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OZET

Thymus serpyllum ve Pinus nigra Aetherolea Kombinasyonlarinin Biyolojik
Aktiviteleri

Siimeyye Elif KAHY A
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2024

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
(Ikinci Damigsman: Dr. Ogr. Uyesi Ayse Esra KARADAG)

Ugucu yaglar tek basina ve karigimlar halinde aromaterapi uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada ticari Thymus serpyllum ve Pinus nigra ugucu
yaglarinin tek ve kombinasyonlarinin etkinlikleri sistematik olarak incelenmistir.

[k olarak ugucu yaglarin kimyasal profillerinin teyidi i¢cin GK-AID ve GK/KS
analizleri yapilmistir. 7. serpyllum ana bilesenleri geraniol (%19,3) ve p-simen (%12,9),
P. nigra ugucu yaginin ana bilesenleriyse o-pinen (%73,8) ve trans-verbenol (%4,4)
olarak belirlenmistir. Sonrasinda ugucu yaglarinin in vitro antimikrobiyal etkinlikleri ve
kombinasyonlarla karsilastirilmali olarak incelenmistir. Calismalar Bacillus cereus
NRRLB-3711, Bacillus subtilis NRRLB-4378, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli NRLLB-3008, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Moraxella
catarrhalis ATCC 23245, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC BAA44, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Streptococcus mitis NCIMB 13770, Streptococcus mutans ATCC 2512
mikroorganizmalar1  kullamlarak MIK degerleri 250-1000 pg/mL  araliginda
belirlenmistir. 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin birbirleriyle ve her bir ugucu
yagin siproflaksasin, amoksisilin ve tetrasiklin kombinasyonlar1 dama tahtasi yontemi
degerlendirilmistir. 7. serpyllum-P. nigra kombinasyonu E. faecalis (FIKI: 0,1875) ve S.
epidermidis (FIKI: 0,375) karst sinerjik etki gosterdigi tespit edilmistir. P. nigra ve
amoksisilin kombinasyonu ise S. mitis (FIKI:0,187) susuna karsi sinerjik etki
belirlenmistir. Ayrica iki ugucu yagin ana bilesenleri olarak tespit edilen geraniol ve o-
pinen kombinasyonlarinin aktiviteleri degerlendirilmistir, ¢alismada kullanilan tim
mikroorganizmalara karst bagimsiz etki hesaplamistir. Ugucu yag ve antibiyotik
kombinasyonlarinda sinerjik etkiye sahip konsantrasyonlarin, HEK293 hiicre hattinda
MTT yontemiyle toksisite olmadigi tespit edilmistir. Yapilmis olan biyoaktivite
calismalar1  sonucunda 7.  serpyllum-P. nigra ve P. nigra-Amoksisilin
kombinasyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda potansiyel antimikrobiyal madde olarak
degerlendirilebilecegi ilk kez bu tez calismasi kapsaminda ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Thymus serpyllum L., Pinus nigra JF Arnold, antimikrobiyal

aktivite, sinerji
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ABSTRACT

Biological Activities of Thymus serpyllum and Pinus nigra Essential Oil Combinations

Stimeyye Elif KAHYA

Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School, Temmuz 2024

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
(Co-Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Ayse Esra KARADAG)

In this study, phytochemical analysis of commercial Thymus serpyllum and Pinus
nigra essential oils and the biological activities of their combinations were investigated.
GC-GC/MS analyzes were carried out to reveal the chemical profiles of essential oils.
The main components of 7. serpyllum essential oil were found as geraniol (19.3%) and
p-cymene (12.9%), the main components of P. nigra essential oil were found as a-pinene
(73.8%) and trans-verbenol (4.4%). Then, in vitro antimicrobial activities of 7. serpyllum
and P. nigra essential oils and the activities of their combinations were examined. Studies
Bacillus cereus NRRLB-3711, Bacillus subtilis NRRLB-4378, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli NRLLB-3008, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Moraxella catarrhalis ATCC 23245, Salmonella typhimurium ATCC 13311,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC BAA44,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus mitis NCIMB 13770,
Streptococcus mutans ATCC 2512 microorganisms and MIC values were determined in
the range of 250-1000 pg/mL. T. serpyllum and P. nigra essential oils were evaluated
with each other and the combinations of each essential oil with ciprofloxacin, amoxicillin
and tetracycline were evaluated by the checkerboard method. It was determined that 7.
serpyllum-P. nigra combination against Enterococcus faecalis (FICI:0.1875) and
Staphylococcus epidermidis (FICI:0.375) combinations showed a synergistic effect. The
combination of P. migra and amoxicillin showed a synergistic effect against the
Streptococcus mitis (FICI:0.187) strain. In addition, the activities of geraniol and a-
pinene combinations, which were identified as the main components of the two essential
oils, were evaluated, and independent effects were observed against all microorganisms
used in the study. The cytotoxicity of concentrations that have a synergistic effect in
essential oil and antibiotic combinations was examined by the MTT method on the
HEKO93 cell line and it was determined with no toxicity. As a result of all biological
activity studies, it was revealed for the first time within the scope of this thesis that 7.
serpyllum-P. nigra and P. nigra-Amoxicillin combinations could be considered as
potential antimicrobial agents at low concentrations.

Keywords: Thymus serpyllum L., Pinus nigra JF Arnold, antimicrobial activity,
synergism
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

imza

Stimeyye Elif KAHYA
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1. GIRIS

Gilinlimiizde antibiyotige direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, diinya
capinda klinik ve ekonomik olarak yikici etkilere neden olmaktadir (Murray vd., 2022).
Bakteriyel direng, halk sagligini tehdit etmekte ve yiiksek oranda mortalite ve
morbiditeye neden olmaktadir. Ayn1 zamanda bakteri direnci, diinya ¢capinda olusabilecek

yeni bulasici hastaliklarla miicadele yetenegini de tehdit etmektedir (Ventola, 2015).

Sinerjik etkilesimlerin terap6tik degerleri ve kullanimlari antik ¢caglardan bu yana
bilinmektedir. Ayurveda ve Geleneksel Cin Tibbi tedavi sisteminde g¢oklu bitkisel
karisimlardan olusan formiiller, ¢esitli hastaliklarda kullanilmistir. Coklu ila¢ direncini
tedavi etmek icin son donemlerde ugucu yaglarin kendi aralarinda kombinasyonlar1 ve
sentetik antibiyotiklerin ugucu yaglar ile kombinasyon ¢aligmalarina ilgi artmaktadir.
Ozellikle de enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kombinasyon tedavi uygulamalari
lizerinde yogunlagilmistir (Langeveld vd., 2014). Sinerjik etki kavrami, kombinasyon
halinde etkinliginin artirilacagi, toksisiteyi azaltacagi, yan etkilerini azaltacag,
biyoyararlanimi arttirabilecegi, diisilk dozda antimikrobiyal direnci azaltacagi i¢in 6nemli
avantajlara sahiptir. Dogal iiriin kombinasyonlart iceren yeni antimikrobiyal
kombinasyonlar, son yillardaki arastirmalarin onceligi haline gelmistir (Cottarel ve

Wierzbowsk, 2007).

Yiizyillardan beri geleneksel tipta kullanilmakta olan ugucu yaglar, terpenler,
alifatik aldehitler, alkoller ve ester karigimlarindan olugsmaktadir. 3000°den fazla ugucu
bilesen tanimlanmis olup her biri ugucu yaglarin igerisinde farkli oranlarda ve miktarlarda
bulunmaktadir (Jugreet vd, 2020). Ugucu yaglar, antibakteriyel, antienflamatuvar,
antispazmodik, analjezik, karminatif ve antiviral gibi bir¢ok etkilerinin yan1 sira; yara
tedavisinde, grip ve soguk alginlig1 gibi solunum yollar1 hastaliklarinda kullanilmaktadir

(Mancianti ve Ebani, 2020).

Ucgucu yaglarin etki mekanizmalari, ¢esitli fizyolojik yolaklari inhibe etmesi
bakimindan farklilik gostermektedir. Ayrica yeni kombinasyonlar, geleneksel
antibiyotiklere kiyasla ¢esitli mekanizmalarla bakterinin daha etkin ve kisa siirede

inhibisyonunu saglamistir (Boren vd., 2020).



Tibbi bitkilerden gelistirilmis {rlinler ve preparatlar, uzun yillardan beri tedavi
amacl kullanilmigtir. Lamiaceae familyasina ait olan 7hymus L. ve Pinaceae familyasina
ait olan Pinus L. tlirleri, dliinyada dogal yetisme alanlarinin genis ¢evrelere yayilmasindan
dolay1 halk arasinda mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde basari ile kullanilmigtir

(Jovanovi¢ vd, 2021; Papp vd., 2022).

Ticari 6nemi olan Thymus serpyllum L. ve Pinus nigra JF Arnold ugucu yaglarinin
literatiirde antimikrobiyal etkileri bilinmesine ragmen, ilk defa bu tez calismasinda
kombinasyonlar1 halinde, hedeflenen insan patojenleri iizerindeki potansiyel sinerjik
etkileri aragtirillmistir. Ayni zamanda kullanilacak olan ugucu yaglarin major
bilesenlerinin secilen antibiyotiklerle sistematik kombinasyonlarinin in vitro biyolojik
aktivite ¢aligmalar1 yapilmis olup antibiyotik direncinin 6niine gecerek, giivenli ve etkili
dogal kaynakli potansiyel preparat olusturmasi amaglanmistir. Mevcut tez projesi
kapsaminda ticari 6neme sahip bitkisel droglardan ziyade ucucu yag olarak bitkisel drog

preparati haricen kullanim potansiyelleri de dikkate alinarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Thymus L. Genel Bilgiler

Thymus L. cinsi Lamiaceae familyasina ait olup diinya ¢capinda 350’den fazla tiir
ve 36 tane alt tiirden olusmaktadir. Ana vatan1 Akdeniz bolgesi olmasina ragmen Avrupa,
Giliney Amerika ve Asya’da yayilimi gozlemlenmistir. Hemen hemen diinyanin her
yerinde tibbi ve baharat amagli kullanilan aromatik bir bitkidir. Genel olarak 7hymus cinsi
parfiimeri, gida, kozmetik ve farmasoétik ila¢ alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu tiirler
arasinda Thymus vulgaris L. (yaygin kekik, Alman kekigi) en dnemlilerinden biri olup
eski ¢aglardan beri kullamlmaktadir. Thymus zygis L. (Ispanyol kekigi), Thymus
serpyllum L. (yabani kekik), Thymus pulegioides L. (limon kekigi) gibi tiirler de diinya
capinda cesitli ticari degeri bulunan diger Thymus tiirleri arasindadir (Stahl-Biskup ve
Saez, 2002).

Antik  ¢agda Thymus tiirlerinin tiitsii olarak akciger hastaliklarinin
hafifletilmesinde kullanilmistir. Ayrica diger ugucu yaglarda oldugu gibi Thymus ugucu
yaglar1 da mumyalama isleminde kullanilmistir. Thymus tiirleri genel olarak %0,4 ila
%3,4 arasinda degisen yiizdelerde ugucu yag igermektedir (Singletary, 2016). Avrupa
Farmakopesi'ne kayitli olan 7hymus tiirlerinden 7. serpyllum kuru drogda en az 3,0
mL/kg ucucu yag icerirken, 7. vulgaris ve T. zygis kuru drogda en az 12 mL/kg ucucu
yag icermesi gerekmektedir. (Ph. Eur. 11).

Thymus ugucu yaglari, fenol monoterpen tiirevleri (timol, karvakrol, 1,8-sineol,
linalol, a-terpineol, geraniol, borneol vb.), monoterpenler (y-terpinen ve p -simen vb.),
seskiterpenler (karyofillen vb.) icermektedir. Ozellikle T. vulgaris ve T. zygis ugucu
yaglar1 yiiksek miktarda timol icermesinden dolay1 ekonomik bir neme sahiptir. Thymus
cinsi ¢ok fazla tiir ¢esitliligine sahip olmasina ragmen timol ve karvakrol tiim tiirlerde
degisken miktarlarda bulunmaktadir (Salehi vd., 2019). Genel olarak Thymus ugucu
yaglarinin igerigi ve miktari, tiire ve kemotipe bagli olarak ¢esitlilik gdstermektedir

(Nabavi vd., 2015).

2.1.1. Thymus serpyllum L.

Thymus cinsine ait olan 7. serpyllum tirii diger bilinen adi ile yabani kekik,
Avrupa’nin kuzey ucundan orta kisimlarina uzanan, yliksek rakimli bolgelerinde yetisen,

ozellikle Akdeniz bolgesinde bulunan ¢ok yillik ¢calidir (Gorsel 2.1) (Farooqi vd., 2005).
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Gorsel 2. 1. Thymus serpyllum 'un dogal habitati

Boyu 7 cm’ye kadar uzayabilen, mavi-yesil yaprak ¢beklerinden olusan kokulu
calimin c¢icekleri kiiciik koyu pembe-mor veya nadiren beyaz renklidir. Yapraklar: oval
sekilli, yaklasik 4-6 mm uzunlugunda ve 2-4 mm genisligindedir. Uzun trikomlarla kapl
olup her iki tarafi piirlizsiiz bir dokuya sahiptir. Pembe tach cigekler, eski saplarin
tepesinden kiimeler halinde biiylir ve ¢igek salkimlart olusturur. Cigeklenme doénemi

Temmuz-Eyliil aylar1 arasindadir. (Gorsel 2.2) (Jaric vd., 2015).

