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Pelargonium endlicherianum fenzl. u¢ucu yagi ve penisilin
kombinasyonlarinin streptoccus pneumoniae'ye Karsi sinerjik
potansiyeli
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Amag: Pelargonium endlicherianum ugucu yaginin enfeksiyon tedavilerinde siklikla kullanilan
benzilpenisilin ile kombine edilerek in vitro deney modeli igerisinde Streptoccus pneumoniae’ye
kars1i antimikrobiyal etkisinin ortaya cikarilmasi ve insan l6kosit hiicreleri tizerindeki
fonksiyonun tespit edilmesi amaglandi. Yontem: P. endlicherianum ugucu yaginin benzilpenisilin
ile kombine kullaniminin Streptococcus pneumoniae’ye karsi antimikrobiyal etkisi agar diflizyon
teknigi kullanilarak ve 16kosit hiicreleri tizerindeki fagositik fonksiyonlari in vitro hiicre deney
modeli icinde insan l6kosit hiicresi WBC 264-9C ATCC HB-8902 kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir.
P. endlicherianum ugucu yag ve benzilpenisilinin bakterisidal etkisi zamana bagl 6ldiirme
yontemi ile zamana ve antibiyotik yogunluguna bagh olarak dinamik olarak ortaya konuldu.
Ucucu yagin tek basina ve antibiyotik ile kombine kullanildiginda bakteriyel dis membrandaki
gecirgenligi U.V. spektrofotometre ve morfolojik goriintiisii taramali elektron mikroskobu ile
analiz edildi. Bulgular: Tedavi sonrasi 24. saatte, ila¢ kombinasyonu sadece ugucu yag tedavisi ile
karsilastirildiginda, yasayabilir hiicre sayisinda azalma oldugu goézlendi. Ugucu yag+antibiyotik
kombinasyonlarinda ugucu yag ve antibiyotik arasinda sinerjizm gézlenmis olup, lokosit
hiicrelerinin fagositik aktivitesi artarak canli bakteri sayisinda belirgin bir diisiis belirlendi.
Sonug¢: Calismanin sonuglarina goére S. pneumoniae’ye karsi kullanilan benzilpenisilinin P.
endlicherianum ugucu yag: ile kombine kullanimi sonucu antibiyotik etkinliginin arttig1 ve
boylece bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesi engellenerek etkin bir tedavi
saglanabilecegi gosterilmistir.
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Pelargonium endlicherianum’un sinerjik potansiyeli

Synergic potential of pelargonium endlicherianum fenzl. essential oil
and penicillin combination against streptoccus pneumoniae

Abstract

Aim: The main aim of the study is to combine Pelargonium endlicherianum essential oil with
benzylpenicillin used in the treatment of infection, revealing the antimicrobial effect against S.
pneumoniae in human in vitro experimental model and its functions on human leukocyte cells.
Method: The antimicrobial effect of the use of P. endlicherianum essential oil combined with
benzylpenicillin against Streptococcus pneumoniae was demonstrated using agar diffusion
technique and its phagocytic functions on leukocyte cells in an in vitro cell assay model using the
human leukocyte cell WBC 264-9C ATCC HB-8902. Bactericidal effect of essential oil and antibiotic
combination was dynamically detected by the method of Time Kill assay, was analyzed by U.V
spectrophotometer and morphologic images was analysed by scanning electron microscopy.
Results: A reduction in the number of viable cells was observed at 24 hours after treatment, when
the drug combination was compared only with essential oil treatment. In essential oil + antibiotic
combination, synergism was observed between essential oil and antibiotic, and the phagocytic
activity of leukocyte cells increased, and a significant decrease in the number of live bacteria was
determined. Conclusion: According to the results, the use of benzylpenicillin, which are used in
infection treatments, together with a phytochemical P. endlicherianum essential oil, increases the
effectiveness of antibiotic and thus, it has been shown that an effective treatment can be achieved
by preventing bacteria from developing resistance to antibiotics.

