 - -
20 1776  y-Kadinen 02 0.3 - -
21 1786 | ar- Kurkumen - 0.2 - -
22 2000  Eikosan - 0.1 - -
23 2156 | a-Bisabolol oksit B 6.2 - 6.8 2.5
24 2200  o-Bisabolon oksit A | 57 - 6.7 -
25 2226 | Metil hekzadekanoat - - 3.3 -
26 2232 ¢ -Bisabolol 21 - 0.1 -
27 2144 | Spatulenol - e 0.7 -
28 2200  Dokosan | - 0.1 - -
29 2298 | Dekanoik asit 0.5 - - -
30 2300  Trikosan | e 1.6 - -
31 2400 | Tetrakosan - 0.3 - -
32 2400  Pentakosan | 1.0 3.9 . =
33 2430 | Kamazulen 4.1 - 34 -
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Cizelge 16 (Devam) Matricaria recutita ucucu yag ve fraksiyonlarinin bilesikleri

34 2438 | a-Bisabolol oksit A 47.7 - 57.7 50.5
35 2456 | Metil oleat - - 5.5 47.0
36 2700 | Heptakosan - 0.1 -
37 2900  Nonakosan - 0.4 - -
Toplam 95.2 96.6 98.7 100

e: Eser, %<0.1; (-): analizde tespit edilmemistir; P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan,
P -DE: dietil eter, P-DM: diklorometan fraksiyonlar

Ugucu yag analiz sonucunda M. recutita ugucu yaginin ana bilesenleri a-bisabolol
oksit A (% 47.7), (E)-p-farnesen (% 21.5) a-bisabolol oksit B (% 6.2), bisabolon
oksit (% 5.7), kamazulen (% 4.1) ve a-bisabolol (% 2.1) olarak tanimlanmustir.

Avrupa Farmakopesi’ne gore kimyasal igerik agisindan 2 tip papatya ugucu yagi
tanimlanmuistir; bisabolol oksitge zengin ve (-)-a-bisabolol agisindan zengin olan.
Bisabolol oksitler agisindan zengin olan M. recutita ugucu yaginda; bisabolol
oksitler (% 29-81) ve kamazulen (> % 1.0) tanimlanmis oranlarda olmalidir.
Spesifikasyonlar1 saglamak iizere (-)-a-Bisabolol maddesince zengin papatya
ucucu yaglar ise (-)-a-bisabolol (% 10-65), kamazulen (> % 1) ve bisabolol
oksitlerin ve (-)-a-bisabolol maddelerinin toplami oransal olarak en az % 20
olmalidir.

Tez kapsaminda ¢alistigimiz papatya ugucu yag1 % 59.6 oraninda bisabolol oksitler;
bisabolol oksit A, bisabolol oksit B ve bisabolon oksit agisindan zengin kimyasal
icerige sahip oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda yagin bilesiminde kamazulen
orant da % 4.1 olarak bulunmustur. Bu nedenle M. recutita ugucu yagi
Farmakope’nin onerdigi limitler igerisinde yer almaktadir. Analitik sonuglarimiz
literatlir bulgulariyla ortiismektedir. M. recutita ugucu yagi; alkanlar (trikosan,
pentakosan); monoterpenler (E)-f-osimen, (Z)-f-osimen, y-terpinen, p-simen);
seskiterpenler (o-bisabolol, bisabolol oksit A ve B, farnesen, germakren D,
bisiklogermakren, J-Kadinen, y-Kadinen), seskiterpen lakton (kamazulen) ve yag
asitleri (metil hekzadekanoat ve metil oleat) gibi madde karigimlarindan
olugsmaktadir (Pino ve ark., 2002; Franke ve Schilcher, 2005; Pirzad ve ark., 2006;
Sashidhara ve ark., 2006; Orav ve ark., 2010).

Bir sonraki asamada, aktif fraksiyonlar1 belirlemek amaciyla apolar, orta polarite
ve polar olmak tizere vakum kolon kromatografisi kullanilarak ugucu yag sirasi ile
n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol ile fraksiyonlanmistir.
Fraksiyonlarin kimyasal bileseni GK/AID ve GK/KS ile tespit edilmistir (Cizelge
16). M. recutita ugucu yaginin n-hekzan fraksiyonu igin (E)-f-farnesen (% 72.0) ve
germakren D (% 7.0); dietil eter fraksiyonu (E)-g-farnesen (% 13.2), a-bisabolol
oksit B (% 6.8), a-bisabolol oksit A (% 57.7), a-bisabolon oksit A (% 6.7) ve
kamazulen (% 3.4); diklorometan fraksiyonu a-bisabolol oksit A (% 50.5), metil
oleat (% 47.0) ve a-bisabolol oksit B (% 2.5) ana bilesikler olarak tanimlanmustir.
Metanol fraksiyonunda herhangi bir ugucu bilesik tanimlanmamustir.
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Sekil 16. Matricaria recutita u¢ucu yagina ait ana maddelerin kromatogrami

Ugucu yag ve fraksiyonlarin miktarlart ve verimleri (%)

Cizelge 17°de kimyasal igerigi tanimlanan M. recutita ucucu yagi bir sonraki
asamada vakum kolon kromatografisi kullanilarak sirasi ile n-hekzan, dietil eter,
diklorometan ve metanol ile fraksiyonlanmistir. Ugucu yag fraksiyonlandiktan
sonra fraksiyonlar rotavapor’da yogunlastirilip % verimleri hesaplanmistir.

Cizelge 17. Matricaria recutita ucucu yagimin fraksiyon miktarlari ve verimleri

Fraksiyon Miktar (g) Verim(%o)
P-H 0.95 23.8
P-DE 2.3 56.0
P-DM 0.41 | 10.2
P-M 0.105 2.6
Toplam 3.776 | 93.0

P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan ; P-M:
metanol fraksiyonlar1
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Sekil 17. Matricaria recutita ucucu yag ve fraksiyonlari

Antimikrobiyal Etkinlik Bulgular
Minimum inhibisyon konsantrasyon senuclart

Ucucu yaglarin MIK degerlerinin tespit edilmesinde konsantrasyon aralig1 5120-10
pug/mL’dir. Antibiyotikler AMP, SEF ve TCY igin 128-0.125 png/mL, antifungal
maddeler i¢in FLU 64 - 0.125 ug/mL ve NS igin 16 - 0.03 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. MiK belirleme sonucunda CSLI’nin belirledigi
siir degerleri baz alindiginda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilen
klinik izolatlardan S. aureus ve E. coli’nin AMP, SEF ve TCY antibiyotiklerine
kars1 direngli sus olarak bulunmustur. Klinik izolat Candida albicans ise FLU’e
kars1 duyarli olarak bulunmustur.

Calismamizda kullandigimiz standart suslardan S. aureus ATCC 6538 ve E. coli
ATCC 8739 suslar1 icin ¢ikan MIK degerlerine gére AMP ve SEF icin direngli,
TCY i¢in ise duyarli sus olarak bulunmustur. C. albicans ATCC 90028 susu da
FLU igin duyarli olarak tespit edilmistir. M. recutita ugucu yag ve fraksiyonlarimin
C. albicans suslarina karsi daha diisiik MIK (320 - 160 pg/mL) araliklarmna sahip
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda MIK belirleme testleri 3’er kez farkli
zamanlarda ¢alisilmis ve klinik suslara kars1 elde edilen MIK degerleri Cizelge
18de, standart suslara kars1 elde edilen MIK degerleri Cizelge 19°da verilmistir.

Cizelge 18. Matricaria recutita ucucu yag ve fraksiyonlarmn klinik suslara karsi MIiK
degerleri (ng/mL)

Test numunesi S. aureus* E. coli* C. albicans**
P 1280-640 1280-640 320-160
P-H 1280-640 1280-640 320-160
P-DE 1280-640 1280-640 320-160
P-DM 1280-640 1280-640 320-160
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP > 128-64 > 128-32 -
SEF 128-64 64-32 -
TCY 64-32 128-64 -
FLU - - 4-1
NS - - 4-1

(-) : Test edilmedi, P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM:
diklorometan fraksiyonlar:, AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin *: Ampisiline direngli, **: Flukonazole duyarli
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Cizelge 19. Matricaria recutita ucucu yagi ve fraksiyonlarinin standart suslara karsn MiK

degerleri (ng/mL)
S. aureus E. coli C. albicans
Test numunesi ATCC 6538 ATCC 8739 ATCC 90028
P 640-320 640-320 320-160
P-H 640-320 640-320 320-160
P-DE 640-320 640-320 320-160
P-DM 640-320 640-320 320-160
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 16-4 16-4 -
SEF 16-4 128-64 -
TCY 4-1 4-1 -
FLU - - 4-1
NS - - 4-1

() : Test edilmedi, P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan
fraksiyonlari, AMP: Ampislin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU: Flukonazol, NS: Nistatin

Dama tahtast yonteminin Sonucglari

Matricaria recutita ugucu yagi (P) ve her bir fraksiyonu n-hekzan (P-H), dietil eter
(P-DE) ve dikolorometan (P-DM)’nin standart antibakteriyel AMP, SEF, TCY ve
antifungal ila¢ etken maddeleri FLU ve NS ile hem direngli klinik S. aureus, E.
coli ve C. albicans izolatlart hem de standart S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC
8739 ve C. albicans ATCC 90028 suslarina karsi kombinasyon ¢aligmalari
yapilmugtir.

Literatiir bulgusunda M. recutita ucgucu yaginin sadece Amfoterisin B ile
kombinasyon ¢alismasina rastlanilmistir. Kombinasyon 6zellikle Candida albicans
suslarina kars1 degerlendirilmistir (Nozaki ve ark., 2010) (Cizelge 5). M. recutita
ucucu yag1 ve segtigimiz antimikrobiyal maddeler ile herhangi bir kombinasyon
calismasina rastlanilmadigindan sonuglarin ilk olmas1 agisindan 6nem tagimaktadir.

M. recutita ugucu yagna ait kombinasyon sonuglar1 FIKI degerleri olarak
verilmistir. Sonuglar sinerjik, aditif ve bagimsiz etki olarak ifade edilmistir.

M. recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin kombinasyon sonuglart her bir
mikroorganizma tiirline gére ugucu yag ve fraksiyonlar1 arasindaki kombinasyon
sonuglarina gore Cizelge 20, Cizelge 21 ve Cizelge 22’de karsilastirmali olarak
verilmistir. M. recutita ucucu yagi diklorometan fraksiyonunun verim miktar
diisiik oldugu i¢in standart antibakteriyel ve standart antifungal maddeler ile sadece
klinik izolatlara kars1 kombinasyon c¢aligsmalar1 yapilmistir.
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Cizelge 20. Matricaria recutita ucucu yagi ve fraksiyonlarmm Staphylococcus aureus’a karsi FiKi

sonuclar: (ng/mL)
Ugucu Yag Standart Madde

Kombinasyon Bakteri AT K FiK T K FiK FIKi SONUC

P+AMP ***S aureus 1280 1280 1.0 256 8.0 0.031 1.031 BE
kl.izol.

P+AMP S. aureus 640 160 0.25 16 2.0 0.125 0.37 Sinerjik
ATCC 6538

P-H+AMP S.aureus 640 40 0.06 >128 64 0.25 0.31 Sinerjik
kl.izol.

P-H+AMP S. aureus 640 640 1.0 2.0 0.03 0.015 1.015 BE
ATCC 6538

P-DE+AMP  S.aureus 640 10 0.015 128 2.0 0.015 0.031  Sinerjik
kl.izol.

P-DE+AMP S. aureus 320 320 1.0 20 0.03 0.015 1.015 BE
ATCC 6538

P-DM+AMP  S.aureus 640 320 0.5 128 16 0.125 0.62 Aditif
kl.izol.

P+SEF S.aureus 1280 1280 1.0 128 2.0 0.015 1.015 BE
kl.izol.

P+SEF S. aureus 640 320 0.5 16 4.0 0.25 0.75 Aditif
ATCC 6538

P-H+SEF S.aureus 640 640 1.0 32 1.0 0.03 1.031 BE
kl.izol.

P-H+SEF S. aureus 640 10 0.015 16 16 1.0 1.015 BE
ATCC 6538

P-DE+SEF S.aureus 640 640 1.0 32 1.0 0.031 1.031 BE
kl.izol.

P-DE+SEF S. aureus 320 40 0.125 20 1.0 0.5 0.62 Aditif
ATCC 6538

P-DM+SEF S.aureus 640 640 1.0 32 1.0 0.031 1.031 BE

kl.izol.

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan

fraksiyonlari, AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;

**#K: Kombinasyondaki MIK degeri, ***: ampisiline direngli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki

53



izelge 21. Matricaria recutita ucucu yagi ve fraksiyonlarimin Escherichia coli’ye kars1 FiKi
izelge 21. Mat tit yag fraksiyonl Escherich li’ye k FIKI

sonuglar: (ug/mL)
Ucucu Yag Standart Madde
Kombinasyon Bakteri *T **K FIK T K FiIK FiKi SONUC
P+AMP ***E_ coli 320 20 0.06 256 256 1.0 1.06 BE
kl.izol.
P+AMP E. coli 320 40 0.125 16 16 1.0 1.125 BE
ATCC 8739
P-H+AMP E. coli 640 640 1.0 256 4.0 0.015 1.015 BE
kl.izol.
P-H+AMP E. coli 640 640 1.0 20 0.03 0.015 1.015 BE
ATCC 8739
P-DE+AMP E. coli 640 640 1.0 256 4.0 0.015 1.015 BE
kl.izol.
P-DE+AMP E. coli 320 50 0.015 20 20 1.0 1.015 BE
ATCC 8739
P-DM+AMP E. coli 640 640 1.0 256 4.0 0.015 1.015 BE
kl.izol.
P+SEF E. coli 320 20 0.06 64 128 2.0 2.062 BE
kl.izol.
P+SEF E. coli 640 160 0.25 128 64 0.5 0.75 Aditif
ATCC 8739
P-H+SEF E. coli 640 640 1.0 64 2.0 0.031 1.031 BE
kl.izol.
P-H+SEF E. coli 640 640 1.0 64 1.0 0.015 1.015 BE
ATCC 8739
P-DE+SEF E. coli 320 40 0.125 32 32 1.0 1.125 BE
kl.izol.
P-DE+SEF E. coli 320 50 0.015 64 64 1.0 1.015 BE
ATCC 8739
P-DM+SEF E. coli 640 640 1.0 64 2.0 0.031 1.031 BE
kl.izol.

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan
fraksiyonlari, AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MIK degeri***: ampisiline direngli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki
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Cizelge 22. Matricaria recutita ugucu yagmmn Candida albicans suslarina kars1 FiKi sonuglar
(ng/mL)

Ugucu Yag Standart Madde

Kombinasyon Maya *T  **K FIK T K FIK FIKi SONUC

P +NS C. albicans 320 20 0.06 1.0 05 0.5 0.56 Aditif
kl.izolat

P+NS C. albicans 320 50 0.015 20 20 1.0 1.015 BE
ATCC 90028

P-H+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 0.03 0.03 1.031 BE
kl.izolat

P-H+NS C. albicans 320 320 1.0 0.5 0.015 0.03 1.031 BE
ATCC 90028

P-DE+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 0.03 0.03 1.031 BE
kl.izolat

P-DE+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 0.03 0.03 1.031 BE
ATCC 90028

P-DM+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 0.03 0.03 1.031 BE
kl.izolat

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan
fraksiyonlari, FLU: Flukonazol, NS: Nistatin, *T: Tek bagina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki
MIK degeri, ***: Flukonazole duyarli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki

Toplam 56 adet kombinasyon ¢alismasinda 11 adet sinerjik, 11 adet aditif ve 34
adet bagimsiz etkili sonug¢ bulunmustur. Kombinasyon caligmalarinda antagonist
etkiye rastlanilmamistir.

Cizelge 23. Matricaria recutita u¢ucu yagina ait kombinasyonlarm % dagilinm

Mikroorganizmalar Bagimsiz etki
Staphyloccoccus aureus

(21 kombinasyon) 9

% Oran (% 42.85)
Escherichia coli

(21 kombinasyon) 17

% Oran (% 80.95)
Candida albicans

(14 kombinasyon) 8

% Oran (57.14)
Genel Toplam 34
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Sekil 18. Matricaria recutita u¢ucu yag kombinasyon antimikrobiyal etki sonuclarinin patojen
suslara gore % dagilim oranlari

Matricaria recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin 6zellikle ampisilin ve tetrasiklin
standart ilag etken maddeleri ile yapilan kombinasyon calismalarinda
Staphylococcus aureus standart / klinik suslarina karsi aktif sonuglar verdigi
goriilmiistiir. M. recutita ugucu yagi1 S. aureus ATCC 6538 susuna kars1 sinerjik
etki gdstermistir (FIKI= 0.37 pg/mL). Ozellikle klinik direngli S.aureus susuna
kars1 M. recutita ugucu yag dietil eter fraksiyonunun en etkili fraksiyon oldugu
goriilmiistiir (FIKI=0.03 ug/mL, sinerjik etki). Ayni susa kars1 n-hekzan fraksiyonu
sinerjik etki gdstermistir (FIKI= 0.31 ug/mL). Aym klinik susa kars1 diklorometan
fraksiyonunun ise aditif etkili oldugu belirlenmistir (FIKi= 0.62 pg/mL).

Klinik direngli S. aureus susa kars1 sinerjik etkili bulunan M. recutita ugucu yagi n-
hekzan fraksiyonunun kimyasal bilesikleri (E)-f-farnesen (% 72.0) ve germakren
D (% 7.0), dietil eter fraksiyonunun; (E)-g-farnesen (% 13.2), a-bisabolol oksit A
(% 57.7), a-bisabolol oksit B (% 6.8), a-bisabolon oksit A (% 6.7), kamazulen (%
3.4), ve a-bisabolol (% 0.1) olarak belirlenmistir. M. recutita ugucu yaginin
diklorometan fraksiyonunda; a-bisabolol oksit A (% 50.5), a-bisabolol oksit B (%
2.5) ve metil oleat (% 47.0) ana bilesikler olarak tanimlanmistir ve bu fraksiyon ise
ampisilin ile kombinasyon ¢alismasinda aditif etki gostermistir.

Literatiir bulgularinda M. recutita ugucu yag: ile ilgili yapilan antimikrobiyal
aktivite caligmalar1 Cizelge 1°de liste halinde verilmistir. Antiviral aktivite ile ilgili
yapilan bir ¢alismada M. recutita ugucu yagmin insan herpes simpleks virus tip 1
ve tip 2 (HSV-1 /HSV-2) viriislerine karst antiviral etkili bulunmustur (IKse=
0.00003/0.00015%) (Reichling ve ark., 2009). M. recutita ugucu yaginda bulunan
bisabolol ve spiroeter bilesiklerinin antibakteriyel ve fungusidal etkiden sorumlu
maddeler olduklar1 bilinmektedir (Van Zyl ve ark., 2006; Kamatou ve ark., 2010;
Singh ve ark., 2011).

Ampisilin ile yapilan kombinasyon c¢alismalarinda bu madde gruplarininin
bulundugu ucucu yag ve dietil eter fraksiyonlarinin en etkili sonuglar verdigi
gorilmektedir.

M. recutita ugucu yagi ve dietil eter fraksiyonlarinin sefuroksim ile yapilan
kombinasyon ¢alismalarinda S. aureus ATCC 6538 susuna kars1 aditif etki (FIKi=
0.75 ve 0.62 pg/mL) bulunurken M. recutita ucucu yagina ait n-hekzan ve
diklorometan fraksiyonlari ise bagimsiz etkili olarak bulunmustur.
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Bu durum ugucu yag ve dietil eter fraksiyonlarinin i¢erdigi kimyasal bilesiklerin
hepsinin bir arada bulundugu durumlarda iken en etkili sonuglar verdigini
gostermektedir. Antimikrobiyal etkinin fraksiyonlarda gozlenen sadece ana
bilesenlerden kaynaklanmadigini birarada iken daha giiglii etki verdiklerinin
gostergesi olarak yorumlanabilir.

M. recutita ucucu yagi, n-hekzan, dietil eter ve dikolorometan fraksiyonlarinin
tetrasiklin ile yapilan kombinasyon ¢alismalarinda (FiKi= 0.26, 0.25, 0.011 ve
0.011) hem standart hem de klinik S. aureus suslarina karsi en etkili kombinasyon
sonuglarini  verdigi goriilmiistir. Bu nedenle kombinasyon c¢alismalarinda
kullanilan antibakteriyel maddeler arasindan tetrasiklin ile yapilan kombinasyonlar
en etkili olarak bulunmustur.

M. recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin ampisilin ile yapilan tiim kombinasyon
calismalarinda E. coli ATCC 8739 ve klinik direngli E. coli suslarina kars1 bagimsiz
etkili bulunmustur. M. recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin sefuroksim ile
yapilan kombinasyon g¢alismalarinda sadece ugucu yagin kendisi E. coli ATCC
8739’a kars1 aditif etki (FIKI= 0.75 pg/mL) gdstermistir. Ugucu yagin, n-hekzan ve
dietil eter fraksiyonunun tetrasiklin ile yapilan kombinasyon ¢aligmalarinda sadece
E. coli ATCC 8739 susuna kars1 sinerjik ve aditif etki gzlenirken klinik direngli
susa kars1 ise tim kombinasyon denemelerinde bagimsiz etki elde edilmistir.

Ucucu yag ve fraksiyonlarinin flukonazol ile kombinasyonlarinda hem standart
hem de klinik C. albicans suslarina kars1 olduk¢a etkili sonuclar vermistir. M.
recutita ugucu yag ile flukonazol kombinasyonunun sonucunda sinerjik etki
(FIKI= 0.3125 ve 0.375 pg/mL) goriiliirken fraksiyonlarinin ayni antifungal madde
flukonazol ile kombinasyonu sonucunda aditif etki gézlenmistir. Ozellikle Candida
tiirlerine kars1 denenecek kombinasyon ¢alismalarinda ugucu yagin fraksiyonlarina
ayrilmadan kullanilmasiin daha etkili sonuglar vermesi acisindan énemli olacagi
diistiniilmektedir. M. recutita ucucu yag ve fraksiyonlarmin nistatin ile yapilan
kombinasyon ¢aligsmalarinda sadece M. recutita ugucu yaginin kendisinin aditif etki
(FIKI= 0.56 pg/mL) gosterdigi, fraksiyonlarin ise nistatin ile kombinasyonunda
bagimsiz etkili sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak flukonazol ile yapilan
kombinasyon denemeleri nistatin ile yapilan kombinasyon denemelerinden daha
aktif bulundugundan Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde flukonazol tercih
edilebilir. Ozellikle Candida enfeksiyonlarina karst M. recutita ugucu yaginin
fraksiyonlanmas1 yerine kendisinin kullanilmasinin daha etkili olacagim
gostermektedir.

M. recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin 6zellikle Gr (+) S. aureus tiiriine karsi
Gr (-) E. coli tiirtinden daha etkili olmasimin nedeni hiicre duvari yapisindaki
farkliliktan kaynaklanmaktadir. Ugucu yaglar ve ugucu yag bilesenleri genellikle
icerdikleri kimyasal yapilarina gore Gr (+) bakterilere kars1 daha etkilidirler. Gr (+)
bakterilerin hiicre duvarlari daha kalin olup % 90-95 oraninda peptidoglikan
tabakadan olusur. Bu yap1 6zellikle hidrofobik molekiillerin hiicre duvarindan
gecisine kolaylastirarak sitoplazmaya ulagsmasina izin verir. Gr (-) bakterilerin ise
hiicre duvart yapilari daha komplekstir ve peptidoglikan tabakasi incedir.
Peptidoglikan tabakasini bir dis zar daha ¢evreler. Gr (-) bakterilerin hiicre duvarlari
dis yapisinda lipopolisakkarit ve i¢ tabakasindaki ise fosfolipid Ozellik tagsir.
Lipopolisakkarit hidrofob molekiillere kars1 bir bariyer olusturur.
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Bu o6zellik Gr (-) hiicreye daha fazla koruyucu ve gegirgenligi azaltici etki
yaratmasina neden olur ve bir¢ok molekiiliin hiicreye girmesine engel olur (Bakkali
ve ark., 2008; Nazzaro ve ark., 2013). Bu durum E. coli suslarina kars1 elde edilen
kombinasyon sonuglarinin bagimsiz etkili olarak bulunmasinin bir nedeni olabilir.