Gorsel 2. 2. Thymus serpyllum L. genel goriiniis (http-1)

Bu tiir, cogunlukla kuru ve kumlu topraklarda, igne yaprakli ormanlarin kenarlari
veya agik aralikli nehir kiyilart ve icerik bakimindan fakir toprakli cayirlarda
yetismektedir (Stahl-Biskup ve Saez, 2002). Kurakliga ve kuvvetli riizgarlara karsi
tolerans gelistirmistir ancak golgelik alanlarda yeterli glin 151¢ma maruz kalmadigi
takdirde sayilarinda azalma gozlenmistir (Salaria vd., 2023).

Avrupa Farmakopesi’nde kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlarinin monografi

bulunmaktadir. Avrupa’nin modern ve geleneksel tibbinda aktif olarak kullanilan 7.



serpyllum’un biyolojik aktivitesi, ugucu yaginda ve ekstresinde bulunan flavonoit, fenolik
asitler ve tanenler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Baczek vd., 2019).
Belirli baz1 aromatik bitkiler gibi 7. serpyllum da FDA’da giivenli sekilde
kullanilan bitkiler arasinda yer almaktadir. Ilag, kozmetik ve gida endiistrisinde birgok
farkl1 formiilasyonun igerisinde yer aldigindan dolayr onemli bir dogal kaynaktir

(Jovanovi¢, 2021).

2.1.2. T. serpyllum tiiriiniin etnobotanik kullanimi

Thymus cinsinin farkl tiirleri eski Misir’da mumyalama ve tibbi amaglh koku
balsamlarimda kullanildig1 goriilmiistiir. 7hymus tirlerinin toprak tsti kisimlarinin
inflizyonun, dekoksiyonun ve ugucu yagin tonik, karminatif, antispazmodik, antioksidan,
antiviral, antienflamatuvar ve balgam soktiiriicii etkileri nedeniyle eski zamanlardan beri
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Salaria vd., 2021).

Geleneksel tedavilerde yabani kekigin toprak iistii kisimlar1 surup, tentiir,
inflizyon ve dekoksiyonu gibi ¢esitli preparasyonlarina rastlanmistir (Jovanovi¢ vd.,
2021). 15. yiizyildaki farmakoloji kaynaklarina gore soguk alginligi ve larenjitten
kaynaklanan bas agrisinin tedavisinde kullanildigindan bahsedilmistir. 15. ve 16.
ylizyillar arasinda Chailander medikal el yazmasi kodeksinde yabani kekigin soguk
algmhigi, larenjit ve bag agrilarmin tedavisinde kullanimindan bahsedilmektedir.
Ronesans doneminde 7. serpyllum oral olarak malarya ve epilepsi tedavisinde
kullantlmistir (Adams vd, 2012). Bitkinin toprak {isti kisimlart uzun yillar boyunca
antiseptik, diaforetik, ditiretik, analjezik ve ekspektoran olarak tedavide yerini almigtir
(Jaric vd., 2015).

Balkanlarda 7. serpyllum sakinlestirici, kolesterol seviyesini diigiiriicli ve periferik
dolagim iizerinde iyilestirici ve bagisiklik sistemini uyarici olarak kullanilmistir (Mustafa
vd., 2015). Antispazmodik etkisinden kaynakli olarak Hindistan’da adet bozukluklar1 ve
adet agrilarinda sikca kullanilmaktadir (Gairola vd., 2014).

Antimikrobiyal ve antitiissif bilesenler icermesinden kaynakli olarak halk
arasinda genellikle soguk alginligi, farenjit ve Okstiriikte kullanilmistir (Karaman vd.,
2001). Dekoksiyonu bronglardaki sekresyonu arttirarak bronsit ve astim tedavisinden
gecmisten bu yana tedavide yer almaktadir (Stojanovic vd, 2011).

Fermentasyonu Onleyerek sindirime yardimci ve besinlerin absorpsiyonun

artmasinda 6nemli rol oynadigindan karminatif olarak kullanilmistir. Eski zamanlardan
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beri yabani kekigin yapraklar1 ve ¢igeklerinin filizleri bobrek ve mesanede olusan
hastaliklarda, dismenore ve kolik tedavisinde kullanilmaktadir (Heber, 2004).

Haricen uygulamalarda egzama ve yaralarda kullanimi1 kayitli iken, ekstra terleme
tedavilerinde alkollii ekstrelerinin eski zamanlarda kullanildig: bildirilmistir. Ugucu yagi
ve alkol ekstreleri romatizma, siyatik ve burkulmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Ayni
zamanda ucucu yagindan kaynakli olarak dezenfektan ve bagisiklik uyarici etkilere
sahiptir (Aziz vd., 2008; Heber, 2004).

Yaygin olarak solunum yollar1 hastaliklarda kullanilmasinin  yani  sira
dekoksiyonu sa¢ dokiilmesini onlemede Onemli etkilere sahiptir (Aziz vd., 2008).
Bitkinin tiim kisimlarinin dekoksiyonu astim tedavisinde ve mide rahatsizliklarinda
kullanilmistir. Yabani kekigin antitiissif etkilerinden dolay1 alkol ekstrelerinin
standardize preparatlarinin Oksiiriik ve soguk alginliginda kullaniminin oldugu PDR

Herbal Medicines’da belirtilmistir (Fleming, 1998; Jaric vd., 2015).

2.1.3. Ugucu yag fitokimyasi

Ugucu yag ve polifenolik bilesikler acisindan zengin igerige sahip olan T.
serpyllum un fitokimyasi tizerine birgok ¢alisma yiriitiilmiistiir. 2003 yilindan itibaren
Avrupa Farmakopesi’nde kayitli olup standardize kuru drogun 3.0 mL/kg™! az olmamak
iizere ugucu yag icermesi gerekmektedir. 7. serpy/lum ugucu yaginin ana bilesenleri timol
ve karvakrol olarak Avrupa Famakopesi’nde belirtilmistir (Ph. Eur. 11). ESCOP
monografina gore 7. serpyllum ugucu yagmin verimi %0,1-%0,6 olarak belirtilmis ve
major bilesiginin karvakrol oldugu ifade edilmistir. Ayni1 zamanda major bilesen olarak
timol, linalol, linalil asetat, borneol, 1,8-sineol, germakren D, p-simen, g-terpinen,
mirsen, -karyofilen igerebilecegi bildirilmistir (ESCOP, 2014).

Fitokimyasal bilesenler ve konsantrasyonlari, cografi konum, habitat, iklim
kosullar1, yetisme kosullar1 ve kdkene bagl olarak degisiklik gostermektedir (Petrovic
vd., 2014). T. serpyllum’un karvakrol, 1,8-sineol, karyofillen oksit, p-simen, geraniol,
linalol, trans-nerolidol, y-terpinen ve timol gibi 9 farkli kemotipi bildirilmistir. Karvakrol

ve timol kemotipleri diinya iizerinden en yaygin bulunan 7. serpyllum kemotiplerindendir

(Sekil 2.1) (Trindade vd., 2018).
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Sekil 2. 1. 7. serpyllum ugucu yaginin tespit edilen kemotipleri

Herbal Medicines PDR’sine gore, 7. serpyllum ugucu yaginin en yaygin kemotipi

olan karvakrol major bilesen olarak belirtilmistir. Yan1 sira borneol, izobiitil asetat,
karyofillen, 1,8-sineol, sitral, sitronellol, p-simen ve nispeten yliksek konsantrasyonlarda
geraniol, linalol, a-pinen, y-terpinen, o-terpineol, terpinil asetat ve timol i¢cermektedir
(Fleming, 1998). T. serpyllum’un farkli tlkelerde yapilmis olan g¢alismalarda tespit

edilmis major bilesenleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1. Farkli iilkelerde yetisen kekik ana bilesenleri

Ulke Major bilesenler Referans
Belarus y-terpinen (%21,4), p-simen (%19,0) Kirillov ve ark.,2016
Hirvatist Karvakrol (%49,4), timol (%30), y-terpi

1rvatistan arvakrol (%49,4), timol (%30), y-terpinen Kulisic ve ark..2005
(%5,3)
I Karvakrol (%48,8), timol (%13,8), p-si
ran arvakrol (%48.8), timol (%13,8), p-simen Rasooli ve ark.,2002
(%12,3)
Ital Timol (%32,57), a-terpi %22,83), v-
e 1m.0 (7632.57), a-terpinen (7622.83). Y De Lisi ve ark.,2011
terpinen (%9,15)
Kazakistan Trans-geraniol (%55,93), lavandulil asetat ..
Kirillov ve ark.,2016
(%28,51)
Polonya Karvakrol (%37,49), y-terpinen (%10,79) Wesotowska ve ark.,2015
Romanya Linalol (%17,4), nerolidol (%9,57), limonen .
Georgescu ve Mirone, 2011
(%66,8)
Rusya Geraniol (%26,8), linalol (%21,8), timol (%6,3) Paaver ve ark.,2010
Sirbistan Trans-nerolidol (24.2%), germakren D (16.0%), Petrovic ve ark., 2014




Tablo 2.1°de T. serpyllum ugucu yaginin fitokimyasal analizleri sonucunda ana
bilesenleri verilmistir. Kazakistan’dan toplanilan yabani kekigin, ugucu yag fitokimyasal
bilesen analizi sonucunda trans-geraniol, lavandulil asetat ve timol, Iran’da karvakrol,
timol ve p-simen ana bilesen olarak tespit edilmistir (Kirillov vd., 2016; Rasooli vd.,

2002).

Belarus’ta yabani kekigin ucucu yaginin ugucu bilesen analizinde y-terpinen ve
p-simen; Hirvatistan’da timol, karvakrol ve y-terpinen; Estonya’da yetisen 7. serpyllum
ucucu yagmin major bilesenleri (E)-nerolidol, karyofilen oksit ve miseren; italya’da
timol, a-terpinen ve y-terpinen olarak rapor edilmistir (De Lisi vd., 2011; Kirillov vd.,

2016; Kulisic vd., 2005)

Polonya’da yetisen 7. serpyllum bitkisinin ugucu yaginin ana bileseni karvakrol
ve y-terpinen iken Sirbistan’da trams-nerolidol ve germakren D olarak bulunmustur
(Wesolowska ve ark.,2015). Acimovic ve arkadaglarimin yapmis olduklari ¢aligmada
Sirbistan’dan toplanilmis olan 7. serpyllum’un, ugucu yaginda toplam 26 bilesik
tanimlanmistir ve ana bilesenler sirasi ile geraniol (%63,4), nerol (veya cis-geraniol)
(%18.,9), geranil asetat (%4,7), trans-karyofillen (%4,6), B-bisabolen (%2,0) ve geranial
(%1,2) olarak bulunmustur. Fitokimyasal ugucu yag analizi yapilan 7. serpyllum’un trans
(%63,4) ve cis (%18,9) formunda geraniol kemotipi oldugu sonucuna varilmigtir

(Acimovic vd., 2020).

2.1.4. Ucucu yag biyolojik aktiviteleri
2.1.4.1. Antimikrobiyal aktivite

T. serpyllum ugucu yag icerisinde bulunan bilesenlerden kaynakli olarak eski
zamanlardan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Ugucu yaginin major
bileseni fenolik monoterpen olan karvakroliin ¢esitli mikroorganizma tiirleri tizerinde
giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi ortaya konulmustur (Baser, 2008).

Wesolowska ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada 7. serpyl/lum ugucu yagi 9
mikroorganizmaya kars1 denenmis olup, en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi Escherichia
coli MG1655’ye (MIK:0,025 uL/mL) kars1 gostermistir. En diisiik aktivite ise
Staphylococcus epidermidis ATCC 4946°de (MIK: 0.78 uL/mL) gdzlemlenmistir
(Wesotowska vd., 2015).



Daha 6nce yapilan baska bir ¢alismada, 7. serpyllum ugucu yaginin, Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilere karsi antimiktobiyal etkinligi test edilmis, MIK degerleri
0,10-2,5 mg/mL araliginda tespit edilmistir (Mrkonji¢ vd., 2024).

Ouedrhiri ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢aligmada ise 7. serpyllum ugucu
yagiin antimikrobiyal etkinligi agar disk difiizyon ve broth diliisyon yontemiyle
degerlendirilmistir. Bu ¢calismada Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 3366 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Disk difiizyonda, inhibisyon zon ¢ap1 S. aureus ’'ta 36
mm bulunmus, P. aeruginosa’da 10 mm olarak dl¢iilmiistiir. Ugucu yagin MiK degeri B.
subtilis ve E. coli’de 0,125 pL/mL, S. aureus MIK degeri 0,250 uL/mL bulunmustur
(Ouedrhiri vd., 2016).

Bir bagka calismada, 7. serpyllum ugucu yagimin antimikrobiyal aktivitesi Gram
negatif ve Gram pozitif bakterileri iizerinde inhibisyon ¢aplart bakilarak
degerlendirilmistir. Gram pozitif bakteri olan Listeria monocytogenes NCTC 11994 kars1
giiclii antimikrobiyal etkinlik gosteren 7. serpyllum ugucu yagi, B. subtilis ATCC 6633
bakterisine karsi etkili ¢tkmamistir (Fidan vd., 2023).

Nedorostova ve caligma arkadaslarinin yaptigi ¢calismaya gore 7. serpyllum ugucu
yagmin buhar fazi gida kaynakli bakterilere (Listeria monocytogenes ATCC 7644.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076) kars test

edilmis ve etkili oldugu sonucuna varilmistir (Nedorostova vd., 2009).

Preljevic ve calisma arkadaslarinin yaptig1 7. serpyllum ugucu yagi Gram pozitif ve
Gram negatif bakteriler lizerinde antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 yiiriitmislerdir.
Ucucu yagm en diisiik MIK degeri E. coli patojenine karst MIK degeri 1,5625 puL/mL
olarak bulunmustur. P. aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae mikroorganizmalar1 diger

suslara kars1 daha direncli (MIK:12,5 pL/mL) bulunmustur (Preljevic vd., 2024).

