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OZET

GIRIS VE AMAC: Timol, karvakrol ve eugenol gesitli aromatik bitkilerin ugucu
yaglarindan ekstrakte edilen bilesikler olup, potansiyel antimikrobiyal ajan olarak
kabul edilmislerdir. Bu ¢alismada; timol, eugenol ve karvakrol eklentili yeni
oksipropanolamin bilesiklerinin antibakteriyel etkilerinin arastirilmas: amaglanmistir.
MATERYAL VE YONTEM: Bu calismada test edilen standart suslar ve Kklinik
izolatlar (S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniaee ve P. aeruginosa), Sakarya
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonundan alindi. Kimyasal ajanlar, Sakarya Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Kimya Boliimiinden hazir olarak temin edildi. Hazirlanan dort bilesigin
(timol, eugenol, s-perillil alkol ve karvakrol eklentili oksipropanolamin bilesikleri)
secilen bakterilere karsi etkisi mikrodiliisyon yontemi ile arastirildi.

BULGULAR: Standart suslara kars1 eugenol ve timol eklentili oksipropanolamin
bilesiklerinin MIK degeri; S. aureus ve E. faecalis i¢in 0.187 mg/ml, E. coli, K.
pnomoniae ve P. aeruginosa i¢in 0.375 mg/ml iken s-perillil alkol eklentili bilesigin
MIK degeri tiim standart suslarda 0.375 mg/ml saptandi. Karvakroliin K.
pneumoniaee, S. aureus ve E. faecalis i¢in MiK degeri; 3,75 mg/ml ve E. coli ve P.
aeruginosa i¢in 15 mg/ml saptandi. Klinik izolatlara karsi test edilen dort bilesik E.
coli, K. pneumoniaee ve P. aeruginosa'ya kars1 aynt MIK degerine (0.375 mg/ml)
sahipti. S-perillil alkoliin S. aureus'a kars1 MIK degeri; 0.046-0.093 mg/ml iken E.
faecalis e kars1 1.07 mg/ml, karvakroliin S. aureus ve E. faecalis e kars: MIK degeri;
1.875 mg/ml, olarak saptandi.

TARTISMA VE SONUC: Bu ¢alismada timol, karvakrol, s-perilil alkol ve eugenol
eklentili oksipropanolamin bilesiklerinin hem gram negatif hem de gram pozitif
bakterilere kars1 antibakteriyel etkinliginin oldugu tespit edilmistir. Yeni

antibiyotikler gelistirilirken s6z konusu ajanlarin bu &zelliklerinden yararlanilabilir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Antibiyotik, antibiyotik duyarlilik testi, MiK, eugenol,

timol, karvakrol.
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SUMMARY

Invistagtion Of The Antibacterial Effect of Thymol, Carvacrol,
Perillyl Alcohol And Eugenol

INTRODUCTION AND AIM: Thymol, carvacrol and eugenol are compounds
extracted from essential oils of various aromatic plants and have been accepted as
potential antimicrobial agents. The aim of this study was to investigate the
antibacterial effects of new oxypropanolamine compounds with thymol, eugenol and
carvacrol added.

MATERIALS AND METHOD: The tested standard strains and clinical isolates (S.
aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniaee and P. aeruginosa) were obtained from
culture collections of Sakarya University Training and Research Hospital Medical
Microbiology Laboratory. Chemical agents (thymol, eugenol, s-perillil alcohol and
carvacrol-added oxypropanolamine compounds) were obtained from Sakarya
University, Faculty of Arts and Sciences, Department of Chemistry. The effects of
the four compounds were investigated by microdilution method.

RESULTS: The MIC value of eugenol and thymol added oxypropanolamine
compounds against standard strains was 0.187 mg/ml for S. aureus and E. faecalis,
0.375 mg/ml for E. coli, K. pneumoniae and P. aeruginosa, the MIC value of s-
perillil alcohol added compound was 0.375 mg/ml in all standard strains. MIC of
carvacrol for K. pneumoniaee, S. aureus and E. faecalis; 3.75 mg/ml and 15 mg/ml
for E. coli and P. aeruginosa. In clinical isolates, the four compounds isolates had
the same MIC (0.375 mg/ml) against E. coli, K. pneumoniaee and P. aeruginosa.
MIC of S-perillil alcohol against S. aureus was 0.046-0.093 mg/ml and 1.07 mg/ml
against E. faecalis, MIC value of carvacrol against S. aureus and E. faecalis was
1.875 mg/ml,

DISCUSSION AND CONCLUSION: In this study, it was determined that thymol,
carvacrol, s-perylyl alcohol and eugenol-added oxypropanolamine compounds have



antibacterial activity against both gram-negative and gram-positive bacteria. These
properties of these agents can be exploited when developing new antibiotics.

KEY WORDS: Antimicrobial, Antibiotic susceptibility tests, eugenol, carvacrol,
thymol.



1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotik direnci diinyanin her yerinde 6nemli olgiide artis gostermektedir. Yeni
diren¢ mekanizmalar1 ortaya ¢ikmakta ve kiiresel olarak yayilmaktadir. Yeni direng
mekanizmalar1 yaygin bulasici hastaliklari tedavi etme basarimizi tehdit etmektedir

(https://www.who.int/initiatives/glass Erisim Tarihi: 5 Agustos, 2021). Hastalik

Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), bir dizi bakteriyi acil, ciddi ve ilgili tehditler
olarak smiflandirmistir. Bunlarin ¢ogu hali hazirda ABD saglik sistemi ve hastalar
tizerinde 6nemli bir klinik ve mali ylik olusturmaktan sorumludur. CDC, en sik
bildirilen direngli bakteriler arasindan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaee,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniaee oldugunu bildirmistir

(http://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013  Erisim tarihi: 10 Nisan,

2013). Direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi sonucu olusan krizin yonetiminde yeni
stratejiler uygulamak, arastirmalar1 yenilemek ve koordineli calismalara biiytlik
ihtiyag vardir. Bu ¢alismalardan en 6nemlisi yeni antibiyotikler veya yeni antibiyotik
kombinasyonlar1 gelistirmeye ¢alismaktir (Ventola CL, 2015; Gould IM et al., 2013;
Spellberg and Gilbert, 2014).

Timol (2-izopropil-5-metilfenol,C10H140) ve karvakrol (2-izopropil-5-metilfenol,
C10H140) temel olarak Lamiaceae, Lauraceae ve Myristicaceae gibi gesitli aromatik
bitkilerin ugucu yaglarindan (esansiyel yaglar-EYS) elde edilen biyoaktif izomerik
monoterpenoid bilesenlerdir (Burt, 2004; Amiri, 2012). Eugenol de (C10H1202;
fenilpropanoid), fenoller grubuna ait aromatik bir bilesiktir. Genellikle bitkilerden
elde edilen dogal ugucu yaglardan elde edilir. Lamiaceae, Lauraceae ve
Myristicaceae aileleri; bakterilere, mantarlara, viriislere ve hatta parazitlere karsi
etkili antimikrobiyal maddeler icermekle birlikte, antioksidan, antikanser ve bilissel
giiclendirici aktivitelere sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Tohidpour et
al., 2010; Azizi et al., 2012; Braga, 2005; Ulanowska and Olas, 2021). Karvakrol ve
timol genellikle insanlar i¢in giivenli olarak kabul edilir (Ogaard et al., 1997; Khan et
al., 2017; Kachur and Suntres, 2020). Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu bilesikler FDA ve
EPA tarafindan Genel Olarak Giivenli (GRAS) olarak tanmir ve yaklasik 1 g/kg


https://www.who.int/initiatives/glass
http://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013

LD50'ye sahiptir, bu da formiilasyonlarinin insanlar ve hayvanlar {izerinde toksik
etkilerden yoksun olmasini saglar (Youssefi et al., 2019). S perillil akol()([4-(prop-1-
en-2-yl)cyclohex-1-en-1-yl]metanol), dogal olarak olusan monosiklik terpenlerdir.
Lavanta, limon otu, adacayr ve nane gibi cesitli bitkilerin ugucu yaglarinda
bulunabilir. Limonen ve perilil alkoliin yani1 sira bunlarin metabolitleri (6zellikle
perilik asit ve metil esteri), antitlimor, antiviral, antienflamatuar ve antibakteriyel

ajanlar gibi biyoaktivitelere sahiptir (Muhtar et al., 2018).