Ozellikle fraksiyonlarin sefuroksim ve tetrasiklin ile yapilan kombinasyon
calismalarinda sadece standart E. coli ATCC 8739 iizerine etki gostermesi ise
kullanilan klinik direngli izolatin hiicresel yapisinda antimikrobiyal direng
mekanizmasinin gostergesi olarak yorumlanabilir.

Diger bir durum ise klinik izolat E. coli susuna karsi kullanilan antibiyotikler
(ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin) CSLI’nin belirledigi MIK araliklarinda direncli
olarak belirlenmisti. Bu nedenle antibiyotik ile uygulanan ugucu yag ve
fraksiyonlarinin tiimii olusan kombinasyonda etki gdstermemis ve mikroorganizma
yasamaya devam etmistir. Burada farkli antibiyotikler kullanilarak alternatif
denemeler direng olusumuna kars1 degerlendirilebilir.

WS1-XTT Sitoksisite Test Sonuclari

Tez kapsaminda dama tahtasi yontemi uygulanarak belirlenen aditif ve sinerjik
kombinasyonlarin sitotoksik etkileri saglikli insan fibroblast hiicre dizilerinde XTT
yontemi ile degerlendirilmistir. Cizelge 24°te her bir kombinasyon i¢in kullanilan
konsantrasyonlar verilmistir. Ugucu yag/ugucu yag fraksiyonu ve standart ilag
etken madde kombinasyonlarinin her bir konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama
% inhibisyon degeri grafige aktarilmis ve hiicrelerde % 50 inhibisyona neden olan
(IKs0) degerler hesaplanmustir.

Cizelge 24. Matricaria recutita ugucu yag: ve fraksiyonlarina ait aktif kombinasyonlar icin
sitotoksisite testinde kullamlan konsantrasyonlar

Etkili
Kombinasyon konsantrasyon
(ng/mL)

P+ FLU 5+0.06 10+0.125 20+ 0.25 40+0.5 80+1
P+ NS 5+0.125 10+0.25 20+ 05 40+1 80+2
P-H + AMP 10+16 20+32 40 + 64 80+128 160+256
P-H +FLU 5+0.125 10+0.25 20+ 0.5 40+1 80+2
P-H+ TCY 40+0.03 80+0.06 160+ 0.125 320+0.25 = 640+0.5
P-DE+ AMP 2.5+0.5 5+1 10+ 2 20+4 40+8
P-DE+TCY 0.625+0.06  1.25+0.125 2.5+ 0.25 5+0.5 10+1
P-DE+FLU 20+0.125 40+0.25 80+ 0.5 160+1 320+2

P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, AMP: Ampisilin, TCY: Tetrasiklin,
FLU: Flukonazol, NS: Nistatin
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Standart ilag etken maddelerine ait iKso degerleri Cizelge 25°de verilmistir. Buna
gdre bu maddelere ait IKso degerleri ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol
ve nistatin’in farkl1 suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu maddelerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi konsantrasyonlardan daha yiiksek degerlerde
WSI1 hiicrelerini 6ldiirdiigii belirlenmistir. Dolayisiyla antimikrobiyal etkinlik
gosterdigi dozlarda ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve nistatin’in
sitotoksik etkili olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 25. Standart ila¢ etken maddelerine ait IKso (ug/mL)

Madde iKso Madde IKso
Sefuroksim | 359.5  Tetrasiklin 383.64
Flukonazol > 500 Ampisilin > 500
Nistatin | 83.95 |

Ucucu yag ve fraksiyonlarina ait iKso degerlerin Cizelge 26°da verilmistir ve ugucu
yag ve fraksiyonlarina ait IKso degerleri bu maddelerin farkli suslara ait MIK
degerleri ile karsilastirilarak sitotoksisiteleri yorumlanmistir. Buna gére M. recutita
ugucu yagi ile n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlari farkli suslari oldiirdiikleri
konsantrasyonlardan daha diisiik degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirmislerdir.
Dolayistyla antimikrobiyal etkinlik gosterdikleri dozlarda M. recutita ugucu yag ile
n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlarinin sitotoksik etkili oldugu bulunmustur.

Cizelge 26. Matricaria recutita ucucu yag ve fraksiyonlarina ait iKso degerleri (ng/mL)
iKso IKso 1Kso

P \ 92.54 P-H 115.32 P-DE 129.52
P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter

Ucgucu yag/standart ilag etken madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart ila¢ etken
madde kombinasyonlarima ait IKso degerleri Cizelge 27°de verilmistir. Buna gore
bu kombinasyonlara ait iKso farkli suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda
bu kombinasyonlarin  aditif/sinerjik  antimikrobiyal aktivite  gosterdigi
konsantrasyonlardan daha yiiksek degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirdiigii
belirlenmistir.

Cizelge 27. Matricaria recutita ugucu yag ve fraksiyonlari ile yapilan kombinasyonlara ait IKso

degerleri (ug/mL)
Kombinasyonlar 1Kso
P+ FLU 80+1 <
P + NS 80+2 <
P-H + AMP 128+204.8
P-H +FLU 80+2 <
P-H+ TCY 320+0.25
P-DE+ AMP 160432 <
P-DE+TCY 10+1 <
P-DE+FLU 320+2 <

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, AMP: Ampisilin, TCY:
Tetrasiklin, FLU: Flukonazol, NS: Nistatin
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Kombinasyonlar kullanildiklar1 en yiiksek konsantrasyonlarda bile WSI1
hiicrelerine karst % 50 inhibisyon oranina ulagmamistir. Buna bagli olarak
kombinasyonlarin iKso degerlerinin uygulandiklar1 en yiiksek konsantrasyondan
daha biiyiikk degerler olacagi sonucuna varilmistir. Dolayisiyla aditif/sinerjik
antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi dozlarda ugucu yag/standart ilag¢ etken madde ve
ucucu yag fraksiyonu/standart ilag etken madde kombinasyonlarinin sitotoksik
etkili olmadig1 bulunmustur.

Aliivibrio fischeri Toksisite Test Sonuclari

Toplam 22 adet sinerjik + aditif etki elde edilen M. recutita ugucu yagi ve
fraksiyonlarina ait kombinasyon c¢aligsmalarinda en aktif konsantrasyonlar toksisite
testinde degerlendirilmistir. Ugucu yagmin ana bilesiklerinden a-bisabolol ve
farnesen maddeleri de toksisite acisindan degerlendirilmistir.

Toksisite test galismalari liyofilize Aliivibrio fischeri NRRL-B 11177 susuna ait
test kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Toksisite inhibisyon 6l¢timleri 5.dk, 15.dk
ve 30.dk’da alinmis ve % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

Cizelge 28. Matricaria recutita ucucu yagi ve fraksiyonlarin toksisite % inhibisyon sonuclari
% Inhibisyon

Aktif kombinasyon (ug/mL) 5.dak. 15.dak. 30.dak.
P+ FLU (20 + 0.25) 51.03 66.15 72.18
P+NS (20+0.5) | 45.16 60.55 68.05
P-H+AMP (40+64) 24.79 19.25 15.74
P-H+FLU (20+0.5) | 38.6 41.44 43.66
P-H+TCY/(160+0.125) 46.7 53.22 44.54
P-DE+AMP (10+2) | 32.34 47.44 57.84
P-DE+TCY (2.5+0.25) 20.13 29.66 37.20
P-DE+FLU (80+0.5) | 83.75 90.62 91.42
Farnesen (5 mg/mL) 46.63 37.80 30.15
a-bisabolol (5 mg /mL) | 11.43 10.99 10.75
K2Cr207 (4 mg/L) 74.3 77.3 79.4

P: M. recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, AMP: Ampisilin, TCY: Tetrasiklin
FLU: Flukonazol, NS:Nistatin

Matricaria recutita ugucu yagi ve fraksiyonlarinin A. fischeri susuna kars1 toksisite
degerlendirilmesinde, papatya ucucu yagi n-hekzan fraksiyonunun ampisilin-
flukonazol ve tetrasiklin ile kombinasyonlarinda genel olarak diisiik inhibisyona
neden oldugu belirlenmistir.

Dietil eter fraksiyonunun ampisilin ve tetrasiklin ile kombinasyonunun susa karsi
diisiik inhibisyona neden oldugu ancak flukonazol ile yiiksek inhibisyona neden
olmustur.

M. recutita ugucu yagina ait ana bilesiklerden farnesen ve a-bisabolol’tin A. fischeri
susuna kars1 toksisitesi diisiik olarak bulunmustur.

Literatiir bulgularinda M. recutita ugucu yagmin A. fischeri susuna kars1 herhangi
bir toksisite ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu sebeple elde edilen bulgular ilk
olmasi acisindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 19°da gosterildigi lizere, zamana bagli % inhibisyon grafiginde
kombinasyonlar ve M. recutita ugucu yagina ait bazi ugucu bilesenlerin
karsilastirmal1 sonuglar1 verilmistir.

% Inhibisyon

Sekil 19. Matricaria recutita ugucu yag kombinasyonlarinin A. fischeri % inhibisyon sonuclari

Matricaria recutita ugucu yag1 Amerika Birlesik Devlet’inde Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan “genel olarak giivenilir zararsiz” (GRAS) olarak
degerlendirilmektedir. Literatiir bulgularinda, M. recutita ugucu yaginin akut oral
toksisitesi siganlarda, tavsanlarda da akut dermal toksisite degeri LDso= >5g/kg
bulunmustur. Ayrica siganlarda M. recutita ugucu yagi ve (-)-o-bisabolol oral akut
toksisiteye sahip olmadigi belirtilmistir (LDs0=10.000-20.000 ve 14.850 mg/kg)
(Franke ve Schilcher, 2005).

Bir diger literatiir bulgusunda M. recutita ugucu yagi; PC-3 (insan prostat), A549
(insan akciger karsinoma) ve MCF-7 (insan gogiis kanseri) kanser hiicre hatlarina
karst 1Kso= 0.070, 0.067 ve 0.072 degerlerinde inhibisyon gdstermistir (Zu ve ark.,
2010).

M. recutita ugucu yagmnin ana bilesenlerinden a-bisabolol maddesinin aflatoksin B1
mutajenine kars1 inhibitor etki gosterdigi Ames testi ile belirlenmistir (Gomes-
Carneiro ve ark., 2005).

M. recutita ucucu yaginin % 0,125 konsantrasyonda Oryzaephilus surinamensis
tiiriine kars1 % 88,3 oraninda ve Tribolium castaneum tiirlerine kars1 ise % 63,3
oraninda toksik etki gostermistir (Al-Jabr, 2006).

61



LAVANDULA LATIFOLIA UCUCU YAGI

Bu bolimde Lavandula latifolia ugucu yag ve fraksiyonlariin kimyasal bilesikleri,
fraksiyonlara ait % verimler, antimikrobiyal aktivite ile antimikrobiyal
kombinasyon sonuglari ve aktif ¢ikan kombinasyon c¢alismalarinin Aliivibrio
fischeri toksisite inhibisyon sonuglar1 ve WSI1-XTT sitoksisite test sonuglari
verilmigtir.

Ucucu yag ve fraksiyonlarinin bilesikleri

Farmasotik kalitede temin edilen sivri lavanta ugucu yag1 ve fraksiyonlari i¢in
GK/AID ve GK/KS ile analiz sonucunda 47 ugucu bilesik tanimlanmstir (Cizelge
29).

Cizelge 29. Lavandula latifolia u¢ucu yag ve fraksiyonlarinin bilesikleri

Relatif %

No | RRI | Bilesikler sL SL-H  SL-DE  SL-DM
1 1014 | Trisiklen - 0.1 - -
2 1032 o-Pinen 2.4 22.3 - -
3 1072 a-Fenken 0.1 1.0 - -
4 1076 Kamfen 0.4 4.2 - -
5 1118 | p-Pinen 2.1 20.1 - -
6 1132 Sabinen e 0.5 - -
7 1174 | Mirsen 0.5 4.4 - -
8 1203 ‘ Limonen 1.4 15.9 - -
9 1213 1,8-Sineol 25.0 - 27.3 12.6
10 1218 p-Fellandren - 0.4 - -
11 1246  (Z)-p-Osimen 0.2 0.8 - -
12 1255  y-Terpinen 0.2 0.2 - -
13 1266  (E)-p-Osimen 0.2 0.7 - -
14 1280  p-Simen 0.4 7.4 - -
15 1290 | Terpinolen e 0.2 - -
16 1439 y-Kamfolen Aldehit e - 0.3 0.2
17 1450 | trans- Linalol Oksit - - - 0.2
18 1466 a-Kubeben - 0.2 - -
19 1497 a-Kopaen - 04 - -
20 1532 ‘ Kafur 13.0 - 14.3 13.5
21 1535 | p-Burbonen - 0.1 - -
22 1553 Linalol 45.8 - 50.1 58.0
23 1565 Linalil asetat 1.9 - 2.3 25
24 1568 ‘ trans-a-Bergamoten - 0.3 - -
25 1583 | Junipen - 0.2 - -
26 1611 \ Terpinen-4-ol 0.2 - 0.3 0.4
27 1612 | p-Karyofillen 1.1 11.9 - -
28 1617 ‘ Lavandulil asetat 0.1 - - -
29 1668 | (Z2)-p-Farnesen - 0.7 - -
30 1670 ‘ trans-Pinokarveol - 0.2 - -
31 1682 | (E)-Osimenol - - - 0.2
32 1684 izoborneol 0.1 - 0.5 0.6
33 1687 | a-Humulen 0.2 1.1 - -
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Cizelge 29. (Devam) Lavandula latifolia u¢ucu yag ve fraks1y0nlar1n1n bilesikleri

34 | 1690 | trans-p-Terpineol | e - 0.4
35 1741  p-Bisabolen e 0.3 - -
36 1773 | o-Kadinen - 0.2
37 1776 ‘y-Kadinen - 0.3 - -
38 1706 | a-Terpineol 1.3 - 1.7 3.7
39 1719 Borneol 1.0 - 0.9 2.3
40 1726 Germakren D e - - -
41 1733 Neril asetat 0.3 - 0.3 0.4
42 1784 | (E)-a-Bisabolen e 0.8 - -
43 1808 Nerol 0.2 - 0.2 0.5
44 1857 | Geraniol 0.3 - 0.4 1.2
45 1864  p-Simen-8-ol e 0.1 - 0.2
46 2008 Karyofillen oksit e 2.4 e
47 2071 \ Humulen epoksit- 11 - 0.2 - -
Toplam 98.3 97.6 98.6 97.1

e:(eser): <0.1; (-): analizde tespit edilmemistir. SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan,
SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan fraksyonlari

Analiz sonucunda Lavandula latifolia ugucu yaginin ana bilesenleri linalol (% 45.8)
ve 1,8-sineol (% 25.0) ve kafur (% 13.0) olarak tanimlanmistir.

Bir sonraki asamada vakum kolon kromatografisi kullanilarak ugucu yag sirasi ile
n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol ile fraksiyonlanmistir.
Fraksiyonlarin kimyasal bilesikleri GK/AID ve GK/KS ile tespit edilmistir (Cizelge
29). L. latifolia ugucu yaginin n-hekzan fraksiyonuna ait ana bilesenler; a-pinen
(% 22.3), p-pinen (% 20.1), limonen (15.9) ve p-karyofillen (% 11.9), dietil eter
fraksiyonu i¢in; linalol (% 50.1), 1,8-sineol (% 27.3) ve kafur (% 14.3);
diklorometan fraksiyonu i¢in linalol (% 58.0), 1,8-sineol (% 12.6) ve kafur ( %
13.5) olarak tespit edilmistir. Metanol fraksiyonu i¢in GK/AID ve GK/KS’de
madde tespit edilememistir.

Avrupa farmakopesi (8.0)’nde L. latifolia ugucu yaginda kimyasal igerik agisindan
limonen (% 0.5-3.0), 1,8-sineol (% 16.0-39.0), kafur (% 8.0-16.0), linalol (% 34.0-
50.0), linalil asetat < 1.6, a-terpineol (% 0.2-2.0) ve (E)-a-bisabolen (% 0.4-2.5)
maddeleri verilen limitler icerinde olmalidir. Ticari olarak temin ettigimiz L.
latifolia ugucu yagi verilen ana bilesikler dogrultusunda farmakope limitleri
icerisinde yer almaktadir.

Literatiir ¢alismasinda taze ve kuru L. latifolia gigeklerinin ugucu yaglarinin
bilesiminde taze ¢iceklerinin linalol (% 31.9), 1,8-sineol (% 18.8), borneol (% 10.1)
ve kafur (% 4.4), kuru ¢igekler de ise linalol (% 30.6), 1,8-sineol (% 20.9), borneol
(% 8.9) ve kafur (% 4.5) bulunmustur (Barazandeh, 2002). Ispanya’nin giineyin de
ti¢ fakli bolgeden toplanan L. latifolia ugucu yaglarinin kimyasal bilesiklerinin
karsilagtirildigr bir ¢alismada ana bilesiklerin linalol (% 27.2- 43.1), 1,8-sineol (%
28.0-34.9) ve kafur (% 10.8- 23.2), minér bilesikler ise borneol (% 0.9-3.6), S-pinen
(% 0.8-2.6), (E)-a-bisabolen (% 0.5- 2.3), a-pinen (% 0.6- 1.9), p-karyofillen (%
0.5- 1.9), a-terpineol (% 0.8- 1.6) ve 6-terpineol (% 0.4- 1.2) bulunmustur (Salido
ve ark., 2004).
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Sekil 20. Lavandula latifolia ug¢ucu yagina ait ana maddelerin kromatogrami

Ugucu yag ve fraksiyonlarin miktarlart ve verimleri (%)

Lavandula latifolia ugucu yag fraksiyonlandiktan sonra fraksiyonlar rotavapor’da

yogunlastirilip % verimleri hesaplanmistir.

Cizelge 30. Lavandula latifolia u¢ucu yagimin fraksiyon miktarlari ve verimleri

Fraksiyon Miktar (g) Verim (%)
SL-H 0.49 8.6
SL-DE 5.01 87.9
SL-DM 0.065 11
SL-M 0.079 1.4
Toplam 5.64 99.0

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan; SL-

M: methanol

Sekil 21. Lavandula latifolia ugucu yag fraksiyonlari
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Antimikrobiyal Etkinlik Bulgulari
Minimum inhibisyon konsantrasyon sonuclari

Lavandula latifolia ugucu yag1 (SL) ve fraksiyonlar1 n-hekzan (SL-H), dietil eter
(SL-DE), ve diklorometan (SL-DM) i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) degerlerinin tespit edilmesinde baslangi¢ konsantrasyon araligi 5120-10
ug/mL’dir. Antibiyotikler ampisilin (AMP), sefuroksim (SEF) ve tetrasiklin (TCY)
icin 128-0.125 pg/mL olup, antifungal maddeler icin flukonazol (FLU) 64- 0.125
ng/mL ve nistatin (NS) icin 16- 0.03 pg/mL araligindaki konsantrasyonlar da
calistlmistir. L. latifolia ugucu yagmin calisilan suslar arasinda en diisiik MiK= 320
pg/mL ile Candida suslaria kars1 elde edilmistir. Ugucu yaga ait en yiiksek MIK=
1280 pg/mL ile ampisiline direngli Escherichia coli susuna kars1 tespit edilmistir.
L. latifolia ugucu yagmin n-hekzan, dietil eter, diklorometan fraksiyonlarinin
ampisiline direngli Staphylococcus aureus susuna kars1t MIK= 1280 pg/mL olarak
tespit edilirken, ampisiline direncli Escherichia coli susuna kars1 ise MIK= 640
ug/mL olarak belirlenmistir. Ugucu yag ve fraksiyonlarinin standart S. aureus
ATCC 6538 ve E. coli ATCC 8739 suslarma karst MIK= 640 pg/mL olarak
belirlenmistir.

Cizelge 31. Lavandula latifolia ucucu yag ve fraksiyonlarmin klinik suslara karsi elde edilen

MIK degerleri (ng/mL)
Test numunesi S. aureus* E. coli* C. albicans**
SL | 640 1280 320
SL-H 1280 640 320
SL-DE ‘ 640 640 320
SL-DM 640 640 320
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 64 128 -
SEF 128-64 128 -
TCY 64-16 64 -
FLU - - 32-16
NS - - 2-1

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H : n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan;
AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU: Flukonazol, NS: Nistatin,
*: Ampisiline direngli, ** flukonozale duyarlt

Cizelge 32. Lavandula latifolia ugucu yag ve fraksiyonlarinin standart suslara karsi elde edilen
MIK degerleri (ug/mL)

S. aureus ATCC E. coli C. albicans
Test numune 6538 ATCC 8739 ATCC 90028
SL 640 640 320
SL-H 640 640 320
SL-DE 640 640 320
SL-DM 640 640 320
Antimikrobiyal maddeler
AMP 8-4 16- 4 -
SEF 64 64 -
TCY 2-1 32 -
FLU - - 32- 16
NS - - 2

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan;
AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU: Flukonazol, NS: Nistatin
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Dama tahtast yonteminin Sonuclari

Lavandula latifolia ugucu yagi (SL) ve her bir fraksiyonu n-hekzan (SL-H), dietil
eter (SL-DE) ve dikolorometan (SL-DM); antimikrobiyal maddeler (AMP, SEF,
TCY, FLU ve NS) ile hem klinik S. aureus, E. coli ve C. albicans suslarina, hem
de standart S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739 ve C. albicans ATCC 90028
standart suslarina karsi kombinasyon galismalar1 yapilmigtir. L. latifolia ugucu
yaginin metanol fraksiyonunda herhangi bir madde tespit edilemediginden
kombinasyon ¢aligmasi yapilmamustir.

Kombinasyon sonuglar1 FiKI degerleri olarak verilmistir. Ucucu yag ve
fraksiyonlarinin ~ kombinasyon sonuc¢lari mikroorganizma tilirlerine  gore
karsilastirmali1 olarak verilmistir.

L. latifolia ugucu yagimnin ampisilin ile kombinasyonunda klinik S. aureus susuna
kars1 antagonist etki bulunmustur (FIKI= 4.03 pg/mL). Standart susa kars: ise
bagimsiz etki goriilmiistir (FIKI= 1.015 pg/mL). Ayni sekilde ugucu yagin
sefuroksim ve tetrasiklin ile yapilan kombinasyonlarinda da bagimsiz etki elde
edilmistir (FIKi= 1.15-3.0 ug/mL) (Cizelge 33).

Ancak L. latifolia ugucu yaginin n-hekzan, dietil eter ve diklorometan
fraksiyonlarinin ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile kombinasyonlarinda
sinerjik (FIKi= 0.28- 0.375 pg/mL) ve aditif (FIKi= 0.51-1.0 pg/mL) etkiler
gozlenmistir. En etkili kombinasyon dietil eter ve diklorometan fraksiyonlarinin
tetrasiklin ile yapilan kombinasyon sonucu olup sinerjik etki bulunmustur (FIKi=
0.017 pg /mL). Gozlenen bu etkiler bize fraksiyonlardaki baz1 maddelerin bir arada
iken daha etkili sonuglar verdigini ortaya koymaktadir.

n-hekzan fraksiyonunun analiz sonucunda oksijensiz bilesiklerin geldigi ve ana
bilesiklerin; a-pinen (% 22.3), f-pinen (% 20.1), limonen ( % 15.9) ve g-karyofillen
(% 11.9) oldugu belirlenmistir. Bu durum n-hekzan fraksiyonundaki bulunan bu
ana bilesenlerin sinerjik etkiden sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Ayni sekilde dietil eter ve diklorometan fraksiyonlarinda oksijenli bilesiklerin
birarada bulundugu ve analiz sonucunda ise ana bilesenler; 1,8-sineol (% 27.3-
12.6), kafur (% 14.3- 13.5) ve linalol (% 50.1- 58.0) olarak bulunmustur.