2.1.4.2. Antioksidan aktivite

Yabani kekik ucucu yagimin antioksidan aktivitesi DPPHe ve ferrik indirgenme
kapasitesi gibi farkli metotlarla test edilmistir. Yapilmis olan bir calismada denenen diger
ucucu yaglar ve pozitif kontrole kiyasla 7. serpyllum ugucu yaginin antioksidan aktivitesi

diisiik bulunmustur (Jamali vd., 2012).

Hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen 7. serpyllum ugucu yagmin ve timol
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bileseninin antioksidan aktivite ¢alismalar1 i¢in DPPHe, FRAP ve ABTSe metotlari
kullanilmigtir. Denenmis tiim metotlarda 7. serpyllum ugucu yagi ve timoldeki

antioksidan aktivite pozitif kontrole kiyasla diisiikk bulunmustur (Salaria vd., 2023).

Ouedrhiri ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, BHT metodu
kullanilarak 7. serpyllum ugucu yaginin baska ucucu yaglarla karsilastirmali olarak
antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Caligmada kullanilan diger ugucu yaglara
gore T. serpyllum 1Cso degeri en diisiik ¢ikarak diger test materyallerine kiyasla yiiksek
bir aktivite gostermistir (Ouedrhiri vd., 2021).

2.1.4.3. Antifungal aktivite

Yabani kekik ugucu yaginin antifungal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile 4 farkli
Candida (C. albicans, C.krusei, C. glabrata ve C. parapsilosis) tiiri lizerinde
denenmistir. Bu ¢aligma sonuglarina gore 7. serpyllum (zon capt 12,00 mm) pozitif
kontrol olan flukonazole (zon ¢ap1 29,83 mm) gore etkili bir sonug ortaya koymamaistir

(Jamali vd., 2012).

T. serpyllum ugucu yaginin C. albicans ve C. glabrata iizerinde antifungal
aktivitenin test edilmistir. Calismada 7. serpyllum ugucu yaginin MiK deger aralig1 125-
500 mg/L olarak rapor edilmistir (Baj vd., 2020).

Aziz ve c¢aligma arkadaglarimin yapmis oldugu 7. serpyllum ugucu yaginin
antifungal aktivite calismasinda Trichophyton longifusus, C. albicans, Aspergillus flavus,
Microsporum canis, Fusarium solani ve C. glaberata iizerinde inhibisyon ytizdeleri
incelenmistir. Yabani kekik ucucu yagt Fusarium solani’yi %70 inhibe etmistir. C.
albicans, Aspergillus flavus ve C. glabrata’ya karst herhangi bir antifungal aktivite
bulunmamistir (Aziz vd., 2010).

2.1.4.5. Antitiimor ve sitotoksik etki

Yabani kekik ucucu yagi bir¢ok kanser hiicre hatlarinda in vitro olarak test
edilmigtir. Degisik bolgelerden toplanan 7. serpyllum’un, hidrodistilasyon ile elde
edilmis ugucu yaginin karaciger, akciger, pankreas ve prostat gibi kanser hiicrelerinde
testler yapilmistir. Akciger (NCI-H460) ve karaciger (HepG2) kanser hiicrelerinde diigiik
dozlarda daha etkili bulunmustur (Nikolic vd., 2014).

LNCap prostat kanser hiicrelerine karsi test edilen olan 7. serpyllum ugucu yagi
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pozitif kontrol doksorubisin ile karsilastirildiginda fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
hormona bagli prostat kanserinin biiylimesinin engellendigi goriilmiistiir, 7. serpyl/lum’un
ana bilesenleri olarak kabul edilen karvakrol ve timol tiimor hiicrelerinde sitotoksik
aktiviteye sahip olup fibroblastlarin aktif proliferasyonlarinin uyarilmasinda rol oynadigi

daha onceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Nikolic vd., 2014).

2.2. Pinus L. Genel Bilgiler

Pinus L. cinsi (Pinaceae) diinya lizerinde Kuzey Yarimkiirede dagilimi yaygin
olan, yaprak dokmeyen, regineli aga¢ veya ¢alilardan olusan 130 adet tiir igeren kozalakli
agaclar1 iceren bir cinstir. Pinus L. cinsi kuzey yarim kiirenin ¢ogunlugunda ve giiney
yarimkiirenin 1liman boélgelerinde yetismektedir (Mitic vd., 2018). Kimyasal
bilesenlerinin tibbi ve aromatik 6zellikleri, bitkinin tarih boyunca ekonomik ag¢idan en
onemli cinslerden biri haline getirmistir. Cam, geleneksel tedavi uygulamalarinda yaygin

olarak kullanilmasinin yaninda kiiresel ekonomide de rol oynamaktadir (Fekih vd., 2014).

Pinus L. cinsinin Tiirkiye’de 5 tiirii bulunmaktadir. 20 tane taksondan
olusmaktadir ve bunlardan 4 tanesi lilkemiz agisindan endemiktir. Bunlar, Pinus brutia
Ten., Pinus sylvestris L., Pinus halepensis Mill. ve Pinus pinea L. olup Anadolu, Kibris,
Kirim, Bati Kafkasya, Balkanlar ve bati Suriye’de dagilim goéstermektedir (http-2).

Tiirkiye’de bulunan Pinus tiirlerinin takson dagilimi su sekildedir:

1) Pinus brutia Ten., var. brutia f. agrophiotii (Papaj.) Kandemir & Mataraci, var.
brutia f. brutia Ten., var. brutia f. pyramidalis (Selik) Kandemir & Mataraci, var.

eldarica (Medw.) Silba, var. pendulifolia Frankis, Ten. var. pityusa (Steven) Silba

2) Pinus halepensis Mill.

3) Pinus nigra JF Arnold, subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe, subsp. pallasiana var.
fastigiata Businsky, subsp. pallasiana var. pallasiana f. pallasiana, subsp.
pallasiana var. pallasiana f. seneriana, subsp. pallasiana var. yaltirikiana Alptekin

4) Pinus pinea L.

5) Pinus sylvestris L., var. elicinii Kandemir & Mataraci, var. hamata Steven, var.
hamata f. compacta Kandemir & Mataraci, var. hamata f. hamata Steven

Yiizyillar boyunca Pinus tiirleri farkli alanlarda kullanilmis ve kullanilmaya
devam etmektedir. Pinus tiirlerinden regine, terebentin, cam yagi, tar gibi ¢esitli iirlinler
elde edilmektedir. Cam agacinin kabugunun yaralanmasiyla ortaya ¢ikan, geleneksel
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olarak kullanilan oleoresin ugucu bilesenlerce (mono ve seskiterpenler) zengindir (Rezzi
vd., 2005). Elde edilen ¢am agaci tirlinleri etnobotanik olarak antiseptik, tonik,
ekspektoran, genellikle {ist solunum yollarinda, haricen romatik agrilarda ve cilt

hastaliklarinda kullanilmistir (Ari vd., 2014; Menkovi¢ vd., 2011).

Pinus tiirlerinin ugucu yaglari ayn1 zamanda kozmetikte parfiim, parfiim
kimyasallarinin sentezinde, yiyecek ve igecekler i¢in aroma katki maddeleri olarak da
kullanilmaktadir (Rezzi vd., 2005). Ek olarak P. sylvestris, P. pinea, P. nigra ve P. brutia
ucucu yaglarmin yapilan ¢alismalarla antimikrobiyal etkinlikleri kanitlanmistir (Digrak

vd., 1999; Esen ve Digrak, 2009).

2.2.1. Pinus nigra JF Arnold

Avrupa Karagami veya karagam olarak bilinen P. nigra genis fakat pargali bir
gdvdeye sahip, yaprak dokmeyen, yapraklari iki igneli kozalakli bir agagtir. Avrupa ve
Asya basta olmak tizere agirlikli olarak daglik bolgelerde dagilim gostermektedir (Gorsel
2.2) (Sezik vd., 2010).

"

Gorsel 2. 3. P. nigra’min dogal habitati

P. nigra 40 metreye kadar boylanabilen, dis kabugu gen¢ donemde kiil grisi veya
giimiisi renktedir. Yetiskinlikte kabuk rengi koyu kestane rengine donerken dallar
kirmizimsi veya turuncu renktedir. Yapraklar asikular, genellikle 6-16 cm uzunlugunda,
esnek ve dikenli olmayan ¢iftler halindedir. Kozalaklar1 yaklasik 4-8 cm uzunlugunda

olup saplar1 ¢ok kisa veya yoktur (Enescu vd., 2016).
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Gorsel 2. 4. Pinus nigra JF Arnold gévde, yaprak ve kozalak (http-3)

2.2.2. Pinus nigra etnobotanik kullanimi

Insanlik tarihi boyunca ¢am tiirleri geleneksel tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Farkli iilkelerde yapilan etnobotanik arastirmalar sonucunda ¢am tiirleri
solunum problemlerinde, cilt hastaliklarinda, soguk alginliginda, diyabette, romatizma
agrilarinda ayrica vitamin kaynagi olarak da kullanilmistir (Kizilarslan ve Sevg, 2013;

Papp vd., 2022).

Pinus cinsine ait tiirlerin tibbi kullanimina iligkin bilgilerden Materia Medica’da
bahsedilmistir. P. nigra’nin kozalagi, recinesi ve siirglinleri tibbi amagla farkl
preparatlarda kullanilmistir. Reginesi cilt bozukluklar1 ve dis ¢iiriiklerinin tedavisinde
kullanilirken, igne yapraklarinin infiizyonu solunum yollar1 rahatsizliklarinda

kullanilmistir (Giinbatan vd.,2016; Papp vd., 2022).

Karagam katranmin haricen skabies tedavisinde de kullanildigir goriilmiistiir.
Yapilan etnobotanik c¢alismalarinda Pinus tiirlerinin ve ozellikle P. nigra katraninin
Anadolu’daki hayvanlart gesitli parazit ve boceklerden korumaya yonelik etkili tedavi
yontemi oldugu gdzlemlenmistir. Tiirk halk hekimliginde P. nigra’nin reginesi haricen

yara iyi edici olarak kullanilmistir (Polat ve Satil, 2012).

2.2.3. Ucucu yaginin fitokimyasal bilesenleri

Karagam ucucu yaglar fitokimyasal olarak zengin bir ¢esitlilige sahiptir. Tablo
2.2°de belirtildigi lizere P. nigra igne yapraklarindan elde edilen ugucu yagmin tilkeler

bazinda major bilesenler belirtilmistir.
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Tablo 2. 2. P. nigra u¢ucu yagwnn iilkeler bazinda major bilesenleri

Ulke Major bilesenler Referans
-karyofilen (%26,2 kren D (%17,2), a-
Cezayir B. aryofilen (%26,2), germakren D (%17.2), & Adjaoud vd.,2022
pinen (%9,4)
. -pi %29,4 kren D (%21,2), B-
Italya o-pinen (%29,4), germakren D (%21,2), Macchioni vd., 2003
karyofilen (%16,2)
Asetik asit (%31,12), bisiklo[2.2.1]heptan-2-on
K Kal 2014
anada (%21,45), Limonen (%8,06) the vd,
i 0 0
Kosova O.L pinen (%28,79), germakren D (%11,86), Kurti vd., 2019
limonen (%8,47)
Sirbistan a-pinen (%43,6), germakren D (%29,8) Sarac vd., 2013
a-pinen (%45,36), karyofilen oksit (%8,05), - Tumen vd.,2010
Tiirkiye karyofilen (%6,35)

Sezik vd., 2010
a-pinen (%22,2—43,18), B-pinen (%22,4-34,1) ezik vd.,

Tiirkiye’nin belli bolgelerinde bulunan P. nigra ugucu yaglarinin igeriginde
yiiksek miktarda o-pinen (%22,2—43,18) ve B-pinen (%22,4-34,1) tespit edilmistir.
Onceki ¢alismalarda yapilan analizler sonucunda B-karyofilen, Tiirkiye’de bulunan
karagam ugucu yaginin karakteristik bileseni olarak tespit edilmistir (Sezik vd., 2010).

Kurti ve calisma arkadaslari, P. nigra ucgucu yag bilesenlerinin tespiti i¢in
yaptiklar1 ¢alismada toplam 50 tane bilesen tespit etmislerdir. Baskin olarak a-pinen
(%44,98) ve B-pinen (%14,27) bulunurken, majorlerin yani sira germakren D (%9,63),
limonen (%6,93) ve B-karyofillen (%5,58) igerdigi de belirtilmistir (Kurti vd., 2019).

Tiirkiye’de yetisen P. nigra igne yapraklarinin ugucu yaginin incelendigi bagka
bir ¢calismada a-pinen (%45,36) ana bilesen olarak belirtilmistir. Ayrica karyofilen oksit
(%8,05) ve B-karyofilen (%6,35), o-pinen’den sonra daha fazla miktarda tespit edilmis
ucucu bilesenlerdir (Tumen vd., 2010). Cezayir’de yetisen karacam bitkisinin ugucu yag
analizinde f-karyofilen (%26,2) ana bilesen olarak tespit edilirken, diger bilesenler de
germakren D (%17,2) ve a-pinen (%9,4) olarak belirtilmistir (Adjaoud vd.,2022). Sarac
ve arkadaslari, Sirbistan’da yetismekte olan P. nigra bitkisinin igne yapraklarindan elde
ettikleri ugucu yaginin ana bilesenlerinin analizini yapmislardir. Yapilan calisma
sonucunda B-karyofilen (%26,2), germakren D (%17,2) ve a-pinen (%9,4) ana bilesenler
olarak bulunmustur (Sarac vd., 2013).