Keywords: Pelargonium endlicherianum Fenzl, essential oil, benzylpenicillin, antimicrobial
activity

Giris altinda bir yan etki ortaya ¢iktiginda bunu
belirli bir antibiyotige baglamak zordur; bu
nedenle tiim antibiyotiklerin kesilmesi
hastanin tedavi siiresinin uzamasmna ve
maliyetin artmasina neden olmaktadir. Bu
hem zaman kaybettirir hem pahalidir hem de
hastanin tedavisini geciktirmektedir.
Ornegin vankomisin ve aminoglikozit
kombinasyonu daha sik enjeksiyon ve serum
diizeyi takibi gerektirir. Nefrotoksisitenin
yakindan takibi ve isitme vb. muayeneler de
tedavinin maliyetinde artisa neden olur.12
Antibiyotiklere direngli bakterilerin artisi
ilag direngli bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarda tedavinin basarisizligina yol

Gilinimiizde bakteriyel enfeksiyon
tedavilerinde antibiyotik kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Ancak kombine antibiyotik
tedavisi sadece maliyetin artmasina neden
olmaz, ayni zamanda uygun olmayan
antibiyotik kombinasyonlar: kullanildiginda,
beklenen terapotik yarar saglanamadigi gibi,
istenmeyen etkilerin goriillmesine de neden
olur. Kombine antibiyotik tedavisi sirasinda
normal flora daha fazla inhibe olur ve
direncli mikroorganizmalarin
kolonizasyonunda artis go6zlenir, c¢ogul
direngli Gram-negatif ¢omaklar ortaya

¢ikabilir.1-3 Kombinasyon tedavisi sirasinda
olusan siiper enfeksiyonlar tek ajanla
olusandan c¢ok daha fazladir. Bu nedenle
antibiyotik tedavisi mimkiin oldugu kadar
dar spektrumlu olmaldir.4 Kombine
antibiyotik tedavisi antibakteriyel ajanlarin
toksik yan etki goriilme riskini de artirir.
Ornegin aminoglikozidlerin, vankomisin,
sefalotin veya Uclinci kusak
sefalosporinlerle kombine edilmesi
nefrotoksisite riskinin artisina neden olur.2
Ote yandan, kombine antibiyotik tedavisi
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acmaktadir. Bu nedenle, bakteriyel
enfeksiyonlarla ~ micadelede  alternatif
stratejilere ihtiya¢ vardir. Bu calisma ile P.
endlicherianum tiriinden elde edilen ucucu
yagin bakteriyel menenjit tedavilerinde
siklikla kullanilan penisilin ile kombine
edilmesi, antibiyotik ile ugucu yagn
fizikokimyasal etkilesimlerle birlikte hareket
ederek S. pneumoniae’'ye Kkarsi direng
mekanizmalarin1 inhibe etmesi saglanarak
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antibiyotik kullanimini azaltmak miimkiin
olabilmistir.

Literatiirde ugucu yaglar ile
antibiyotiklerin =~ kombine  kullaniminin
sinerjistik etki gostererek
mikroorganizmalar iizerinde antibakteriyel
etkisini  artirdifi  rapor  edilmistir.5-7
Gilinlimiizde dogal kaynakl triinlere ilginin
artmasiyla bilimsel alanda bu yo6ndeki
calismalar da hiz kazanmistir. Ugucu yaglar,
eski caglardan giliniimiize kadar kullanila
gelen aromatik karisimlardir. Koku, tat
maddesi olarak kullanimlarinin disinda
farkl biyolojik aktiviteleri nedeniyle saglik
alaninda da kullanimlar1 bulunmaktadir. Bir
¢ok  Pelargonium tird, hibritleri ve
bunlardan elde edilmis kiiltiirleri ugucu yag
treten kokulu yapraklara sahiptirler.t
Pelargonium ugucu yag1 Geranium oil olarak
bilinir ancak yag eldesinde kullanilan
tiirlerin tamami Pelargonium’dur. Geranium
ucucu yaginin aromaterapide; premenstrual
gerginlik ve menopozal problemlerde,
lenfatik  sistem ve immiin  sistem
stimulasyonunda, dolasim problemleri,
hemoroit ve flebit, bogaz agrisi, tonsilit,
astim, asirt mukus salgillanmas1 gibi
durumlarda kullanimi mevcuttur.®
Ulkemizde yetisen P. endlicherianum
lizerinde toprak ustii kisimlarinin kimyasal
analizi ve c¢esitli biyolojik  aktivitesi
gosterilmistir.10-12

Literatirde  P. endlicherianum
koklerinden elde edilen metanol ve etanol
ekstrelerinin bazi mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisi bildirilmistir.13 Fakat
bu tiirden elde edilen ucucu yaglarin patojen
mikroorganizmalar tizerinde inhibe edici
etkisine yonelik bir calismaya
rastlanmamustir. P. endlicherianum tiiriinden
elde edilen toprak iistl kisimlara ait ugucu
yagin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmamis
olup, tiirtin ugucu yagmnin penisilin ile
kombine kullanimi sonucu S. pneumoniae’ye
kars1 antimikrobiyal etkisi ve bu ugucu yag
ile kombine olarak kullanilan penisilinin
insan 1okosit hiicrelerinde fagositozu nasil
etkilediginin tespiti bu calisma kapsaminda
amaglandu.