Dietil eter ve diklorometan fraksiyonlariin kimyasal bilesikleri aynt maddelere
sahip oldugu ancak tasidiklar1 % oranlarin farkli olmasindan dolayr kombinasyon
caligmalar1 2 fraksiyon i¢inde yapilmis ve ayn1 antimikrobiyal etkilere sahip oldugu
belirlenmistir. Sinerjik ve aditif etkilerin bu fraksiyonlarda da gozlenmesi bize
etkiden sorumlu olan maddelerin ana bilesenler olabilecegini diisiindiirmektedir.
Fraksiyonlarda gozlenen ana bilesiklerin etkiden sorumlu olabilecegi diistiniildiigii
icin standart antimikrobiyal maddeler ile ana bilesiklerinde kombinasyon
calismalari, 6zellikle ampisiline direngli S. aureus klinik susuna kars1 yapilmistir.

66



Cizelge 33. Lavandula latifolia u¢ucu yag: ve fraksiyonlarinin Staphylococcus aureus suslarina
kars:1 FiKi sonuclar1 (ug/mL)

Ugucu Yag Standart Madde

Kombinasyon  Bakteri AT A*K FIK T K  FiK FIKi SONUC

SL+AMP ***S.aureus 640 2560 4.0 64 20 0.031 4.03  Antagoni
kl.izol. st

SL+AMP S. aureus 640 10 0015 80 80 1.0 1.015 BE
ATCC 6538

SL-H+AMP S.aureus 1280 320 025 64 20 0.031 0.28  Sinerjik
kl.izol.

SL-H+AMP S. aureus 640 320 0.5 40 20 05 1.0 Aditif
ATCC 6538

SL-DE+AMP S.aureus 640 80 0.125 64 16 0.25 0.375 Sinerjik
kl.izol.

SL-DE+AMP S. aureus 640 640 1.0 40 0.06 0.015 1.015 BE
ATCC 6538

SL-DM+AMP  S.aureus 640 160 0.25 64 8.0 0.125 0.375 Sinerjik
kl.izol.

SL-DM+AMP S. aureus 640 640 1.0 40 0.06 0.015 1.015 BE
ATCC 6538

SL+SEF S.aureus 640 1280 2.0 32 32 1.0 3.0 BE
kl.izol.

SL+SEF S. aureus 640 320 0.5 64 64 1.0 15 BE
ATCC 6538

SL-H+SEF S.aureus 1280 640 0.5 128 2.0 0.015 0.51 Aditif
kl.izol.

SL-H+SEF S. aureus 640 640 1.0 >64 1.0 0.0078 1.007 BE
ATCC 6538

SL-DE+SEF S.aureus 640 20 0.031 64 40 0.062 0.093 Sinerjik
kl.izol

SL-DE+SEF S. aureus 640 160 0.25 >64 32 0.25 0.5 Sinerjik
ATCC 6538

SL-DM+SEF S.aureus 640 20 0.031 64 4.0 0.062 0.093  Sinerjik
kl.izol.

SL-DM+SEF S. aureus 640 160 025 >64 32 025 0.5 Sinerjik
ATCC 6538

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan;

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MIK degeri, ***: ampisiline direngli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki



Literatlir ¢alismalarinda L. latifolia ugucu yaginin herhangi bir antimikrobiyal
madde ile kombinasyon calismasina rastlanmamistir. Bu nedenle lavanta ugucu
yag1 + ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve nistatin ile kombinasyon
bulgulart ilk olmasi ac¢isindan Onem tasimaktadir. Literatiir ¢aligmalar
incelendiginde L. latifolia ugucu yagmin antimikrobiyal aktivitesinin MRSA
tiirlerine kars1 disk difiizyon yontemi ile calisildigr goriilmektedir (Roller ve ark.,
2009). L. latifolia ugucu yaginin Trichophyton mentagrophytes TIMM2789 susuna
kars1 hem buhar fazi (25 pg/mL) hem de agar difiizyon testi (10 mm) ile antifungal
etkinligi rapor edilmistir (Inouye ve ark., 2006). Haemophilus, Streptecoccus,
Escherichia ve Staphylococcus tiirlerini igeren mikroorganizmalara kars1 buhar faz
ve diliisyon yontemleriyle ugucu yagin antimikrobiyal etkinligi calisilmistir
(Inouye ve ark., 2001a; Inouye ve ark., 2001b). Farkli bir ¢alismada antiviral
aktivite caligmasinda L. latifolia ugucu yaginin insan herpes simplex virus tip 1
(HSV-1) viriisiine kars1 antiviral etkili bulunmustur (IKso= 1.0 %) (Reichling ve
ark., 2009).

n-hekzan fraksiyonuna ait ana bilesiklerinin ampisilin direngli S. aureus susuna
kars1 standart antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon sonuglarinda goriildiigi
lizere fraksiyonun etkisinin bu maddelerden geldigi sdylenebilir. Ancak ugucu
yaglar ¢cok sayida aktif ucucu bilesenlerden olustuklari i¢in kii¢iik minér bilesiklerin
de etkiden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni zaman da bu ugucu maddeler
ile ilk kez ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile kombinasyon c¢aligsmalari
yapilmustir.

Literatiir bulgusunda a-pinen / limonen kombinasyonunun Saccharomyces
cerevisiae susuna kars1 (+) limonen / (-) limonen kombinasyonunun ise Moraxella
catarrhalis susuna kars1 ¢alismas1 mevcuttur (Bassole ve ark., 2012).

Cizelge 34. Klinik S. aureus susuna karsi n-hekzan fraksiyonunun ana bilesiklerine ait
kombinasyon sonugclar1 (ng/mL)

Ugucu Madde Standart Madde .

Kombinasyon *T **K  FiK T K FIK FIKI SONUC
a-Pinen+AMP 640 1280 2.0 32 0.5 0.015 2.015 BE
a-Pinen+SEF 640 10  0.015 64 32 0.5 0.51  Aditif
a-Pinen+TCY 640 10  0.015 0.5 0.125 0.25 0.26  Sinerjik
p-Pinen +AMP 2560 1280 0.5 32 05 0.015 051  Aditif
p-Pinen +SEF 2560 1280 0.5 64 1.0 0.015 051  Aditif
p-Pinen +TCY 2560 160  0.06 0.5 0.125 0.25 0.31  Sinerjik
Limonen+AMP 640 80 0125 32 4.0 0.125 0.25 Sinerjik
Limonen+TCY 640 10 0.015 05 0.125 0.25 0.26  Sinerjik
p-Karyofillen+tAMP 2560 640 0.25 32 1.0 0.031  0.28 Sinerjik

p-Karyofillen+TCY 2560 40 0.015 05 0.125 0.25 0.26  Sinerjik

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MIK degeri, BE: Bagimsiz etki
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Dietil eter fraksiyonunun ana bilesenleri; 1,8-sineol (% 27.3), kafur (% 14.3) ve
linalol (% 50.1) olarak bulunmustur. Bu maddelerin etkiden sorumlu olabilecegi
diistiniildiigiinden standart antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon galismasi
yapilmistir (Cizelge 35).

Kombinasyon sonuglarinda ana bilesenlerin tek bagslarima da antimikrobiyal
maddeler ile kombinasyonlarinda sinerjik ve aditif etki sonuglart verdigi
goriilmektedir. Bu nedenle dietil eter fraksiyonununun standart antimikrobiyal
maddeler ile kombinasyonunda sinerjik etkinin gézlenmesi etkinin bu maddelerden
olabilecegini gostermektedir. Ayni zamanda ucgucu bilesiklerin standart
antimikrobiyal maddeler ile ilk kez kombinasyon c¢alismasi yapilmaktadir (Cizelge
35).

Cizelge 35. Klinik S. aureus susuna karsi dietil eter fraksiyonunun ana bilesiklerine ait
kombinasyon sonugclar1 (ng/mL)

Ugucu Madde Standart Madde .

Kombinasyon *T **K  FIK T K FiK FIKI SONUC
1,8-Sineol+AMP 1280 640 0.5 32 32 1.0 15 BE
1,8-Sineol +SEF 1280 320 0.25 64 32 0.5 0.75 Aditif
1,8-Sinecl+TCY 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Linalol +AMP 2560 2560 1.0 32 0.5 0.015 1.015 BE
Linalol +SEF 2560 1280 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Linalol +TCY 2560 40 0.015 0.5 0.25 0.5 0.51 Aditif
Kafur+AMP 1280 640 0.5 32 32 1.0 15 BE
Kafur+SEF 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Kafur+TCY 1280 20 0.015 05 0.125 025 0.26 Sinerjik

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MiK degeri, BE: Bagimsiz etki

Literatiirde 1,8-sineol ugucu maddesinin limonen enantiomerleri ile kombinasyon
calismasina rastlanilmistir (Vuuren ve ark., 2007). 1,8-Sineol ve aromadendren ile
kombinasyon c¢alismalar1 6zellikle MRSA ve vankomisin direngli E. faecalis
suslarina kars1 ¢alisilmistir (Mulyaningsih ve ark., 2010). Linalol maddesinin timol,
mentol, karvakrol ve 6jenol ile L. monocytogenes CRBIP 13134, E. aerogenes CIP
104725, E. coli CIP 105182 ve P. aeruginosa CRBIP19249 suslarina karsi
kombinasyon galismasina rastlanilmistir (Bassole ve ark., 2010).
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Cizelge 36. Lavandula latifolia ucucu yagi ve fraksiyonlarimin Escherichia coli suslarina karsi

FiKI sonuclar1 (ug/mL)
Ugucu Yag Standart Madde

Kombinasyon  Bakteri = *»*K  FiIK  Tek K FIK  FIKi SONUC

SL+AMP ***E_coli 1280 2560 2.0 >64 20 0.015 2.015 BE
kl.izol.

SL+AMP E. coli 640 20 0.031 16 80 05 0.53 Aditif
ATCC 8739

SL-H+AMP E. coli 640 640 1.0 >128 16 0.06 1.06 BE
kl.izol.

SL-H+AMP E. coli 640 640 1.0 2.0 0.03 0.015 1.015 BE
ATCC 8739

SL-DE+AMP E. coli 640 640 1.0 >64 1.0 0.0078 1.007 BE
klizol.

SL-DE+AMP E. coli 640 640 1.0 4.0 0.06 0.015 1.015 BE
ATCC 8739

SL-DM+AMP E. coli 640 640 1.0 >64 1.0 0.0078 1.007 BE
kl.izol.

SL-DM+AMP E. coli 640 640 1.0 4.0 0.06 0.015 1.015 BE
ATCC 8739

SL+SEF E. coli 1280 640 0.5 >64 16 0.125 0.62 Aditif
kl.izol.

SL+SEF E. coli 640 320 0.5 >64 64 0.5 1.0 Aditif
ATCC 8739

SL-H+SEF  E. coli 640 160 025 128 64 05 075  Aditif

kl.izol.

SL-H+SEF E. coli 640 640 1.0 >64 16 0.125 1.125 BE
ATCC 8739

SL-DE+SEF E. coli 640 20 0.031 64 40 0.062 0.093  Sinerjik
kl.izol

SL-DE+SEF E. coli 640 160 0.25 >64 32 0.25 0.5 Sinerjik
ATCC 8739

SL-DM+SEF E. coli 640 20 0.031 64 40 0.062 0.093  Sinerjik

kl.izol.

SL-DM+SEF  E. coli 640 160 0.25 >64 32 0.25 0.5 Sinerjik

ATCC 8739

SL : Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan;

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**#K: Kombinasyondaki MIK degeri, ***: ampisiline direngli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki
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Lavandula latifolia ugucu yagi ve fraksiyonlarinin ampisilin ile kombinasyonlarinda
E. coli suslarna kars1 bagimsiz etki gdzlenmistir. Sadece ugucu yagn E. coli ATCC
8739 susuna kars1 ampisilin ile kombinasyonunda aditif etki goriilmiistiir (FIKI= 0.53
pug/mL).

Ugucu yag ve fraksiyonlarmin en etkili oldugu kombinasyon sonuglar1 sefuroksim ile
yapilan kombinasyon c¢alismalart olmustur. Ugucu yagmn kendisi ve n-hekzan
fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyonunda aditif etki elde edilirken, dietil eter ve
diklorometan fraksiyonlarinda sinerjik etki bulunmustur (FiKi= 0.093-0.5 pug/mL).
Ugucu yag ve tetrasiklin kombinasyon galismalarinda sadece klinik direngli E. coli
susuna kars: aditif etki elde edilmistir (FIKi= 0.75 pg/mL). n-hekzan fraksiyonu ve
tetrasiklin kombinasyon sonuglart bagimsiz etkili olarak bulunmustur. Dietil eter ve
diklorometan fraksiyonlarinin tetrasiklin ile kombinasyonlarinda ise sadece klinik
direncli E. coli susuna kars: sinerjik etki elde edilmistir (FIKi= 0.26 ng/mL). Genel
olarak L. latifolia ugucu yagi ve fraksiyonlarinin standart antimikrobiyal maddeler ile
kombinasyonlarinda E. coli suslarina kars1 daha az etkili sonuglar verdigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni Gram (-) bakterilerin yapilarinda bir dis zarin olmasindan
kaynaklanmaktadir. Fraksiyonlarda gozlenen aditif/ sinerjik etkinin fraksiyonlarin
icerdigi ugucu bilesiklerden kaynaklanabilecegi diistiniildiigiinden ana bilesikler ve
standart antimikrobiyal maddelerin kombinasyon galismalar1 klinik direngli E. coli
susuna karsi calisilmigtir.

Cizelge 37. Klinik E. coli susuna karsi n-hekzan fraksiyonunun ana bilesiklerine ait FiKi

sonuglar: (ng/mL)
Ucucu bilesik Standart Madde
Kombinasyon *T  **K  FIK T K rik FIKIi  SONUC
a-Pinen+SEF 640 10 0.015 64 64 1.0 1.01 BE
o-Pinen+TCY 640 640 1.0 128 128 1.0 2.0 BE
p-Pinen +AMP 2560 1280 0.5 128 16 0.125 0.62 Aditif
p-Pinen +SEF 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
p-Pinen +TCY 1280 640 0.5 128 64 0.5 1.0 Aditif
Limonen+AMP 640 640 1.0 128 8.0 0.06 1.06 BE
Limonen+SEF 640 320 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Limonen+TCY 640 640 1.0 128 8.0 0.06 1.06 BE

p-Karyofillen+tAMP = 2560 2560 1.0 32 0.5 0.015 1.01 BE

p-Karyofillen+SEF 2560 2560 1.0 64 16 025 112 BE

p-Karyofillen+TCY = 2560 2560 1.0 128 16 0.125 1.12 BE

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K : Kombinasyondaki MIK degeri; BE: Bagimsiz etki
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n-hekzan fraksiyonunun igerdigi ana bilesiklerden sadece g-pinen ve ampisilin
kombinasyonunda aditif etki goriilmiistiir. Diger ana bilesiklerin ampisilin ile
kombinasyonunda ise bagimsiz etki gézlenmistir. Fraksiyonun kendisininde
ampisilin ile kombinasyon sonucunda bagimsiz etki elde edilmistir. Bu da bize ana
bilesiklerin bir arada iken bulundugunda etkiden sorumlu olmadiklarini
gostermektedir. Calisilan ana bilesiklerden sadece f-pinen’nin tiim Standart
antimikrobiyal maddeler ile kombinasyonlarinda aditif etki elde edilmistir. Aktif
maddenin S-pinen oldugu soylenebilir.

Dietil eter fraksiyonunun ana bilesikleri; 1,8-sineol, kafur ve linalol olarak
bulunmustur. Bu ana bilesiklerin de standart antimikrobiyal maddeler ile
kombinasyon ¢alismasi yapilmistir. Dietil eter fraksiyonu ve ampisilin ile
kombinasyon sonucu bagimsiz etkili olarak bulunmustur. Burada tek tek tiim ana
bilesiklerin de ampisilin ile kombinasyon sonucu bagimsiz etki olarak bulunmustur.
Dietil eter fraksiyonu ve sefuroksim kombinasyonu sinerjik etkili olarak
bulunmustu. Ana bilesenlerden linalol ve kafur ugucu bilesiklerinin de sefuroksim
ile kombinasyon sonuglarinda aditif etki bulunmustur. Bu nedenle bu iki maddenin
etkiden sorumlu olabilecegi soOylenebilir. Dietil eter ve tetrasiklin
kombinasyonunun sonucunda da sinerjik etki elde edilmisti. Ana bilesiklerin
tetrasiklin ile kombinasyon ¢alismalarinda sadece linalol ugucu bilesiginin
tetrasiklin ile kombinasyonundan aditif etki elde edilmistir. Kombinasyon
caligmalar1 sonucunda linalol maddesinin aktif bilesik oldugu s6ylenebilir.

Cizelge 38. Klinik direngli Escherichia coli susuna kars: dietil eter fraksiyonlarmna ait ana
bilesiklerinin FiKi sonuclar1 (ng/mL)

Ucgucu bilesik Standart Madde .
Kombinasyon *T ** K FIiK T K FIK FIKI SONUC
1,8-Sineol+tAMP 640 1280 2.0 32 0.5 0.015 2.01 BE
1,8-Sineol +SEF 640 320 0.5 64 64 1.0 1.5 BE
1,8-Sineol+TCY 640 80 0.125 128 128 1.0 1.12 BE
Linalol +AMP 2560 2560 1.0 32 0.5 0.015 1.01 BE
Linalol +SEF 2560 1280 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif

Linalol +TCY 2560 1280 0.5 128 16 0.125 0.62 Aditif

Kafur+AMP 1280 1280 1.0 128 16 0.125 1.12 BE
Kafur+SEF 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Kafur+TCY 1280 160 0.125 128 128 1.0 1.12 BE

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MiK degeri; BE: Bagimsiz etki
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Cizelge 39. Lavandula latifolia u¢ucu yagmmm Candida albicans suslarina kars1 FIKI degerleri

(ng/mL)
Ucucu Yag Standart Madde .
Kombinasyon Maya «T K FIK T K FiK FIKI SONUC
SL+FLU C. albicans 320 160 0.5 32 16 0.5 1.0 Aditif
ATCC 90028
SL+FLU C. albicans 320 160 0.5 8.0 1.0 0.125  0.62 Aditif
kl.izolat
SL-H+FLU C. albicans 320 80 025 32 8.0 0.25 0.50  Sinerjik
ATCC 90028
SL-H+FLU C. albicans 320 40 0125 64 8.0 0.125 0.25 Sinerjik
kl.izolat
SL-DE+FLU C. albicans 320 40 0125 32 8.0 0.125 0.25 Sinerjik
ATCC 90028
SL-DE+FLU C. albicans 320 40 0125 64 8.0 0.125 0.25 Sinerjik
kl.izolat
SL-DM+FLU C. albicans 320 40 0125 64 8.0 0.125 0.25 Sinerjik
KI. izolat
SL +NS C. albicans 320 160 0.5 2.0 1.0 0.5 1.0 Aditif
ATCC 90028
SL+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 0031 0031 1.031 BE
kl.izolat
SL-H+NS C. albicans 320 320 1.0 20 003 0.015 1.015 BE
ATCC 90028
SL-H+ NS C. albicans 320 320 1.0 20 003 0.015 1.015 BE
kl.izolat
SL-DE+NS C. albicans 320 160 0.5 2.0 1.0 0.5 1.0 Aditif
ATCC 90028
SL-DE+NS C. albicans 320 320 1.0 20 0.03 0.015 1.015 BE
kl.izolat
SL-DM+NS C. albicans 320 320 1.0 20 0.03 0.015 1.015 BE
kl.izolat

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, SL-DM: diklorometan
FLU: Flukonazol; NS: Nistatin, *T: Tek bagina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MiK degeri;
BE: Bagimsiz etki

Lavandula latifolia ugucu yagi ve fraksiyonlarinin flukonazol ile kombinasyon
sonuglar1 nistatin ile yapilan kombinasyon sonuglarma gore daha etkili sonuglar
vermistir. Ozellikle flukonazol ile yapilan kombinasyon calismalarinda
fraksiyonlar ugucu yaga gore daha etkili bulunmustur (sinerjik etki). Bu sebeple
etkiden sorumlu olabilecek ugucu bilesiklerin tek tek flukonazol ve nistatin ile
kombinasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Ugucu ana bilesiklerin flukonazol ve nistatin
ile yapilan kombinasyon ¢alismalar1 tez kapsaminda ilk kez yapilmistir (Cizelge
40).
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Cizelge 40. Klinik Candida albicans susuna karsi bazi ana bilesiklere ait FIKi sonuclari

(ng/mL)
Ucucu bilesik Standart Madde

Kombinasyon = *kK FiK T K FIK FiKi  SONUC
1,8-Sineol+FLU 640 160 025 20 1.0 0.5 0.75 Aditif
1,8-Sineol +NS 640 320 0.5 2.0 1.0 0.5 1.0 Aditif
Linalol +FLU 2560 640 025 20 0.06 0.03 028  Sinerjik
Linalol +NS 2560 1280 0.5 2.0 1.0 0.5 1.0 Aditif
Kafur+FLU 640 160 025 20 1.0 0.5 0.75 Aditif
Kafur+NS 640 160 025 20 1.0 0.5 0.75 Aditif

FLU: Flukonazol; NS: Nistatin, *T: Tek basina MiK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri

1,8-Sineol, kafur ve linalol ugucu maddelerinin standart antifungal maddeler ile
kombinasyon sonuglarinda da etkili sonuglar elde edilmistir. Dolayis1 ile ugucu
yagin flukonazol ile kombinasyonunda oldukca etkili sonuglar gostermesi bu ugucu
ana bilesiklerden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Toplam 62 adet kombinasyon ¢alismasinda 21 adet sinerjik, 12 adet aditif ve 28
adet bagimsiz etki ve 1 adet antagonist sonu¢ bulunmustur.

izelge 41. Lavandula latifolia u¢ucu yagina ait kombinasyonlarin % dagilimi
izelge 41. L dula latifol yag kombinasyonl % dagil

Mikroorganizmalar Sinerjik Aditif Bagimsiz etki Antagonist
Staphylococcus aureus 10 3 10 1
(24 kombinasyon)

% Oran (% 41.66) (% 12.5) (% 41.66) (% 4.16)
Escherichia coli 6 5 13 -
(24 adet kombinasvon)

% Oran (% 25.0) (% 20.83) (% 54.16)

Candida albicans 5 4 5 -
(14 kombinasyon)

% Oran (% 35.71) (%28.57) (%35.71)

Genel Toplam 21 12 28 1
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Sekil 22. Lavandula latifolia u¢ucu yag kombinasyon antimikrobiyal etki sonuclarimin patojen
suslara ait % dagilim oranlari

WS1-XTT Sitotoksisite Test Sonuclar:

Ugucu yag ve fraksiyonlarinin aditif ve sinerjik etkili olarak bulunan kombinasyon
calismalarindan en diisiik konsantrasyonda bulunan 6 kombinasyon saglikli insan
fibroblast hiicre dizilerinde XTT yontemi ile degerlendirilmistir.

Cizelge 42°de her bir kombinasyon i¢in kullanilan konsantrasyonlar sunulmustur.
Ugucu yag/ugucu yag fraksiyonu ve standart antimikrobiyal madde
kombinasyonlarinin her bir konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama % inhibisyon
degeri grafige aktarilmis ve hiicrelerde % 50 inhibisyona neden olan (IKso) degerler
hesaplanmustir.