Pinus tirlerinin kozalak, igne yapraklart ve dallarindan elde edilen ugucu
yaglarinin verim ve kimyasal bilesiminin analizi yapilmistir. P. nigra’da igne

yapraklarindan (%28,4), kozalaktan (%49,5) ve dallardan (%61,7) ugucu yag elde
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edilmistir. Igne yapraklarindan elde edilen ucucu yaginin ana bilesigi germakren D
(%21,2) ve B-karyofillen (%16,2) iken, dallarda bu bilesiklerin her ikisi de oldukca diisiik
miktarlarda (%0,5) tespit edilmistir. Kozalaklarin ugucu yaginda, ikinci ana bilesik
sandaracopi-maradien (%4,8) olarak bulunmustur (Macchioni vd., 2003). Yapilan baska
bir P. nigra’nin kozalaklarindan elde edilen ugucu yag analizinde ana ugucu bilesenler
monoterpen hidrokarbonlardan a-pinen (%27,06) ve B-karyofilen (%11,03) olarak
bulunmustur (Kozan vd., 2019). Buna karsilik Kili¢ ve Kocak yaptiklar1 ¢alismada
Kanada’da yetisen P. nigra bitkisinin ugucu yagindaki ana bilesenlerinin asetik asit, kafur
ve borneol oldugu bildirilmistir (Kilic ve Kocak, 2014). Literatiir taramalari
dogrultusunda karagam bitkisinin kozalak, igne yapraklar1 ve dal u¢larindan elde edilen
ugucu yaglarinin ana bilesenleri a-pinen, germakren D ve P-karyofilen olarak

bulunmustur (Amri vd., 2017).

H
e
. ", HY

a-Pinen B-Pinen Germacrene D B-Karyofillen

1

Sekil 2. 2. Pinus nigra’da ugucu yaginda bulunan bazi ana bilesiklerin yapilar

2.2.4. Biyolojik aktiviteleri
2.2.4.1. Antimikrobiyal aktivite

Insandan izole edilmis 9 tane ¢oklu direncli bakteriyel susa kars1 P. nigra ugucu
yagimnin etkinligi denenmistir. Bu ¢alismada, P. nigra ugucu yagmin diger Pinus tiirlerinin

ugucu yaglarma gore antimikrobiyal etkisinin disiik oldugu bulunmustur (Mitic vd.,

2018).

Daha 6nceden yapilmis bir ¢caligmada mikrodiliisyon metodu kullanarak P. nigra
ucucu yaginin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivitesi
denenmistir. Etkililigi test edilen mikroorganizmalara kars1t MiK degerleri 0,5-4,1 mg/mL
araliginda bulunmustur (Rosato vd., 2018).

Demirci ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismaya gore ise, farkl

donemlerde toplanmis, P. nigra igne yapraklar1 ve kozalaklarindan elde edilen ugucu
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yaginin Gram pozitif ve Gram negatif 6 mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal
etkinligi test edilmigtir. Nisan doneminden toplanip elde edilmis ugucu yagin K.
pneumonia ve E. coli’ye kars1 antimikrobiyal etkinlik gosterirken, Haziran doneminde
toplanip elde edilmis ugucu yaglarin tim mikroorganizmalara karsi etkili oldugu

bulunmustur (Demirci vd., 2020).

2.2.4.2. Antioksidan aktivite

Adjaoud ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada DPPHe, ABTSe, ve B-karoten
gibi metotlar kullanarak P. nigra ugucu yaginin antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda P. nigra ugucu yaginin zayif antioksidan etki gdsterdigi rapor

edilmistir (Adjaoud vd., 2022)

Yapilan bagka bir ¢aligmada, P. migra ugucu yagmin antioksidan aktivitesi
FRAP, DPPHe, ve TBARS yontemleri ile test edilmistir. Calisma sonunda ugucu yagin
antioksidan aktivitesi tespit edilememistir. Aktivitenin tespit edilememis olmasinin
sebebinin fenol ana bilesenlerinde fenol igcermeyen monoterpenlerin sorumlu

olabilecegini savunulmustur (Politeo vd., 2011).

Cesitli Pinus tiirlerinin igne yapraklarindan elde edilen ucgucu yaglarin
antioksidan potansiyelleri test edilmistir. Calismada kullanilan ¢esitli metotlar ile P. nigra
tiirline ait ugucu yaginin diisiik DPPHe, siipiiriicii aktivitesi gosterdigi belirtilmistir
(Koutsaviti vd., 2021).

Kurti ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢alismada, P. nigra ugucu yagimin
DPPHe, metodu ile antioksidan kapasiteleri test edilmistir. Calismada bulunan diger

Pinus tiirlerine gore P. nigra ugucu yaginin antioksidan aktivitesi diisiik bulunmustur

(Kurti vd., 2019).

2.2.4.3 Antifungal aktivite

Sarac ve ¢alisma arkadaslari, P. nigra ugucu yagi ile A. niger ve C. albicans’a
kars1 antifungal aktivite calismas1 yapmislardir. igne yapraklarindan elde edilen ugucu
yagm 5-10 mg/mL dozlar1 arasinda 4. niger’e kars1 daha yiliksek hassasiyet gosterdigi
bulunmustur (Sarac vd., 2014).

Yapilmis olan bagka bir calismada P. nigra ugucu yaginin antifungal aktivitesi
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5 fungus (Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Fusarium graminarium, Fusarium
avenaceum ve Fusarium culmorum) iizerinde test edilmistir. Bilylime inhibisyonu
%77,01 ile F. graminarium ’a kars1 goriilmiistiir. Ana bilesenleri hidrokarbon monoterpen
olan P. nigra ugucu yaginin antifungal etkinligi nispeten yiiksek bulunmustur (Amri vd.,

2022).

2.3. Ucucu Yaglarin Kombinasyon Calismalari

Ucucu yaglar ve dogal {iriinler igerisinde bulunan sekonder metabolitler, sentetik
yollar ile iiretilen konvensiyonel ilaglara gére dogal kombinasyonlardir. Kombinasyon
caligmalarinda temel amag en diisiik dozda yiiksek etkinlik ve dolayistyla diisiik toksisite
ile tedavinin advers etkilerinin azaltilmasidir. Antimikrobiyal etkili kombine tedavilerde,
monoterapide gelisen direncin dniine gegmesinin yani sira azaltilmis dozun toksisitesinin
de diistligli bircok ¢alismada kanitlanmistir. Diger avantaji ise genis bir antimikrobiyal
spektrum saglamasidir (Hemaiswarya vd., 2008; Wagner ve Ulrich-Merzenich, 2009;
Williamson, 2009).

Ugucu yaglarin patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteleri birgok ¢alismada
kanitlanmistir. Sentetik ilaglarin patojenlere karst direng gelistirmesi gibi sonuglar
dogrultusunda ugucu yaglarin kombine edilmesi yeni alternatif tedavi sekilleri
olusturmaktadir. Ugucu yaglarin inhibitdr hedefli etkileri ve direng olusumunun G6niine
gecebilmesi, ugucu yaglarla ve antimikrobiyal maddelerle kombine kullanimlarinda
gelecek vadeden potansiyel oldugu belirtilmistir (Ju vd, 2022). Ugucu yaglarin
antibiyotiklerle sinerjisinin, suslar tarafindan kazanilmig antimikrobiyal direncin dniine
gecebilecegi diisiiniilmektedir (Vuuren vd., 2009).

Karadag ve digerlerinin yaptig1 bir ugucu yag sinerji ¢alismasinda, Avrupa
Farmakopesi kalitesinde Lavandula angustifolia L. ve Foeniculum vulgare Mill. ugucu
yaglarinin birbirleri ve amoksisilin ile kombinasyonlarmin antimikrobiyal aktivite
caligmalari test edilmistir. E. coli ve E. faecalis patojenlerine kars1 F. vulgare- amoksisilin
kombinasyonu sinerjik etki gostermistir (Karadag vd., 2022). Daha 6nceden yapilmis
baska bir calismada, Pelargonium graveolens L'Hér. ugucu yagi ile norflaksasin
kombinasyonunun aktivitesine bakildiginda, S. aureus ve B. cereus’a kars1 sinerjik etki

gosterdigi ortaya konulmustur (Rosato vd., 2007).

Ucgucu yaglar ve bilesenlerinin, beta-laktam antibiyotiklerle kombinasyonlar
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iizerine yapilan bir ¢alisma sonucunda, kombinasyonlarda sinerjik etki bulunmustur.
Ornegin, kekik bileseni olan timoliin, Esherichia coli'ye kars1 penisilin ile kombinasyonu
belirli bir dozda sinerjik gdstermistir. Ancak baska bir ¢alismada, Origanum onites L. ve
major bileseni olan karvakrol ile kombine edilen penisilin, E. coli'ye kars1 sinerjik

bulunmamistir (Langeveld vd., 2014).

ikili ugucu yag kombinasyonunu konu alan ¢ok sayida c¢aligma
gerceklestirilmistir. Son yillarda yapilan 7. serpyllum ugucu yaginin Origanum majorana
L. ile kombinasyonlar1 S. aureus ve E. coli patojenlerine karsi denenmistir. ki ugucu
yagin kombinasyonlarinin her iki patojene karsi kismi sinerji etkisi gozlemlenmistir
(Ouedrhiri vd., 2017). Onceden yapilmis T. serpyllum ile Myrtus communis L. ve
Artemisia herba-alba Asso ugucu yaglarinin kombinasyonlarinin S. aureus’a karst
sinerjik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ouedrhiri vd., 2022).

Literatiirde ucucu bilesenlerin ¢esitli antibiyotiklerle kombinasyonlarinin
aktivite ¢aligmalar1 yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilmis olan bir calismada ampisilin,
amoksisilin ve klaritromisin gibi ¢esitli antibiyotiklerin geraniol ile kombinasyonlar1 E.
coli, Helicobacter pylori ve S. aureus patojenlerine kars1 degerlendirmistir. Geraniol ile
amoksisilin ve klaritromisin kombinasyonlar1 H. pylori susuna karst sinerjik aktivite
gostermis olup iilser enfeksiyonunun tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi yontemi
olabilecegi tespit edilmistir (Bhattamisra vd., 2018). Ayrica antimikrobiyal etkinligi
olmayan p-simen, karvakrol’iin antimikrobiyal aktivitesini arttirict etkisi kanitlanmigtir

(Ultee vd., 2002).

3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan ugucu yag ve standart maddeler

Farmakope kalitesinde olan 7. serpyllum L. ve P. nigra J.F. Arnold ugucu yaglar
Orlife Global firmasindan temin edilmistir. Standart madde olarak kullanilan o-pinen
(%99) ve geraniol (%97) belirtilen saflikta Sigma Aldrich firmasindan ticari olarak temin

edilmistir.
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3.1.2. Antibakteriyel ila¢ etken maddeleri

Kombinasyon deneylerinde ve antimikrobiyal deneylerin pozitif kontrol
maddeleri olarak kullanilan farmakope kalitesindeki standart antimikrobiyal maddeler

(Amoksisilin, siproflaksasin ve kloramfenikol) Sigma-Aldrich firmasindan temin

edilmistir.

3.1.3 Kullanilan maddeler ve ¢oziiciiler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler Tablo 3.1.’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Marka
Agar Neogen
Dimetilsiilfoksit Honeywell
Etanol Sigma-Aldrich
Etilasetat Sigma-Aldrich
Hekzan Sigma-Aldrich

Mueller-Hinton Broth (MHB)

Sigma-Aldrich

Muller-Hinton Agar

Sigma-Aldrich

NaCl

Zag Kimya

Resazurin tuzu

Sigma-Aldrich

Tetrazolyum tuzu

Sigma-Aldrich

MTT [3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir]

Serva

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) —
low glucose

Sigma-Aldrich

Fetal Bovine Serum (FBS)

Sigma-Aldrich

Penisilin-Streptomisin 10,000U/mL

Thermo Fisher Scientific

3.1.4 Kullanilan sarf malzemeleri

Hazir ITK plaklart (ITK-Silikajel 60 Fassa, Merck), cam Pastdr pipetleri, tek
kullanimlik plastik kapakli Petri (90 mm x25 ve 150 mm, ISOLAB), tek kullanimlik
plastik mikropipet uglar1 (1000, 100, 10 pL), 96 kuyucuklu ‘U’ tipi steril mikroplateler

kullanilmistir.
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3.1.5 Kullanilan cihazlar ve aletler
Deneysel ¢alismalarda kullanilmis cihaz ve aletler Tablo 3.2.”de belirtilmistir.

Tablo 3. 2. Deneylerde kullanilan cihaz ve aletler

Ad1 Markasi
Analitik terazi Mettler Toledo
Bakteriyel Etiiv MMM Inocucell
Otoklav Hirayama, HV-50
Gaz-Kromatografisi Agilent 6890 N GC
Gaz-Kromatografisi / Kiitle Spektroskopisi Agilent 5975 GC-MSD
Sinif 2 Biyolojik giivenlik kabini Esco global
Ultraviole lamba Camag
Otomatik ve multikanal pipetor seti Eppendorf
Pulverizator Isolab
COz inkiibatorii Esco global
Mikroplate okuyucu Thermo Fisher Scientific
Mikroskop ESCOGLOBAL

3.1.6 Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Kullanilan mikroorganizmalar Tablo 3.3.’de goriilmektedir.