EY’lar, bircok dogal kaynaktan elde edilebilmeleri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle
bakterilere kars1 yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in dnemli baglangi¢ noktalar1 olarak
kabul edilebilir. EY'larin hidrofobik 6zelligi, EY'larin etki mekanizmalarin1 anlamak
acisindan en Onemli Ozellik olarak kabul edilmektedir. Bu bilesikler, bakterilerin
hiicre zar lipidlerinden gegerek membran yapisinin daha gecirgen hale gelmesine,
hiicre zarmi pargalanmasina, enzim sistemlerinin bloke edilmesine veya iyon
kanallarinin bozulmasina neden olurlar (Sikkema et al., 1994). Hiicre zari
gecirgenliginin bu tiir bir hasari, bakteri hiicreleri i¢in genellikle oldiriictidiir
(apoptosis) (Carson et al., 1995; Cox S.D et al., 2000). pH degisimi ve proton hareket
kuvvetinin  elektrik  potansiyeli, membran yapisini  bozabilecek  diger
mekanizmalardir (Lambert et al., 2000). Timol, karvakrol gibi yiiksek fenolik
bilesiklere sahip EY'larin daha giicli etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Guynot,2003).

Bu ¢alismanin amaci, timol, eugenol ve karvakrol eklentili yeni oksipropanolamin
bilesiklerinin standart sus ve klinik izolatlardan S. aureus, E. faecalis, E. coli, K.
pneumoniaee ve P. aeuroginosa bakterilerine karsi antimikrobiyal etkisini

degerlendirmektir



2. GENEL BILGILER

2.1. ESANSIYEL YAGLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Esansiyel yaglar; ucucu yaglar, eterik yaglar, actheroleum veya sadece karanfil yagi
gibi oziitlendikleri bitkinin yagi olarak da bilinir. Fransiz Normallestirme Ajanst:
Agence Francaise de Normalization (AFNOR) bunu su sekilde tanimlamaktadir (NF
T 75-006): "Ugucu yag, bitkisel bir ham maddeden ya buharla damitma yoluyla ya
da epikarptan kuru damitma mekanik islemlerle elde edilen ftiriindiir." Ugucu yag
daha sonra fiziksel yollarla sulu fazdan ayrilir. Ugucu yaglar alkolde, sabit yaglar ve
eterlerde ¢oziiniir, ancak suda ¢oziinmez. Bu yaglar genellikle siv1 ve renksizdir. oda
sicakliginda, 1siya, neme ve oksijene karsi oldukga hassastir. Karakteristik bir
kokuya sahiptirler, oda sicakliginda genellikle sividirlar ve birkag durum disinda
(targin ve sassafras) birden az yogunluga sahiptirler. Bu ugucu yaglarin igerdigi

ugucu yaglar bitkilerin yaydigi farkli kokulardan sorumludur (Dhifi et al., 2016).

Bilindigi gibi, bitki EY'larinin kimyasal bilesimi esas olarak mono- ve seskiterpen
hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri ile temsil edilir. EY'lar, asagidakiler
bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilebilir:

- Cigekler: portakal, lavanta ve karanfil ¢igegi

-Yapraklar: okaliptiis, nane, kekik, defne yapragi, tuzlu, adagayi, ¢am igneleri ve
agag yeralt1 organlari, 6rnegin kokler (giiveotu),

-Rizomlar: zencefil, tatl bayrak

-Tohumlar: kimyon, kisnis

- Meyveler: rezene, anason, narenciye epikarplari

- Odun ve agag kabuklari: targin, sandal agaci, giil agaci (Surburg, 2016).

EY'lar kimyasal yapilarina gore dort farkli gruba ayrilir: terpenler, terpenoidler,
fenilpropenler ve digerleri (Hyldgaard et al., 2012). Ayni tiirden bitkilerden elde

edilen EY'larin bilesimi, cografi konumlara ve EY'larin ¢ikarildigi bitkinin



olgunluguna gore farklilik gosterir (Benabdelkader et al., 2011). EY’lar ikincil
metabolitler olarak kabul edilir ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olduklart igin

bitki savunmasinda 6nemlidir (Tajkarimi et al., 2010).

Su ana kadar yaklasik 3000 EY bilinmektedir. Tablo 1’de bunlardan bazilar1 aktif

metabolitleri ile 6zetlemektedir.

Table 1: Bazi1 EYlarin kisa ozeti

Aktif Madde Yaygin Isim Bitki
Timol Kekik Timus Vulgaris
Karvakrol Kekik Origanum vulgare
Izotiyosiyanat Sarimsak Allium sativum
linalool, mirsen, kafur limon balsami Melisa officinalis
Sinnamaldehit Tar¢in tar¢in zelansiyum
Linalol, linalil asetat Lavanta Lavandula angustifolia

2.2.Esansiyel Yaglarin Siniflandirilmasi

2.2.1. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

-Terpenler,

-Terpenoidler

-Fenilpropenler

- Digerleri ( Hyldgaard et al.,2012).



2.2.2. Biyolojik Aktivitelerine Gore Siniflandirilmasi

Antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiparazit, kepek Onleyici, spazmodik,
antioksidan, antitumor, kemoprotektif, allelopatik, sitotoksisite ve insektisidal
aktiviteye sahip bir¢ok EY vardir (Dhifi et al., 2016; Ali et al., 2015).

2.2.3. Aromatik Ozelliklerine Gore Siniflandirilmasi

EY’lar, koku 6zelliklerine gore de siniflandirilabilir. Yag igindeki en baskin aromatik

Ozellige gore 18 aromatik gruba ayrilmis 100'den fazla ugucu yag bulunmaktadir.

2.3. ESANSIYEL YAGLARIN ELDE EDILME YONTEMLERI

EY'larin Dbitkilerden elde edilmesinde igin iki temel teknik kullanilmaktadir:
azEYtropik damitma (hidrodistilasyon, hidrodifiizyon ve buhar damitma) ve
solventlerle ekstraksiyon (Alyemni et al., 2019). Bu yontemler disinda mekanik
yontem ve solventsiz mikrodalga yoOntemleri de bulunmaktadir. Bu yoOntemler
igersinde buhar damitma yontemi, ticari Ol¢ekli {iretim agisindan yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir (Cassel and Vargas, 2006).

2.3.1. Damitma
2.3.1.1. Buhar Damitma

Buhar damitma, bitkisel yag ekstraksiyonunda diger tiim yontemler arasinda en
popiiler yontem olarak kabul edilir (Reverchon ve Senatore, 1992). Bu teknikle
buharla 1sitilan kaynamis suya bitki materyali eklenir. Bitki materyalinin hiicre
yapisinin patlamasina ve parcalanmasina neden olacak kadar yiiksek olmasi gereken
151, daha sonra EY buharlastirilir, bu sayede bir yogunlastiricidan geger ve ardindan

yag1 sudan ayirmak igin bir ayiriciya geger (Babu and Caul, 2005).

2.3.1.2. Hidrodestilasyon
Daha yaygin olarak kullanilmaya baslanan HD, ahsap veya cicek gibi bitki
materyallerinden yiiksek kaynama noktasina sahip suda ¢oziinmeyen dogal {irtinleri

elde etmenin standart yolu olarak kabul edilmektedir. Islem, bitki materyallerinin



suya yerlestirilmesini ve ardindan kaynatilmasini igerir. Bu yontemde, esansiyel
yaglart ¢evreleyen su, asiri 1sinmay1 6nlemek igin bir bariyer gorevi gordiigiinden,
elde edilen yaglar1 belirli bir dereceye kadar korur. Daha sonra, ugucu yag buhari,

sulu bir fraksiyona yogunlastirilir (Tongnuanchan ve Benjakul,2014).