Cizelge 42. Lavandula latifolia ug¢ucu yagi ve fraksiyonlarmna ait aktif kombinasyonlar i¢in
sitotoksisite testinde kullamlan konsantrasyonlar

Etkili konsantrasyon

Kombinasyon < (ng/mL) >
SL + FLU 40+0.125 80+0.25 160 +0.5 320+1 640+2
SL-H+ FLU 10+2 20+4 40+ 8 80+16 160+32
SL-DE+AMP 20+0.03 40+0.06 80+0.125 160+0.25 320+0.5
SL-DE +SEF 5+1 10+2 20+4 40+8 80+16
SL-DE +TCY 0.31+0.03 0.625+0.125 1.25 +0.25 2.5+0.5 5+1
SL-DE+FLU 10+2 20+4 40+ 8 80+16 160+32

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter, AMP: Ampisilin, SEF:
Sefuroksim, TCY: Tetrasiklin, FLU: Flukonazol

Standart antimikrobiyal maddelere ait 1Kso degerleri Cizelge 43’de verilmistir.
Buna gore bu maddelere ait 1Kso degerleri ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin,
flukonazol ve nistatin’in farkl1 suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu
maddelerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi konsantrasyonlardan daha yiiksek
degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirdiigli belirlenmistir. Dolayisiyla antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi dozlarda ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin ve flukonazol’iin
sitotoksik etkili olmadig1 belirlenmistir.
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Cizelge 43. Standart antimikrobiyal maddelere ait IKso degerleri (ug/mL)

Madde Kso Madde 1Kso
Sefuroksim \ 359.5 Tetrasiklin \ 383.64
Flukanozol | > 500 Ampisilin \ > 500

Ugucu yag ve fraksiyonlarina ait IKso degerlerin Cizelge 44°de verilmistir ve ugucu
yag ve fraksiyonlarma ait IKso degerleri bu maddelerin farkli suslara ait MiK
degerleri ile karsilagtirilarak sitotoksisiteleri yorumlanmistir. Buna gore L. latifolia
ucucu yagi ile n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlar1 farkli suslar1 oldiirdiikleri
konsantrasyonlardan daha diisiik degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirmiislerdir.
Dolayistyla antimikrobiyal etkinlik gosterdikleri dozlarda L. latifolia ugucu yag ile
n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlarmin sitotoksik etkili oldugu bulunmustur.

Cizelge 44. Lavandula latifolia ucucu yagi ve fraksiyonlarina ait iKso degerleri (ug/mL)

Ucucu yag/fraksiyonlar iKso
SL > 500
SL-H 116.93
SL-DE 228.77

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter

Ugucu yag/standart antimikrobiyal madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart
antimikrobiyal madde kombinasyonlarma ait [Kso degerleri Cizelge 45°de
verilmistir. Buna gére bu kombinasyonlara ait [Kso degerleri ugucu yag/standart
antimikrobiyal madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde
kombinasyonlarmin farkli suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu
kombinasyonlarin aditif/sinerjik antimikrobiyal aktivite gosterdigi
konsantrasyonlardan daha yiiksek degerlerde WSI1 hiicrelerini 6ldirdigi
belirlenmistir.

Kombinasyonlar kullanildiklari en yiiksek konsantrasyonlarda bile WSI
hiicrelerine karst % 50 inhibisyon oranina ulagmamistir. Buna bagli olarak
kombinasyonlarm [Kso degerlerinin uygulandiklar en yiiksek konsantrasyondan
daha biiyiik degerler olacagi sonucuna varilmistir. Dolayisiyla aditif/sinerjik
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi dozlarda ucucu yag/standart antimikrobiyal
madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin
insan cilt fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkili olmadigi bulunmustur.

Cizelge 45. Lavandula latifolia u¢ucu yag ve fraksiyonlar ile yapilan kombinasyonlara ait
IKso degerleri (ug/mL)

Kombinasyonlar IKso
SL+ FLU 640+2 <
SL-H+ FLU 80+16 <
SL-DE + AMP 320+0.5 <
SL-DE +SEF 80+16 <
SL-DE +TCY 5+1 <
SL-DE+FLU 160432 <

SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter; AMP: Ampisilin, SEF:
Sefuroksim, TCY: Tetrasiklin, FLU: Flukonazol
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Aliivibrio fischeri Toksisite Test Sonuclari

Toplam 33 adet sinerjik ve aditif etki elde edilen L. latifolia ugucu yagi ve
fraksiyonlarina ait kombinasyon calismalarinda ayni konsantrasyonlar elimine
edilmis ve sadece klinik direngli suslardan sinerjik ve aditif etki elde edilen
kombinasyonlar toksisite testinde degerlendirilmistir. L. latifolia ugucu yaginin ve
fraksiyonlarina ait ana bilesikleri; a-pinen, g-pinen, limonen, s-karyofillen, linalol,
kafur ve 1,8-sineol’de toksisite a¢isindan degerlendirilmistir (Cizelge 46). Toksisite
Olctimleri 5.dk, 15.dk ve 30.dk’da alinmis ve % inhibisyon degerleri hesaplanmigtir
ve % inhibisyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 23).

Cizelge 46. Lavandula latifolia u¢ucu yagi ve fraksiyonlarinin toksisite % inhibisyon sonuglari

% inhibisyon
Kombinasyonlar 5. dak. 15.dak. 30.dak.
SL+ SEF (640+16) 94.49 95.23 98.14
SL+TCY (640+32) 93.40 92.50 89.83
SL+FLU (160+ 0.5) 70.05 71.05 70.85
SL-H+AMP (320+2) 90.50 92.61 93.69
SL-H+SEF (640+2) 96.72 98.51 98.52
SL-H+SEF (160+64) 82.82 80.10 74.92
SL-H+FLU (40+8) 51.03 53.66 57.04
SL-DE+AMP (80+0.125) 43.17 47.08 48.98
SL-DE+SEF (20+4) 45.78 50.22 58.72
SL-DE+SEF (160+32) 52.50 50.05 38.58
SL-DE+TCY (1.25+0.25) 8.26 20.11 54.54
SL-DE+FLU (40+8) 23.97 24.84 30.13
p-Karyofillen (5 mg/ml) 17.29 10.86 11.33
a-Pinen (320 pg/ml) 94.83 94.13 96.97
p-Pinen (5 mg/ml) 90.28 92.17 92.53
Limonen (320 pg/ml) 82.23 95.39 95.51
1,8-Sineol (5 mg/ml) 85.91 90.2 92.61
Linalol (5 mg/ml) 95.72 96.04 94.17
Kafur (5 mg/ml) 93.31 97.67 98.75
K2Cr207 (4 mg/L) 74.3 77.3 79.4

SL: Lavandula latifolia u¢ucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE: dietil eter AMP: Ampisilin, TCY:
Tetrasiklin, FLU: Flukonazol

Lavandula latifolia ugucu yaginin ve ana bilesiklerinin A. fischeri susuna karsi
toksisite caligmalariyla ilgili literatiir de herhangi bir bulguya rastlanilmamustir.
Bulgular ilk olmasi agisindan 6nem tasimakta olup diger in vitro toksisite test
yontemi i¢in 6n bulgu teskil etmesi ve uyumlu olup olmayacagi acisindan énem
tagimaktadir. Buna gore:

L. latifolia ugucu yaginin sinerjik /aditif etkinlik gosterdigi antimikrobiyal
maddeler; sefuroksim, tetrasiklin ve flukonazol ile kombinasyonunda susa karsi
yiiksek inhbisyon goriilmiistiir. Ayn1 durum ugucu yagmn n-hekzan fraksiyonu ile
antimikrobiyal maddeler, ampisilin ve sefuroksim ile kombinasyonunda da
gorilmiistiir.
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Ugucu yagimn dietil eter fraksiyonunun daha diisiik inhibisyona neden oldugu
sOylenebilir. ~ Kombinasyonlardaki ~ konsantrasyon  miktar1  yiikseldikge,
inhibisyonlarinda daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir.

L. latifolia ugucu yagi ve fraksiyonlarina ait ana bilesiklerden A-karyofillen
maddesinin disindaki tiim ugucu bilesikler A. fischeri susuna kars: yiiksek oranda
inhibisyon gostermistir.

Sekil 23’te L. latifolia ugucu yagi ve fraksiyonlari ile bazi ugucu bilesiklere ait
inhibisyon oranlar1 karsilastirmali olarak grafikte verilmistir.

s IO
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Zaman

L O R ! $ > O
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Sekil 23. Lavandula latifolia u¢ucu yag kombinasyonlarimnin A. fischeri % inhibisyon sonuglari

Literatir bulgularinda L. angustifolia bitkisinin ugucu yagi ile ilgili toksisite
calismasi olmasina ragmen, L. latifolia ugucu yagma ait sitotoksik aktivite
caligmasina rastlanmamistir. Ancak ugucu yagda bulunan bazi ugucu bilesiklerin
toksisite ¢aligmalart mevcuttur.

Linalol ve linalil asetat bilesiklerinin insan lenfosit proliferasyonu iizerine
genotoksik etkisi mikroniikleus testi ile arastirilmistir. Toksik olmayan
konsantrasyonlarda (0.5-100 ug/mL) linalil asetat, andjenik (kromozomlarin
anafazda kutuplara gidememesi ve ig iplikleri tizerine etkiler) ajan olarak rol
oynarken, linaloliin bu konsantrasyonlarda genotoksik etkisi olmadig bildirilmistir
(Di Sotto ve ark., 2011).

Kafur ile ilgili toksisite bulgularinda, 2 gr alinmast durumunda yetigkinlerde,
gastrointestinal sistem, bobrek ve beyinde tikanikliklara neden olarak toksik etkiye
sebep oldugu, 3.5 gr'min ise Oliime neden olabilecegi bildirilmistir. 2 ppm
iizerindeki kafur inhalasyonunun mukoza membraninin tahris olmasina ayrica
solunum depresyonu ile apnenin olusuma neden olmaktadir (Chen ve ark., 2013).

Diger bir c¢alismada (+)-kafur ve 1,8-sineol’iin Ames testi ile belirlenen
caligmasinda mutajenik etki gostermedigi bildirilmistir (Gomes Carnerio ve ark.,
1998).
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PINUS MUGO UCUCU YAGI

Bu boliimde Pinus mugo ugucu yagi ve ugucu yag fraksiyonlarinin kimyasal
bilesikleri, fraksiyonlara ait % verimler, antimikrobiyal aktivite ile antimikrobiyal
kombinasyon sonuglari ve aktif ¢ikan kombinasyon caligmalarinin WS1-XTT
sitoksisite test sonuglar1 ve Aliivibrio fischeri toksisite test sonuglari verilmistir.

Ucucu yag ve fraksiyonlarin bilesikleri

Farmasétik kalitede temin edilen P. mugo ugucu yag1 ve fraksiyonlari icin GK/AID
ve GK/KS ile analiz sonucunda 59 ugucu bilesik tanimlanmistir (Cizelge 47).

Cizelge 47. Pinus mugo ucucu yag ve fraksiyonlariin bilesikleri

Relatif %

RRI Bilesikler BC @ BC-H BC-DE BC-DM BC-M
993 Santen 0.3 0.3 - - -
1014  Trisiklen - 02 0.2 - - -
1032 a-Pinen 18.4 16.5 0.2 0.7 -
1076  Kamfen 18 1.7 - - -
1118 | B-Pinen 10.5 10.5 0.1 0.7 -
1159  §-3-Karen 184 198 0.3 1.3 -
1174 | Mirsen 6.7 7.9 1.8 0.8 -
1176  a-Fellandren ‘ 1.3 0.9 - - -
1188 | a-Terpinen 1.0 0.9 - - -
1203  Limonen 90 10.1 0.3 1.1 -
1213 | 1,8-Sineol - - 21 - -
1218  p- Fellandren \ 15.2 16.5 - 1.7 -
1255 | y-Terpinen 04 0.4 - - -
1280 p-Simen ‘ 1.9 15 5.5 0.9 -
1290 | Terpinolen 6.7 7.6 14 0.6 -
1374 4-hidroksi-4-metil-2 pentanon - - - - 25.0
1452 | a-p-Dimetil stiren e - 1.0 e

1482  Fenkil asetat ‘ - - 0.4 0.3

1532 Kafur 0.1 - 2.2 1.3 -
1553  Linalol 03 - 3.2 2.4 -
1571 | cis-dihidro-a-Terpineol 0.7 - 8.9 211 -
1583  Terpinen-1-ol ‘ - - 0.4 1.1 -
1583 | Junipen e 0.1 - - -
1590  Bornil asetat 24 - 24.7 16.7 -
1604 | Izobornil asetat e - 10.9 - -
1611  Terpinen-4-ol \ e - 1.4 1.0 -
1612 | p-Karyofillen 2.6 3.6 2.3 e -
1638  cis-p-ment-2-en-1-ol ‘ - - 0.2 0.8 -
1648 | Mirtenal - - 0.3 - -
1670  trans-Pinokarveol ‘ e - 1.3 1.1 -
1683 | trans-Verbenol - - 0.9 4.7 -
1687  a-Humulen - 02 0.1 5.0 - -
1687 | Metil kavikol 0.1 - 2.6 0.7 -
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Cizelge 47 (Devam). Pinus mugo ucucu yag ve fraksiyonlarimin bilesikleri

1690 | Kripton e | - | 09 1.1 -
1706 | a-Terpineol e - 4.0 15.2
1709 | a-Terpinil asetat 0.2 - - - -
1719  Borneol | e - 3.6 3.7 -
1725 | Verbenon - - 0.3 0.4 -
1741  p-Bisabolen | e - - : :
1748 | Piperiton - - 0.7 e -
1776  J-Kadinen | e 0.1 - - -
1802 | Kumin aldehit e - 0.4 - -
1804  Mirtenol B - 1.0 0.9 -
1864 | p-Simen 8-ol e - 0.7 1.9 -
1870  Hekzanoik asit e - - - 1.7
1949 | Piperitenon - - - 3.3 -
2008  Karyofillen oksit \ - - 0.6 - -
2030 | Metil §jenol - - 0.2 - -
2045  Humulen epoksit-I e - 0.1 - -
2050 | E-Nerolidol - - 0.1 - -
2071  Humulen epoksit-1I \ - - 0.1 - -
2073 | p-Karyofillen alkol - - 0.3 - -
2126 4-hidroksi-4-metil ‘ - - - - 6.7
siklohekz-2-enon
2184 | cis-p-ment-3-en-1,2- diol - - - - 8.1
2186  Ojenol \ - - 0.2 - -
2219 | Dimirsen ll-a 0.1 0.1 14 0.7 -
2255  a-Kadinol | - - 0.1 - -
2269 | Dimirsen Il-b e - 0.6 - -
2503  Dodekanoik asit ‘ - - - - 1.0
Toplam = 98.5 98.8 93.6 86.0 42.5

e:Eser, < %0.1; (-): analizde tespit edilmemistir. BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan,
BC-DE: dietil eter; BC-DM: diklorometan; BC-M: metanol

Ucgucu yag analiz sonucunda P. mugo ugucu yagmin ana bilesikleri; a-pinen (%
18.4), 5-3-karen (% 18.4), p-fellandren (% 15.2), p-pinen (% 10.5), limonen (% 9.0)
mirsen (% 6.7) ve terpinolen (% 6.7) olarak bulunmustur.

n-hekzan fraksiyonu; 8-3-karen (% 19.8), a-pinen (% 16.5), p-fellandren (% 16.5)
p-pinen (% 10.5), limonen (% 10.1), dietil eter fraksiyonu; Bornil asetat (% 24.7)
ve izobornil asetat (% 10.9), diklorometan fraksiyonu; cis-dihidro-a-terpineol (%
21.1), bornil asetat (% 16.7) ve a-terpineol (% 15.2), metanol fraksiyonu; 4-
hidroksi-4-metil-2 pentanon (% 25) cis-p-ment-3-en-1,2-diol (% 8.1) ve 4-hidroksi-
4-metil siklohekz-2-enon (% 6.7) ana bilesikler olarak tanimlanmustir.

Avrupa Farmakopesi (8.0)’nde P. mugo ucucu yaginda kimyasal icerik acisindan
a-pinen (% 10-30), kamfen < 2.0, S-pinen (% 3-14), 5-3-karen (% 10-20), mirsen
(% 3-12), limonen (% 8-14), %), p-fellandren (% 10-19), p-simen < 2.5, terpinolen
< 8, bornil asetat (% 0.5-5) ve S-karyofillen (% 0.5-5) maddeleri verilen limitler
icerinde olmalidir. Ticari olarak temin ettig§imiz P. mugo ucucu yag1 farmakope
limitleri i¢erisinde yer almaktadir.
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Tampieri ve arkadaglarinin (2005) yaptig1 bir ¢alismada P. mugo ugucu yaginin ana
bilesikleri; 5-3-karen (% 17.1), a-pinen (% 13.4), g-fellandren (% 10.4), mirsen (%
8.81), limonen (% 8.1), p-karyofillen (% 7.26) ve pS-pinen (% 6.88) olarak
bulunmustur (Tampieri ve ark., 2005). Diger bir ¢alismada P. mugo ugucu yaginin
kimyasal kompozisyonun ana bilesikleri, 8-3-karen (% 23.9), a-pinen (% 17.9), p-
pinen (% 7.8) ve p-fellandren (% 7.2) olarak tespit edilmistir (Stevanovic ve ark.,
2005). Bir diger literatiir bulgusunda P. mugo ugucu yaginin kimyasal
kompozisyonu yiiksek oranda a-pinen (% 33.3), o-kadinen (% 9.0), a-fenken (%
6.4) ve karyofillen oksit (% 6.1) icerdigi goriilmiistiir (Tsitsimpikou ve ark., 2001).

Pinus mugo ugucu yagmin ana bilesiklerine ait kromatogrami Sekil 24’te
gosterilmistir.
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Sekil 24. Pinus mugo ugucu yagina ait ana bilesiklerin kromatogram

Ucucu yag ve fraksiyonlarin miktarlart ve verimleri (%)

Cizelge 47°de kimyasal icerigi tanimlanan P. mugo ugucu yagi vakum kolon
kromatografisi ile fraksiyonlanarak sirasi ile kolondan n-hekzan, dietil eter,
diklorometan ve metanol olmak tizere 4 farkl fraksiyon toplanmustir. Fraksiyonlar
rotavapor’da yogunlagtirilmis ve % verimleri hesaplanmaistir.

Cizelge 48. Pinus mugo uc¢ucu yagimin fraksiyon miktarlari ve verimleri

Fraksiyon Miktar(g) Verim (%)
BC-H ‘ 4.90 81.2
BC-DE 0.67 111
BC-DM | 0.031 0.5
BC-M 0.41 6.8
Toplam 6.024 99.6

BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-DM: diklorometan; BC-M:
metanol
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Sekil 25. Pinus mugo ugucu yagina ait fraksiyonlar

Antimikrobiyal Etkinlik Bulgular
Minimum inhibisyon konsantrasyon senuglart

Pinus mugo ugucu yag1 (BC) ve fraksiyonlari n-hekzan (BC-H), dietil eter (BC-DE)
ve metanol (BC-M) icin MIK degerlerinin tespit edilmesinde baslangic
konsantrasyon araligi 5120-10 pg/mL’dir. Antibiyotikler; ampisilin (AMP),
sefuroksim (SEF) ve tetrasiklin (TCY) i¢in 128-0.125 ug/mL olup, antifungal
maddeler i¢in flukonazol (FLU) 64-0.125 ug/mL ve nistatin (NS) i¢in 16-0.03
png/mL konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. P. mugo ucucu yaginin ¢alisilan klinik
suslar arasinda en diisik MIK=320 pg/mL ile Candida susuna kars1 elde edilmistir.
Ucgucu yag ve fraksiyonlarina ait en yiiksek MiK=2560 pg/mL ile ampisiline
direngli Escherichia coli susuna kars1 tespit edilmistir.

P. mugo ugucu yagmin ampisiline direngli Staphylococcus aureus susuna karsi
MIiK=1280 pg/mL olarak tespit edilirken, n-hekzan, dietil eter ve metanol
fraksiyonlar1 icin MIK= 640 pg/mL olarak belirlenmistir.

Ugucu yagin standart S.aureus ATCC 6538 ve E. coli ATCC 8739 suslarina karsi
MIK =1280-640 pug/mL degerlerinde tespit edilirken, C. albicans ATCC 90020
susuna karst MIK=640-320 pg/mL degerlerinde bulunmustur.

Ugucu yag fraksiyonlarinin standart suslar arasinda en diisiik MIK=320 pg/mL ile
Candida susuna kars1 elde edilmistir. Diger suslara kars1t MIK=640 pug/mL olarak
belirlenmistir.
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Cizelge 49. Pinus mugo ucucu yag ve fraksiyonlarmin klinik suslara karsi elde edilen

MIK degerleri (ug/mL)
Test Numunesi *S. aureus *E. coli **C. albicans
BC \ 1280 2560-1280 320
BC-H 640 2560 320
BC-DE \ 640 2560 320
BC-M 640 1280 320
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 64 64-32 -
SEF 128 64 -
TCY 64-32 32 -
FLU - - 1
NS - - 2

(-): Test edilmedi; BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-DM:
diklorometan; BC-M: metanol; AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin, *: Ampisiline direngli, **: flukonazole duyarl

Cizelge 50. Pinus mugo ucucu yagi ve fraksiyonlarimin standart suslara karsi elde edilen

MiK degerleri (ug/mL)
Test numunesi S. aureus ATCC E. coli C. albicans
BC ‘ 1280-640 1280-640 640-320
BC-H 640 640 320
BC-DE \ 640 640 320
BC-M 640 640 320
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 8 4-2 -
SEF 8 64 -
TCY 2-1 1 -
FLU - - 2-1
NS - - 2

(-): Test edilmedi, BC: Pinus mugo ucucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-DM:
diklorometan; BC-M: metanol; AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin

Dama tahtasi yonteminin sonuclart

Pinus mugo ugucu yagi1 (BC), n-hekzan (BC-H), dietil eter (BC-DE) ve metanol
(BC-M) fraksiyonlari, antimikrobiyal maddeler (AMP, SEF, TCY, FLU ve NS) ile
hem klinik direncli; S. aureus, E. coli ve C. albicans; hem de standart suslara; S.
aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739 ve C. albicans ATCC 90028 Kkars1
kombinasyon c¢alismalar1 yapilmistir. P. mugo ucucu yaginin diklorometan
fraksiyonunun verim miktar1 ¢ok az oldugundan bu fraksiyon i¢in kombinasyon
caligmalar1 yapilamamistir. Ugucu yag ana bilesenleri ve antimikrobiyal maddelerin
kombinasyon ¢aligmalar1 sadece klinik direngli suslara kars1 ¢calisilmistir.

Ugucu yag ve fraksiyonlarinin kombinasyon sonuglari mikroorganizma tiirlerine
gore karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 51. Pinus mugo ucucu yagi ve fraksiyonlarmm Staphylococcus aureus suslarma FiKi

sonuclar: (ug/mL)
Kombinasyon  Bakteri Ugucu Yag . StandartMadde  pjkj sONUC
*T **K FIK T K FIK
BC+AMP ***S.aureus 1280 640 0.5 20 0.06 0.031 053 Aditif
kl.izol.
BC+AMP S. aureus 1280 640 0.5 40 0.06 0.015 0.51 Aditif
ATCC 6538
BC-H+AMP S.aureus 640 10 0015 64 40 0.062 0.078  Sinerjik
kl.izol.
BC-H+AMP S. aureus 640 10 0.015 80 40 0.5 0.51 Aditif
ATCC 6538
BC-DE+AMP  S.aureus 640 160 0.25 64 32 0.5 0.75 Aditif
kl.izol.
BC-DE+AMP  S. aureus 640 160 0.25 80 4.0 0.5 0.51 Aditif
ATCC 6538
BC-M+AMP S.aureus 640 160 0.25 64 4.0 0.062 0.31 Sinerjik
kl.izol
BC-M+AMP S. aureus 640 10 0.015 8.0 40 0.5 0.51 Aditif
ATCC 6538
BC+SEF S.aureus 1280 10 0.0078 >64 8.0 0.062 0.070  Sinerjik
kl.izol.
BC+SEF S. aureus 1280 160 0.125 8.0 4.0 0.5 0.62 Aditif
ATCC 6538
BC-H+SEF S.aureus 640 160 0.25 128 32 025 0.0 Sinerjik
kl.izol.
BC-H+SEF S. aureus 640 10 0.015 80 80 1.0 1.015 BE
ATCC 6538
BC-DE+SEF S.aureus 640 10 0.015 128 64 0.5 0.51 Aditif
kl.izol.
BC-DE+SEF S. aureus 640 320 0.5 16 8.0 0.5 1.0 Aditif
ATCC 6538
BC-M+SEF S.aureus 640 640 1.0 128 16 0.125 1.12 BE
kl.izol.
BC-M+SEF S. aureus 640 320 0.5 80 80 1.0 15 BE
ATCC 6538

BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-M: metanol AMP: Ampisilin;
SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MiK degeri; **K: Kombinasyondaki MiK
degeri, ***: ampisiline direncli klinik izolat, BE: Bagimsiz etki
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Klinik direngli S.aureus susuna karsi P. mugo ugucu yagiin ampisilin ve tetrasiklin
ile kombinasyon sonuglarinda aditif etki bulunurken (FiKi= 0.53 pg/mL),
tetrasiklin ile kombinasyonunda sinerjik etki bulunmustur (FIKi= 0.070 pg/mL).