Tablo 3. 3. Deneysel ¢calismalarda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma/ Kaynak
Bacillus cereus NRRL B-3711 Salmonella typhimurium ATCC 13311
Bacillus subtilis NRRL B-4378 Staphylococcus aureus ATCC 6538
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Staphylococcus aureus ATCC BAA44
Escherichia coli NRLL B-3008 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 Streptococcus mitis NCIMB 13770
Moraxella catarrhalis ATCC 23245 Streptococcus mutans ATCC 25125

3.1.7. Ucucu yaglarin analiz kosullar1
T. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin farmakope uygunlugunun analizi i¢in
GK/KS sistemi kullanilmistir.
GKI/KS Sistem: Agilent 5975 GC/MSD
Dedektor: 300 °C, FID
Kolon: HP-Innowax (60 m x 0.25 mm @, 0.25 um film kalinlig1)
Tasiyica gaz: Helyum (0.8 mL. dk!)
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Enjeksiyon portu sicakhgi: 250 °C
Dedeksiyon arahgi: 70 eV

Sicaklik Programi: 60 °C’de 10 dk, 4 °C/dk artisla 300 °C’ye ¢ikan, 300 °C’de 5 dk
bekleme ile toplam 65 dakikalik sicaklik programi uygulanmaistir.

3.2.  Invitro Yontemler
3.2.1. Antimikrobiyal aktivite calismalar:
In vitro antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in Clinical and Laboratory Standart

Institute (CLSI) broth mikrodiliisyon metodu ile ugucu yaglarin Tablo 3.3° de yer alan

mikroorganizmalara kars1 minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) hesaplanmustir.

Mikroorganizmalar 2-8°C’de saklanmistir ve stok kiiltiirler -85°C’de muhafaza
edilip ihtiya¢ halinde steril kosullar altinda canlandirma islemi yapilmistir. Bakteri
suslarin1 aktive etmek i¢in Muller-Hinton Agar (MHA) besi yeri kullanilmistir. Hazir
olarak temin edilen besi yeri paket {izerinde yazan talimatlara gore hazirlanmistir ve pH
kontrolii yapilarak 121 °C’de 20 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir. Besi yerinin
sicakligr 50°C’ye inmesinin ardindan Petriler 20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir.

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde Mueller-Hinton Broth (MHB) besi yeri
kullanilmistir. Hazir olarak temin edilen besi yeri orijinal ambalajindaki tarife uygun
olarak hazirlanmistir. 121 °C ve 1.1 atmosfer basinci altinda 20 dakika boyunca steril hale
getirilmistir ve soguduktan sonra kullanilana kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Tez caligmalar1 kapsaminda antimikrobiyal standart ila¢ etken maddeleri
amoksisillin, siproflaksasin ve kloramfenikol kullanilmistir. Toz formda temin edilen ilag
etken maddelerinin baslangic kuyucuk konsantrasyonu amoksisillin 1 pg/mL,
siproflaksasin 8 pg/mL ve tetrasiklin 8 pg/mL olacak sekilde stoklar1 hazirlanmistir.

Ticari olarak temin edilen ugucu yaglarin ilk kuyucuktaki konsantrasyonunun 1
mg/mL ve dimetilsiilfoksit (DMSO) konsantrasyonunun %1 olacak sekilde stok
hazirlanmigtir. Antimikrobiyal calismalarda standart ucucu bilesenlerin ilk kuyucuk
konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde hazirlanmastir.

96’1 ‘U’ tipi steril mikroplateler kullanilarak deneyler yapilmistir. MIK
degerlerinin tespiti i¢in ugucu yaglar ve standart maddeler ii¢ tekrarli olarak 1’den 12’ye
kadar olan satira eklenmistir. Tiim kuyucuklara 100 pL. MHB besi yerinden eklenmistir.
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Ik satira 50 uL MHB besi yeri ilave olarak eklenmistir. Ilk kuyucuga konsantrasyonu
ayarlanan 50 pL ugucu yag veya standart madde eklenmistir. Tiim islemler sonunda ilk

kuyucuktan 100 pL alinip maddenin ¢ift kat seri diliisyonlar1 yapilmistir.

Bakteri siispansiyonun hazirlanmasi: Tablo 3.3’te yer alan mikroorganizma suslari -
80°C’den testin 48 saat oncesinde ¢ikarilip oda 1sisina geldikten sonra Mueller Hinton

Agar besiyerine pasajlanmistir ve 35 2 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Steril NaCl (%0,85) ¢ozeltisine 0,5 McFarland (1x10% CFU/mL) degerinde olacak
sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir Kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere tiim

kuyucuklara 50 puL bakteri slispansiyonu eklenmistir.

Plaklar 35 + 2 °C’de 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan %1
konsantrasyonla hazirlanmis resazurin ¢ozeltisinden 10 pL tiim kuyucuklara eklenmis ve
plaklar 35 + 2 °C’de 3 saat daha inkiibatorde tutulmustur. Ureme varhiginda eklenen
resazurin mavi renkten pembe renge doniismektedir. Inkiibasyon sonunda resazurin
yardimiyla MIK degerleri gorsel olarak degerlendirilmistir. Uremenin gézlemlenmedigi
en diisiik madde konsantrasyonu o maddenin ¢alisilmis mikroorganizmadaki MiK degeri

olarak belirlenmistir (CLSI, 2012).

3.2.2. Dama tahtasi yontemi

Dama tahtas1 yontemi 96 kuyucuklu mikroplate kullanilarak iki antimikrobiyal
ajanin kombinasyonu sonucunda birbirlerinin antimikrobiyal etkinliklerine etkilerinin
test edilmesi amaciyla kullanilan bir yontemdir. Uygulama kolaylig1 ve degerlendirme
yontemlerinin basit olmasi sebebiyle en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir. Her
kombinasyon icin ayri fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon (FiK) indeks hesabi
yapilarak belirlenir. Kombinasyonlar1 sinerji etkinlikleri dama tahtasi yontemi
kullanilarak incelenmistir. (Van Vuuren VD., 2009)

Deneysel calismada kombinasyonlar ugucu yag-ugucu yag, ugucu yag-
antimikrobiyal ajan ve ugucu ana bilesen-ugucu ana bilesen olarak tasarlanmistir. Ugucu
yaglarin kuyucuktaki baslangic konsantrasyonlart 1 mg/mL, siproflaksasin 8 pg/mL,
amoksisilin 8 pg/mL, tetrasiklin 8 pg/mL ve major bilesenler 10 pg/mL olacak sekilde

belirlenmistir. Kombinasyondaki maddeler en yiiksek konsantrasyon A satirinda siitun
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I’den 12’ye kadar ayni konsantrasyonda madde igerecek sekilde 50 pL pipetleme

yapilmistir. A satirindan baslanarak G satirina kadar ¢ift kat seri diliisyon yapilmistir.

Kombinasyondaki diger madde 1 nolu siitunda ayni konsantrasyonda madde
olacak sekilde 50 puL pipetleme yapilmistir. 1 nolu siitundan 11 nolu siituna kadar ¢ift kat

seri diliisyon yapilmistir. Plagin H12 kuyucugu iireme kontrolii (UK) olarak

belirlenmistir.
~ 2\
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=
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Gorsel 3. 1. Dama tahtast uygulama detaylart

Kombinasyon plaklar1 hazirlandiktan sonra tiim kuyucuklarda bakteri
konsantrasyonu 0,5 McFarland olacak sekilde MHB ile seyreltilerek hazirlanan bakteri
siispansiyonundan 50 pL pipetleme yapilmistir. 35 + 2 °C’de 18 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan %1 konsantrasyonla hazirlanmis resazurin
cozeltisinden 10 pL tim kuyucuklara eklenmis ve plaklar 35 + 2 °C’de 3 saat daha
inkiibatorde tutulmustur. Ureme varliginda eklenen resazurin mavi renkten pembe renge
doniismektedir. Inkiibasyon sonunda resazurin yardimiyla kombinasyonlarin etkileri

gorsel olarak degerlendirilmistir.

Kombinasyondaki maddelerin etkilerinin degerlendirilmesinde fraksiyonel
inhibisyon konsantrasyon (FIK) indisi kullanilmistir. Kombinasyon halinde maddenin

ireme olmayan kuyucuktaki en dilisik konsantrasyonun tek basina ayni
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mikroorganizmaya kars1 belirlenen MIK degerine bélinmesi ile FIK degeri

hesaplanmistir (Van Vuuren vd., 2009).

FiK1= Madde 1’in kombinasyondaki MiK degeri/ Madde 1’in tek basina MIK degeri

FiK2= Madde 2’nin kombinasyondaki MiK degeri/ Madde 2’nin tek bagina MiK degeri

FIKi= FIK1+FIK2
FiK1 < 0.5= Sinerjik etki
0.5 < FIKI < 1= Aditif etki
1< FIKI < 4= Bagimsiz etki

FiKi >4= Antagonist etki

FiKi hesaplamalari sonucunda yukarida belirtilen araliklara  gore

kombinasyonlarin etkinlikleri tespit edilmistir.

Sinerjik etki, test materyallerinin kombinasyon halinde kullanildiginda, tek
baslarinda kullanildigindan elde edilen etkilerin toplamindan daha fazla etki elde
edilmesidir. Aditif etki, test materyallerinin kombinasyon halinde kullanildiginda elde
edilen etkinin, tek baslarina kullanildiginda elde edilen etkiler toplamina esit olmasidir.
Bagimsiz etki, test materyallerinin kombinasyon halinde kullanildiginda elde edilen
sonucun en etkili test materyalinin tek basina kullanildiginda elde edilen sonugtan farkli
olmadig1 durumlardir. Antagonist etki, test materyallerinin kombinasyon halinde
kullanildiginda elde edilen etkinin, test materyallerinin tek bagina yaptig1 etkiden daha az

olmas1 durumudur (Van Vuuren vd., 2009).

3.3.3. Biyootografi yontemi
3.3.3.1. Ince tabaka kromatografisi (ITK) sistemi

Aliiminyum plak tizerinde 0.2 mm kalimliginda 60 Fas4 (Merck) silikajel
adsorbaniyla kaplanmis olan 20 x20 cm hazir olarak temin edilen kromatografi plaklar
8x8 cm ebatlarna getirilerek kullanilmigtir. Plaklar oda sicakliginda karanlik ve nemsiz
kutularda saklanmistir. Kilcal boru ile 20 mg/mL etanolde ¢6ziindiiriilen ugucu yag

stoklar1 10 uL olacak sekilde plaklara uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol
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(128 pg/ml) ITK plagina 10 pL tatbik edilmistir. 9:1 (h/h) oraninda hekzan: etilasetat
¢oziicii sistemi hazirlanarak ITK plaklarindan biri referans secilerek ¢oziicii sisteminde
yiirtitiilmiistlir. Coziicii sisteminden alinan plaklardan bir tanesi biyootografi deneyi igin
bekletilirken diger plaktan coziiciisii uzaklastirildiktan sonra 254 ve 364 nm dalga
boylarinda incelenmistir. UV altinda aktif spotlar isaretlenip, UV absorpsiyonu olmayan
maddelerin belirlenmesi adina renk reaktifi olan anisaldehit/H>SO4 ¢6zeltisi ile reaksiyon

sonucu etiivde 110 °C’de 3 dakika 1sitilmustir.

3.3.3.2. Besi yerlerinin hazirlanmasi ve asilanmast

Bu c¢alismada kullanilan MHA ve MHB hazir olarak temin edildigi kutu
tizerindeki tarife uygun hazirlanmigtir. Plagin tizerinde direk olarak temas edecek olan
yumusak (molten) agar 1000 mL’de 21 g MHB ve 15 g agar icerecek sekilde
hazirlanmistir. Uzun tliplerde 9 mL molten agar olacak sekilde boliinmiistiir. 121 °C’de
20 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir. Otoklavlandiktan sonra molten agarin

donmamasi i¢in agilanip kullanilana kadar 42°C’de su banyosunda bekletilmistir.

Onceden otoklavlanmis ve steril hale getirilmis %0,085 NaCl 0,5 McFarland
mikroorganizma igerecek sekilde asilanir. Mikroorganizmali %0,085 NaCl’den 1 mL

alinarak su banyosunda bekletilen belirli bir sicakliga diisen molten agara eklenmistir.

3.3.3.3. Aktivite belirlenmesi

15 em’lik steril petri kaplarina taban olusturacak kadar MHA besi yeri dokiilmiistiir.
Develope edilen plaklar asetiptik sartlar altinda her bir mikroorganizma i¢in ayr1 plaklara
yerlestirilmistir. Asilanan molten agarlar ¢cok ince katman olusturacak sekilde dikkatlice
petriye dokiilmiistiir. Donan plaklar 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonunda plaklara TTC tuzu ¢ozeltisi (Distile suda %1) puiskiirtiilerek 3 saat daha
inkiibatorde birakilmistir.  Uremenin  gézlenmedigi alanlar seffaf zon olarak
belirlenmistir. Oncesinde anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile reaksiyonu hazirlanmis

referans plakla karsilagtirma yapilarak aktiviteden sorumlu spotlar belirlenmistir.

3.3.4. MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir|
HEK293 hiicre hatt1 kullanarak proliferasyon potansiyelleri belirlenmistir. Hiicre

canlilif1 lizerine etkinin degerlendirilmesinde, enzimatik bir test olan MTT [3-(4,5-
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dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] yontemi kullanilacak ve canli
hiicrelerin oran1 kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanmistir. Hiicreler %10 FBS
(Gibco, ABD) ve %1 penisilin/streptomisinle (Gibco, ABD) tamamlanmis DMEM
(Gibco, Ingiltere) ile %5 CO» ve 37°C’de kiiltiir edilmistir.

Caligmalarin tamami laminer akish steril kabinde yapilmis olup hiicrelerin

inkiibasyonu i¢in 37°C, %5 CO2, %95 nem ortamini saglayan bir etiiv kullanilmistir.