Yontem

Bitkisel Materyal
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Calismamizda P. endlicherianum
2015 yilinin Temmuz ayinda Kayseri ilinin
Develi ilgesinden toplanmistir. Bitkinin
herbaryum 6rnegi Erciyes Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu’'nda
saklanmaktadir (Bitki toplayici no: GK-
1003).

P. endlicherianum fenzl. ugucu yag eldesi

P. endlicherianum toprak isti
kisimlarindan Avrupa Farmakopesine gore
Clevenger apareyinde hidrodistilasyon
yontemi ile ugucu yag elde edildi. Bitkinin
toprak istii kisimlar1 100 g tartilarak
Clevenger apareyinde 2 litrelik balona
yerlestirilip tizerine balonun 2/3'line kadar
su ilave edilip 3 saatlik distilasyona tabi
tutuldu.

Bakterti kiilttiriintin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan S.
penumoniae ATCC 49619, Amerikan tipi
kiltiir koleksiyonundan (ATCC) temin edildi.
S.  pneumoniae Clinical & Laboratory
Standards  Institute  (CLSI)  onerileri
dogrultusunda Brain Heart Infusion Agar
(BHA) besiyerine ekilerek 24 saat %5°lik CO;
ortam sartlarinda {retildikten sonra
bulanikligt McFarland 0.5 olacak sekilde
ayarlanmistir.14

MIK degerlerinin belirlenmesi

Ucucu yagin dahil oldugu
kuyucuklarin spektrofotometre degerleri
O0lcim yapilan aralikta standart bir sonug
vermedigi icin mikrodiliisyon yodntemi ile
minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK)
ve minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) c¢alismalarinda antimikrobiyal etki
tespit edilemedi ve ¢alismanin bu
basamaklarina agar difiizyon teknigi
kullanilarak devam edildi. Antibiyotik
baslangi¢c konsantrasyonlar1 EUCAST klinik
simir deger tablosuna gore iki st
konsantrasyonlar secilerek diliisyonlar:
yapildi.14.15

Zamana bagl 6ldiirme yéntemi

Zamana baglh azalma icin farkl
zamanlarda canl bakteri sayimi yapildi.
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Kontrol tiipii ve antibiyotik/ ucucu yag/
antibiyotik+ucucu yag iceren tiipleri bakteri
ile inokiile edildikten sonra 0, 3, 6, 12 ve 24.
saatlerde oOrnekleme yapildi. Calisilan
saatlerde her konsantrasyon icin farkl
diliisyonlarla ekim yapilarak ve koloniler
saylldi.6  Deney iki tekrarli  olarak
gerceklestirildi.

Ugucu yag+antibiyotik kombinasyonu ile
inkiibasyon

Mc Farland 0,5 bulanikligina gelen
bakteri siispansiyonu kombinasyonlari
olusturulan ucucu yag ve antibiyotik tek
baslarina ve MIK degerlerine gére her bir
kombinasyonla, 372C’'de galkalayici ettivde 2
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
antibiyotik ve ugucu yag kombinasyonu
uzaklastirilldi. Daha sonra bakteri sayisi
mililitrede koloni olusturan birim olarak
(kob/mL) 5x107’ye ayarlandu.

Lékosit hiicrelerinin aktivasyonu

In vitro 16kosit hiicresi modeli olarak
WBC 264-9C ATCC HB-8902 insan lokosit
hiicreleri kullanildi. WBC 264-9C hiicreleri
37°C sicaklikta, %5 karbondioksit igeren
steril inkiibatorde kiiltiire edildi.16

WBC 264-9C ATCC HB-8902 insan
l6kosit  hiicreleri ~ (1x107  hiicre/ml)
slispansiyonun lzerine yaklasik 2x107
bakteri icerecek sekilde bakteri
stispansiyonu ilave edildi sonra tiipler,
372C'de su banyosunda inkiibe edildi.
Lokositlerin antibiyotikle muamele edilmis
ve edilmemis, deney ve kontrol bakterilerini
6ldiirme miktarini bulmak i¢in, 0., 2., 4., 8. ve
12. saatlerde tiiplerden o6rnek alinip
patlatilip diliie edilen 16kositler Brain Hearth
Infusion Agar (BHA) besiyeri ylizeyine ekildi
ve 372C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
koloniler sayilarak, mL’'deki bakteri sayilari
bulundu.17.18