2.3.2. Solvent Ekstraksiyonu
2.3.2.1. Coziicii

Buhar damitma 1sisina tolerans gostermeyen kirilgan veya narin ¢icek malzemeleri
icin geleneksel solvent ekstraksiyonu uygulanmaktadir. Ekstraksiyon icin aseton,
heksan, petrol eteri, metanol veya etanol gibi farkli ¢oziiciiler kullanilabilir (Kosar et
al., 2005). Temel olarak, bitki materyali bir ¢oziicii ile karistirilir ve ardindan
stiziiliir. Daha sonra, siizlintii, ¢oziicii buharlasmasiyla konsantre edilir. Bu islem

daha zahmetli, zaman alic1 ve nispeten pahalidir (Li et al., 2009).

2.3.2.2. Siiperkritik Karbon Dioksit

Yukarida bahsedilen yoOntemlerin dezavantajlari nedeniyle, alternatif bir yOntem
olarak siiper kritik akigkanlar gelistirilmistir. Karbondioksit (CO2), daha az risk
nedeniyle en yaygin kullanilan siiper kritik akiskandir (Senorans et al., 2000).

2.3.3. Solventsiz Mikrodalga

Coziicli veya hidrodifiizyon ekstraksiyonu gibi geleneksel yontemlerin, bazi ugucu
bilesiklerin kayiplari, diisiik ekstraksiyon verimi, uzun ekstraksiyon siiresi,
doymamis veya ester bilesiklerinin termal veya hidrolitik etkilerle bozunmasi ve
ekstrakttaki toksik solvent kalintisinin gelismesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir
(Lugue de Castro et al., 1999). Bu nedenle, herhangi bir su veya c¢oziici
kullanilmadan mikrodalga 1sitma ve kuru damitma kombine edilmesi ile solventsiz

mikrodalga yontemi gelistirilmistir (Tongnuanchan ve Benjakul,2014).



2.3.4. Mekanik Yontem (Presleme)

Soguk presleme yontemi esas olarak bitki, ¢igek, tohum, limon, mandalina
yaglarindan esansiyel yaglarin elde edilmesi igin kullanilir. Bu islemde bitkilerin dis
tabakasinda bulunan yaglar fircalanarak uzaklagtirilir. Daha sonra tiim bitki
preslenerek yagin agiga ¢ikmasi saglanir. Daha sonra santrifiij edilerek tist kisimda

kalan yag alinir (Arnould et al., 1981).

2.4. ESANSIYEL YAGLARIN ANTIiMIiKROBIiYAL AKTIVITESI

PubMed veri tabaninda yakin zamanda yapilan bir arastirmaya dayanarak EY'larin
tiim biyolojik aktiviteleri arasinda antimikrobiyal aktivitinin en ¢ok calisilan aktiviti
oldugu goriilmektedir (Tablo 2). Bu, ugucu yaglarin gesitli biyoaktiviteleri arasinda

antimikrobiyal potansiyelin 6nemini ifade eder.

Table 2: EYlarn cesitli biyoaktivitelerile ilgili yaymlar(PubMed search
14.05.2022)

Biyolojik Aktivite Yayin Sayisi

Antimikrobiyal 13765

Antioksidan 3983

Antienflamatuvar 1697
Analjezik 855
Antikanser 508
Yatistiricl 201
Spazmolitik 141
Yara lyilesmesi 181
Immiinomodiilator 119
Anti Alerjik 47




Mide Koruyucu 65

Antiaging 21

Antidepresif 127

EY'larin kimyasal yapisinin g¢esitliligi, bilesiklerinin niteliksel ve niceliksel
farkliliklar1 ve ¢esitli bitki yetistirme ve toplama kosullar1 gibi faktorler bilesiklerin
etki mekanizmasma katki saglamaktadir. Gram pozitif bakterilerin, dis zarlarinin
varlig1 ve karmasikligi nedeniyle EY'lara karsi Gram negatif bakterilere gore daha
savunmasiz oldugu bildirilmistir. Gram negatif bakterilerin dis zarindaki
lipopolisakkaritin  hidrofobik 6zelliklerinin  EY'larin  difiizyonunu  siirladigt
bilinmektedir (Burt, 2004; Chorianopoulos, 2004).

EY'larin hidrofobikligi, EY'larin etki mekanizmalarin1 anlamak agisindan en 6dnemli
Ozellik olarak kabul edilir. Bakterilerin hiicre zarmin lipidlerinden gegerek yapiyi
bozarak daha gegirgen hale getirmelerini saglar, hiicre zarimi pargalayabilir, enzim
sistemlerini bloke edebilir veya iyonun bozulmasina neden olabilir (Sikkema et al.,
1994). Hiicre zar gegirgenliginin bu tiir bir hasari, bakteri hiicreleri igin genellikle
oldiricidiir (Apoptosis) (Carson et al., 1995; Cox S.D et al., 2000). Muhtemelen
membran arizasina neden olabilecek diger mekanizmalar, pH degisim ve proton
hareket kuvvetinin elektrik potansiyelini igerir (Lambert et al., 2000). Timol ve
karvakrol gibi yiiksek fonlik bilesiklere sahip EY'larin daha giiglii etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Guynot, 2003).

2.5. TIMOL, KARVAKROL, EUGENOL VE S-PERILLIL ALKOL

Timol (2-izopropil-5-metilfenol) ve karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) izomerleri
dogal olarak bulunan bir fenol monoterpen tiirevidir. Her ikisi kekik gibi Lamiaceae
ve Verbenaceae familyalarinin cesitli bitki tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin ana
bilesenleridir. Bu bitkiler yaygin olarak bazi yemekler1 katilan baharatlar arasinda

bulunmaktadir. Ayrica, farkli tibbi amaglar i¢in uzun bir kullanim ge¢misine sahiptir



(salehi et al., 2018; Bej et al., 2020). Oral uygulamadan sonra timol hizla emilir ve
yaklagik 24 saat iginde yavasga elimine edilir. Plazmada timol siilfat formunda
bulunur ve idrarda iki faz II konjugati (timol siilfat ve timol glukuronid) olarak
bulunabilir. Glukuronid olusumu sadece daha yiiksek dozlarda gozlenmistir
(Kowalczyk, et al., 2020). Timol ve karvakrol'iin bakteriler (metisiline direngli S.
aureus Listeria innocua, L. monocytogenes, A. baumannii, K. pneumoniaee,
Citrobacter freundii, S. enteritidis, S. typhimurium, E. coli, E. coli O157:H7, P.
vulgaris, P. aeruginosa, P. fluorescens, Y. enterocolitica, Bacillus subtilis, B. cereus,
Serratia liquefaciens, Lactobacillus carvatus ve Lactobacillus sakes) mantarlar
(Aspergillus spp. ve Candida spp.) ve parazitler (Blastocystmo ve Endolimax nana)
lizerinde genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu one siiriilmiistiir
(Yamazaki et al., 2001; Sakkas and Papadopoulou, 2017; Smith-Palmer, 1998;
Sagdec, 2003; Giordani et al., 2004; Pina-Vaz et al., 2004; Tohidi et al., 2020).
Timoliin antibakteriyel aktivitesinin mekanizmasinn arastirildigir ¢alismalar, hiicre
zarinin lipid tabakasina entegre olabilecegini ve yiizey gerilimini degistirdigini
diistindiirmistiir. Molekiiliin hidrofilik kismi, zarin polar kismi ile etkilesime
girerken, hidrofobik benzen halkas1 ve alifatik yan zincirler biyolojik zarin ig¢
kismma batar. Membran yapisindaki bu biiylik degisiklik, lipid tabakasinin
kararsizlasmasina, elastikiyetinin azalmasina ve akigkanligim ve membran
gecirgenliginin artmasina neden olur. Bu siire¢te enzimler ve reseptorler gibi i¢ zar
proteinlerinin aktivitesi de etkilenir. Timol, hiicre zarma entegre olduktan sonra
gomiilii proteinler ile ¢esitli spesifik olmayan mekanizmalar yoluyla etkilesime girer,
bu da i¢ ve dis zar proteinlerinin konformasyonunda ve aktivitesinde degisikliklere
yol agar. Bu nedenle, hiicre zari gerilimi ve kararsizligi, timoliin varhig: ile
indiiklenebilir. Karvakrol, bakteri zar1 ilizerinde timole benzer sekilde etki eder

(Nazarl et al., 2019; Kowalczyk et al., 2020).