Maddelerin HEK293 hiicre hattindaki etkileri belirtilen inkiibasyon zamanindan sonra
MTT besi ortamu ile karistirilarak konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde her kuyucuga
50 uL MTT soliisyonu eklenmistir. Plakalar 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilarak, hiicre icinde depolanan MTT formazani agiga ¢ikarmak i¢in
100 pL izopropanol kullanilmistir. Her kuyucugun absorbans degeri 570 nm dalga
boyunda mikroplate okuyucu ile olgiilerek canli hiicre sayist belirlenmistir. %20’lik

dimetilsiilfoksit (DMSO) pozitif kontrol olarak kullanilmastir.

Toksisite deneyi sonucunda % hiicre canliligi kontrol grubu ile karsilagtirilarak

%70’den daha diistik goreli hiicre canlilig1 olan dozlar sitotoksik kabul edilmistir.
4. BULGULAR VE YORUM
4.1.  Ucucu Yaglarin Fitokimyasal Analiz Sonuclar

Ticari olarak temin edilmis 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin fitokimyasal
analizleri Gaz Kromatografisi ile yapilmistir. Ana bilesenler sirasi ile P. nigra ugucu yagi
icin a-pinen (%73,8), trans-verbenol (%4,4), trans-pinokarveol (%2,0), o-pinen oksit
(%2,0) ¢ikarken; 7. serpyllum ugucu yagi i¢in geraniol (%19,3), p-simen (%12,9), a-
tuyon (%6,6), linalool (%6,4), karvakrol (%5,7), geranil asetat (%5,7), kafur (%3,7),
timol (%3,3), terpinen-4-ol (%2,5) ve P-karyofillen (%2,3) bulunmustur. Ugucu yag
analizinde elde edilen tiim bilesiklerin detayli sonuglari ile Tablo 4.1’de (EK-1)

verilmistir.

Tablo 4. 1. P. nigra ve T. serpyllum ugucu yag bilesenleri

RRI  Bilesikler P. nigra T. serpyllum
% %
1032 a-Pinen 73,8 1,2
1035 a-Tujen - 0,4
1076  Kamfen 1,7 1,7
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Tablo 4. 2. (Devam) P. nigra ve T. serpyllum ugucu yag bilesenleri

1118  BPinen 14 0.4
1132  Sabinen - 0,1
1135 Tuyon-2,4(10)-dien 0,1 -
1174  Miseren - 0,7
1188  o-Terpinen - 0,6
1203 Limonen 1,7 -
1213 1,8-Sineol - 1,3
1255  yTerpinen - 1,8
1265  3-Oktanon - 0,3
1280  p-Simen 0,1 12,9
1298  Terpinolen - 0,2

1382  cis-Alloosimen = -

1384  -Pinen oksit 2,0 -
1437 a-Tuyon - 6,6
1439  yKamfolen aldehit 0,1 -
1451  ATuyon - 2,2
1452  1-Okten-3-ol - 0,1
1452 g-p-Dimetil sitren - 0.1
1499  @-Kamfolen aldehit 0,1 -
1532  Kamfor - 3,7
1535  BBourbonen 0,3 -
1536  Pinokampon 0,1 -
1553  Linalol - 6,4

1556  cis-Sabinen hidrat - -

1565  Linalil asetat - 0,5
1571  trans-p-Ment-2-en-1-ol - 0,1
1586  Pinokarvon 0,2 -

1590  Bornil asetat - 0,5
1604  Timol metil eter - 0,5
1611  Terpinen-4-ol - 2,5
1612 BKaryofillen - 23
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Tablo 4. 3. (Devam) P. nigra ve T. serpyllum ugucu yag bilesenleri

1614  Karvakrol metil eter - 1,9
1638  cis-p-Ment-2-en-1-ol - 0,1
1648  Mirtenal 0,4 -

1662  Pulegon - 0,2
1670  trans-Pinokarveol 2,0 -

1683  trans-Verbenol 4.4 -

1687  o-Humulen - 1,6
1694  Neral - 0,2
1706  a-Terpineol - 0,9
1709  o-Terpinil asetat - 0,5
1715  Geranil format - 4,3
1719  Borneol - 0,7
1725  Verbenon 1,6 -

1726  Germakren D - 0,2
1740  Geranial - 1,0
1741  p-Bisabolen - 0,1
1751 Karvon 0,2 -

1784  (E)-a-Bisabolen - 1,0

1793 a-Kamfolen alkol - -

1795  Geranil asetat - 5,6
1804  Mirtenol 0,8 -
1808 Nerol - 0,5
1845  trans-Karveol 0,1 -
1857  Geraniol - 19,3
2008  Karyofillen oksit - 0,5
2071  Humulen epoksit II - 0,4
2104  Viridiflorol - 2,0
2198 Timol - 3,3
2239  Karvakrol - 5,7
Toplam 92,0 97,2
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Ticari olarak temin edilen 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yaginin Tablo 4.1°de
belirtildigi iizere ayrintili fitokimyasal analizinin ana bilesenleri sirasiyla geraniol ve a-
pinen olarak bulunmustur. Yapilan calismada 7. serpyllum ugucu yagi geraniol
kemotipine ait oldugu tespit edilmistir (Preljevic vd., 2024). Calismamizda kullanilan 7.
serpyllum ugucu yagimin major bileseni Avrupa Farmakopesi ve ESCOP’ta bulunan
verilerle uyusmamaktadir. Farmakope kalitesinde olmayan 7. serpyllum ugucu yaginin

litaretlirdeki kemotipleri ile uyumlu oldugu bulunmustur.

P. nigra ugucu yagmin ana bileseni olarak tespit edilen o-pinen, literatiirde
bulunan ¢aligmalar dogrultusunda P. nigra ugucu yaginin karakteristik bileseni oldugu
bilinmektedir (Kurti vd., 2019). Tiirkiye ve diinyada yapilan P. nigra ugucu yaginin
fitokimyasal analizleri sonucunda profillerin birbirleriyle benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Calismamizda kullanilan P. nigra ugucu yaginin ana bileseni tiim verilerle

paralellik gostermektedir.

4.2. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Gram pozitif (S. aureus, S. aureus BAA44, S. mutans, S. mitis, E. faecalis, S.
epidermidis, B. cereus, B. subtilis) ve Gram negatif (M. catarrhalis, E. coli, K.
pneumoniae, S. typhimurium) olmak iizere 12 adet bakteri suslarina kars1 7. serpyllum ve
P. nigra ugucu yaglarmim minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerlerinin tespiti
icin broth mikrodiliisyon yéntemi kullanilmistir. MIK degerleri pg/mL cinsinden
belirlenmistir. Test materyalleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan standart

antimikrobiyal maddelerin MIK degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4. 4. Ucucu yaglarin ve antibiyotiklerin MIK degerleri

Mikroorganizma T. serpyllum P. nigra  Amoksisilin Tetrasiklin  Siproflaksasin
MIK

Bacillus cereus 1000 250 0,25 1 0,01

Bacillus subtilis 1000 1000 0,5 0,250 0,25

Enterococcus faecalis 1000 500 4 0,06 0,5

Escherichia coli >1000 >1000 1 1 0,12

Klebsiella pneumoniae >1000 >1000 0.5 8 0,01
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Tablo 4. 5. (Devam) Ucucu yaglarin ve antibiyotiklerin MIK degerleri

Moraxella catarrhalis 1000 1000 1 8 0,5
Salmonella typhimurium >1000 >1000 I 8 0,03
Staphylococcus aureus >1000 >1000 0,5 8 0,25
Staphylococcus aureus BAA44 >1000 >1000 4 8 1

Staphylococcus epidermidis 1000 1000 1 8 0,01
Streptococcus mitis >1000 >1000 I 0,5 0,5
Streptococcus mutans 500 1000 1 0,5 0,03

Tablo 4.2°de T. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere karst MIK degerleri yer almaktadir. Test materyali olan ugucu yaglar,
bazi mikroorganizmalara karst MiK degerleri ayn1 dozlarda bulunmustur. B. cereus, B.
subtilis, E. faecalis, M. catarrhalis ve S. epidermidis’ e kars1 yabani kekik ugucu yaginin
MIK degeri 1000 pg/mL olarak bulunmustur. Antimikrobiyal etkinligin test edildigi
mikroorganizmalar icerisinde 7. serpyllum en yiksek aktiviteyi S. mutans’a karsi
gostermistir (500 pg/mL). Agiz patojeni olan S. mutans dis ¢iiriiklerinin olusumunda
onemli bir etken olarak goriilmektedir. S. mutans susuna kars1 yabani kekigin en yliksek
aktivite gostermesinden dolayr dis ¢iiriiklerinin Oniine gecilmesinin amaclandigi
formiilasyonlarda kullanimi1 miimkiin olabilmektedir.

Deneysel ¢alisma verilerine gore P. nigra ugucu yagi, B. subtilis, M. catarrhalis,
S. epidermidis, S. mutans’a karst MiK degeri 1000 ug/mL olarak bulunmustur. Diger
patojenlere kiyasla E. faecalis’te MiK degeri 500 ng/mL saptanirken, en yiiksek aktivitesi
B. cereus’a kars1 oldugu tespit edilmistir (250 ug/mL). En yiiksek aktivite gozlemlenen
B. cereus genel olarak gida ile bulasan bir mikroorganizmadir. Dolayisiyla karacam
ucucu yaginin gida kaynakli hastaliklarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. Kombinasyonlarin antimikrobiyal aktiviteleri

Yapilmis olan kombinasyon caligsmalarinda literatiirde bulunan ve kullanimi
yayginlasan dama tahtasi1 yontemi uygulanmistir. Materyal ve metot boliimiinde bulunan
mikroorganizmalarin tiimii denenmistir. Etkiyi belirlemek adina kombinasyonlarin
fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonlari (FIK) hesaplanmistir. FIK degerlerinden

yararlanilarak fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi (FiKi) hesaplanarak
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kombinasyonun sinerjistik-aditif-bagimsiz-antagonizma etkileri degerlendirilmistir.
Ugucu yag-ucucu yag ve ugucu yag-standart antimikrobiyal madde kombinasyonlari
yapilmistir. Kombinasyonlarda kullanilan standart antimikrobiyal maddeler, farkli
antibiyotik gruplarindan olan ve genis spektruma sahip amoksisilin, siproflaksasin ve
tetrasiklindir.

Ayrica T. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin GK/KS analizi sonucunda
tespit edilen ana bilesenlerinin birbirleriyle kombinasyonlari olusturulmustur. Belirtilen
kombinasyonlarin FIK ve FIKi degerleri Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da

verilmistir.

Tablo 4. 6. T. serpyllum-P. nigra u¢ucu yag kombinasyonlari

Mikroorganizma T. serpyllum P. nigra

T K FiK T K FiK FiKi Sonu¢
S. mutans 0,5 0,250 0,5 1 0,015 0,015 0,515 Aditif
S. aureus BAA44 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
S. aureus 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
S. mitis 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
E. faecalis 1 0,0625 | 0,0625 0,5 0,0625 | 0,125 | 0,1875 Sinerjistik
M. catarrhalis 1 1 1 1 0,5 0,5 1,5 Bagimsiz
E. coli 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
K. pneumoniae 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
S. typhimurium 1 1 1 1 1 1 2 Bagimsiz
S. epidermidis 1 0,125 0,125 0,5 0,125 0,250 0,375 Sinerjistik
B.cereus 1 0,250 0,250 1 0,250 0,250 0,5 Aditif
B. subtilis 1 0,5 0,5 1 0,250 0,250 0,750 Aditif

T: numunelerin tek basina MiK degeri, K: Numunelerin kombinasyon halindeki MiK degeri. Tabloda
verilen tiim maddelerin konsantrasyonlart mg/ml olarak verilmistir.

12 adet mikroorganizma {izerinde denenmis iki ucgucu yagin birbirleriyle

kombinasyonlarinin FIK ve FIKI degerleri Tablo 4.3’te belirtilmistir. T. serpyllum-P.
nigra kombinasyonunun S. aureus BAA44, S. aureus, S. mitis, M. catarrhalis, E. coli, K.
peumoniae ve S. typhimurium patojenlerine kars1 bagimsiz etki, yani ugucu yaglarin tek
basina gosterdikleri etkinin kombinasyonda da degismeyerek devam ettigi bulunmustur.
Ugucu yag kombinasyonunun S. mutans, B.cereus ve B. subtilis mikroorganizmalarina
kars1 aditif etki gostermistir. Aditif etki, ugucu yaglarmin bireysel olarak gosterdigi
etkilerinin toplaminin kombinasyondaki etkiye esit olmast durumudur.

T. serpyllum-P. nigra ugucu yagi kombinasyonu denenen 12 mikroorganizma
icerisinden sadece 2 mikroorganizmada (E. faecalis ve S. epidermidis) sinerjik etki

saptanmigtir. Dama tahtas1 yontemiyle belirlenmis olan sinerjik etkiler Gorsel 4.1 ve
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Gorsel 4.2°de gosterilmistir. Sinerjik etkinin ugucu yaglarin major bilesenlerinden
kaynakli olup olmadiginin tespiti igin major bilesenlerin birbirleriyle dama tahtasi

yontemi kullanilarak aktivite testleri yapilmistir.