Etkiden sorumlu fraksiyon veya madde gruplarini belirlemek i¢in ugucu yag sirasi
ile n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol ile fraksiyonlanarak,
fraksiyonlarin antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon c¢aligmasi yapilmistir.
Fraksiyonlarin antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon sonucunda aditif ve
sinerjik etkili sonuglar elde edilmistir.

Burada yagin tamaminda ve fraksiyonlarinda elde edilen aktif sonug¢ bulgulari
etkiden sadece bir maddenin degil madde gruplarinin sorumlu oldugunu
gostermistir.

Literatiir ¢aligmalarinda P. mugo ucgucu yaginin herhangi bir antimikrobiyal madde
ile kombinasyon ¢aligmasina rastlanilmamistir. Bu nedenle elde edilen bu bulgular
ilk olmas1 agisindan 6nem tagimaktadir. Tek basina yiiksek konsantrasyonlarda
antimikrobiyal etkinlik gosteren ugucu yag ve ugucu yag fraksiyonlarinin aditif ve
sinerjik etki gosteren kombinasyonlarinda ugucu yag ve fraksiyonlarinin 10 pg/mL
konsantrasyonlara inilmesi onemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Ayni
sekilde direngli mikroorganizmalarda tek basma yliksek konsantrasyonda
antimikrobiyal etkinlik gdsteren ampisilin i¢in 0.06 pg/mL, sefuroksim ic¢in 8
ug/mL, tetrasiklin i¢in 4 pg/mL konsantrasyonda olmasi 6nemli bir sonug olarak
degerlendirilmistir.

Literatiirde P. mugo ucucu yag: ile ilgili birka¢c antimikrobiyal, antiviral ve
antiparazit ile ilgili aktivite caligmalarina rastlanilmistir (Cizelge 3).

Pinus mugo bitkisinin hekzan (MiK= 64 pg/mL), etil asetat (MIK= 256 pg/mL) ve
metanol (MIK= >512 pug/mL) ekstrelerinin Mycobacterium aurum CIP 10482 ve
Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 suslarina karsi aktiviteleri belirlenmistir
(Gordien ve ark., 2010).

Pinus mugo ugucu yagi ve ana bilesiklerinin baliklarda hastaliga neden olan
Saprolegnia parasitica tiirline karsi aktivitesi mikrodiliisyon metodu ile
calisilmistir (Tampieri ve ark., 2003).

Antiviral aktivite ile ilgili yapilan bir caligmada, P. mugo ugucu yaginin HSV-1 ve
HSV-2 viriislerini IKso= 0.0007 % ppm’de inhibe ettigi bildirilmistir (Reichling ve
ark., 2009).

Ugucu yag analiz sonucunda bodur ¢cam ugucu yaginin ana bilesenleri; a-pinen (%
18.4), 6-3-karen (% 18.4), p-fellandren (% 15.2), p-pinen (% 10.5), limonen (%
9.0) mirsen (% 6.7) ve terpinolen (% 6.7) olarak bulunmustur. Etkinin bu ana
bilesiklerden kaynakli olabilecegi diisiincesinden baz1 ana bilesiklerin
antimikrobiyal maddeler ile 6zellikle direngli klinik tiirler iizerinde kombinasyon
caligmalar1 yapilmistir. Kombinasyon sonuglarinda ana bilesiklerin tek baslarina da
etkili sonuglar verdigi goriilmistiir.
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Cizelge 52. Klinik S. aureus susuna kars1 bazi u¢ucu ana bilesiklere ait kombinasyon sonuglari
(ng/mL)

Ugucu Madde Standart Madde .
il **K  FIK T K FiKk FIKI SONUC

Kombinasyon

640 1280 2.0 32 0.5 0.015 2.015 BE

640 10 0.015 64 32 0.5 0.51 Aditif

640 10 0.015 0.5 0.125  0.25 0.26  Sinerjik

2560 1280 0.5 32 0.5 0.015 0.51 Aditif

2560 1280 0.5 64 1.0 0.015 0.51 Aditif

2560 160 0.06 0.5 0.125 0.25 0.31  Sinerjik

640 80 0.125 32 4.0 0.125 0.25 Sinerjik

640 10 0.015 05 0.125 0.25 0.26  Sinerjik

2560 1280 0.5 32 0.5 0.015 0.51 Aditif

2560 1280 0.5 64 64 1.0 15 BE

2560 1280 0.5 0.5 0.015 0.03 0.53 Aditif

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri;
**K: Kombinasyondaki MIK degeri; BE: Bagimsiz etki
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Cizelge 53. Pinus mugo ucucu yagi ve fraksiyonlarmn Escherichia coli suslarma kars1 FIKi

sonuglar: (ng/mL)
Ucucu Yag Standart Madde
Kombinasyon Bakteri *T  **K  FIK T K FIK  FIKi SONUC
BC+AMP ***E_coli 1280 640 0.5 32 4.0 0.125 0.62 Aditif
kl.izol.
BC+AMP E. coli 1280 640 0.5 2.0 0.06 0.031 0.53 Aditif
ATCC 8739
BC-H+AMP E. coli 2560 640 0.25 64 4.0 0.06 0.31  Sinerjik
kl.izol.
BC-H+AMP E. coli 640 640 1.0 4.0 0.125 0.031 1.031 BE
ATCC 8739
BC-DE+AMP E. coli 2560 1280 0.5 64 1.0 0.015 0.51 Aditif
kl.izol.
BC-DE+AMP E. coli 640 640 1.0 4.0 0.125 0.031 1.031 BE
ATCC 8739
BC-M+AMP E. coli 1280 1280 1.0 64 1.0 0.015 1.015 BE
kl.izol.
BC-M+AMP E. coli 640 10 0.015 4.0 4.0 1.0 1.015 BE
ATCC 8739
BC+SEF E. coli 1280 640 0.5 64> 16 0.125 0.62 Aditif
kl.izol.
BC+SEF E. coli 1280 640 0.5 64> 1.0 0.0078 0.50 Aditif
ATCC 8739
BC-H+SEF  E. coli 2560 10 0.0039 64 16 0.25 0.25 Sinerjik
kl.izol.
BC-H+SEF  E. coli 640 640 1.0 1.0 64 0.015 1.015 BE
ATCC 8739
BC-DE+SEF E. coli 2560 1280 0.5 64 1.0 0.015 0.51 Aditif
kl.izol.
BC-DE+SEF E. coli 640 10 0.015 64 32 0.5 0.51 Aditif
ATCC 8739
BC-M+SEF E. coli 1280 640 0.5 64 32 0.5 0.5  Aditif
kl.izol.
BC-M+SEF E. coli 640 640 1.0 64 32 0.5 15 BE
ATCC 8739

BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-M: metanol; AMP: Ampisilin;
SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin; *T: Tek bagina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MiK
degeri***: ampisiline direngli klinik izolat; BE: Bagimsiz etki
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Pinus mugo ucucu yaginin E. coli suslarina kars1 ampisilin (FiKi= 0.53 pg/mL),
sefuroksim (FIKi= 0.62 pg/mL) ve tetrasiklin (FiKi= 0.53 pg/mL) ile
kombinasyonlarin da aditif etki bulunmustur. Ampisilin ile yapilan kombinasyon
calismasinda sadece n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlar1 klinik suslara kars: etkili
bulunmustur. Metanol fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyon calismasinda
bagimsiz etki goriilmiistir. Sefuroksim ve tetrasiklin ile yapilan kombinasyon
calismalarinda n-hekzan fraksiyonu sinerjik etki (FIKi= 0.25-0.28 ung/mL)
gosterirken diger fraksiyonlar aditif etkili bulunmustur. Tetrasiklin ile yapilan
kombinasyonda her iki E. coli susuna kars1 en etkili fraksiyon n-hekzan olmustur
(FIKI= 0.26 pg/mL).

Ugucu yag /ugucu yag fraksiyonlar: ile yapilan kombinasyon ¢aligmalarinda tek
basina iken ozellikle direngli klinik suslara karsi daha yiiksek konsantrasyonda
antimikrobiyal etkinlik gdsteren ampisilin ve sefuroksim i¢in 1 pg/mL, tetrasiklin
icin 0.5 pg/mL’ye kadar inilmesi 6nemli bir bulgudur.

Ucucu yaga ait ana bilesenlerin antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon
sonuglarinda klinik direngli E. coli suslarina karsi genel olarak aditif etki
goriilmistiir. a-pinen’nin sefuroksim ve tekrasiklin ile limonen’nin ampisilin ve
tetrasiklin ile kombinasyonlarinda sonug¢ bagimsiz etkili olarak bulunmustur. Aditif
etki veren kombinasyonlar S-pinen ve 8-3 karen maddelerin de bulunmustur. Ayni
madde gruplarinin klinik direngli S. aureus susuna karst elde edilen aktivite
bulgularinin daha etkili olarak bulunmasinin nedeni Gr (-) mikroorganizmalarin dig
membran 6zelligi tasimalarindan kaynaklanmaktadir. Literatiir calismalarinda P.
mugo ucucu yaginin antimikrobiyal maddeler ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin
ile E. coli susuna kars1 herhangi bir kombinasyon ¢aligmasina rastlanilmamustir.

Cizelge 54. Klinik Escherichia coli susuna karsi bazi ana bilesiklere ait kombinasyon sonugclar:

(ng/mL)
Ucgucu Madde Standart Madde o
Kombinasyon *T *xK FiK T K FiK FIKI SONUC
a-pinen+SEF 640 10 0.015 64 64 1.0 1.015 BE
a-pinen+TCY 640 640 1.0 128 128 1.0 2.0 BE
p-pinen +AMP 2560 1280 0.5 128 16 0.125 0.62 Aditif
p-pinen +SEF 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
p-pinen +TCY 1280 640 0.5 128 64 0.5 1.0 Aditif
Limonen+AMP 640 640 1.0 128 80 0.06 1.062 BE
Limonen+SEF 640 320 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
Limonen+TCY 640 640 1.0 128 80 0.06 1.062 BE
A-3-Karen+tAMP 2560 1280 0.5 128 32 0.25 0.75 Aditif
A-3-Karen+SEF 1280 640 05 64 32 0.5 1.0 Aditif
A-3-Karen+TCY 2560 1280 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MiK degeri;
*#*K: Kombinasyondaki MiK degeri; BE: Bagimsiz etki
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Cizelge 55. Pinus mugo ugucu yagmn Candida albicans suslarina kars1 FiKi degerleri (ug/mL)

Ucucu Yag Standart Madde .

Kombinasyon Maya *T K FiK T K FiK FIKI SONUC

BC+FLU C. albicans 640 320 05 20 05 0.25 0.75 Aditif
ATCC 90028

BC+FLU C. albicans 320 320 10 20 10 0.5 1.5 BE
kl.izolat

BC-H+FLU C. albicans 320 640 20 20 003 0.015 2015 BE
ATCC 90028

BC-H+FLU C.glblcans 320 320 1.0 10 10 1.0 2.0 BE
kl.izolat

BC-DE+FLU C. albicans 320 320 10 10 0.03 0.03 1.003 BE
ATCC 90028

BC-DE+FLU C. albicans 320 160 05 10 10 1.0 1.5 BE
kl.izolat

BC-M+FLU  C. albicans 320 320 1.0 20 10 0.5 1.5 BE
kl.izolat

BC-M+FLU  C. albicans 320 640 20 1.0 003 0.03 2.003 BE
ATCC 90028

BC +NS C. albicans 640 320 05 20 0062 0.031 053 Aditif
ATCC 90028

BC+NS C. albicans 320 320 1.0 20 0.062 0.031 1.031 BE
kl.izolat

BC-H+NS C. albicans 320 320 1.0 20 05 025 1.25 BE
ATCC 90028

BC-H+NS C. albicans 320 160 05 20 20 10 1.5 BE
kl.izolat

BC-DE+NS C. albicans 320 320 1.0 1.0 20 20 3.0 BE
ATCC 90028

BC-DE+NS C. albicans 320 320 1.0 20 0.06 0.03 1.003 BE
kl.izolat

BC-M+NS C. albicans 320 320 1.0 20 1.0 05 1.5 BE
kl.izolat

BC-M+NS C. albicans 320 320 1.0 20 20 10 2.0 BE
ATCC 90028

BC: Pinus mugo ugucu yagi;, BC-H: n-k_lekzan, BC-DE: dietil eter; BC-M:' metanol; FLU;
Flukonazol, NS: Nistatin, *T: Tek bagina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri;
BE: Bagimsiz etki

Candida suslarina karsi etkinligi arastirilan ugucu yag ve fraksiyonlarinin
flukonazol ve nistatin ile yapilan kombinasyon ¢alismalarinda sadece ugucu yagin
kendisi aditif etkili bulunmustur (FIKI=0.75-0.53 pg/mL). Fraksiyonlar Candida
suslarina karsi etkili sonug vermemistir.

Kombinasyon sonuglarina gore Candida suslarina karsi ugucu yagin kendisinin
standart antifungal maddeler ile yapilan kombinasyonlarinin kullanilmasinin daha
etkili sonuglar verecegini gostermistir.

Literatiir ¢alismalarinda P. mugo ucucu yagi ve standart antifungal maddeler
flukonazol ve nistatin ile ile herhangi bir kombinasyon c¢alismasina
rastlanilmamistir. Ugucu yaga ait antimikrobiyal aktivite ¢alismasi da az sayidadir.
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Tampieri ve arkadaslarinin 2005 yilinda Candida albicans klinik izolatina karsi
bodur ¢am ugucu yag1 (MIK= 5000 ppm) ve ana bilesikleri; a-pinen (MIK=>1000
ppm), 8-3-karen (MIK= >1000), p-fellandren (MIK=50 ppm), S-pinen (MIK=100
ppm), limonen (MIK=1000 ppm) ve p-karyofillenin (MIK=>1000 ppm)
mikrodiliisyon metodu ile antikandidal aktivitesi arastirilmigtir (Tampieri ve ark.,
2005).

Fraksiyonlar da herhangi bir etki bulunmadigindan ugucu yaga ait ana bilesiklerin
antifungal maddeler ile kombinasyonlar1 Candida susuna karsi ¢alisilmamustir.

Pinus mugo ugucu yag ve fraksiyonlari ile toplam 64 adet kombinasyon ¢aligmasi
yapilmistir. Bu kombinasyonlarda 10 adet sinerjik, 29 adet aditif ve 25 adet
bagimsiz etkili sonu¢ bulunmustur. Kombinasyonlara ait % dagilim oranlari
Cizelge 56’da gosterilmistir. Pinus mugo ugucu yagi ve fraksiyonlarinin en etkili
oldugu susun Staphylococcus aureus oldugu belirlenmistir. Kombinasyon
caligmalarinda P. mugo ugucu yag ve fraksiyonlarinin Candida suslarina karsi
etkinligi zayif bulunmustur.

Cizelge 56. Pinus mugo ucucu yagina ait kombinasyonlarin suslara gore % dagilim oram

Mikroorganizma Sinerjik Aditif Bagimsiz etki
Staphylococcus aureus 6 15 3
(24 kombinasyon)
% Oran (% 25) (% 62.5) (% 12.5)
Escherichia coli 4 12 8
(24 adet kombinasyon)
% Oran (% 16.6) (% 50) (% 33.4)
Candida albicans - 2 14
(16 kombinasyon)
% Oran - (% 12.5) (% 87.5)
Genel Toplam 10 29 25

100 87,5

90 !

80

70 62,5

60 50

50

40 33,4

20 . 16,6 12,5 12,50

= | K

; ]
Sinerjistik Aditif Bagimsiz etki
M S. aureus WE. coli C. albicans

Sekil 26. Pinus mugo ugucu yag kombinasyon antimikrobiyal etki sonuclarimin patojen
suslara gore % dagilim oranlar
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WS1-XTT Sitoksisite Test Sonuclari

Ugucu yag ve fraksiyonlarinin aktif ve sinerjik etkili olarak bulunan kombinasyon
caligmalarindan en diisiik konsantrasyonda bulunan 6 kombinasyon saglikli insan
fibroblast hiicre dizilerinde XTT yontemi ile degerlendirilmistir.

Cizelge 57’de her bir kombinasyon i¢in kullanilan konsantrasyonlar sunulmustur.
Ugucu yag/ucucu vyag fraksiyonu ve standart antimikrobiyal madde
kombinasyonlarinin her bir konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama % inhibisyon
degeri grafige aktarilmis ve hiicrelerde % 50 inhibisyona neden olan (IKso) degerler
hesaplanmastir.

Cizelge 57. Pinus mugo ucucu yag ve fraksiyonlarina ait aktif kombinasyonlar icin sitotoksisite
testinde kullamlan konsantrasyonlar

Etkili Konsantrasyon
Aditif/Sinerjik (ng/mL)

BC + SEF \ 2.5+2 5+4 10+8 20+16 40+32
BC-H +AMP 2.5+1 5+2 10+4 2048 40+16
BC-H+ SEF \ 2.5+4 5+8 10+ 16 20+32 40+64
BC-H+ TCY 20+1 40+2 80 +4 160+8 320+16
BC-DE+SEF ~ 25+16 5+32 10 + 64 20+128 40+256
BC-DE +TCY 20+0.25 40+0.5 80+1 160+2 320+4

BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; AMP: Ampisilin, Sefuroksim
(SEF), TCY: Tetrasiklin

Standart antimikrobiyal maddelere ait IKso degerleri Cizelge 58’de verilmistir.
Buna gore bu maddelere ait [Kso degerleri ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin farkli
suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu maddelerin antimikrobiyal
aktivite gosterdigi konsantrasyonlardan daha yiiksek degerlerde WS1 hiicrelerini
oldiirdiigli belirlenmistir. Dolayisiyla antimikrobiyal etkinlik gosterdigi dozlarda
ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklinin sitotoksik etkili olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 58. Standart antimikrobiyal maddelere ait IKso degerleri (ng/mL)

Maddeler iKso
Ampisilin > 500
Sefuroksim 359.5
Tetrasiklin 383.64

Ugucu yag ve fraksiyonlarina ait IKso degerlerin Cizelge 59°da verilmistir ve ugucu
yag ve fraksiyonlarma ait IKso degerleri bu maddelerin farkli suslara ait MIK
degerleri ile karsilastirilarak sitotoksisiteleri yorumlanmistir. Buna gére P. mugo
ucucu yagi ile n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlar1 farkli suslart oldiirdiikleri
konsantrasyonlardan daha diisilk degerlerde WSI1 hiicrelerini 6ldiirmiislerdir.
Dolayisiyla antimikrobiyal etkinlik gosterdikleri dozlarda Pinus mugo ve Pinus
mugo ugucu yaginin N-hekzan ve dietil eter fraksiyonlarinin sitotoksik etkili oldugu
bulunmustur.
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Cizelge 59. Pinus mugo ucucu yag1 ve fraksiyonlarina ait iKso degerleri (ug/mL)

Ucucu yag ve fraksiyonlari Kso
BC ‘ 64.75
BC-H ‘ 116.73

BC-DE ‘ 229.28
BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter

Ucucu yag/standart antimikrobiyal madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart
antimikrobiyal madde kombinasyonlarina ait IKso degerleri Cizelge 60°da
verilmistir. Buna gore bu kombinasyonlara ait 1Kso degerleri ugucu yag/standart
antimikrobiyal madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde
kombinasyonlarmin farkli suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu
kombinasyonlarin aditif veya sinerjik antimikrobiyal aktivite gosterdigi
konsantrasyonlardan daha yiliksek degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirdiigii
belirlenmistir.

Cizelge 60. Pinus mugo ucucu yag ve fraksiyonlari ile yapilan kombinasyonlarana ait iKso

degerleri (ug/mL)
Kombinasyonlar IKso
BC + SEF 40+32 <
BC-H +AMP 40+16 <
BC-H+ SEF 40+64 <
BC-H+TCY 240+12
BC-DE +SEF 40+256 <
BC-DE +TCY 320+4 <

BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter, AMP: Ampisilin, SEF:
Sefuroksim, TCY: Tetrasiklin

Kombinasyonlar kullanildiklar1 en yiiksek konsantrasyonlarda bile WSI1
hiicrelerine karst % 50 inhibisyon oranina ulasmamistir. Buna bagh olarak
kombinasyonlarm [Kso degerlerinin uygulandiklar1 en yiiksek konsantrasyondan
daha biiyiik degerler olacagi sonucuna varilmistir.

Calisilan 6 kombinasyonun aditif/sinerjik antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi
dozlarda ugucu yag / standart antimikrobiyal madde ve wugucu vyag
fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin insan cilt fibroblast
hiicrelerine karsi sitotoksik etkili olmadigi bulunmustur.

Aliivibrio fischeri Toksisite Test Sonuglar:

Toplam 39 adet sinerjik ve aditif etki elde edilen P. mugo ucucu yagi ve
fraksiyonlarina ait kombinasyon caligmalarinda ayni konsantrasyonlar elimine
edilmis ve sadece klinik direngli suslardan sinerjik ve aditif etki elde edilen bazi
kombinasyonlar A. fischeri susuna karsi degerlendirilmistir. Metanol fraksiyonunda
verim az oldugundan toksisite testi acisindan degerlendirilmemistir.

Pinus mugo ugucu yaginin bazi ana bilesiklerinden a-pinen, S-pinen, 6-3-karen ve
limonen maddeleri de toksisite agisindan degerlendirilmistir. Biyoliiminesans
inhibisyon 6lctimleri 5.dk, 15.dk ve 30.dk’da alinmis ve % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir ve % inhibisyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 27).
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Cizelge 61. Pinus mugo ugucu yag ve fraksiyonlarinin toksisite % inhibisyon sonugclari

% inhibisyon

Kombinasyonlar 5 dk 15.dk 30.dk
BC+AMP (640-+0.06) 22.8 14.96 21.76
BC+SEF (10+8) 4.2 433 11.32
BC+SEF (640+16) 15.14 14.94 16.76
BC+TCY (640+0.06) 26.2 28.63 26.05
BC-H+AMP (10+4) 6.2 8.18 4.42
BC-H+AMP (640+0.5) 47.01 45,55 46.1
BC-H+SEF (160+32) 10.34 8.77 11.19
BC-H+SEF (10+16) 5.22 5.69 6.42
BC-H+TCY (80+4) 135 8.36 11.70
BC-H+TCY (640+1) 45.22 38.11 22.37
BC-DE+AMP (160+32) 79.38 79.47 74.44
BC-DE+AMP (1280+1) 95.96 96.77 97.13
BC-DE+SEF (10+64) 27.87 26.97 29.38
BC-DE+SEF (1280+1) 95.73 96.63 96.83
BC-DE+TCY (80+1) 69.24 70.29 66.86
BC-DE+TCY (1280+0.5) 95.15 96.23 96.28
a-pinen (320 pg/mL) 94.83 94.13 96.97
p-pinen (5 mg/mL) 90.28 92.17 92.53
Limonen (320 pg/mL) 82.23 95.39 95.51
8-3-karen (5 mg /mL 91.5 92.61 87.92

K2Cr207 (4 mg/L) 74.3 77.3 79.4

BC: Pinus mugo ugucu yagt; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; AMP: Ampisilin, Sefuroksim
(SEF), TCY: Tetrasiklin

Pinus mugo ucucu yagi ve ana bilesiklerinin A. fischeri susuna karsi toksisite
caligmalartyla ilgili literatiirde herhangi bir bulguya rastlanilmamistir. Bulgular ilk
olmasi acisindan 6nemlidir.

Aliivibrio fischeri toksisite test sonuglarinda P. mugo ugucu yagmimn standart
maddeler ampisilin, sefuroksim ve tekrasiklin ile kombinasyonlarinda susa karsi
yiiksek inhibisyon gozlenmemistir. P. mugo ugucu yaginin n-hekzan ve dietil eter
fraksiyonlarinin antimikrobiyal maddeler ile kombinasyonlarinda inhibisyon
oranlarinin artti1 goriilmektedir.