Eugenol (EUG) (C10H1202; fenilpropanoid), fenoller grubuna ait aromatik bir
bilesiktir. Yaygin olarak Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae ve Myristicaceae
ailesinden bitkilerin dogal ugucu yaglarindan elde edilir ve karanfil yaginin
(Syzygium aromaticum) en 6nemli bilesenidir. Eugenol'iin Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gibi bir¢ok tiire kars1 antibakteriyel



ozelliklere sahip oldugu bildirmistir (Ulanowska ve Olas, 2021). Eugenoliin gram
negatif bakterilere karsi, sitoplazmik membrana zarar vererek etki ettigi
diistiniilmektedir. Hidrofobik bir molekiil olmasi, eugenoliin Salmonella typhi'ye
kars1 antibakteriyel aktivitesinde bildirildigi gibi lipopolisakkarit hiicre zarina
kolayca niifuz edebildigi ve sitoplazmaya girebildigi rapor edilmistir (Ulanowska ve
Olas, 2021). Eugenol, ayrica sinirsel korumada biiyiik rol oynar, cilt gegirgenligini
arttirir, agrilart giderir, gegici dis dolgusu olusumunda (ZnO+EUG) rol oynar.
EUG'nin daha kiigiik miktarlarda bilinen bir toksisitesi yoktur, ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda prooksidan gibi davranir; dolayisiyla bu molekiil tarafindan

giiclii bir antikanser aktivite gosterilmektedir (Nisar et al., 2021).

Perilil alkol (POH)([4-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-en-1-yllmetanol) ve Onciisii
limonen, mevalonat yolundan tiiretilen dogal olarak olusan monosiklik terpenlerdir.
Perilil alkol, lavanta, limon otu, adagayr ve nane gibi cesitli bitkilerin ugucu
yaglarinda bulunabilir. Monosiklik monoterpenler, sayisiz hastaligi tedavi etme
yeteneklerinden dolay1r faydali farmakolojik bilesenler olarak kabul edilmistir.
Limonen ve perilil alkoliin yani sira bunlarin metabolitleri (6zellikle perilik asit ve
metil esteri), antitiimor, antiviral, antienflamatuar ve antibakteriyel ajanlar gibi
biyoaktivitelere sahiptir. Bu terapotik 6zellikler iyi belgelenmistir. Antikanser olarak
rolli, antibakteriyel roliinden daha belirgindir (Muhtar et al., 2018). D'Alessio et
al.(2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, POH'nin muhtemelen proinflamatuar
sitokinler IL-6 ve TNF'yi azaltarak yara iyilesmesini destekledigini bildirmistir.
Antimikrobiyal aktivitesinin arastirildig1 ¢alismalarda POH'nin P. gingivalis ve F.
niikleatum’a kars1 giiclii bir antibakteriyel etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda, 100 uM'ye kadar POH’in murin makrofajlari igin sitotoksik olmadigi
ancak hiicre proliferasyonu, LPS ile indiiklenen ROS iiretimini ve IL-4 ile

indiiklenen Arginaz-1 ekspresyonunu azalttigi belirtirmistir (Figueiredo et al., 2020).
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2.6. MIKROORGANIZMALAR

Her gecen yil, mikroorganizmalar ve insan sagligi arasindaki onemli iligkiler
hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikmaktadir. Mikroorganizma toplulugu bes biyolojik
gruba ayrilabilir: algler, protozoalar, mantarlar, bakteriler, arkeler ve viriisler.
Hiicresel yapilarina gore oOkaryotik ve prokaryotik olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir (Pitt and Barer, 2012). Insanlar ve mikroorganizmalar arasindaki
etkilesime gore iki gruba ayrilmaktadir: insan viicuduna zararli mikroorganizmalar
ve zararsiz ya da faydali mikroorganizmalar. Insana zarar verebilen
mikroorganizmalara patojen adi verilirken, diger yandan baska bir canli organizma
(insan veya hayvan) veya cansiz bir nesne iizerinde hastalia neden olmadan yasayan
mikroorganizmalar da bulunmaktadir. insan viicuduna zararsiz ya da faydali
mikroorganizmalara flora, mikrobiyota ya da mikrobiyom denmektedir (Crutis and
Serpandio, 2011). Ancak patojen olmayan bir mikroorganizma immun yetemezlik ya

da disbiyosis gibi ¢esitli durumlarda patojen 6zellik gosterebilir (Erberl, 2010).

2.6.1. Staphylococcus aureus

Resim 1: S. aureus gram boyama mikroskopik goriiniimii
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(https://www.researchgate.net/figure/Gram-stain-of-Saureus fig4 290911856
Erisim Tarihi: 02.01.2015)

S. aureus, hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir
insan patojeni olarak kabul edilir. Uziim benzeri, kok seklinde olan ve kiimeler
halinde diizenlenme egilimi gosteren, spor olusturmayan, hareketsiz, deride ve
mukozalarda yerlesik normal flora tiyesi Gram pozitif bakterilerdir. Genellikle
saglikll bireylerin burun bélgesinde olmak iizere flora da ve c¢evrede yaygin olarak
bulunmaktadir. Cevresel ortamda, %210'a kadar tuzlu suda c¢ogalamaktadir. Bu
organizmalar fakiiltatif anaerobiktir ve 18-40 °C arasindaki sicakliklarda biiyiirler.
Kiiltirde {retildiklerinde  kolonileri  genellikle altin  sarisi  rengindedir.
Staphylococcus tiirlerini birbirinden ayirt etmek i¢in katalaz pozitif (tiim patojenik
Staphylococcus tiirleri), koagiilaz pozitif (Staphylococcus aureus'u diger
Staphylococcus tiirlerinden ayirt etmek igin), novobiyosin duyarligl (Staphylococcus
saprophyticus'tan ayirt etmek ic¢in) ve mannitol fermentasyonu (Staphylococcus
epidermidis'ten ayirt etmek igin) gibi biyokimyasal testler kullanilmaktadir
(Rasigade and Vandenesch, 2014). S. aureus insanlarda en yaygin patojenlerden biri
olarak kabul edilir ve bakteriyemi, gastroenterit, menenjit, toksik sok sendromu, idrar
yolu enfeksiyonlari, enfektif endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (6rn.,
impetigo, folikiilit, fronkiiller, karbonkiiller, seliilit, haglanmis deri sendromu ve
digerleri), osteoymiyelit, septik artrit, protez cihaz enfeksiyonlart ve akciger
enfeksiyonlar1 (6rn., pndmoni ve ampiyem) gibi bir¢ok enfeksiyonlara neden olur.
Iletim dogrudan temas yoluyla gerceklesir. Son yirmi yilda metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslar1 olarak adlandirilan dikkat ¢eken bir sus
ortaya c¢ikmistir (Otto, 2013), mec tipine bagli olarak c¢oklu antibiyotige direng
kazandiran bakteri kromozomu {izerinde bir mec geni tasir. mec geni, PBP-2a'y1
(penisilin baglayic1 protein 2a) kodlar. PBP-2a, penisilin baglayici bir proteindir
(PBP) veya bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan iiretimini katalize eden temel
bakteri hiicre duvar1 enzimidir. Bu patojenin patofizyolojisi, toksin iiretimi ve doku
invasyonu ile olabilen enfeksiyon tipine ve enfekte eden S.aureus susuna
baghidir.(Tayler and Uncal, 2020; Tong et al., 2015).
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Resim 2: Staphylococcus aureus kat1 besiyerindeki koloni giiriiniimleri (a)
MacConkey Agar Uremesi (b) CLED Agar Uremesi (c) Nutrient Agar Uremesi
(d) Bile esculin Uremesi

(' https://www.researchgate.net/figure/Figure-13-The-culturing-of-Staphylococcus-
aureus-on-a-MacConkey-agar-media-b-CLED fig4 339662781 Erisim Tarihi:
01.01.2020)

2.6.2. Escherichia coli
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Resim 2: E.coli gram boyama mikroskopik goiiriiniimii
(https://www.researchgate.net/figure/Gram-negative-pink-colored-small-rod-
shape-E-coli-under-light-MiKroscope-100x_fig3 316210773 Erisim Tarihi:
01.12.2016)

E. coli, Gram negative, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, koliform bakterilerdir.

Aerobik kosullar altinda 37°C'de genel veya secici besiyerinde klinik 6rneklerden
kolayca elde edilir. Feko-Oral yol ile bulasir. Digkidaki E. coli en sik olarak,
Enterobacterales iiyelerini segici olarak biiyiiten ve morfoloji temelinde enterik
organizmalarin ayirt edilmesine izin veren MacConkey veya EMB agarda iiretilir
(Balows et al., 1991).