7

2D 3D

J

4

Gorsel 4. 2. S. epidermidis’e karsi T. serpyllum- P. nigra kombinasyonu

Tablo 4. 7. T. serpyllum- antimikrobiyal ajan kombinasyonlari

T. serpyllum ve Amoksisilin kombinasyonu

T. serpyllum Amoksisilin
Mikroorganizma _ p —
T K FIK T K FIK FIKI Sonug¢
B. subtilis 1 0,060 0,060 0,5 0,250 0,5 0,560 Aditif
B.cereus 1 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1,015 Bagimsiz
E. coli 1 0,015 0,015 1 0,5 0,5 0,515 Aditif
E. faecalis 0,5 0,015 0,031 4 4 1 1,031 Bagimsiz
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Tablo 4. 8. (Devam) T. serpyllum- antimikrobiyal ajan kombinasyonlar

K. pneumoniae 1 1 1 0,5 0,5 1 2 Bagimsiz
M. catarrhalis 1 0,015 0,015 1 1 1 1,015 Bagimsiz
S. aureus 1 0,015 0,015 0,5 0,5 1 1,015 Bagimsiz
S. aureus BAA44 1 0,5 0,5 4 2 0,5 1 Aditif
S. epidermidis 1 0,250 0,250 0,5 0,5 1 1,25 Bagimsiz
S. mitis 1 0,250 0,250 8 1 0,250 0,5 Aditif
S. mutans 0,5 0,25 0,5 1 1 1 1,5 Bagimsiz
S. typhimurium 1 0,5 0,5 8 1 0,125 0,625 Aditif
T. serpyllum ve Siproflaksasin kombinasyonu

Mikroorganizma T. serpyllum ‘ Siproflaksasin . _

T K FIK T K FIK FIKI Sonu¢
B. subtilis 1 0,031 0,031 0,015 0,015 1 1,031 Bagimsiz
B.cereus 1 0,250 0,250 0,250 0,125 0,5 0,750 Aditif
E. coli 1 0,031 0,031 0,015 0,015 1 1,031 Bagimsiz
E. faecalis 1 0,031 0,031 1 0,5 0,5 0,531 Aditif
K. pneumoniae 1 0,031 0,031 0,125 0,062 0,5 0,531 Aditif
M. catarrhalis 1 0,015 0,015 | 0,0625 | 0,0625 1 1,015 Bagimsiz
S. aureus 1 0,015 0,015 0,250 0,125 0,5 0,515 Aditif
S. aureus BAA44 1 0,062 0,062 8 4 0,5 0,562 Aditif
S. epidermidis 1 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1,015 Bagimsiz
S. mitis 1 0,250 0,250 0,250 0,125 0,5 0,750 Aditif
S. mutans 1 0,031 0,031 0,250 0,125 0,5 0,531 Aditif
S. typhimurium 1 0,125 0,125 0,125 0,062 0,5 0,625 Aditif

T. serpyllum ve Tetrasiklin kombinasyonu
T. serpyllum Tetrasiklin

Mikroorganizma - : —

T K FIK T K FIK FIKI Sonu¢
B.cereus 1 0,03 0,03 1 0,5 0,5 0,503 Aditif
B.subtilis 1 0,015 0,015 0,250 0,250 1 1,015 Bagimsiz
E. coli 1 0,015 0,015 1 1 1 1,015 Bagimsiz
E. faecalis 0,5 0,03 0,06 0,06 0,03 0,5 0,506 Aditif
K. pneumoniae 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
M. catarrhalis 1 0,5 0,5 8 2 0,25 0,75 Aditif
S. aureus 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. aureus BAA44 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. epidermidis 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. mitis 1 0,015 0,015 0,5 0,250 0,5 0,515 Aditif
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Tablo 4. 9. (Devam) T. serpyllum- antimikrobiyal ajan kombinasyonlari

S. mutans

1

0,25

0,25

0,5

0,25

0,5

0,75

Aditif

S. typhimurium

1

0,015

0,015

8

4

0,5

0,515

Aditif

T: numunelerin tek basina MiK degeri, K: Numunelerin kombinasyon halindeki MIK degeri. Tabloda
verilen ugucu yagin konsantrasyonu mg/ml, antibiyotiklerin konsantrasyonu mg/L olarak verilmistir.

Tablo 4.4’te T. serpyllum ve standart antimikrobiyal madde kombinasyonlarinin
FiK ve FIKI degerleri bulunmaktadir. Kombinasyonlarda ¢aligilan mikroorganimalara
karst sinerjik aktivite saptanmamustir. Kombinasyonlar, FIKI sonuglarinin
degerlendirilmesi sonucunda yogunluklu olarak aditif ve bagimsiz etki gosterdigi
goriilmiistiir. Literatiir taramalarma gore 7. serpyllum ugucu yaginin herhangi bir

antibiyotikle kombinasyonu bulunmamaktadir.

Tablo 4. 10. P. nigra- antimikrobiyal ajan kombinasyonlari

P. nigra ve Amoksisilin kombinasyonu

P. nigra Amoksisilin

Mikroorganizma . - —
T K FIK T K FIK FIKI Sonu¢

B. subtilis 1 0,060 0,060 0,5 0,250 0,5 0,560 Aditif
B.cereus 1 0,250 0,250 0,250 0,125 0,5 0,750 Aditif
E. coli 0,5 0,015 0,030 2 1 0,5 0,530 Bagimsiz
E. faecalis 1 0,06 0,06 4 2 0,5 0,56 Aditif
K. pneumoniae 1 1 1 0,5 0,5 1 2 Bagimsiz
M. catarrhalis 0,5 0,015 0,030 1 1 1 1,030 Bagimsiz
S. aureus 1 0,015 0,015 0,5 0,5 1 1,015 Bagimsiz
S. aureus BAA44 1 1 1 4 1 0,25 1,25 Bagimsiz
S. epidermidis 1 0,250 0,250 8 4 0,5 0,750 Aditif
S. mitis 1 0,062 0,062 8 1 0,125 0,187 Sinerjizm
S. mutans 0,250 | 0,015 0,062 1 1 1 1,062 Bagimsiz
S. typhimurium 1 0,062 0,062 8 4 0,5 0,562 Aditif

P. nigra ve Siproflaksasin kombinasyonu

P. nigra Siproflaksasin
Mikroorganizma . - —

T K FIK T K FIK FIKI Sonu¢

B. subtilis 1 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1,015 Bagimsiz
B.cereus 1 0,060 0,060 0,5 0,250 0,5 0,560 Aditif
E. coli 1 0,015 0,015 0,125 0,125 1 1,015 Bagimsiz
E. faecalis 1 0,015 0,015 1 0,5 0,5 0,515 Aditif
K. pneumoniae 1 0,030 0,030 0,030 0,015 0,5 0,530 Aditif
M. catarrhalis 1 0,015 0,015 0,060 0,030 0,5 0,515 Aditif
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Tablo 4. 11. (Devam) P. nigra- antimikrobiyal ajan kombinasyonlart

S. aureus 1 0,030 0,030 0,5 0,250 0,5 0,530 Aditif
S. aureus BAA44 1 0,015 0,015 1 1 1 1,015 Bagimsiz
S. epidermidis 1 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1,015 Bagimsiz
S. mitis 1 0,015 0,015 0,5 0,5 1 1,015 Bagimsiz
S. mutans 1 0,015 0,015 0,060 0,030 0,5 0,515 Aditif
S. typhimurium 1 0,015 0,015 0,030 0,015 0,5 0,515 Aditif
P. nigra ve Tetrasiklin kombinasyonu
P. nigra Tetrasiklin

Mikroorganizma . . _

T K FIK T K FIK FIKI Sonu¢
B. subtilis 1 0,015 0,015 0,125 0,125 1 1,015 Bagimsiz
B.cereus 0,5 0,03 0,06 1 0,5 0,5 0,506 Aditif
E. coli 1 0,015 0,015 1 1 1 1,015 Bagimsiz
E. faecalis 0,06 0,06 1 0,5 0,015 0,03 1,03 Bagimsiz
K. pneumoniae 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
M. catarrhalis 1 1 1 8 4 0,5 1,5 Bagimsiz
S. aureus 1 0,015 0,015 1 1 1 1,015 Bagimsiz
S. aureus BAA44 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. epidermidis 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. mitis 1 0,015 0,015 0,25 0,25 1 2 Bagimsiz
S. mutans 1 1 1 8 8 1 2 Bagimsiz
S. typhimurium 1 0,015 0,015 4 4 1 1,015 Bagimsiz

T: numunelerin tek basina MiK degeri, K: Numunelerin kombinasyon halindeki MIK degeri. Tabloda
verilen ugucu yagin konsantrasyonu mg/ml, antibiyotiklerin konsantrasyonu mg/L olarak verilmistir.

P. nigra- standart antimikrobiyal ajan kombinasyonlarmin FIK ve FIKi degerleri

Tablo 4.5’te verilmistir. Calismada kullanilan 12 mikroorganizmaya karsi P. nigra-

amoksisilin kombinasyonunun S. mitis’e karsi sinerjik aktivite gosterdigi goriilmustiir

(Gorsel 4.3). P. nigra’nin diger standart antimikrobiyaller ile yapilan kombinasyon

caligmalari sinerjik aktivite gostermemistir. Yogunluklu olarak bagimsiz etki goriiliirken,

P. nigra ugucu yagi ile kombine edilen tiim antimikrobiyaller B. cereus’ a karsi aditif etki

gostermistir.
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Tablo 4. 12. Geraniol ve a-pinen kombinasyonlari

Gorsel 4. 3. P. nigra- amoksisilin kombinasyonu

Mikroorganizma Geraniol a-Pinen
T K FiK T K FiK | FiKi Sonu¢

G 10 | 10 1 10 | 015 | 0015 | 1,015 | Bagmsiz
B.cereus 10 | 10 1 10 | 015 | 0015 | 1,015 | Bagmsz
E. coli 10 10 1 10 10 1 b Bagimsiz
E. faecalis 10 5 0,5 10 5 0,5 1 Bagimsiz
K. pneumoniae 10 10 1 10 10 1 2 Bagimsiz
M. catarrhalis 10 10 1 10 0,15 0,015 | 1,015 Bagimsiz
S. aureus 5 5 1 10 | 015 | 0015 | 1,015 | Bagmsiz
S. aureus BAA44 5 5 1 10 0,15 0,015 | 1,015 Bagimsiz
S. epidermidis 10 10 1 10 10 1 b Bagimsiz
S. mitis 10 | 10 1 10 | 015 | 0015 | 1,015 | Bagmsiz
S. mutans 10 10 1 10 10 1 2 Bagimsiz
S. typhimurium 10 10 1 10 10 1 b Bagimsiz

T: numunelerin tek basina MIK degeri, K: Numunelerin kombinasyon halindeki MIK degeri. Tabloda
verilen bilesenlerin konsantrasyonu pg/ml olarak verilmistir.

Etkiden sorumlu bilesigin saptanmasi ve etki mekanizmasini aydinlatmak adina
ucucu yaglarin ana bilesenleri ile aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Ugucu yaglardaki ana
bilesenlerin kombinasyonu mikroorganizmalara kars: denenmis ve Tablo 4.6’da FIK ve

FiKi degerleri verilmistir. Ana bilesenlerle yapilan kombinasyon ¢alismasinda test edilen

tiim mikroorganizmalara karsi bagimsiz etki ortaya konmustur.
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4.4. Biyootografi Sonuclar

Antimikrobiyal etkiden sorumlu bilesigin belirlenmesinde kullanilan diger bir
yontem ise biyootografidir. Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus mutans tiirlerine kars1 7. serpyllum, P.
nigra, geraniol, a-pinen ve karvakrol test edilmistir. Yontemler boliimiinde belirtilen
sekilde hazirlanan plaklara 20 mg/mL konsantrasyonda 10’ar pL maddeler uygulanmaigtir.
Standart antibakteriyel ajan olarak tetrasiklin (T) 128 pg/mL konsantrasyonda
kullanilmistir. Mikroorganizma ile kaplanmis olan plaklara inkiibasyondan sonra TTC

cozeltisi piiskiirtiilmiistiir ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda paralel olarak gétiiriilen ITK plag ile karsilastirildiginda
etkili bilesigin tespiti icin kullanilan major bilesenler uygulanan dozlarda zon

olusturmamastir.

4.5. MTT Sonuclari

Etkinlik seciciligini belirlemek amaciyla sinerji gézlemlenen kombinasyonlarin
in vitro toksisite testleri, hiicre kiiltiiriinde HEK293 hiicre hatt1 {izerinde MTT yontemi
ile yapilmigtir. FIK1 degerleri dogrultusunda sinerjik etki gosteren P. nigra-T. serpyllum
ve P. nigra-amoksisilin kombinasyonlari, ugucu yaglarinin ve amoksisilin tek basima
toksisitesi degerlendirilmistir. FIKI degerleri dogrultusunda belirlenen dozlar
uygulandiginda tiim kombinasyonlar tekil MIK degerlerinden daha fazla hiicre canlilig
tespit edilmisgtir.

Hiicre kiiltliriinde gerceklesen toksisite caligmasinda elde edilen veriler

dogrultusunda kombinasyon c¢alismalarinda toksisitede azalma goriilmiistiir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bu tez calismalar1 kapsaminda ticari olarak temin edilen 7. serpyllum ve P. nigra
ucucu yaglariin kombinasyonlari, her bir ugucu yagim amoksisilin, siproflaksasin ve
tetrasiklin kombinasyonlar1 ve GK/KS analizi sonucunda ana bilegen olarak belirlenmis
geraniol ve a-pinenin birbiriyle kombinasyonlarinin sinerjik/antagonistik biyolojik
aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica sinerjik etki bulunan kombinasyonlarin in vitro
toksisitesi hiicre kiiltiiriinde test edilmistir. Etkiden sorumlu bilesigi saptamak amaciyla
biyootografi yontemi kullanilmistir. Tiim kombinasyon ¢alismalar1 ilk kez bu ¢alismada

denenmistir.