Sonug olarak P. mugo ugucu yagi ve n-hekzan fraksiyonun antimikrobiyal maddeler
ile kombinasyonlarimin A. fischeri susunu daha diisiik oranlarda inhibe ettigi
sOylenebilir.

Ugucu yaga ait ana bilesenlerden; a-pinen, p-pinen, limonen ve J-3-karen
maddelerinin A. fischeri susuna karst % 90 iizerinde inhibisyon gdsterdigi
bulunmustur. Tek baslarina bu ugucu bilesenlerin susu yliksek oranda inhibe ettigi
gorilmiistiir.
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Sekil 27. Pinus mugo ugucu yag kombinasyonlarimin A. fischeri % inhibisyon sonuclari

Genel olarak literatiir bulgularinda ugucu yaga ait toksisite c¢alismasi yetersiz
sayidadir. Bu sebeple gerek WS1 hiicrelerine karsi gerekse de A. fischeri susuna
kars1 elde edilen toksisite bulgular1 bize ugucu yagin toksisite 6zelligi ile ilgili
bilgiler vermistir. Bu anlamda literatiire de yeni bulgular saglamasi a¢isindan 6nem
tasimaktadir.

WS toksisite test sonuclarinda 1Kso degerleri incelendiginde Pinus mugo ugucu
yag1 > n-hekzan fraksiyonu > dietil eter fraksiyonu seklinde 64.75 > 116.73 >
229.28 pg /ml’de toksisite degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple ucucu
yaglarda toksik etkiden ucucu yagi olusturan maddelerin sorumlu oldugu
goriilmektedir. Farkli fraksiyonlarda elde edilen ugucu maddelerin farkli toksik
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. 2001 yilinda yapilan bir arastirmada Spodoptera
litura larvalarina kars1 bodur ¢am ugucu yaginin insektisidal etkisi arastirilmisgtir.
Ugucu yagin bu canlt tiirline kars1 toksik etkisinin % 6.7 oldugu goriilmiistiir (Isman
ve ark., 2001). Pinus mugo ugucu yagmin RC-37 (maymun boébrek hiicresi)
hiicrelerine karsi sitotoksik etkisinin arastirildigir bir calismada CCsp degeri 40
ng/mL olarak bulunmustur (Reichling ve ark., 2009).

Ugucu yaga ait bazi ana maddeleri ile ilgili toksisite bulgularinda, o-pinen
maddesinin diisiik tahrise sahip oldugu ve genel olarak giivenli kabul edildigi
bildirilmistir (Mercier ve ark., 2009). Farelerdeki akut toksisiste degeri 5 g/kg
olarak rapor edilmistir (Menezes ve ark., 2007). Kobaylarda yapilan akut dermal
irritasyon toksisite testinde a-pinen ve f-pinen maddelerinin 20 % ve 100 %
konsantrasyonlarda 24 saat sonunda hayvanlarin karmlarinda tahrise, kizarikliga
neden oldugu bildirilmistir (Wei ve ark., 2006).

3-Karen ile ilgili bulgularda, inhalasyonunun bronkokonstriksiyona neden oldugu
gosterilmis ayrica giiglii cilt hassasiyetine yol ac¢tig1 bildirilmistir (Lastbom ve ark.,
2000). 0.13 mg/m® Konsantrasyonda iist solunum yollarinda hafif inflamasyona
neden odugu rapor edilmistir (Rosenberg ve ark., 2002). Inflamasyon
olusturmasinin disinda, 3-karen’nin gii¢lii asetilkolinesteraz inhibitérii oldugu
bildirilmistir (Miyazawa ve Yamafuji, 2005).
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CITRUS RETICULATA UCUCU YAGI

Bu boliimde Citrus reticulata ugucu yagi ve ugucu yag fraksiyonlarin kimyasal
bilesikleri, fraksiyonlara ait % verimler, antimikrobiyal aktivite ile antimikrobiyal
kombinasyon sonuglari ve aktif ¢ikan kombinasyon caligmalarinin WS1-XTT
sitoksisite test ve Aliivibrio fischeri biyoliiminesans inhibisyon toksisite sonuglari
verilmistir.

Ucucu yag ve fraksiyonlarin bilesikleri

Farmasotik kalitede temin edilen C. reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlari i¢in
GK/AID ve GK/KS ile analiz sonucunda 48 ucucu madde tanimlanmistir (Cizelge
62). Ugucu yag analiz sonucunda mandalina ugucu yaginin ana bilesenleri; limonen
(% 70.1) ve yp-terpinen (% 20.0) olarak bulunmustur.

Cizelge 62. Citrus reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlarmin bilesikleri

Relatif %

RRI  Bilesikler M M-H M-DE M-DM M-M
1032 a-Pinen 25 15 - - -
1035 a-Tuyen 0.3 0.2 - - -
1076 Kamfen e e - - -
1118 | p-Pinen 1.8 15 - - =
1132 Sabinen 0.2 0.2 - - R
1174 Mirsen 1.6 1.1 - - =
1176 a-Fellandren e 0.3 - - -
1188 a-Terpinen e 0.1 - - -
1203 Limonen 71.1 713 - - -
1218 fS-Fellandren 0.4 0.4 - - =
1255 y-Terpinen 20.0 21.3 - - -
1266 (E)-B-Osimen - 0.1 - - -
1280 p-Simen 1.0 11 - - -
1290 Terpinolen 0.4 0.5 - - -
1432 Oktil format - - 15 - -
1468 trans -1,2 Limonen epoksit - - 1.8 - -
1474 trans-Sabinen hidrat - - 12 - -
1477 4,8 Epoksiterpinolen - - 14 - -
1487 Sitronellal - - 0.9 - -
1506 Dekanal - - 5.9 - -
1553 Linalol 0.2 - 18.0 - -
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Cizelge 62. (Devam) Citrus reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlarinin bilesikleri

RRI Bilesikler M M-H | M-DE M-DM M-M
1556 cis-Sabinen hidrat - - 0.7 - -
1562 Oktanol - - 1.8 - -
1571 8,9-Limonen epoksit-I1 - - 0.9 - -
1611 Terpinen-4-ol - - 0.8 - -
1678 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol - - 0.4 - -
1700 Limonen-4-ol - - 0.8 - -
1706 a-Terpineol - - 4.0 - -
1722 Dodekanal - - 0.8 - -
1725 trans-Verbenon - - 0.6 - -
1726 Germakren D e e - - -
1733 Neril asetat - 0.6 - -
1751 Karvon - - 1.2 - -
1758 (E,E)-a-Farnesen e e - - -
1807 Peril aldehit - - 1.6 - -
1845 trans-Karveol - - 1.0 - -
2084 Oktanoik asit - - - 13.2 21.0
2104 Dimetil antranilat 0.3 - 30.1 - -
2184 cis-p-Menta-3-en 1,2-diol - - - 4.0 -
2192 Nonanoik asit - - - 6.7 -
2226 Metil palmitat - - - - 5.3
2251 | p-Sinensal - - 1.4 - -
2255 Limonen glikol - - 2.9 20.4 3.7
2298 Dekanoik asit - - - 19.5 15.0
2309 a-Sinensal e - 7.7 - -
2456 Metil oleat - - - - 34
2458 Metil elaidat - - - - 1.8
2931 Hekzadekanoik asit - - - 4.3 -
Toplam | 99.8 99.6 88.0 68.1 50.2

e:Eser, < 9%0.1; (-): analizde tespit edilmemistir. M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan,
M-DE: dietil eter; M-DM: diklorometan; M-M: metanol

n-hekzan fraksiyonu; limonen (% 71.3) ve y-terpinen (% 21.3); dietil eter
fraksiyonu i¢in dimetil antranilat (% 30.1) ve linalol (% 18.0), diklorometan
fraksiyonu i¢in limonen glikol (% 20.4), dekanok asit (% 19.5) ve oktanoik asit (%
13.2) metanol fraksiyonu igin oktanoik asit (% 21.0) ve dekanoik asit (% 15.0) ana
bilesikler olarak tanimlanmistir.

Avrupa Farmakopesi (8.0)’'nde C. reticulata ugucu yaginda kimyasal igerik
acisindan a-pinen (% 1.6-3.0), S-pinen (% 1.2-2.0), sabinen < 3.0, mirsen (% 1.5-
2.0), limonen (% 65.0-75.0), y-terpinen (% 16.0-22.0) ve dimetil antranilat (% 0.3-
0.6) maddeleri verilen limitler igerinde olmalidir. Ticari olarak temin ettigimiz C.
reticulata ugucu yag1 farmakope limitleri igerisinde yer almaktadir.
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Yapilan bir ¢alismada C. reticulata ugucu yaginin uzun saklama siirelerine goére
kimyasal kompozisyonu belirlenmistir. D-limonen ana bilesik olarak
tanimlanirken, terpenik hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar ve esterleri
iceren 53 bilesik tamimlanmistir (Gao ve ark., 2011). Tiirkiye’de C. reticulata
ugucu yaglarinin analizi ile yapilan bir ¢alismada, limonen (% 90.7), y-terpinen (%
3.9), mirsen (% 2.1), a-pinen (% 0.5), sabinen (% 0.3), (E)-p-farnesen (% 0.1),
oktanal (% 0.2), dekanal (% 0.1), linalol (% 0.4), a-terpineol (% 0.1), geranil asetat
(% 0.2) ve neril asetat (% 0.1) olarak bulunmustur (Kirbaslar ve ark., 2009).

Sawamura ve arkadaslarinin (2004) yaptig1 bir ¢alismada C. reticulata ugucu
yagmin kimyasal bilesikleri limonen (% 80.3) ve y-terpinen (% 4.7) bulunmus ve
ucucu yagin aroma bilesikleri belirlenmistir (Sawamura ve ark., 2004).

Citrus reticulata ugucu yaginin % 88 oraninda analizi tanimlanan ve 23 bilesik
belirlenen bir ¢alismada limonen (% 74.7), y-terpinen (% 15.7), p-simen (% 2.0) ve
mirsen (% 1.4) ana bilesik olarak bulunmustur. Ayrica oktil aldehit, a-fellandren,
linalil asetat, nonanal, trans-limonen oksit, a-farnesen, desil aldehit, g-karyofillen
ve bergamoten maddeleri de eser miktarda ugucu yagda tespit edilmistir (Manuel
Viuda-Martos ve ark., 2009).

Literatiir bulgularina gore cografi konum, ekstraksiyon metodu, bitkinin kullanilan
kism1 gibi ¢esitli faktorler nedeniyle ugucu yag kompozisyonlarinda farkliliklar
goriilmektedir.

Citrus reticulata ugucu yaginin ana bilesiklerine ait kimyasal kromatogrami Sekil
28’de gosterilmistir.

Anundance
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Sekil 28. Citrus reticulata u¢ucu yagina ait ana bilesiklerin kromatogram
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Ucucu yag ve fraksiyonlarin miktarlar: ve verimleri (%)

Citrus reticulata ugucu yag1 vakum kolon kromatografisi ile n-hekzan, dietil eter,
diklorometan ve metanol olmak tizere 4 farkli fraksiyon toplanmistir. Fraksiyonlar
rotavapor’da yogunlastirilmis ve verimleri hesaplanmistir.

Sekil 29. Citrus reticulata u¢ucu yagina ait fraksiyonlar

Cizelge 63. Citrus reticulata ugucu yaginin fraksiyon miktarlari ve verimleri

Fraksiyon Miktar (g) Verim (%)
M-H 4.399 73.0
M-DE 0.736 12.2
M-DM 0.151 2.5
M-M 0.710 11.77
Toplam 5.998 99.47

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-DM: diklorometan; M-M:
metanol

Antimikrobiyal Etkinlik Bulgular
Minimum inhibisyon konsantrasyon senugclart

Citrus reticulata ugucu yagi (M) ve fraksiyonlar1 n-hekzan (M-H), dietil eter (M-
DE), diklorometan (M-DM) ve metanol (M-M) icin MIK degerlerinin tespit
edilmesinde baslangi¢ konsantrasyon araligr 5120-10 pg/mL’dir. Antibiyotikler;
ampisilin (AMP), sefuroksim (SEF) ve tetrasiklin (TCY) i¢in 128-0.125 pg/mL
olup, antifungal maddeler igin flukonazol (FLU) 64-0.125 pg/mL ve nistatin (NS)
icin 16-0.03 pg/mL konsantrasyonlarinda caligilmustir.

C. reticulata ugucu yaginin ¢alisilan klinik suslar arasinda en diisiik MIK=320
ug/mL ile Candida suslarina karsi elde edilmistir. Mandalina ugucu yagi ve
fraksiyonlari: n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol i¢in ampsiline direngli
S. aureus ve ampisiline direncli E. coli igin MIK= 640 png/mL olarak belirlenmistir.
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Ugucu yag ve fraksiyonlarinin C. albicans izolatina kars1 MIK= 320 pg/mL olarak
belirlenmistir. Mandalina ugucu yaginin ve fraksiyonlarinin standart S. aureus
ATCC 6538 ve E. coli ATCC 8739 suslarma kars1t MiK= 640 pg/mL degerlerinde
tespit edilirken, C. albicans ATCC 90028 susuna karst MIK= 640-320 pg/mL
degerlerinde bulunmustur.

Cizelge 64. Citrus reticulata ugucu yag ve fraksiyonlarinin klinik suslara kars elde edilen

MIK degerleri (ug/mL)
Test numunesi *S. aureus *E. coli **C. albicans
M | 640 640 320
M-H 640 640 320
M-DE \ 640 640-320 320
M-DM 640 640 320
M-M 640 640 320
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 32 128> -
SEF 32 64 -
TCY 128-64 128> -
FLU - - 2
NS - - 8

(-): Test edilmedi, M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-DM:
diklorometan; M-M: metanol, AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin, *: Ampisiline direngli, **: flukonazole duyarl

Cizelge 65. Citrus reticulata ucucu yagi ve fraksiyonlarinin standart suslara karsi elde edilen
MIK degerleri (ug/mL)

Test numuneleri S. aureus E. coli C. albicans
ATCC 6538 ATCC 8739 ATCC 90028
M | 640 640 320
M-H 640 640 320
M-DE | 640 640 320
M-DM 640 640 640
M-M 640 640 640
St. Antimikrobiyal maddeler
AMP 16 16 -
SEF 128 128 -
TCY 4 4 -
FLU - - 2
NS - - 8

(-): Test edilmedi, M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-DM:
diklorometan; M-M: metanol, AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, FLU:

Flukonazol, NS: Nistatin
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Tez kapsaminda segilen C. reticulata ucucu yag ile ilgili olarak Cizelge 4’te
Ozetlenen antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Literatiir bulgularinda C.
reticulata ugucu yagmin bir¢ok bakteri, maya ve fungus tiirlerine Kkarsi
antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmistir. Ancak tez kapsaminda calismayi
hedefledigimiz kombinasyon bulgularina literatiirde rastlanilmamistir. Bu nedenle
mandalina ugucu yagmin standart antimikrobiyal maddeler ile kombinasyon
calismasi ilk kez tez kapsaminda degerlendirilmistir.

Dama tahtasi yonteminin sonuglart

Citrus reticulata u¢ucu yagi (M) ve fraksiyonlar1 n-hekzan (M-H), dietil eter (M-
DE) ve metanol (M-M), antimikrobiyal maddeler (AMP, SEF, TCY, FLU ve NS)
ile hem Kklinik (S. aureus, E. coli ve C. albicans); hem de standart suslara (S. aureus
ATCC 6538, E. coli ATCC 8739 ve C. albicans ATCC 90028) kars1 kombinasyon
calismalar1 yapilmstir.

C. reticulata ugucu yaginin diklorometan ve metanol fraksiyonunun verim miktari
¢ok az oldugundan sadece klinik direngli S. aureus ve E. coli suslarina kars
kombinasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Candida suslarina karsi diklorometan
fraksiyonunun kombinasyon ¢alismas1 yapilamamaistir.

Ugucu yag ana bilesikleri limonen ve yp-terpinen’nin antimikrobiyal maddeler ile
kombinasyon ¢aligmalar1 sadece klinik direngli suslara kars1 calisilmistir.

Kombinasyon sonuglar1 FiKI degerleri olarak verilmistir. Sonuglar; sinerjik, aditif
veya bagimsiz etki olarak ifade edilmistir. Ugucu yag ve fraksiyonlarinin
kombinasyon sonuglart mikroorganizma tiirlerine gore karsilagtirmali olarak
verilmistir.

Literatiir bulgularinda C. reticulata ugucu yagmin ana bilesigi olan limonen’in
Amfoterisin B ile Candida tiirlerine kars1 bir ¢alismasit mevcuttur (Nozaki ve ark.,
2010). Aymi zamanda limonen enantiomerlerinin 1,8-sineol ile kombinasyon
calismasi yapilmistir (Vuuren ve Viljoen, 2007).

100



Cizelge 66. Citrus reticulata ucucu yag ve fraksiyonlarmim Staphylococcus aureus suslarma FiKi

sonuclar: (ng/mL)
Ugucu Yag Standart Madde
Kombinasyon Bakteri = *>*K,  FiK T K FIK FIiKi SONUC
M+AMP ***G.aureus 640 640 1.0 32 8.0 0.25 1.25 BE
kl.izol.
M+AMP S. aureus 640 320 0.5 16 8.0 0.5 1.0 Aditif
ATCC 6538
M-H+AMP S.aureus 1280 640 0.5 32 0.5 0.015 0.51 Aditif
kl.izol.
M-H+AMP S. aureus 640 10 0.31 16 8.0 0.5 0.51 Aditif
ATCC 6538
M-DE+AMP  S.aureus 640 640 1.0 32 0.5 0.015 1.015 BE
kl.izol.
M-DE+AMP  S. aureus 640 10 0.015 16 8.0 0.5 0.51 Aditif
ATCC 6538
M-DM+AMP  S.aureus 640 40 0.062 32 16 0.5 0.56 Aditif
kl.izol.
M-M+AMP S.aureus 2560 640 0.25 >64 128 1.0 1.25 BE
klLizol
M+SEF S.aureus 640 640 1.0 32 0.5 0.015 1.015 BE
kl.izol.
M+SEF S. aureus 640 160 0.25 128 64 0.5 0.75 Aditif
ATCC 6538
M-H+SEF S.aureus 1280 80 0.06 32 8.0 0.25 0.31 Sinerjik
kl.izol.
M-H+SEF S. aureus 640 320 0.5 128 64 0.5 1.0 Aditif
ATCC 6538
M-DE+SEF S.aureus 640 640 1.0 32 0.5 0.015 1.015 BE
kl.izol
M-DE+SEF S. aureus 640 10 0.015 128 128 1.0 1.015 BE
ATCC 6538
M-DM+SEF S.aureus 640 160 0.25 128 128 1.0 1.25 BE
kl.izol
M-M+SEF S.aureus 2560 20 0.007 >64 128 1.0 1.007 BE
kl.izol.

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-DM: diklorometan; M-M:
metanol AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri; **K:
Kombinasyondaki MiK degeri***: ampisiline direngli klinik izolat; BE: Bagimsiz etki
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Citrus reticulata ugucu yaginin ampisilin ile kombinasyonunda standart S. aureus
ATCC 6538 susuna kars1 aditif etki bulunmustur (FiKi= 1.0 pg/mL). Klinik
direngli susuna kars1 ise sonug bagimsiz etkili bulunmustur (FIKi= 1.25 ng/mL). C.
reticulata ugucu yaginin sefuroksim ile kombinasyonunda standart S. aureus ATCC
6538 susuna kars1 aditif etkili bulunmustur (FIKi= 0.75 pg/mL). Klinik direngli
susuna kars1 ise sonug bagimsiz etki etkili bulunmustur (FIKi= 1.015 pg/mL). C.
reticulata ugucu yagmin tetrasiklin ile kombinasyonunda ise klinik direngli S.
aureus susuna kars1 aditif etki (FIKi= 1.0 ng/mL) standart S. aureus ATCC 6538
susuna kars1 sinerjik etki gériilmiistiir (FIKi= 0.14 pg/mL).

n-Hekzan fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyon c¢aligmasinda hem Kklinik
direngli hem de standart S. aureus suslarma kars aditif etki bulunmustur (FIKi=
0.51 pg/mL). C. reticulata ugucu yagi ise sadece standart susa karsi etkili
bulunmustur. Bu nedenle bu fraksiyonun ugucu yaga gore daha etkili sonug verdigi
gorilmiistiir.

n-Hekzan fraksiyonunun sefuroksim ile kombinasyonun da klinik direncli S. aureus
susuna kars1 sinerjik etkili (FIKi= 0.31 pg/mL) ve standart S. aureus susuna kars1
aditif etkili (FIKI= 1.0 pg/mL) bulunmustur. C. reticulata ucucu yag: ise klinik
direngli susa kars1 bagimsiz etkili bulunmustur. Bu nedenle bu fraksiyonun ugucu
yaga gore daha etkili sonug verdigi goriilmiistiir.

n-Hekzan fraksiyonunun tetrasiklin ile kombinasyon ¢alismasinda klinik direncli S.
aureus susuna kars1 aditif etkili (FIKi= 0.75 pg/mL) ve standart S. aureus susuna
kars1 sinerjik etkili (FIKi= 0.25 pg/mL) bulunmustur. C. reticulata ugucu yag ile
ayn1 etki sonuglarin1 vermistir.

Dietil eter fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyon ¢alismasinda S. aureus ATCC
6538 susuna kars aditif etkili (FIKi= 0.51 pg/mL), klinik direngli susa kars1 ise
sonug bagimsiz etkili bulunmustur (FIKi= 1.015 pg/mL). C. reticulata ugucu yag
ile ayn1 etki sonuglarini vermistir.

Dietil eter fraksiyonunun sefuroksim ile kombinasyon g¢alismasinda hem klinik
direngli hem de standart S. aureus suslarina karsi1 bagimsiz etkili sonug¢ alinmistir
(FIKI=1.015 pg/mL). C. reticulata ugucu yag: ise standart S. aureus ATCC 6538
susuna kars1 aditif etkili bulunmustur. Bu nedenle bu fraksiyonun ugucu yagdan
daha diisiik etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Dietil eter fraksiyonunun tetrasiklin
ile kombinasyon calismasinda ise hem klinik direngli susa kars1 sinerjik (FIKi=
0.37 pug/mL), hem de standart S. aureus susuna kars: sinerjik etkili (FIKi= 0.14
ug/mL) bulunmustur. C. reticulata ugucu yagi ile ayni oranda etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir.

Diklorometan fraksiyonunun ampisilin  ve tetrasiklin ile kombinasyon
calismalarinda klinik direngli S. aureus susuna karsi aditif etki goriilmiistiir.
Metanol fraksiyonu ile kimyasal icerik agisindan birka¢ ugucu madde ve ugucu
maddelerin yiizdeleri ile farkli olan diklorometan fraksiyonu antimikrobiyal
kombinasyon c¢alismasinda etki acisindan farklilik gostermistir. Kombinasyon
sonuglarinda ugucu yaga ait minor bilesiklerin ve yagdaki bulunma yiizdelerinin de
sonuglar agisindan farklilik olusturabilecegi goriilmiistiir.

Metanol fraksiyonunun standart maddeler ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile
yapilan kombinasyon ¢alismalarinda klinik direngli S. aureus susuna karsi bagimsiz
etkili elde edilmistir.
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Citrus reticulata ugucu yag1 ve fraksiyonlarina ait bazi ana bilesiklerin standart
antimikrobiyal maddeler ile kombinasyonlarinda etkili sonuglar limonen ve linalol
maddelerinde goriilmiistiir. Ugucu yagin ana bilesiklerinden y-terpinen ise sadece
sefuroksim ile aditif etki vermistir.