Bagirsak normal florasmin bir iiyesi oldugu ve bagirsak mikrobiyotasinin yaklasik
%0,1'ini olusturdugu bilinmektedir (Eckburg et al., 2005), ancak insanlarda gesitli
bagirsak ve bagirsak disi hastaliklara neden olabilir (Mueller and Tainter, 2022).

Patojenik E. coli suslari genel olarak ti¢ temel klinik sendrom ile iliskili
bulunmustur: (i) idrar yolu enfeksiyonu, (ii) sepsis/menenjit ve (iii) enterik/ishal
hastalig1 E. coli'nin ishalli suslari, patojenik 6zelliklere bagl olarak en az alt1 farkli
kategoriye ayrilabilir. Birlikte ele alindiginda, bu organizmalar muhtemelen diinya
capinda pediatrik ishalin en yaygin nedenini temsil etmektedir. Yolcu ishali
(enterotoksijenik E. coli), hemorajik kolit ve hemolitik-tiremik sendrom

(enteronemorajik E. coli), kalict diyare (enteroagregatif E. coli) ve sulu ishal
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bebekler (enteropatojenik E. coli). dahil olmak iizere enfeksiyona birkag farkli klinik
sendrom eslik eder (Nataro et al., 1998).

E.coli bircok yolla smiflandirilabilir: biyokimyasal, serotipik (O (somatik), H
(flagellar) ve K (kapsiiler, fenotipik olarak)(Nataro et al., 1995).

Blood Agar (BA) MacConkey Agar Mueller Hinton Agar

Escherichia coli
(ATCC* 8739)

: e /
Methylene Blue Agar ~ m-ENDO Agar  Violet Red Bile Agar ~ CLED Agar

Resim 3: E. coli kat1 besiyerindeki koloni giiriiniimleri
(https://microbiologynote.com/escherichia-colie-coli-morphology-arrangement-

cultural-characteristics-diagnosis/ Erisim Tarihi: 26.09.2021)

2.6.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, ozellikle yanik yaralari, kronik yaralar, kronik obstriiktif
akciger hastaligi basta olmak {izere hem bagisiklig1 yeterli hem de bagisiklig
baskilanmis konaklarda ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilen gram-negatif, aerobik,
kapsiillii, spor olusturmayan bir gubuktur (Mulcahy et al., 2014; Kerr and Snelling,
2009).

15


https://microbiologynote.com/escherichia-colie-coli-morphology-arrangement-cultural-characteristics-diagnosis/
https://microbiologynote.com/escherichia-colie-coli-morphology-arrangement-cultural-characteristics-diagnosis/

Resim 4: P.aeruginosa gram boyama mikroskopic goriiniimii
(https://www.microscopemaster.com/pseudomonas.html Erisim Tarihi:

03.05.2014)

Sitrat, katalaz ve oksidaz pozitiftir, cilt florasinda ve o6zellikle tatli su ortaminda
bulunabilir. Firsat¢1 patojen olarak siniflandirildigr diigiiniiliir ve ¢oklu ilag direnci ve
genis kapsamli dinamik savunma gelistirme yetenegine sahiptir. Tiim bu faktorler,
yonetimini zorlagtirmigtir (Wilson ve Pandey, 2022). Folikiilit, osteymiyelite yol
acan delinme yaralari, pnémoni, otitis eksterna, kistik fibrozis alevlenmeleri, yanik
enfeksiyonu ve ventilatdre bagli pnomoni, kateterle iligkili idrar yolu enfeksiyonlari,
endoftalmi, endokardit, menenjit gibi birden fazla hastane kaynakli enfeksiyona
neden olur. P. aeruginosamin (A) dis zar gegirgenliginden elde edilen igsel
antibiyotik direnci, antibiyotikleri hiicre disina pompalayan akis sistemleri ve - gibi
antibiyotik inaktive edici enzimlerin {iretimi dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli viriilans
faktorlerine sahip oldugu iyi bilinmektedir. laktamazlar, (B) mutasyon ve direng
genlerinin kazanilmasindan kaynaklanan kazanilmig direng ve (C) Biyofilm gibi

adaptif antibiyotik direnci.(Pang et al., 2019).
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2.6.4. Klebsiella pneumoniaee
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Resim 5: K. pneumonoiae mikroskopik goriiniimii
(https://medicoapps.org/tag/k-pneumoniaee/ Erisim Tarihi: 20.11.2011)

K. pneumoniaee genis hastalik spektrumuna neden olan ve antibiyotiklere karsi
giderek daha sik direng kazanan firsatg1 patojenlerden biri olarak kabul edilen 6nemli
bir Enterobacterales'dir. Gram negatif, hareketsiz, kapsiillii, laktozu fermente eden,
fakiiltatif anaerobik, cubuk seklinde bir bakteridir. MacConkey agar iizerinde
mukoid laktoz fermenter olarak goriiniir, ¢evrede bulunur ve alkol kullanim
bozuklugu veya diyabeti olan hasta popiilasyonlarinda pnomoni ile
iliskilendirilmistir (Effah et al.,2020). Dikkate deger, K. pneumoniaee,
gastrointestinal (GI) yol ve kolonizasyonunun etkilerinin iyi huylu goriindiigi
nazofarenkste birkaci dahil olmak iizere insan mukozal yiizeylerini kolayca kolonize
eder (Paczosa et al.,, 2016). Bu organizmanin idrar yolu enfeksiyonlari, sistit,
pnomoni, cerrahi yara enfeksiyonlari, endokardit, septisemi, nekrotizan pnomoni,
piyojenik karaciger apseleri ve endojen endoftalmi gibi ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara
neden olabilecegi bildirilmistir (Navon-Venezia et al., 2017). Bugiin, K.
pneumoniaee pnomonisi Amerika Birlesik Devletleri'nde hastane kokenli

pnémoninin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir (Jondle et al., 2018).
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Viriilans1 ile ilgili olarak, kompleks asidik polisakkaritlerden olusan kapsiiliin,
bakterileri fagositoz ve serum bakterisidal proteinler, lipopolisakkarit, fimbria ve
sideroforlardan koruyan onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Diger birkag
faktor daha az iyi karakterize edilmistir, ancak en az bir enfeksiyon modelinde de
onemlidir. Bununla birlikte, K. pneumoniaee suslarinda 6nemli miktarda heterojenlik
vardir, yani farkli suslar boyunca her viriilent faktoriin dneminde bir varyasyon
bulmak miimkiindiir (Paczosa et al., 2016). CDC'ye gore Klebsiella bakterileri, son
zamanlarda karbapenemler olarak bilinen antibiyotik sinifina karsi artan
antimikrobiyal direng gelistirmistir. Bir¢ok aksesuar plazmit genomu ve kromozom
gen lokuslarma sahiptir. Aksesuar genoma goére, K. pneumoniaee suslari ii¢ tipe
ayrilir: firsatg1, hiperviriilent ve ¢oklu ilaca direngli (MDR) (Martin ve Bachman,
2018). MDR K. pneumoniae, plazmit tarafindan kodlanan antibiyotik direng
genleriyle (ARG'ler) yakin iligki ile karakterize edilir. K. pneumoniaee, uygunsuz

antibiyotik kullanimi1 baglaminda ARG'leri biriktirmeye devam ederek, "siiper

resistome" ile asir1 derecede ilaca direngli (XDR) bir susun ortaya ¢ikmasina neden

olur (Wanget al., 2020).