Dis membran gecirgenliginin belirlenmesi

Ucucu yagin tek basina ve antibiyotik
kombinasyonlari ile kullanildiginda
bakteriyel dis membrandaki gecirgenligi
Hemaiswarya ve Doble ve Marri ve ark.
metodlarina gore tespit edildi.1920 Sodyum
Dodesil ~ Siilfat  (SDS)  %0.1  nihai
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konsantrasyonda kullanildi. SDS’in yol actig1
ani hiicresel 6ltim belli araliklarla (0, 5., 10.,
30. ve 60. dakika) UV-vis spektrofotometre
ile 625 nm’de tespit edildi.¢

Taramali elektron mikroskobu

Ucucu yagin tek basina ve antibiyotik
ile  kombine kullanimimin  bakteriler
lizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla
bakteri hiicreleri BHB Dbesiyeri iginde
372C'de 16 saatlik inkiibasyondan sonra
taramali elektron mikroskobunda (SEM)
gozlendi.

Istatiksel yontemler

Coklu gruplarin karsilastirilmasi ve
sinerjetik etkinin tayini i¢in sirasiyla tek
yonlii ANOVA ve post hoc testleri yapilmis n
sayist 5’ten az oldugu icin Benferroni
diizeltmesi yapilarak Tukey biweight testi
uygulandi. ikili gruplarin
karsilastirilmasinda (Time Kill Yontemi) i¢cin
Wilcoxon testi ile analiz edildi. Lokosit tayini
icin hastaliklara gore gruplar Freidman Testi
kullanilarak karsilastirildu.

Bulgular

Minimum inhibitér konsantrasyon (mik) zon
degerleri

S. pneumoniae penisiline karsi
duyarhdir. MIK siir degeri 0.5 mg/L olarak
tespit edildi. Ugucu yagin S. pneumoniae’ye
kars1 MIK degeri 20 mg/mL, zon degeri 9+0
mm, penisilinin MIK degeri 0.5 pg/mL zon
degeri 14+x0 mm olarak tespit edildi.
Penisilinin ucucu yag ile kombine
kullanilmasi ile MIK degeri 0.125 pg/mlL,
MIK zon ¢ap1 11+0 olarak tespit edildi (Tablo
1).

Zamana bagh éldiirme yontemi

Zamana bagh oldiirme ¢alismasinda
ucucu yag ile penisilin arasindaki sinerjistik
etkilesim gozlendigi veriler Sekil 1’de
gosterildi. Zamana baghh canl bakteri
sayisindaki azalmanin tespitine yonelik
yapilan bu calismada penisilin ve ugucu yag
+ penisilin gruplar arasinda anlamh fark
bulundu (p=0.002). Tedavi sonrasi 24.
saatte, ila¢c kombinasyonu sadece ugucu yag
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tedavisi ile karsilastirildiginda, yasayabilir
hiicre sayisinda azalma oldugu gozlendi.
Buna Kkarsilik, tek basina olan ilag
tedavisinin, hiicre sayilarini etkili bir sekilde
azaltmadig gorildii.

Lokosit hiicrelerinin aktivasyonu

P. endlicherianum ugucu yaginin
insan lokosit hiicrelerinin fagositik aktivitesi
tizerindeki dogrudan etkisini arastirmak
icin, bu yagin tespit edilen MIK degeri
penisilin ile kombine halde verilerek in vitro
fagositik aktivitesi test edildi. Penisiline
onceden maruz kalma ile belirlenen lokosit
hiicrelerinin bakterisit aktivitesinin
glclendirilmesine iliskin veriler Tablo 2'de
verildi. Antibiyotik ve antibiyotik+ucucu yag
tedavisi insan l6kosit hiicrelerinin kontrol
degerleri ile karsilastirildiginda fagositik
aktivitesini anlamli bir gsekilde artirdig:
gorildi (p<0.022). S. pneumoniae’ya karsi 4.
saatten itibaren penisilin+tucucu yag
kombinasyonusadece penisilin uygulanan
grup ile kiyaslandiginda 16kosit hiicrelerinde
fagositik  aktiviteyi artirdigt  gozlendi
(p<0.001). Test edilen ugucu yag+penisilin
kombinasyonunda ugucu yag ve penisilin

arasinda  sinerjizm  gozlendi, lokosit
hiicrelerinin fagositik aktivitesi artarak canh
bakteri sayisinda Dbelirgin bir diists
belirlendi (p<0.050).

Dis membran gegirgenligi

SDS’in yol actig1 ani hiicresel 6limii
tespit etmek amaciyla belli araliklarla (0, 5.,
10.,, 30. ve 60. dakika) absorbanslar
arasindaki farkliliklar Tablo 3’de gosterildi.
En az 61iim sadece SDS’in kullanildig1 kontrol
gruplarinda gorildi (p<0.001). Penisilin ile
ucucu yag kombinasyonunun S. pneumoniae
icin daha etkili membran hasar1 sagladigi
goriildi (p<0.001).