Aditif ve sinerjik etkinliklerde min6r bilesiklerinde etkili olabilecegi ve ayni
zamanda maddelerin de birbirleri ile etkilesimi konusunda daha fazla ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cizelge 67. Klinik direncli Staphylococcus aureus susuna karsi bazi ana bilesiklere ait
kombinasyon sonuclar: (ng/mL)

Ucucu Madde Standart Madde .
Kombinasyon *T **K  FIK T K FiK FiKi Sonuc
Limonen+AMP 640 80 0.125 32 4.0 0.125 0.25 Sinerjik
Limonen+SEF 640 160 0.25 64 32 0.5 0.75 Aditif
Limonen+TCY 640 10 0.015 0.5 0.125 0.25 0.26  Sinerjik

y-Terpinen+tAMP 1280 1280 1.0 >64 128 1.0 20 BE

y-Terpinen +SEF 1280 20 0.015 >64 64 0.5 0.51  Aditif

y-Terpinen+TCY 1280 20 0.015 64 128 2.0 2.015 BE

Linalol + AMP 2560 2560 1.0 32 0.5 0.015 1.015 BE
Linalol +SEF 2560 1280 0.5 64 32 0.5 1.0  Aditif
Linalol+TCY 2560 40 0.015 0.5 0.25 0.5 0.51  Aditif

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basma MIK degeri; **K:
Kombinasyondaki MiK degeri; BE: Bagimsiz etki
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Cizelge 68. Citrus reticulata ucucu yag ve fraksiyonlarmin Escherichia coli suslarma kars1 FIKi

sonuclar: (ug/mL)
Ugucu Yag Standart Madde .

Kombinasyon Bakteri F— K FIK T K FiK FIKI SONUC

M+AMP ***E, coli 640 320 0.5 >128 128 1.0 15 BE
kl.izol.

M+AMP E. coli 640 10 0.015 16 8.0 0.5 0.51 Aditif
ATCC 8739

M-H+AMP E. coli 640 640 1.0 >128 32 0.125 1.12 BE
kl.izol.

M-H+AMP  E. coli 640 10 0.015 16 16 1.0 1.015 BE
ATCC 8739

M-DE+AMP E. coli 640 320 0.5 >128 32 0.125 0.62 Aditif
kl.izol.

M-DE+AMP E. coli 640 10 0.015 16 8.0 0.5 0.51 Aditif
ATCC 8739

M-DM+AMP E. coli 640 320 0.5 128 128 1.0 15 BE
kl.izol

M-M+AMP  E. coli 1280 1280 1.0 >64 1.0 0.007 1.007 BE
kl.izol.

M+SEF E. coli 640 320 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
kl.izol.

M+SEF E. coli 640 160 0.25 128 64 0.5 0.75 Aditif
ATCC 8739

M-H+SEF E. coli 640 640 1.0 64 16 0.25 1.25 BE
kl.izol.

M-H+SEF E. coli 640 80 0.125 128 64 0.5 0.62 Aditif
ATCC 8739

M-DE+SEF E. coli 320 160 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
kl.izol.

M-DE+SEF  E. coli 640 10 0.015 128 128 1.0 1.015 BE
ATCC 8739

M-DM+SEF E. coli 640 40 0.062 64 32 0.5 0.56 Aditif
kl.izol

M-M+SEF E. coli 1280 640 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif
kl.izol.

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-DM: diklorometan; M-M:

metanol; AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MiK degeri; **K:
Kombinasyondaki MiK degeri; BE: Bagimsiz etki
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Citrus reticulata ugucu yagmin ampisilin ile kombinasyon sonucunda klinik
direncli E. coli susuna kars1 bagimsiz etki bulunurken (FIKi= 1.5 pg/mL), standart
E. coli ATCC 8739 susuna kars1 aditif etkili bulunmustur (FiKi= 0.51 pg/mL).
Mandalina ugucu yaginin sefuroksim ile kombinasyonu sonucunda hem Kklinik
direngli E. coli susuna kars1 aditif etkili (FIKi= 1.0 pg/mL) hem de standart E. coli
ATCC 8739 susuna kars1 aditif (FIKi= 0.75 pg/mL) olarak bulunmustur. Ugucu
yagin tetrasiklin ile kombinasyonu sonucunda klinik direngli E. coli susuna kars1
aditif etkili bulunurken (FIKi= 0.75 pg/mL), standart E. coli ATCC 8739 susuna
kars1 sinerjik etkili bulunmustur (FIKi= 0.37 pg/mL).

n-Hekzan fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyonunda hem klinik direngli E. coli
susuna kars1 bagimsiz etkili (FIKi= 1.12 pg/mL) hemde standart E. coli ATCC
8739 susuna karst bagimsiz etkili (FIKi= 1.015 pg/mL) olarak bulunmustur.
Dolayist ile bu fraksiyonun ugucu yaga gore etkisi daha az bulunmustur. n-Hekzan
fraksiyonunun sefuroksim ile kombinasyonunda klinik direngli E. coli susuna kars1
bagimsiz etki bulunurken (FIKI= 1.25 pg/mL), standart E. coli ATCC 8739 susuna
kars1 aditif etkili bulunmustur (FIKi= 0.62 pg/mL). C. reticulata ugucu yaginin her
iki tiire kars1 da sonucu aditif etkili bulunmustur. Bu sebeple bu fraksiyonun etkisi
ucucu yaga gore daha az etkili bulunmustur. n-Hekzan fraksiyonunun tetrasiklin ile
kombinasyonunda klinik direngli E. coli susuna kars1 aditif etkili bulunurken
(FIKi= 1.0 pg/mL), standart E. coli ATCC 8739 susuna kars1 sinerjik etkili
bulunmustur (FIKI= 0.15 pg/mL). Ucucu yagin kendisi ile benzer oranda etkiyi
gostermistir.

Dietil eter fraksiyonunun ampisilin ile kombinasyonunda hem klinik direngli E. coli
susuna kars1 (FIKI= 0.62 pg/mL) hem de standart E. coli ATCC 8739 susuna kars1
aditif etkili bulunmustur (FIKi= 0.51 pg/mL). Dietil eter fraksiyonunun sefuroksim
ile kombinasyonunda klinik direngli E. coli susuna kars1 aditif etkili bulunurken
(FIKi= 1.0 pg/mL), standart E. coli ATCC 8739 susuna karsi bagimsiz etkili
bulunmustur (FIKi= 1.015 pg/mL). Bu nedenle ucucu yagin kendisinden daha az
etkiye sahiptir. Dietil eter fraksiyonunun tetrasiklin ile kombinasyonunda Kklinik
direncli E. coli susuna kars1 aditif etkili bulunurken (FiKi= 0.75 pg/mL), standart
E. coli ATCC 8739 susuna kars1 sinerjik etkili bulunmustur (FIKi= 0.15 pg/mL).
Ucgucu yagin kendisi ile benzer oranda etki gostermistir. Diklorometan ve metanol
fraksiyonu ise sadece sefuroksim ile aditif etki gdstermistir (FIKI= 0.56 ve 1.0
pg/mL).
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C. reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlarina ait ana maddelerin direngli E. coli
susuna kars1 sadece limonen ile sefuroksim kombinasyonu ve linalol’iin sefuroksim
ile tetrasiklin kombinasyonlarinda aditif etki goriilmiistiir.

Ugucu yagin ana maddelerinden y-terpinen ise tiim standart antibakteriyel maddeler
ile kombinasyonlarinda bagimsiz etkili sonu¢ vermistir.

Cizelge 69. Klinik Escherichia coli susuna kars1 baz1 ucucu ana bilesiklere ait kombinasyon

sonuclar: (ug/mL)
Ugucu Madde Standart Madde .
Kombinasyon «T e FiK T K FiK FIKI SONUC

640 640 1.0 128 8.0 0.06 1.062 BE

640 320 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif

640 640 1.0 128 8.0 0.06 1.062 BE

1280 1280 1.0 >64 1.0 0.007 1.007 BE

1280 10 0.007 64 64 1.0 1.007 BE

1280 10 0.007 128 128 1.0 1.007 BE

2560 2560 1.0 32 0.5 0.015 101 BE

2560 1280 0.5 64 32 0.5 1.0 Aditif

2560 1280 0.5 128 16 0.125 0.62 Aditif

AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri; **K:
Kombinasyondaki MIK degeri
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Cizelge 70. Citrus reticulata u¢ucu yagmm Candida albicans suslarma karsi FiKi degerleri
(ng/mL)

Ucucu Yag Standart Madde

Kombinasyon ~ Maya FIKi SONUC

*T **K FIK T K FiK

M +NS C. albicans 320 10 031 80 20 0.25 0.28  Sinerjik
ATCC 90028

M+NS C. albicans 320 10 031 80 20 0.25 0.28  Sinerjik
kl.izolat

M-H+NS C. albicans 320 10 031 80 20 0.25 0.28  Sinerjik
ATCC 90028

M-H+NS C. albicans 320 10 031 80 20 0.25 0.28  Sinerjik
kl.izolat

M-DE+NS C. albicans 320 160 05 80 025 0.031 0.53 Aditif
ATCC 90028

M-DE+NS C. albicans 320 160 05 80 025 0.031 0.53 Aditif
kl.izolat

M-M+NS C. albicans 640 10 0.015 20 4.0 2.0 2.015 BE
kl.izolat

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; M-M: metanol; FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin, *T: Tek bagina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri; BE:
Bagimsiz etki

Citrus reticulata ugucu yagmin flukonazol ile kombinasyonun da hem klinik C.
albicans hem de standart C. albicans ATCC 90028 susuna karsi bagimsiz etki
goriilmiistir (FIKI=1.03 pg/mL). C. reticulata ugucu yagmnin nistatin ile
kombinasyonun da ise hem klinik C. albicans hem de standart C. albicans ATCC
90028 susuna kars1 sinerjik etkili bulunmustur (FIKi= 0.28 pg/mL).

n-Hekzan fraksiyonu ve dietil eter fraksiyonunun flukonazol ile
kombinasyonlarinda klinik C. albicans izolatina karsi aditif etki bulunmustur. Bu
nedenle ugucu yagin kendisine gore bu fraksiyonun daha etkili oldugu goriilmiistiir.

C. reticulata ugucu yaginin ve fraksiyonlarinin (n-hekzan ve dietil eter) nistatin ile
daha etkli kombinasyon sonuglar1 verdigi goriilmiistiir. Ugucu yagmn ana
bilesiklerinden p-terpinen’nin nistanin ile kombinasyon c¢aligmasi sonucunda
bagimsiz etki gériilmiistiir.

Ucucu yagin kendisinin nistatin ile kombinasyonunda sinerjik etki gozlenmistir. Bu
sebeple sinerjik aktiviteden y-terpinen’nin sorumlu olmadig1 s6ylenebilir.
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Cizelge 71. Klinik Candida albicans susuna kars: y-terpinen ve nistatin kombinasyon sonucu

(ng/mL)
Ugucu bilesik Standart Madde .
Kombinasyon *T ** K FiK T K Fik FIKI SONUC
640 10 0.015 2.0 4.0 2.0 2.015 BE

*T: Tek basina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri; BE: Bagimsiz etki

Citrus reticulata ugucu yag ve fraksiyonlar: ile toplam 56 adet kombinasyon
calismasi yapilmistir. Bu kombinasyonlarda 12 adet sinerjik, 23 adet aditif ve 21
adet bagimsiz etkili sonu¢ bulunmustur. Kombinasyonlara ait % dagilim oranlari
Cizelge 72°de gosterilmistir. C. reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlariin en etkili
oldugu suslar Staphlococcus aureus ve Candida albicans oldugu belirlenmistir.
Kombinasyon ¢alismalarinda mandalina ugucu yagi ve fraksiyonlarmin E. coli

suslarina kars1 etkinligi zayif bulunmustur.

Cizelge 72. Citrus reticulata ugucu yagina ait kombinasyon sayisi ve aktivite sonug¢larmin %

dagilim
Aditif Bagimsiz etki
Staphylococcus aureus 8 8
(21 kombinasyon)
% Oran % 38.09 % 38.09
Escherichia coli 10 8
(21 adet kombinasyon)
% Oran % 47.62 % 38.09
Candida albicans 5 5
(14 kombinasyon)
% Oran % 35.71 % 35.71
Genel Toplam 23 21

100

80

60 47,62

20 38,09 35,71 38,09 38,09 35,71
23,8 28,57
) . - . . I
. [ ]

Sinerjistik Aditif Bagimsiz etki
Eksen Basligi
B Staphylococcus aureus M Escherichia coli  ® Candida albicans

Sekil 30. Citrus reticulata ugucu yag kombinasyon antimikrobiyal etki sonu¢larimin patojen

suslara gore % dagilim oranlari
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WS1-XTT Sitoksisite Test Sonuclari

Ugucu yag ve fraksiyonlarinin aktif ve sinerjik etkili olarak bulunan kombinasyon
caligmalarindan en diisiik konsantrasyonda bulunan 5 kombinasyon saglikli insan
cilt fibroblast hiicre dizilerinde XTT yontemi ile degerlendirilmistir. Cizelge 73’te
her bir kombinasyon i¢in kullanilan konsantrasyonlar sunulmustur. Ugucu
yag/ucucu yag fraksiyonu ve standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin
her bir konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama % inhibisyon degeri grafige
aktarilmis ve hiicrelerde % 50 inhibisyona neden olan (iKso) degerler
hesaplanmustir.

Cizelge 73. Citrus reticulata ucucu yagi ve fraksiyonlarina ait aktif kombinasyonlar icin
sitotoksisite testinde kullanilan konsantrasyonlar

Kombinasyon Etkili Konsantrasyon

Aditif/Sinerjik (ug/mL)
M + NS ~ 25+05 5+1 10+ 2 20+4 40+8
M-H+ NS 2.5+0.5 5+1 10+ 2 20+4 40+8
M-H +SEF 2542 5+4 10+8 20+16 40+32
M-DE+ FLU 40+0.015 80+0.03 160+0.06 320+0.125 640+0.25
M-DE+ NS  40+0.06 80+0.125 160+0.25 320+0.5 640+1

M: Mandalina ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter, SEF: Sefuroksim, FLU: Flukonazol,
NS: Nistatin

Standart antimikrobiyal maddelere ait IKso degerleri Cizelge 74’de verilmistir.
Buna gore bu maddelere ait iKso degerleri sefuroksim, nistatin ve flukonazol’iin
farkli suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu maddelerin antimikrobiyal
aktivite gosterdigi konsantrasyonlardan daha yiliksek degerlerde WS1 hiicrelerini
oldiirdiigii belirlenmistir. Dolayisiyla antimikrobiyal etkinlik gosterdigi dozlarda
sefuroksim, nistatin ve flukonazol’iin sitotoksik etkili olmadig: belirlenmistir.

Cizelge 74. Standart antimikrobiyal maddelere ait IKso degerleri (ng/mL)

Maddeler iKso
Sefuroksim 359.5
Nistatin 83.95
Flukonazol > 500

Ugucu yag ve fraksiyonlarina ait IKso degerlerin Cizelge 75’te verilmistir ve ugucu
yag ve fraksiyonlarina ait IKso degerleri bu maddelerin farkli suslara ait MIK
degerleri ile karsilastirilarak sitotoksisiteleri yorumlanmaistir. Buna gére mandalina
ve mandalina ugucu yaginin n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlar1 farkli suslari
Oldiirdiikleri konsantrasyonlardan daha disiik degerlerde WS1 hiicrelerini
oldiirmiislerdir. Dolayistyla antimikrobiyal etkinlik gosterdikleri dozlarda
mandalina ugucu yagi ve fraksiyonlarinin sitotoksik etkili oldugu bulunmustur.
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Cizelge 75. Citrus reticulata ucucu yag ve fraksiyonlarina ait iKso degerleri (ug/mL)

Ucucu yag ve fraksiyonlari Kso
M 100.07
M-H 138.14
M-DE 327.41

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter

Ucucu yag/standart antimikrobiyal madde ve ugucu yag fraksiyonu/standart
antimikrobiyal madde kombinasyonlarina ait IKso degerleri Cizelge 76’da
verilmistir. Buna gore bu kombinasyonlara ait IKso degerleri ugucu yag/standart
antimikrobiyal madde ve ucucu yag fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde
kombinasyonlarmin farkli suslara ait MIK degerleri ile karsilastirildiginda bu
kombinasyonlarin aditif veya sinerjik antimikrobiyal aktivite gosterdigi
konsantrasyonlardan daha yiiksek degerlerde WS1 hiicrelerini 6ldiirdiigii
belirlenmistir. Kombinasyonlar kullanildiklar1 en yiiksek konsantrasyonlarda bile
WS1 hiicrelerine karst % 50 inhibisyon oranina ulasmamistir. Buna bagli olarak
kombinasyonlarm iKso degerlerinin uygulandiklari en yiiksek konsantrasyondan
daha biiyiik degerler olacagi sonucuna varilmistir.

Cizelge 76. Citrus reticulata ucucu yag ve fraksiyonlari ile yapilan kombinasyonlarana ait iKso

degerleri (ug/mL)
Kombinasyonlar IKso
M + NS 40+8 <
M-H+ NS 40+8 <
M-H +SEF 40+32 <
M-DE+ FLU 640+0.25
M-DE+ NS 512+0.8

M: Citrus reticulata u¢ucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; SEF: Sefuroksim, NS: Nistatin,
FLU: Flukonazol

Calisilan 5 kombinasyonun aditif/sinerjik antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
dozlarda ugucu yag / standart antimikrobiyal madde ve wugucu yag
fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin insan cilt fibroblast
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkili olmadigi bulunmustur.
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Aliivibrio fischeri Toksisite Test Sonuclari

Toplam 35 sinerjik ve aditif etki elde edilen Citrus reticulata ugucu yagi ve
fraksiyonlarina ait kombinasyon calismalarinda ayni konsantrasyonlar elimine
edilmis ve sadece klinik direngli suslardan sinerjik ve aditif etki elde edilen bazi
kombinasyonlar A. fischeri susuna karsi degerlendirilmistir. Metanol fraksiyonunda
verim az oldugundan toksisite testi agisindan degerlendirilmemistir. C. reticulata
ucucu yagiin ana bilesikleri limonen ve y-terpinen maddeleri de toksisite a¢isindan
degerlendirilmistir (Cizelge 77).

Toksisite olgiimleri 5., 15. ve 30. dk’da alinmis ve % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir ve % inhibisyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 31).

Cizelge 77. Citrus reticulata ugucu yagi ve fraksiyonlarimin toksisite % inhibisyon sonuglari

% inhibisyon

Kombinasyonlar (pg/ml) 5. dk 15.dk 30.dk
M+SEF (320+32) 28.59 18.17 27.44
M+TCY (320+64) 37.02 37.37 36.48
M+NS (10+2) 8.24 9.33 9.34
M-H+AMP (640+0.5) 25.17 26.54 42.60
M-H+SEF (10+8) 51.17 37.55 45.37
M-H+TCY (320+128) 38.59 29.34 29.03
M-H+NS (10+2) 15.54 14.83 14.53
M-H+FLU (160+0.06) 47.97 41.82 48.71
M-DE+SEF (160+32) 54.08 40.86 31.75
M-DE+TCY (160+64) 45.03 34.16 17.91
M-DE+FLU (160+0.06) 45.69 35.15 39.24
M-DE+NS (160+0.25) 48.18 42.75 47.22
Limonen (320 pg/mL) 94.04 95.39 95.51
y-terpinen (320 pg/mL) 97.83 98.42 98.84

K2Cr207 (4 mg/ L) 74.3 77.30 79.40

M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; SEF:Sefuroksim, FLU:
Flukonazol, NS: Nistatin

Citrus reticulata ugucu yagi ve ana bilesiklerinin Aliivibrio fischeri susuna kars1
toksisite ¢aligmalartyla ilgili literatiirde herhangi bir bulguya rastlanilmamaistir.
Elde edilen bulgular A. fischeri susuna karsi ilk kez ¢alisilmasinin yanisira ugucu
yag kombinasyonlarinin ve bazi ugucu ana bilesiklerin toksisiteleri ile ilgili bilgi
vermesi agisindan 6nem tasimaktadir.

C. reticulata ugucu yagmin antimikrobiyal maddeler ile sinerjik /aditif etkinlik
gosterdigi konsantrasyonlarda genel olarak A. fischeri susunu diisiik oranda inhibe
etmistir.

C. reticulata ugucu yagmnin n-hekzan ve dietil eter fraksiyonlarinin antimikrobiyal
maddeler ile kombinasyonlarinda orta derecede inhibisyonlara neden oldugu
goriilmiistir (% 14.53-48.71). Ugucu yaga ait ana bilesikler; limonen ve y-
terpinen’nin ise tek baglarina % 90’nin iizerinde inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir.
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Sekil 31°de ucucu yag ve fraksiyonlarinin antimikrobiyal maddeler ile yapilan
kombinasyonlarinin A. fischeri susuna kars1 karsilastirmali ve grafiksel gosterimi
yer almaktadir.

Zaman

% inhibisyon

’J’l

Sekil 31. Citrus reticulata u¢ucu yag kombinasyonlarin A. fischeri % inhibisyon sonuglari

C. reticulata ugucu yagina ait literatiirdeki toksisite bulgularinda, ugucu yagin ve
ana bilesigi limonen, insan akciger adenokarsinoma A549 ve hepatokarsinoma
HepG2 tiimor hiicrelerine karst MTT yontemi sitotoksik aktivitesi ¢alisiimistir.
Ugucu yag ve limonen her iki hiicre tiiriine kars1 bliylimeyi giiglii oranda doza
bagimli olarak inhibe etmistir. Ucucu yagin A549 hiicrelerine kars1 HepG2
hiicrelerinden daha etkili oldugu ayni sekilde etkisinin limonenden daha fazla
oldugu bildirilmistir (Manassero ve ark., 2013).

C. reticulata ugucu yaginin Tetranychus urticae Koch ve Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot tiirlerinin yumurta ve erginlerine karsi kagit difiizyon yontemiyle
toksisite testi yapilmistir. Ugucu yagin T. urticae tiiriine kars1 19 x10° ul/ml havada
60 % oliime neden oldugu bildirilmistir. P. persimilis tiiriine karsi orta derecede
toksik etki gostermistir (Choi ve ark., 2004). Bir diger ¢alismada ugucu yagin
fumigasyon testi ile Lycoriella ingenua (Dufour) (Diptera: Sciaridae) tiiriiniin
larvalarina kars1 insektisidal etkisi arastirilmistir, yagin % 90 oraninda insektisidal
etki gosterdigi bildirilmistir (Park ve ark., 2008).

Ugucu yagin bocek kovucu etkisi Sitophilous oryzae ve Tribolium castaneum tiirleri
lizerine arastirllmig, iki tiire karsi da disik kovucu etkiye sahip oldugu
belirlenmistir ( Mishra ve Tripathi, 2011).

D-limonen ile ilgili olarak akut ve sub-akut toksisite ¢alismalarinda su bilgilere
ratlanilmistir: 1990 yilinda Ulusal Toksikoloji Programi, 413-6600 mg /kg arasinda
degisen giinliik dozlarda d-limonenin si¢an ve farelerde 3 hafta boyunca 5 giin
uygulama suretiyle toksisitesi incelenmistir. Madde ile ilgili giinliik <1650 mg /kg
alinan dozlarda toksisite belirtisine rastlanilmadigi rapor edilmistir (National
Toxicology Program, 1990).
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D-limonen i¢in oral LDso degeri erkek ve disi farelerde 5.6 ve 6.6 g/kg, viicut
agirligr olarak belirlenirken; sicanlarda LDsg degerinin disilerde 4.4 g/kg,
erkeklerde 5.1 g/kg oldugu rapor edilmistir (Sun, 2007).

Melanoma hiicrelerinde D-limonenin IKso= 450 uM olarak bulunmustur (He ve
ark.,1997).

D-limonen ile ilgili kronik toksisite ¢alismalarinda ise, 2 yil siire ile disi sicanlara
giinliik 600 mg/kg verildiginde kontrol gruplarina gore 6nemli olgiide daha az
yasadiklar1 gozlenmis, erkek sicanlarda ise mikroskobik bulgularda madde ile ilgili
olarak nefropatinin olustugu rapor edilmistir (National Toxicology Program, 1990).

D-limonenin Salmonella typhimurium 4 farkli susuna kars1 TA98, TA100, TA1535
ve TA1537 mutajenik etki gozlenmemistir (Sun, 2007).
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SONUC ve ONERILER

Ugucu yaglarin birgok farkli mikroorganizma tiirtine kars1i farkli etki
mekanizmalarina sahip olmalar1 igermis olduklar1 kompleks madde karigimlarinin
herbirinin hiicrede farkli etki olusturabilmesinden kaynaklanabilmektedir. Bu
Ozellik ucucu yaglara, standart antimikrobiyal maddelere gore avantaj
saglayabilmektedir. Ayni zamanda mikroorganizmalarin bu sekilde kompleks
karigimlara karsi direng gelistirmesi de zor olmaktadir. Bu sebeple ugucu yag ve
antibiyotik/antifungal madde kombinasyonlar1 aktivitenin artmasimna olanak
saglayacagl gibi mikroorganizmalarda meydana gelen c¢oklu ilag direng
gelisimlerine kars1 alternatif uygulama olmasi agisindan énem tagimaktadir (Kon
ve Rai, 2013).