Resim 6: K. pneumoniae McConkey Agar y Agar Uremesi.

uremesi
(https://www.researchgate.net/publication/331651018 Klebsiella pneumoniae g

rowth _on_macconkey agar_medium Erisim Tarihi: 30.05.2007 )
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2.6.5. Enterococcus faecalis

E. faecalis Gram pozitif, oval sekilli. ve yaymada kisa zincirler, ¢iftler veya tek
hiicreli, hareketsiz, spor olusturmayan, glukoz fermenter, fakiiltatif anaerob
bakterilerdir (Gilmore et al.,2013). Insanlarmn mide-bagirsak yollarmin ortak

mikrobiyotasinin ¢ekirdek tiyeleridir (Lawly ve Walker, 2013).
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Resim 7: Eenterococcus gram boyama mikroskopik goriiniimii

(https://www.idimages.org/atlas/organism/?atlasentryl D=80&organism=Enterococcs
Erisim Tarihi: 01.04.2008)

Enterokoklar katalaz negatiftir, asir1 alkali pH (9.6) ve tuz konsantrasyonlari dahil

olmak tiizere ¢ok zorlu ortamlarda hayatta kalir. Safra tuzlarina, deterjanlara, agir
metallere, etanol, azide ve kurumaya kars1 direnclidirler. Firsat¢t bir patojen olarak
kabul edilir (Murry, 1990). Endokardit, sepsis, cerrahi yara enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve digerleri gibi gesitli enfeksiyonlara neden olabilir (Makki ve Agar,
1988). E.faecalis genellikle yaygin olarak kullanilan bir¢ok antimikrobiyal ajana
(aminoglikozidler, aztrEYnam ve kinolonlar) karst direnglidir. Direng, kromozom
veya plazmitte ila¢ direnci ile ilgili ¢oklu genlerin varligindan kaynaklanmaktadir

(Panthee et al.,2021).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. BAKTERIYEL KULTURLER

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda bulunan standart suslar (S. aureus (ATCC
29213), E. faecalis (ATCC 29212), E. coli (ATCC 25922), K. pnémoniae (ATCC
700603) ve P. aeruginosa (ATCC 27853)) ve klinik izolatlar (S. aureus, E. faecalis,
E. coli, K. pneumoniaee ve P. aeruginosa) kullanildi. Her bir bakteri tiiriinden 3

farkli sus test edilmek iizere se¢ildi.

3.2. KIMYASALLAR VE STOK HAZIRLIGI

Calismada kullanilan timol, karvakrol, eugenol ve s-perillil alkol Sakarya
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinden hazir olarak temin edildi.
Bu kimyasallar DMSO ve\ veya serum fizyolojik i¢inde %3’liik konsantrasyonda

haziland.

3.3. MUELLER HINTON BROTH (MHB) HAZIRLANISI

Mueller Hinton Broth, CLSI standratlarina gore hazirlandi. 21 gram Mueller Hinton
broth tozu (CMO0405B), 1 litre distile su iginde ¢oziildii. Daha sonra 121°C'de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri +8°C'de saklandi.

3.4. % 0.9 SERUM FIZYOLOJIK HAZIRLANMASI

8.5 gram Sodyum Klortiir (NaCl) terazi yardimiyla tartildi. Daha sonra 6lgiilii balon
veya beher icerisine 500 ml distile su alinarak 8.5 gr NaCl ilave edildi. Sise,
icindekileri karistirmak icin hafifce dondiiriildii. NaCl tamamen ¢oziindiigiinde, son

hacmi 1 litre yapmak i¢in damitilmis su ilave edildi. Hazirlanan normal tuzlu su
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sollisyonu, soliisyonu sterilize etmek i¢cin 121°C, 1 atm basingta 15 dakika

otoklavlandi.

3.5.0,5 MCFARLAND STANDARTLARINA GORE BAKTERI
SUSPANSIYONLARININ HAZIRLANMASI

Yukarida belirtilen bakteri suslari, 10 ml MHB'ye ilave edildi, 35-37 °C'de 24 saat
inkiibe edildi. Mikroorganizmalarin isimleri tiiplerin tiizerine yazilarak MHB
besiyerindeki bakteri siispansiyonlarindan fotometrik yontemle 0,5 McFarland

standardinda bakteri siispansiyonlari hazirlandi.

3.6. MIKRODILUSYON YONTEMI

Secilen bakterilere karsi fenolik bilesiklerin MiK'lerini belirlemek icin
mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Timol, karvakrol, s-perillil alkol ve eugenol i¢in
MiK, S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa'’nin hem
standart hem de klinik suslar icin U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildu.
Her kuyucuga 100 uL Mueller Hinton broth eklendi. Ilk kuyucuga 100 uL
antimikrobiyal soliisyon eklendi ve homojenize edildi; daha sonra bu karisimin 100
uL'si bir sonraki kuyucuga aktarilarak seri diliisyonlart yapildi. Ardindan, 0,5
McFarland bulanikliginda hazirlanan  bakteri  soliisyonu kuyucuktaki son
konsantrasyonu 5X10° CFU/mL olacak sekilde diliie edilerek her bir kuyucuga her
bakteri kiiltiiriinden 10 pL eklendi. Pozitif (MHB ve bakteriyel inokulum) ve negatif
kontroller (karvakrol, timol, eugenol ve s-perillil alkol ve MHB) hazirlandi. Daha
sonra plaklar 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilerek her kuyucugun bulanikligi gorsel

olarak gdzlendi. Bulaniklik olmayan en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

41. TIMOL, KARVAKROL, S-PERILLIL ALKOL VE EUGENOLUN
STANDART BAKTERI SUSLARINA KARSI MiK BULGULARI

Standart suslara karsi eugenol ve timol eklentili oksipropanolamin bilesiklerinin
MIK degeri; S. aureus ve E. faecalis i¢in 0.187 mg/ml, E. coli, K. pnémoniae ve P.
aeruginosa icin 0.375 mg/ml iken s-perillil alkol eklentili bilesigin MIK degeri tiim
standart suslarda 0.375 mg/ml saptandi. Karvakroliin K. pneumoniaee, S. aureus ve
E. faecalis i¢in MIK degeri; 3,75 mg/ml ve E. coli ve P. aeruginosa icin 15 mg/ml
saptandi. Timol, kravakrol, s-perillil alkol ve eugenoliin standart bakteri suslarina

kars1t MIK degerleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: Standard suslara karsi timol, karvakrol, perillil alkol ve eugenol MIK
degerleri

Kimyasal ajan (ng/mL) S. aureus E. faecalis E. coli K. pneumoniaee P. aeruginosa
Karvakrol 3.75 3.75 15 3.75 15
Eugenol 1.87 1.87 3.75 3.75 3.75
S-perillil alkol 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75
Timol 1.87 1.87 3.75 3.75 3.75

4.2. TIMOL, KRAVAKROL, S-PERILLIL ALKOL VE EUGENOLUN
KLINIK BAKTERI iZOLATLARINA KARSI MiK BULGULARI

Klinik izolatlara karsi test edilen dort bilesik E. coli, K. pneumoniaee ve P.
aeruginosa'ya kars1 aynt MIK degerine (0.375 mg/ml) sahipti. S-perillil alkoliin S.
aureus'a kars1 MIK degeri; 0.046-0.093 mg/ml iken E. faecalis’e kars1 1.07 mg/ml,
karvakroliin S. aureus ve E. faecalis’e kars: MIK degeri; 1.875 mg/ml, olarak
saptandi. Timol, kravakrol, s-perillil alkol ve eugenoliin klinik bakteri izolatlarina

karst MIK degerleri Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4: Timol, karvakrol, perillil alkol ve eugonoliin Kklinik izolatlara karsi