Caligmamizda kullanilan ugucu yaglarin etnobotanik kullanimlari, yabani kekigin
kemotip cesitliligi ve Avrupa Farmakopesi’nde bulunmasi, karagamin dogal yetisme
alaninin ¢ok genis olmasi ve ana bileseni olan a-pinen ugucu bilesiginin antimikrobiyal

aktivitesinin (Silva vd., 2012) yiiksek olmasindan dolay1 tercih edilmislerdir.

Ticari olarak temin edilmis ucucu yaglarin ana bilesen ve genel fitokimyasal
kompozisyonunun tespiti i¢in GK/KS sistemi kullanilmistir. 7. serpyllum ugucu yaginin
ana bileseni geraniol olarak bulunmustur. Diinya iizerinde genis bir alana yayilan 7.
serpyllum bitkisinin ugcucu yaginin bir¢ok farkli iilkelerde fitokimyasal analizleri yapilmis
ve elde edilen sonuglarda ana bilesenlerin bitkinin toplandig1 bolgeye gore degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir.  Bu c¢esitlilik 7. serpyllum ugucu yaglarinin birgok
kemotipinin olusmasina yol agmistir (Jalil vd., 2024; Paaver vd., 2018). Calismamizda
kullanilmis olan 7. serpyllum ticari ugucu yagi analiz sonuglari ve literatiir taramasindan
yola ¢ikarilarak geraniol kemotipi oldugu tespit edilmistir (Preljevic vd., 2024). P. nigra
ucucu yaginin analiz sonuclarina gére major bileseni a-pinen olarak bulunmustur.
Literatiirde bir¢ok fitokimyasal aydinlatma ¢alismalar1 yapilmis olan P. nigra ugucu
yaglarinin ¢ogu ile aynit major bileseni igermektedir. P. nigra nin igne yapraklarindan
elde edilen ugucu yagmin fitokimyasal analizlerinde ana bilesen olarak o-pinen

rastlanmistir (Kurti vd., 2019; Tumen vd., 2010).

Calismamizda kullanilan ticari ugucu yaglarim fitokimyasal analizi
degerlendirildiginde, P. nigra ugucu yagmin Onceden yapilmis olan fitokimyasal
caligmalariyla parelellik gozlenmistir. Bir diger calisilmis 7. serpyllum ugucu yagi ise
kemotip cesitliliginden kaynakli olarak fitokimyasal analizde farkli ylizdelerde farkli

bilesenlere rastlanilmistir.
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Tez ¢alismasi kapsaminda in vitro biyolojik aktivite testleri Gram pozitif ve Gram
negatif olmak tlizere ugucu yaglarin etnobotanik kullanimlarinda hastaliga yol agabilecek
toplamda 12 adet mikroorganizma iizerinde test edilmistir. 7. serpy/lum ugucu yaginin
MIK degerleri incelendiginde diger patojenlere kiyasla (1000 ile >1000 pug/mL) S. mutans
kars1 (500 pg/mL) nispeten daha etkili bulunmustur. P. nigra ugucu yaginin sirastyla MiK
degerleri B. cereus (250 pg/mL) ve E. faecalis (500 pg/mL) patojenlerine karsi oranla
daha etkili bulunmustur. Diger mikroorganizmalara karst P. nigra ugucu yagi 1000 ile

>1000 pg/mL arasinda etki gostermistir.

Yapilan bir ¢alismada 7. serpyllum ugucu yagiin B. subtilis ve E. coli’ ye kars1
MIK degerleri 0,125 uL/mL, S. aureus MIK degeri 0,250 uL/mL olarak bildirilmistir.
Kullanilan ugucu yagin major bilesenleri ise p-simen (% 36,16), y-terpinen (%18,31) ve
timol (%17,29) olarak bulunmustur (Ouedrhiri vd., 2016).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizmalarin 7. serpyllum ugucu yagi ile
benzer MIK degerlerine rastlanmamustir. Sonuglar karsilastirildiginda aktivitelerin farkl
cikmasi iki ugucu yagm ana bilesenlerinin farkli olmasindan kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Aktivitede ¢ikan MIK degerlerinin farklilig1 ugucu yagm ticari olarak
temin edilmesi ve fitokimyasal bilesenlerin farkli ylizdelerde bulunmasi sebep

olabilmektedir.

P. nigra ugucu yagmm MIK degerleri incelendiginde B. cereus susuna karsi en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Onceden yapilmis calismalar dogrultusunda

karagam ugucu yaginin literatiirde bulunan ¢aligmalarla farkliliklar gdzlemlenmistir.

P. nigra ugucu yaginin ana bileseni olarak kabul edilen o-pinen bileseninin
biyolojik aktivite sonuglari tek basina degerlendirildiginde diisiik antimikrobiyal aktivite
rastlanmistir. Ana olarak a-pinen igeren herhangi bir ugucu yaginin aktivitesinin, ugucu

yagin fitokimyasal kompozisyonundan kaynakli oldugu c¢aligmalarla dogrulanmistir

(Mercier vd., 2009).
Literatiirdeki diger c¢alismalarla (Mrkonji¢ vd., 2024; Rosato vd., 2018).

karsilagtirmali degerlendirme yapildiginda antimikrobiyal aktivite P. nigra ve T.
serpyllum ugucu yaglar icin farkli sonuglar dikkat cekmektedir. Ozellikle yabani kekigin
polimorfizmden kaynakli olarak cesitli kemotiplerinin bulunmasi, dnceden yapilmis
antimikrobiyal aktivite calismalarinda farkli MIK degerlerinin bulunmasina bu durumu

aciklayabilmektedir.
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Yaygin olan karvakrol ve timol kemotiplerinin {izerinde yapilan antimikrobiyal
caligmalarinda diger kemotiplere gore yiiksek aktiviteler tespit edilmistir (Mrkonji¢ vd.,
2024). Karvakrol ve timol bilesiklerinin aktivite ¢alismalarinda gii¢lii bir antimikrobiyal
madde olabilecegi kanitlanmistir. Birbirlerinin kimyasal izomerleri olan bu bilesikler en
sik bildirilen antimikrobiyal etki mekanizmalari hiicre membranin1 bozarak bakteriyel

lizis olarak belirtilmistir (Kachur ve Suntres, 2020).

MIK degerleri saptanmus olan ugucu yaglarin birbirleriyle, sentetik maddelerle
ve tespit edilen ana bilesenlerin birbirleriyle sinerjik/antagonistik etkilerini incelemek
icin kombinasyon c¢aligsmalarinin degerlendirmeleri yapilmistir. Calismadaki amag, ticari
olarak antimikrobiyal aktiviteleri test edilen ugucu yaglarin, kombinasyon halinde
sinerjik etki gdstermesi durumunda azalmis olan doza paralel olarak toksisitenin de azalip
potansiyel bir dogal ilag kombinasyonu olusturmasidir. 7. serpyllum-P. nigra
kombinasyonlari ¢alismadaki tiim mikroorganizmalar {izerinde denenmistir. Iki ugucu
yag kombinasyonunun FIK degerleri karsilastirildiginda  test edilen 12
mikroorganizmadan sadece E. faecalis (FIKIi: 0,1875) ve S. epidermidis (FIKi: 0,375)
patojenlerine kars1 sinerji etki gostermistir. Bir diger sinerjik etki P. nigra ve amoksisilin
kombinasyonunda (FIKI:0,187) S. mitis’e kars1 gozlemlenmistir. S. mitis’e karsi
gbzlemlenen sinerjik etki amoksisilinin ve P. nigra ugucu yagiin ana bileseni olan o.-
pinen’nin hiicre duvari iizerindeki yikict etkilerini giiclendirdigi sonucuna varilabilir.

Ayrica a-pinen’nin lipofilik karakterli siklik monoterpen bilesik olmasindan
kaynakli olarak membran akigini arttirarak enzim inhibisyonuna neden olmaktadir.
Boylelikle hiicre biitiinliigiinii bozarak membran gegirgenligini arttirdig1 gézlemlenmistir
(Sikkema ve ark., 1994). P. nigra’nin diger antimikrobiyal ajanlarla FIKi degerleri
degerlendirildiginde bir¢cogunda aditif veya bagimsiz etkiye rastlanmistir.

Caligmada test edilmis diger tiim kombinasyonlar aditif ve bagimsiz etki
gostermigstir. Ayrica antimikrobiyal aktivitenin major bilesenlerinden kaynakli olup
olmadiginin aydinlatilabilmesi i¢in major maddeler dama tahtas1 ydntemiyle test
edilmistir. Onceden yapilmis ¢alismalar incelendiginde iki ana ugucu bileseninin
kombinasyon c¢alismalar1 bulunmamaktadir. Bireysel olarak antimikrobiyal etkinligi
kanitlanmig olan geraniol (Lira vd., 2020) ve a-pinen (Silva Rivas vd., 2012) bilesenleri
ampisilin, norflaksasin ve penisilin gibi gesitli antibiyotikler ile kombine g¢aligmalar
yapilmigtir. Caligmalar sonucunda denenmis olan ugucu bilesenlerle herhangi bir sinerjik

etki tespit edilememistir (Gallucci vd., 2006).
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Calisilan tiim mikroorganizmalara kars1 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin
ana bilesenlerinin bagimsiz etki yani kombinasyon halinde gosterdikleri etki ile tek basina
gosterdikleri etkinin ayni oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda S.
epidermidis ve E. faecalis suslarina karsi sinerjik etki gézlemlenen 7. serpyllum- P. nigra
kombinasyonundaki etkinin ana bilesenler olan geraniol ve a-pinen’den kaynakli
olmadig1 sonucuna varilabilir. Sinerjik etki, ugucu yaglar igerisinde fitokimyasal analiz

sonucunda tespit edilen bilesenlerin tiimiiyle aciklanabilmektedir.

Biyootografi deneyinde 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin aktiviteden
sorumlu bilesiklerin tespiti i¢in standart madde olarak geraniol, karvakrol ve a-pinen
kullanilmistir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri olan geraniol ve a-pinen uygulanan
dozlarda zon olusturmamistir. Elde edilen sonuglara gore aktivitenin major bilesenden
kaynakli olmadigi, tiim bilesenlerin bir arada bir sinerji olusturduklari sonucuna

varilabilmektedir.

MTT yontemi ile sinerjik etki gdsteren kombinasyonlarin toksisite calismalari
yapilmistir. Toksik etki gdstermeyen kombinasyonlar, sinerji ¢alismalarinda amaglanan

diisiik doz ve diisiik toksisite amaglarini kargilamaktadir.

Ticari T. serpyllum ve P. nigra ugucu yaglarinin genel olarak birgok enfeksiyon
durumlarinda kullanimi bilinse de ¢alismada kullanilan ugucu yaglarin birbirleri ve
sentetik antimikrobiyal maddelerle antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirmesi
yapilmamistir. Bu calismada literatiirde bulunan eksik giderilmeye calisilmistir. Ayni
zamanda sinerji olarak belirlenen kombinasyonlarimn toksisite degerleri de tespit
edilmisgtir.

Tez calismamizda 7. serpyllum ve P. nigra ugucu yag ve ana bilesenlerinin
kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkilere sahip oldugu, ayn1 zamanda s6z konusu olan
ucucu yaglarin genis spektrumlu antimikrobiyallerle kombinasyonlarinin antimikrobiyal
etkinlik potansiyellerinin oldugu sistematik olarak gosterilmistir. Ugucu yaglar ve ugucu
bilesenlerinin antimikrobiyal kombinasyonlarinin mikroorganizma direncini engelleme
anlaminda 6nemi tekrardan vurgulanmistir. Tez kapsaminda elde edilen bulgular kendi

alaninda ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

Giivenli olarak insanlarda kullanilmadan 6nce, etki gozlemlenen {ist solunum
yollar1 patojenleri {izerinde daha ayrintili in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilarak farkl

kombinasyonlarin yenilikgi ila¢ formlarinda ve formiilasyonlarinda denenmesi i¢in daha
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ileri detayli calismalarin yapilmasi elzemdir. ilag formiilasyonlarmin yani sira,
kombinasyonlar kozmetik, parfiimeri ve gida endiistrisinde kullanilmak {izere gesitli

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir..
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EKLER

EK-1. Thymus serpyllum ve Pinus nigra ugucu yaglarinin GK/KS ve GK/AID Spektrumu
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In this study, it is aimed to evaluate the in vitro antimicrobial effects of Pinus nigra J.F. Arnold
and Thymus serpyllum L., T. capitatus Hoffmans. & Link, and T. vulgaris L. essential oils
individually and in combination. The composition of the commercial essential oils was
confirmed using by simultaneous Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) and Gas
Chromatography/Flame Ionization Detector (GC/FID) analyses. The major component of P.
nigra essential oil was a~pinene (73.8 %), while the major constiutents of T. capitatus, T. serpyllum,
T. vulgaris oils were carvacrol (65.8%), geraniol (19.3%) and thymol (31.1%), respectively. In vitro
antimicrobial evaluation of commercial essential oils against Streptococcus aureus, Moraxella
catarrhalis, Escherichia coli were performed using a broth microdilution assay. The synergistic or
antangonistic effects of P. nigra and Thymus sp. essential oils were evaluated using the
checkherboard method, where the fractional inhibitory concentration (FIC) and fractional
inhibitory concentration index (FICI) values were calculated. According to the initial results, the
FICI of P. nigra + T. capitatus essential oil combinations against M. catarrhalis showed synergic
effect, while P. nigra +T. serpyllum oil combinations showed antagonism. To the best of our
knowledge, this is the first study for P. nigra + Thymus essential oil combinations against selected
human pathogenic microorganisms.

Keywords: Pinus, Thymus, essential oil, antimicrobial activity, combinations.
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