Bu tez kapsaminda Farmakope kalitesinde Matricaria recutita, Lavandula latifolia,
Pinus mugo ve Citrus reticulata ugucu yag, fraksiyonlar1 ve limonen, (+) linalol,
1,8-sineol, (+)-kafur, p-karyofillen, a-pinen, (-)-f-pinen, y-terpinen ve (+)-3-karen
ile birlikte standart maddelerden ampisilin, sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve
nistatinin antimikrobiyal kombinasyon calismalar1 arastirilmistir. Kombinasyon
calismalar1 standart ve direngli klinik suslari igeren Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve duyarli Candida albicans olmak tizere 6 farkli
mikroorganizmaya kars1 yapilmustir.

Ugucu yaglarin ana bilesiklerine gore daha giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir (Burt, 2004). Fakat ayn1 zamanda ugucu yaglarin igerigindeki
mindr bilesiklerin de ana bilesikler gibi kombinasyon ¢alismalarinda kritik 6neme
sahip olduklari bu nedenle ana bilesiklerin ve minér bilesiklerin birlikte
kullaniminin sinerjik etkiyi arttiracagi belirtilmistir (Burt, 2004). Bu sebeple tez
kapsaminda bir sonraki asamada, aktif fraksiyonlar1 belirlemek amaciyla apolar,
orta polarite ve polar olmak tlizere vakum kolon kromatografisi kullanilarak ugucu
yaglar sirasi ile n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve metanol ile
fraksiyonlanmistir. {lk kez bir ugucu yaga ait fraksiyonlarin standart antimikrobiyal
maddeler ile kombinasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve aktif fraksiyonlar belirlenmistir.

Sinerjik etki elde edilen kombinasyon sonuglari ¢alisilan farkli mikroorganizmalara
Cizelge 78, Cizelge 79 ve Cizelge 80°de karsi listelenmistir. Ucucu yag ve
fraksiyonlarinin  kombinasyonunun yapildigi standart maddeler ampisilin,
sefuroksim, tetrasiklin, flukonazol ve nistatin ile farkli suslara kars1 antimikrobiyal
etkinlikleri de farkli sekillerde olmustur. Kombinasyon sonuglarinda sinerjik etki
daha c¢ok S. aureus tiiriine karst elde edilmistir. Ucucu yag ve fraksiyonlarinin
ozellikle Gr (+) S. aureus tiiriine kars1 Gr (-) E. coli tiiriinden daha etkili olmasinin
nedeninin hiicre duvar1 yapisindaki farkliliktan kaynaklandig: sdylenebilir.

Cizelge 78’de goriildiigii iizere tez kapsaminda calisilan L. latifolia ugucu yag
fraksiyonlarinin standart maddeler ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile
kombinasyonlarinda S. aureus susuna karsi sinerjik etki gostermesi agisindan en
etkili fraksiyonlar olarak belirlenmistir. L. latifolia ugucu yagi ampisilin,
sefuroksim ve tekrasiklin ile kombinasyonlarinda S. aureus suslarina karsi ise
bagimsiz etkili sonu¢ vermistir. Yani ugucu yagin fraksiyonlanmasi ile birlikte
kombinasyonlardaki etkinin arttig1 soylenebilir.
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Ugucu yag fraksiyonlariin antimikrobiyal aktivite sonuglarinda tek basina elde
edilen MIK degerleri 640 ve 1280 pg/mL iken, kombinasyon ¢alismalarinda MIK
degerlerinin 1.25, 10, 20 ve 80 pg/mL konsantrasyonlara inmesi 6nemli bir bulgu
olarak goriilmiistiir.

Cizelge 78. Ucucu yag ve fraksiyonlarmin Staphylococcus aureus suslaria karsi sinerjik etki

FiKi degerleri
Ucucu yag Standart madde

Kombinasyon Bakteri T K T K FIKi
P+AMP S. aureus ATCC 6538 640 160 16 2.0 0.37
P+TCY S. aureusATCC 6538 640 10 4.0 1.0 0.26
P-H+AMP S. aureus Kl.izol. 640 40 >128 64 0.31
P-H+TCY S. aureus Kl.izol. 640 160 32 0.125 0.25
P-DE+AMP S. aureus Kl.izol. 640 10 128 2.0 0.031
P-DE+TCY S. aureus Kl.izol. 640 2.5 32 0.25 0.011
P-DE+TCY S. aureus ATCC 6538 320 5.0 1.0 0.25 0.26
P-DM+TCY S. aureus Kl.izol. 640 2.5 32 0.25 0.011
SL-H+AMP S. aureus Kl.izol. 1280 320 64 2.0 0.28
SL-DE+AMP S. aureus Kl.izol. 640 80 64 16 0.375
SL-DE+SEF S. aureus Kl.izol. 640 20 64 4.0 0.093
SL-DE+SEF S. aureus ATCC 6538 640 160 >64 32 0.5

SL-DE+TCY S. aureus Kl.izol. 640 1.25 16 0.25 0.017
SL-DE+TCY S. aureus ATCC 6538 640 10 2.0 0.5 0.26
SL-DM+AMP S. aureus Kl.izol. 640 160 64 8.0 0.375
SL-DM+SEF S. aureus Kl.izol. 640 20 64 4.0 0.093
SL-DM+SEF S. aureus ATCC 6538 640 160 >64 32 0.5

SL-DM+TCY S. aureus Kl.izol. 640 1.25 16 0.25 0.017
SL-DM+TCY S. aureus ATCC 6538 640 80 2.0 0.5 0.375
BC+SEF S. aureus Kl.izol. 1280 10 >64 8.0 0.070
BC-H+AMP S. aureus Kl.izol. 640 10 64 4.0 0.078
BC-H+SEF S. aureus Kl.izol. 640 160 128 32 0.50
BC-H+TCY S. aureus Kl.izol. 640 80 64 4.0 0.18
BC-DE+TCY S. aureus Kl.izol. 640 80 64 8.0 0.25
BC-M+AMP S. aureus Kl.izol 640 160 64 4.0 0.31
M+TCY S. aureus ATCC 6538 640 10 4.0 0.5 0.14
M-H+SEF S. aureus Kl.izol. 1280 80 32 8.0 0.31
M-H+TCY S. aureus ATCC 6538 640 80 4.0 0.5 0.25
M-DE+TCY S. aureus Kl.izol. 640 80 64 16 0.37
M-DE+TCY S. aureus ATCC 6538 640 10 4.0 0.5 0.14

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: n-hekzan, P-DE: dietil eter, P-DM: diklorometan
fraksiyonlari, SL : Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H: n-hekzan, SL-DE : dietil eter, SL-DM :
diklorometan, BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan, BC-DE: dietil eter; BC-M: methanol;
M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; AMP: Ampisilin; SEF:
Sefuroksim; TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MIK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri
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Matricaria recutita ugucu yaginin ve fraksiyonlarmin ise standart maddeler
ampisilin ve tetrasiklin ile kombinasyon sonuglarinda S. aureus susuna karsi benzer
sinerjik etki verdigi gorilmiistir. Bu nedenle ugucu yagin fraksiyonlarina
ayrilmadan da kullanilabilecegi goriilmektedir. Pinus mugo ugucu yagi n-hekzan
fraksiyonunun ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile kombinasyonlarinda en etkili
fraksiyon olarak bulunmustur. Citrus reticulata ugucu yagi ile ugucu yagin n-
hekzan ve dietil eter fraksiyonlarinin tetrasiklin ile kombinasyonunda benzer
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle ugucu yagin
fraksiyonlarina ayrilmadan da kullanilabilecegi goriilmektedir.

Cizelge 79°da tez materyallerinin E. coli suslarina kars1 elde edilen kombinasyon
sonuglart verilmistir. M. recutita ugucu yagmin sadece tetrasiklin ile
kombinasyonunda E. coli standart susuna karsi sinerjik etki elde edilmistir. L.
latifolia ugucu yag fraksiyonlarinin E. coli suslarina kars1 en etkili sonuglar verdigi
goriilmektedir. P. mugo ugucu yaginin ozellikle n-hekzan fraksiyonunun tim
standart maddeler ile kombinasyonunda E. coli suslarina karsi sinerjik etki
goriilmiistiir. Citrus reticulata ugucu yag1 ve fraksiyonlariin ise benzer etkiyi
gosterdigi goriilmektedir. Kombinasyon ¢alismalarinda genel olarak ugucu yaglarin
tek baslarina MIK degerlerinin 2560 pg/mL ve 640 ng/mL iken, kombinasyonlarda
MIK dgerlerinin 10 pg/mL kadar inmesi dnemli bir bulgudur. Ayn1 sekilde standart
maddelerin direngli klinik izolatta gdzlenen yiiksek MIK degerlerinin ampisilin ve
sefuroksim i¢in 64 pg/mL’den, 4 pg/mL’ye ve tetrasiklin i¢in 32 pg/mL’den 1
ng/mL’ye diismesi 6nemli bir bulgu olarak goriilmektedir.

Cizelge 79. Ucucu yag ve fraksiyonlarimin Escherichia coli suslarina karsi sinerjik etki FIKi

degerleri
Ugucu yag Standart Madde

Kombinasyon Bakteri *T > K T K FIKI
P+TCY E. coli ATCC 8739 640 80 4.0 1.0 0.37
SL-DE+SEF E. coli kl.izol. 640 20 64 4.0 0.093
SL-DE+SEF E. coli ATCC 8739 640 160 >64 32 0.5
SL-DE+TCY E. coli kl.izol. 640 160 16 0.25 0.26
SL-DM+SEF E. coli kl.izol. 640 20 64 4.0 0.093
SL-DM+SEF E. coli ATCC 8739 640 160 >64 32 0.5
SL-DM+TCY E. coli kl.izol. 640 160 16 0.25 0.26
BC-H+AMP E. coli kl.izol. 2560 640 64 4.0 0.31
BC-H+SEF E. coli kl.izol. 2560 10 64 16 0.25
BC-H+TCY E. coli kl.izol. 2560 640 32 1.0 0.28
BC-H+TCY E. coli ATCC 8739 640 10 1.0 0.25 0.26

E. coli ATCC 8739 640 160 4.0 0.5 0.37

E. coli ATCC 8739 640 20 4.0 0.5 0.15

E. coli ATCC 8739 640 10 4.0 0.5 0.15

P: Matricaria recutita ugucu yagi, SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H : n-hekzan, SL-DE :
dietil eter, SL-DM : diklorometan, BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: n-hekzan; M: Citrus
reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan, M-DE: dietil eter; AMP: Ampisilin; SEF: Sefuroksim;
TCY: Tetrasiklin, *T: Tek basina MiK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri
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Cizelge 80’de tez materyallerinin C. albicans suslarina karsi elde edilen
kombinasyon sonuglari verilmistir. Candida suslarina kars1 M. recutita ugucu yagi
flukonazol ile kombinasyonunda fraksiyonlaria gore daha giiglii etki gostermistir.
Ozellikle Candida tiirlerine kars1 denenecek kombinasyon calismalarinda ugucu
yagin fraksiyonlanmadan daha etkili sonuglar verdigi goriilmektedir. P. mugo
ucucu yag ve fraksiyonlarmin standart flukonazol ve nistatin ile
kombinasyonlarinda sinerjik etki gézlenmemistir. C. reticulata ugucu yag ve n-
hekzan fraksiyonunun ozellikle nistatin ile kombinasyonunda sinerjik etki elde
edilmistir. M. recutita, L. latifolia ve P. mugo ugucu yaglar ise flukonazol ile
sinerjik etkiyi vermistir.

Cizelge 80. Ucucu yag ve fraksiyonlarimin Candida albicans suslarina kars1 sinerjik etki FIKI
degerleri

Ucgucu yag Standart Madde

Kombinasyon Maya *T **K T K FiKi
P+FLU C. albicans Kl. izolat 320 20 1.0 0.25 0.31
P+FLU C. albicans ATCC 90028 320 40 1.0 0.25 0.37
SL-H+FLU C. albicans ATCC 90028 320 80 32 8.0 0.50
SL-H+FLU C. albicans Kl. izolat 320 40 64 8.0 0.25
SL-DE+FLU C. albicans ATCC 90028 320 40 32 8.0 0.25
SL-DE+FLU C. albicans kl.izolat 320 40 64 8.0 0.25
SL-DM+FLU C. albicans Kl. izolat 320 40 64 8.0 0.25
M +NS C. albicans ATCC 90028 320 10 8.0 2.0 0.28
M+NS C. albicans Kl. izolat 320 10 8.0 2.0 0.28
M-H+NS C. albicans ATCC 90028 320 10 8.0 2.0 0.28
M-H+NS C. albicans Kl. izolat 320 10 8.0 2.0 0.28

P: Matricaria recutita ugucu yagi, SL: Lavandula latifolia ugucu yagi, SL-H : n-hekzan,
SL-DE : dietil eter, SL-DM : diklorometan, M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: n-hekzan,
FLU: Flukonazol, NS: Nistatin; *T: Tek basina MiK degeri; **K: Kombinasyondaki MIK degeri

a-Pinen, g-pinen, limonen ve f-karyofillen ugucu bilesikleri sadece klinik direngli
S. aureus ve E. coli suslara karsi kombinasyon c¢alismalari yapilmistir. Bu
maddelerin o6zellikle S. aureus susuna karsi sinerjik etkili sonuglar verdikleri
gozlenmistir (Cizelge 81). E. coli susuna karsi kombinasyonlarinda daha g¢ok
bagimsiz etkili sonuglar elde edilmistir. 1,8-sineol, kafur ve linalol ile standart
maddeler ampisilin, sefuroksim ve tetrasiklin ile kombinasyon ¢alismalarinin aditif
etkili olduklar1 bulunmustur.
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Cizelge 81. Ugucu bilesiklerin klinik Staphylococcus aureus suslaria FiKi degerleri
Ucucu bilesik Standart Madde

Kombinasyon *T ** K T K FIKI
a-Pinen+TCY 640 10 0.5 0.125 0.26
p-Pinen +TCY 2560 160 0.5 0.125 0.31
Limonen+AMP 640 80 32 4.0 0.25
Limonen+TCY 640 10 0.5 0.125 0.26
p-KaryofillentAMP 2560 640 32 1.0 0.28
p-Karyofillen+TCY 2560 40 0.5 0.125 0.26
Kafur+TCY 1280 20 0.5 0.125 0.26

Dort ugucu yag ve fraksiyonlarina ait toplam 258 adet kombinasyon calismasi
deneysel olarak yapilmistir. Sonug olarak 55 adet sinerjik, 75 adet aditif ve 108 adet
bagimsiz etkili kombinasyon elde edilmistir. Kombinasyon ¢alismalarinda sadece
L. latifolia ugucu yaginin ampisilin ile kombinasyonunda klinik S. aureus susuna
kars1 antagonist etki gdzlenmistir. Genel olarak ugucu yaglarda antagonist etkiye
rastlanilmamasi glinlimiizde direng gosteren mikroorganizmalara kars1 dogal ilag
hammaddesi ve kombinasyon olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Tez calismalar1 kapsaminda c¢ucu yaglara ait antimikrobiyal kombinasyon
caligmalarinin dagilimi Sekil 32°deki grafik ile karsilastirmali olarak sunulmustur.

34

35
30
25
20
15
10

Bagimsiz etkili

Aditif

Sinerji

Matricaria Lavandula Pinus mugo Citrus
recutita ugucu latifolia ugucu ugucu yagi reticulata

yagi yagdi ugucu yagi
M Sinerji W Aditif mBagimsiz etkili

Sekil 32. Ucucu yaglara ait karsilastirmah genel antimikrobiyal kombinasyon dagilim

Kaynak taramalarimizda rastladigimiz 2003 yilindan bugiine ¢esitli ugucu yaglar
ve saf monoterpen yapisindaki bilesikler ile antibiyotik ve antifungal olarak
kullanilan ilag hammaddelerinin kombinasyon c¢alismalar1 58 kadardir. Bu
calismalar Cizelge S ve Cizelge 6’da 6zetlenmis ancak sonuclar ¢ok fazla sayisal
degerle ifade edilebileceginden ¢izelgelerde sonuglara yer verilmemistir. Bu tez
kapsaminda materyal olarak kullanilan ugucu yag ve terpenik bilesikler ile benzer
kombinasyonlara kaynaklarda rastlanilmadigindan Cizelge 5 ve Cizelge 6 ile
karsilastirma yapilamamaistir.
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Tez kapsaminda ugucu yag ve fraksiyonlarinin aktif ve sinerjik etkili olarak bulunan
kombinasyonlart ilk kez saglikli insan Cilt fibroblast hiicre dizilerinde XTT yontemi
ile degerlendirilmistir (Cizelge 27-45-60-76). Buna gbre ugucu yag ve
fraksiyonlarima ait IKso degerleri Cizelge 82°de verilmistir.

Cizelge 82 Ucucu yag ve fraksiyonlarinin WS1 hiicrelerine ait iKso degerleri

Ucucu yag ve fraksiyonlari IKso
P 92.54
P-H 115.32
P-DE 129.52
SL > 500
SL-H 116.93
SL-DE 228.77
BC 64.75
BC-H 116.73
BC-DE 229.28
M 100.07
M-H 138.14
M-DE 327.41

P: Matricaria recutita ugucu yagi; P-H: Matricaria recutita ugucu yagi n-hekzan fraksiyonu; P-DE:
Matricaria recutita ugucu yagi dietil eter fraksiyonu; SL: Lavandula latifolia ugucu yagi; SL-H:
Lavandula latifolia ugucu yagi n-hekzan fraksiyonu; SL-DE: Lavandula latifolia ugucu yag dietil
eter fraksiyonu; BC: Pinus mugo ugucu yagi; BC-H: Pinus mugo ugucu yagi n-hekzan fraksiyonu;
BC-DE: Pinus mugo ugucu yag dietil eter fraksiyonu; M: Citrus reticulata ugucu yagi; M-H: Citrus
reticulata ugucu yagi n-hekzan fraksiyonu; M-DE: Citrus reticulata ugucu yagi dietil eter fraksiyonu

WST1 hiicrelerine kars1 en az toksik etkiye sahip ugucu yag sirasi ile L. latifolia >
C. reticulata > M. recutita > P. mugo oldugu belirlenmistir. Ugucu yag
fraksiyonlarinda farkli madde gruplarinin bulunmas: toksisite 1Kso degerlerinin de
farkli olmasina neden olmustur. Bu nedenle ugucu yagda bulunan madde gruplarina
gore toksik etkinin de degistigi sdylenebilir. Aditif/sinerjik antimikrobiyal etkinlik
gosterdigi dozlarda ugucu yag/standart antimikrobiyal madde ve ugucu yag
fraksiyonu/standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin insan cilt fibroblast
hiicrelerinde sitotoksik etkili olmadig1 bulunmustur.

Ayrica aktif kombinasyonlarin ilk kez A. fischeri susuna kars1 ¢aligilarak toksisite
bulgular degerlendirilmistir (Cizelge 28-46-61-77). Tez kapsaminda se¢ilen ugucu
yaglarin bu susa karsi in vitro toksisite degerlendirmesi ilk olmasi ag¢isindan
literatiire dnemli katki saglayacaktir. Elde edilen toksisite bulgularinda genel olarak
konsantrasyona bagli olarak inhibisyon etkisinin arttig1 goriilmiistir.

Ugucu yag /ugucu yag fraksiyonlar1 + antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin
toksik etkisinin en fazla L. latifolia > M. recutita > C. reticulata > P. mugo’da
oldugu belirlenmistir.

119



Calismamizda elde ettigimiz preklinik anlamdaki in vitro sonuglar in vivo ve klinik
calismalara zemin olusturmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Bundan dolay1, dogal
madde kombinasyon arastirmalarina devam edilmesi 6nerilmektedir.

Dogal iirlinler, ugucu yaglar ve farkli standart antimikrobiyal maddeler ile
kombinasyon c¢alismalarinin farkli mikroorganizmalara karsi arastirilmasi yeni
bulgular elde edilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Daha spesifik mikroorganizma
hedefleri degerlendirilebilir. Ornegin; ag1z patojenlerinden Streptecoccus mutans,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium tiirleri vb. birgok tiir ile ayni sekilde cilt
patojenleri olan; Candida, Staphylococcus, Propionibacterium, Aspergillus ve
Malassezia, Mycobacterium tiirlerine karst ¢esitli kombinasyon tasarimlari
yapilabilir. Boylelikle mikroorganizmalarda antimikrobiyal maddelere karsi olusan
direng gelisimine kars1 ugucu yaglarin etkinliginden yararlanilabilir.
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EK1

MATRICARIA RECUTITA UCUCU YAGI (Matricaria aetheroleum) /

European Pharmacopoeia (8.0)

Tanim: Mavi renkli ugucu yag, M. recutita bitkisinin taze veya kurutulmus ¢igek

baslar1 veya ¢igekli kisimlariin buhar distilasyonu ile elde edilir.

Kimyasal icerik: Avrupa Farmakopesi’ne gore kimyasal icerik acisindan 2 tip
papatya ucucu yagi tanimlanmistir; bisabolol oksit¢e zengin digeri de (-)-a-

bisabolol acisindan zengin olan papatya ucucu yaglar1 seklinde.
Bisabolol oksitler agisindan zengin olan papatya ucucu yaginda;
Bisabolol oksitler (%29-81)

Kamazulen (> % 1.0) tanimlanmis oranlarda olmalidir.
(-)-a-Bisabolol maddesince zengin papatya ugucu yaglari ise
(-)-a-Bisabolol (% 10-65),

Kamazulen (> %1) ve

Bisabolol oksitlerin ve (-)-a-bisabolol maddelerinin toplami oransal olarak en az %
20 olmalidir
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EK 2

LAVANDULA LATIFOLIA UCUCU YAGI (Spicae aetheroleum) / European

Pharmacopoeia (8.0)

Tanmim: Ugucu yagi1 Lavandula latifolia Medik. bitkisinin ¢igekli kistmlarinin buhar

distilasyonu ile elde edilir.

Kimyasal icerik belirtilen limitler icerisinde olmahdir
Limonen (% 0.5-3.0),

1,8-Sineol (% 16.0-39.0),

Kafur (% 8.0-16.0),

Linalol (% 34.0-50.0),

Linalil asetat < 1.6,

a-Terpineol (% 0.2-2.0)

(E)-a-Bisabolen (% 0.4-2.5)
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EK3

PINUS MUGO UCUCU YAGI (Pini pumilionis aetheroleum) / European

Pharmacopoeia (8.0)

Tanim: Ugucu yagi Pinus mugo Turra bitkisinin taze yaprak veya dallarindan buhar

distilasyonu ile elde edilir.
Kimyasal icerik:
a-Pinen (% 10-30)
8-3-Karen (% 10-20)
p-Fellandren (% 10-19)
S-Pinen (% 3-14)
Limonen (% 8.0-14)
Terpinolen < % 8.0
Mirsen (% 3.0-12)
Kamfen <% 2.0,
p-Simen < % 2.5,
Bornil asetat (% 0.5-5.0)

S-Karyofillen (% 0.5-5.0)
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EK4

CITRUS RETICULATA UCUCU YAGI (Citri reticulatae aetheroleum) /

European Pharmacopoeia (8.0)

Tammm: Mandalina ugucu yagi C. reticulata taze meyve kabuklarindan sogukta
mekanik ekstraksiyon ile elde edilir, sarimsi veya turuncu, karakteristik kokuya

sahiptir.

Kimyasal icerik:
a-Pinen (% 1.6-3.0)
p-pinen (% 1.2-2.0)
Sabinen < % 3.0

mirsen (% 1.5-2.0)
limonen (% 65.0-75.0)
y-Terpinen (% 16.0-22.0)

Metil-N metilantranilat (% 0.3-0.6)
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