MIK degerleri
Kimyasal ajan S. aureus E. faecalis E. coli K. pneumoniaee P. aeruginosa
(ng/mL)
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Karvakrol 1875| 1.875 | 1.875 1875 1875 | 1875 3.75 375 | 3.75 375 | 375 | 3.75 3.75 | 3.75 |3.75
Eugenol 1.875| 3.75 | 375 | 1475 | 1875 | 1.875 3.75 375 | 3.75 375 | 375 | 3.75 3.75 | 3.75 |3.75
S-perillil alkol § 0.46 | 0.93 | 0.93 1.07 107 | 1.07 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 | 3.75 |3.75
Timol 3.75| 375 | 3.75 1875 | 1.875 | 1.875 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 | 3.75 |3.75
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5. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik direnci, kalici, kiiresel bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Artan
antibiyotik diren¢ oranlarini azaltmak icin tlkelerin saglik otoriteleri yeni tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi ve egitim programlari gibi temel konular iizerinde
calismaktadirlar (Velez and Sloand, 2016). Antibiyotik diren¢ sorunu, enfeksiyon
kontrol uygulamalarinin yetersizliginden, ¢oklu genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin ve gereksiz kullanimi vb. sebeplerden kaynaklanmaktadir. Bu durum, Gram
pozitif ve negatif bakterilerde c¢oklu ilaca direngli paternlerin neden oldugu
geleneksel antimikrobiyallerle tedavisi zor ve hatta tedavi edilemeyen enfeksiyonlara
yol agmaktadir (Frieri et al., 2017). Bakteriyel enfeksiyonlar ve eslik eden
hastaliklarla miicadelede zorluklar vardir. Mevcut ilaclara karst direng gelismis
olmasi, bagarili kontrol dnlemlerinin uygulanmamasi ve klinik kullanimda bulunan
smirli sayida antibiyotik bulunmasi nedeni ile yeni tedavi se¢eneklerinin ve alternatif
antimikrobiyal tedavilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir (Miihlen and Ders, 2016).
Goriildigi tzere direncgli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin giderek artmasinda
dolay1 tedavide zorluklar yasanmakta ve alternatif tedavi secenekleri giindeme
gelmektedir. Mevcut alternatif seceneklere bakildiginda; c¢ok az sayida yeni
antibiyotik bulundugu goriilmektedir (Frieri et al., 2017). Tedavi se¢nekleri daha
¢cok mevcut antibiyotiklerin kombinasyonu veya tedavide kullanilan ilaglara ek
ajanlarim kullanimi seklindedir. Bu c¢alismada, yeni oksipropanolamine eklenen
timol, s-perillil alkol, karvakrol ve eugenol bilesiklerinin standart sus ve klinik
izolatlardan S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniaee ve P. aeuroginosa
tizerindeki antimikrobiyal etkisini degerlendirmistir.

Kimyasal ajanlarin kimyasal yapist ve fonksiyonel grubu antibakteriyel aktiviteyi
etkiler. Onceki ¢aligmalar, fenolikler gibi oksijenli terpenlerin (terpenoidler),
terpinen, kamfen gibi hidrokarbonlardan daha iyi antimikrobiyal aktivite
sergiledigini belirtmektedir (Wattanasatcha ve digerleri, 2012). Antimikrobiyal
aktivitenin bir diger ilgili noktasi, etki mekanizmasidir. Kullanilan kimyasalin tiiriine
veya mikroorganizmanin tiiriine gore degisiklik gdsterebilir. Onceki ¢alismalar, polar

fonksiyonel gruba sahip aromatik ¢ekirdeklerin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
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oldugunu oOne siirmiig, ancak mekanizma tam olarak anlagilmamistir (Dorman ve
Deans, 2000) Bununla birlikte, bazi mekanizmalar &nerilmistir. Ornegin hiicre
zarmin pargalanmasi ve hiicre zarindaki iyon kanallarindaki (Na+, K+, Ca2+ veya
Cl-) degisiklikler, gecirgenligi arttirabilir ve hayati hiicre i¢i bilesenlerin hiicre

disina salinimina neden olabilir (Oz ve ark., 2015).

1998 yilinda, piyasaya giren veya klinik deneme asamasinda olan antitiimor veya
antimikrobiyal etki gosteren ilaclarin %60'min yapisal modifikasyonlar yoluyla
dogal tiriinlerden kaynaklandig1 tahmin edilmektedir (Shu, 1998). 2014 yilinda, asilar
hari¢ enfeksiydz ajanlarin (antibakteriyel, antifungal, parazitik ve antiviral) yaklagik
%58,30'u dogal kaynakli veya dogal iiriinlerden elde edilen iirlinlerdir. Newman ve
Cragg tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, oncili olarak hizmet edebilecek ve yeni
tedavi segeneklerinin detaylandirilmasi icin yeni aktif ajanlarin kaynagi olarak
doganin 6nemi iizerinde durulmustur. Bu nedenle, bunun yeni ilaglar elde etmek i¢in
biiylik potansiyele sahip bir arastirma dizisi oldugu agiktir. Bu dogal olarak olusan
maddelerden ucucu yaglar, cesitli tip ve eczacilik dallarinin yoénetiminde potansiyel
uygulama ile umut verici bir biyoaktif molekiil kaynagi olarak 6ne ¢ikmugtir. Saglik
sektoriinde timol, perilil alkol, karvakrol ve §jenoliin kapsamli uygulamasi ¢ok umut
vericidir ancak daha fazla arastirma ve analiz gerektirir.

S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniaee ve P. aeruginosa artan antibiyotik
direng oranlarina sahip olan ve klinikte en ¢ok karsilasilan bakteriler arasinda yer
alir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) ve DSO Avrupa Bélge
Ofisi tarafindan ortaklasa yiiriitiilen ve yayimlanan, Avrupa'daki istilact izolatlardan
AMR verilerini iceren Avrupa'da Antimikrobiyal diren¢ siirveyanst 2020-2022
verilerine gore; genel olarak Avrupa Birligi/Avrupa Ekonomik Alani'nda (AB/AEA)
Gozetim altindaki bakteri tiirleri-antimikrobiyal grup kombinasyonlar1 igin
antibiyotik diren¢ oranlari, E. coli ve K. pneumoniae’da karbapenem direnci, E.
faecium’da  vankomisin direnci  2016-2020 doneminde Onemli bir artis
gostermektedir. K. pneumoniae'de ii¢ilincii kusak sefalosporinlere ve karbapenemlere
kars1 yiiksek direng yiizdeleri, Avrupa Bolgesi'ndeki bir¢ok tilkede yiliksek oranda
karbapenem direngli Acinetobacter tiirleri ve P. aeruginosa izolatlarinin ortaya

cikmasi endise uyandirmaktadir.
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Artan antibiyotik direncine sahip klinik olarak 6énemli bakterilerden biri, hem toplum
kokenli hem de hastane kaynakli enfeksiyon ortaminda énemli bir insan patojeni ve
bakteriyemi, gastroenterit, menenjit, toksik sok sendromu, idrar yolu enfeksiyonlari,
enfektif endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (6rn., impetigo, haslanmis
deri sendromu ve digerleri), osteymiyelit, septik artrit, protez cihaz enfeksiyonlar1 ve
akciger enfeksiyonlar1 (6rn., pndmoni ve ampiyem) dahil olmak iizere birden fazla
enfeksiyon hastaligina neden olan Staphylococcus aureus'tur. Staphylococcus
aureus'un diger bakterilerle birlikte maruz kaldig1 herhangi bir antibiyotige karsi
olaganiistii bir direng gelistirme yetenegine sahip oldugu ¢ok aciktir. Bu, ilk olarak
'penisilinaz plazmitleri' lizerinde B-laktamaz alimi ve ardindan MRSA tarafindan
SCCmec genlerinin edinilmesiyle B-laktamaz stabil tiirevlerine verilen yanit ile
baslamigtir. Mutasyon yoluyla direncin kazanilmasi, (i) inhibitdriin baglanmasini
Onleyen ilag hedefinin degistirilmesinden, (ii) hiicre i¢inde biriken ilag
konsantarasyonu azaltmak i¢in kromozomal olarak kodlanmis c¢oklu ilag direnci
effluks pompalarinin ekspresyonu ve (iii) hiicrenin yapisini ve bilesimini degistiren
coklu mutasyonlardan kaynaklanabilir (Foster, 2017).

P. aeruginosa, antibiyotik direnci artan baska bir bakteridir. Gram negatif, aerobik,
kapsiillii, spor olusturmayan, hem bagisikligi saglam hem de bagisiklig1 baskilanmis
konaklarda 6zellikle yanik yaralari, kronik yaralar, kronik obstriiktif akciger hastaligi
gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir (Mulcahy et al., 2014; Kerr and Snelling,
2009). P. aeruginosa, cevrede yaygin olarak bulunmakta ve alkol kullanim
bozuklugu veya diabetes mellitusu olan hasta popiilasyonlarinda pnomoni ile
iliskilendirilmektedir (Effah et al.,2020).

Enterobacterales familyasindan K. pneumoniaee, bu patojenin yiiksek viriilansi,
dinamik olarak gelisen antibiyotik direnci ve smirli tedavi yontemleri nedeniyle
mortalitesi yiiksek ve hastanede yatis siiresi uzun olan ¢ok sayida kronik hastane
enfeksiyonunun nedenidir. E. coli'nin bagirsak normal florasinin bir pargast oldugu
ve bagirsak mikrobiyotasinin yaklasik %0,1'ini olusturdugu bilinmektedir (Eckburg
et al.,2005), ancak ayni zamanda insanlarda g¢esitli bagirsak ve bagirsak dis
hastaliklara neden olabilir. Baz1 suslar, bobrek yetmezligi ve septik sok gibi ciddi

hastaliklara neden olur (Mueller and Tainter, 2022).
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Timol, simen ve karvakrol izomerleri dogal olarak olusan bir fenol monoterpen
tirevidir. Timol, 6zellikle kekikte (Thymus vulgaris L., Lamiaceae) bulunan ugucu
yaglarinin ana bilesenlerinden Dbiridir. Antiseptik, antibakteriyel, antifungal,
antelmintik, antiviral, antioksidan, balgam soktiiriicti, antispazmodik, gaz giderici,
terletici, yatistirici, anti-romatizmal, anti-kanser, anti-hiperlipidemik ve anti-
hiperglisemik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Timol ve karvakroliin genis dl¢iide
dikkate deger bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (Yamazaki
et al., 2001). Eugenol (EUG); Ocimum tenuiflorum, Cassia fistula, Zieria smithii ve
Pimenta racemosa'dan ekstrakte edilen genis biyolojik aktivitesi nedeniyle tedavi
edici Ozelliklere aday bir madde olmasi nedeniyle hedef molekiil olarak kullanilan
dogal bir maddedir. Farmasdtik, gida, tarim ve kozmetik endiistrilerinde sayisiz

uygulama ile umut verici antimikrobiyal ve antioksidan etki gostermistir (saliva et al.

2018).

Karvakroliin standart bakteri suslarina kars1 MIK degerleri incelendiginde; S. aureus,
E. faecalis ve K. pneumoniae bakterilerine kars1 benzer etkiye sahip oldugu ve E. coli
ile P.aeruginosa bakterilerine karsi da benzer ancak daha az etkili bulunmustur.
Karvakrol 6zellikle P. aeruginosa ve E. coli ‘e karsi en az etkili (15 pg/mL) ajan
olarak bulunmustur. Timol, karvakrol, s-perillil alkol ve eugenoliin klinik bakteri
suslarma karst MIK degerleri incelendiginde; P. aeruginosa, E. coli ve K.
pneumoniae bakterilerine karst benzer etkiye (3.75 upg/mL) sahip oldugu
goriilmistiir. Karvakrol ve eugenoliin S. aureus ve E. faecalis (1.87 pg/mL) i¢in
benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur. Timoliin S. aureus ve E. faecalis i¢in en
etkili (1.87 pg/mL) ajan oldugu belirlenmistir. Literatiirde oksapropanolamine
eklenmis olan timol, karvakrol, s-perillil alkol ve eugenoliin bilesiklerinin
incelendigi herhangi bir ¢alismaya ulagilamamistir. Mevcut caligmalar daha cok
timol, karvakrol, s-perillil alkol ve eugenoliin tek basina antimikrobik etkisine
odaklanmistir. Yapilan g¢alismalarda birkag S. aureus'a karsi karvakrol igin (10
ng/mL) benzer MIK degerleri rapor edilmistir (Nostro et al., 2004; Bnyan et al.,
2014; Cirino et al., 2014). Ancak litaretiirde S. aureus suslar1 i¢in daha yiiksek (300
ila 625 ug/mL arasinda degisen) MIK degerleri bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir.
(Mathela et al., 2010; Cirino et al., 2014).
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Bu tez ¢alismasinda hem timol ve eugenoliin hem S. aureus ve E. faecalis (1.87
ug/mL) i¢in; hem de E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa (3.75 ug/mL) i¢in
benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur. Timol ve eugenol S. aureus ve E. faecalis
icin en etkili (1.87 pg/mL) ajanlar olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda timol
ile ilgili olarak, MIK degerlerimiz S. aureus suslar i¢in bildirilenlerden ¢ok daha
diistiktiir: 10 pg olmasina ragmen 580ug/mL (Nostro et al., 2004) ve 625uug/mL
(Cirino et al., 2014) /mL de rapor edilmistir (Wattanasatcha et al., 2012), Hecker ve
digerleri. ve Cuarda ve ark. benzer degeri bildirmistir (sirasiyla 150 pg/mL, 200
ug/mL). Eugenol ile ilgili olarak, S.aureus i¢in ¢ok daha yiiksek MiK (1000 pg/mL)
rapor edilmistir (silva et al., 2018). Candelaria et al., E.coli ve P. aeruginosa'ya karsi
tiim kimyasallarda ¢ok daha yiiksek MIK degerleri bildirmistir. S6z konusu bu
calismalarda timol ve eugenoliin tek bagina kullanildig1 g6z oniine alinarak sonuglar

yorumlanmalidir.

S-perillil alkoliin standart bakteri suslarindan tiim mikroorganizmalara kars1 ayni
etkiye (3.75 pg/mL) sahip oldugu goriilmiistiir. Klinik bakteri suslarma kars1 MiK
degerleri incelendiginde; S.aureus ve E. faecalis bakterilerine kars1 en etkili (0.46-
0.93 pg/mL, 1.07 pg/mL, sirasiyla) bulunmustur. Literatiirde s-perillil alkoliin
eklendigi oksapropanolamin bilesiklerninin antimikrobik etkisinin incelendigi bir

calismaya ulasilamamustir.

Calismamizda da goriildigi gibi, olan timol, karvakrol, s-perillil alkol ve eugenol
bilesikleri S.aureus ve E.coli dahil olmak iizere bazi mikroorgnizmalara karsi
mikroplara karsi etkilidir. Ayrica bu bilesikler FDA tarafindan giivenli kabul
edildikleri ve gecmis yillarda geleneksel alternatif tibbin bir pargasi olduklari i¢in
genis capta kabul gormiistiir. Gida koruyucular1 olarak kullanim ig¢in potansiyel
adaylardir. Buna ragmen, tat degerlendirmesi ve toksisite profilleri hakkinda bilgi
eksikligi nedeniyle kullanimlart sinirhidir. Ancak, genel olarak giivenli olarak kabul
edilmekle birlikte, dogal {iriinler ve EY, antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanildiklarinda i¢lerindeki metabolitlerin cesitliligi nedeniyle tamamen gilivenilir
olmadigini savunan yayinlar da vardir (Giweli et al., 2012). Gelecekte, her bir EY

icin spesifik olan tam etki mekanizmasini ve bilesenleri arasindaki sinerjik
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mekanizmalarin1 ve kronik veya subkronik kullanimdan sonra mikroplarin EY'ya
davranigin1  belirlemek i¢in arastirma c¢alismalar1 yapilmali goriisiinde olan

arastirmacilar mevcuttur (Chouhan et al., 2017).

Literatiirde; timol, karvakrol, s-perilil alkol ve eugenol eklentili oksipropanolamin
bilesiklerinin  antibakteriyel etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢alisma
bulunamamistir. Bu ¢alismada timol, karvakrol, s-perilil alkol ve eugenol eklentili
oksipropanolamin bilesiklerinin antibakteriyel etkilerinin incelenmis olup bu
bilesiklerin hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel
etkinliginin oldugu tespit edilmistir. Bu bilesiklerin diisiik kosantrasyonlarda bile
antibakteriyel etkisinin oldugu soOylenebilir. Ayrica, elde edilen bu verilerden
tedavide ve yeni antibiyotikler gelistirilirken yararlanilabilir. Ancak, bu calisma
sadece in vitro bir ¢alisma oldugundan kesin yorumlarin gikarilabilmesi igin bu

konuda in vivo deneyleri de igeren daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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