Taramali elektron mikroskobu

Elektron mikroskobu sonuglari,
ucucu yag ve antibiyotik kombinasyonu ile
muameleden sonra S. pneumoniae lizerinde
ayrintili  hiicre hasarin1  goéstermektedir
(Sekil 2). Taramali elektron mikrografisi,
ucucu yag ile muamele edilen genel bakteri
hiicre ylizeyinin, ucucu yag ile muamele
edilmemis bakteri hiicrelerinden yapisal
olarak onemli 6l¢iide farklilik gostermistir.

Tablo 1. Penisilin ve penisilin+ugucu yag kombinasyonunun S. pneumoniae’ye kars1 MIK zon

degerleri
Penisilin Zon ¢ap1 Ucucu yag Zon gap1 *Penisilin + Zon gap1
(ng/mL) (mm) (mg/mL) (mm) ugucu yag (mm)
16 21+0 80 16.5+1.5 4 260
8 18.5%0.5 40 12.5+0.5 2 22+0
4 15.5+0.5 20 9+0 1 19+0
2 14.5+0.5 10 - 0.5 17+0
1 14+0 5 - 0.25 14+0
0.5 1440 2.5 - 0.125 110
0.25 - 1.25 - 0.06 -
0.125 - - - 0.03 -

*Penisilin+ucucu yag kombinasyonundaki antibiyotigin konsantrasyon degeri verilmistir. pg/mL:

mikrogram/mililitre, mm: milimetre, mg: miligram
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Sekil 1. Ugcucu yag, penisilin ve her ikisinin kombinasyonunun S. pneumoniae’ye kars1 Zamana
baglh 6ldiirme analizi

“Penisilin ve ugucu yag + penisilin uygulanan gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur
(p=0.002).

Tablo 2. Lokositlerin penisiline maruz kalan S. pneumoniae tizerine fagositik etkisi

Lokositler ile inkiibasyon Kontrol Penisilin (log *Penisilin + Ugucu
ve zaman (saat) (log kob/mL) kob/mL) yag (log kob/mL)

0 6.94+0.10 6.88+0.10 6.28+0.94

2 6.88+0.10 6.64+0.10 5.86+0.47

4 6.94+0.10 5.60+0.10 ¥2.34+0.26

8 2.89+0.19 2.70+0.30 0.65+0.00

12 2.17+0.00 1.30+£0.30 0.00+0.00

log kob/mL:1 mililitrede logaritmik canl sayisi

*p<0.022; Kontrol ile kiyaslandiginda, ¥p<0.001; Penisilin ile kiyaslandiginda.
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Tablo 3. Ugucu yag, penislin ve ugucu yag+penisilin kombinasyonu tarafindan S. pneumoniae’nin
membran gecirgenliginin azaltilmasi

OD625= SD (n=3)

Zaman (dk) 0 5 10 30 60

S. pneumoniae

(Kontrol)

%0.1 SDS ile 0.31+0.010 0.31+0.005 0.31+0.01 0.31£0.012  0.32+0.011
%0.1 SDS ilavesiz 0.30£0.007 0.30+£0.006 0.29#0.010  0.31+0.002  0.31+0.008
Ucucu yag

(20mg/L)

%0.1 SDS ile 0.294£0.008 0.29+0.018 0.28+0.018  0.28+0.025  0.26%0.031
%0.1 SDS ilavesiz 0.294£0.003 0.28+0.010 0.28+0.017  0.27+0.024  0.25%0.033
Penisilin (0.5 mg/L)

%0.1 SDS ile 0.31+0.006 0.29+0.006 0.26+0.011  0.25%x0.002  0.24+0.004
%0.1 SDS ilavesiz 0.30£0.002 0.29+0.006 0.28+0.003  0.27+£0.020  0.24+0.008
*Ucucu yag

+Penisilin

%0.1 SDS ile 0.28+0.003 0.26+x0.010 0.26+£0.007  0.24+0.005  0.22+0.007

%0.1 SDS ilavesiz 0.28+0.009 0.26+0.003  0.28+0.006  0.24+0.006  0.22+0.003

OD: Optik dansite, Dk: Dakika, mg/L: miligram/Litre
*p<0.001; Penisilin ile kiyaslandiginda.

DT=2400W WO« TCmm Mage SIOKX SpwAssty &2 SLOOM

DT-XIEW WOeISre  Vege JNOOKX SpwAszzy 09SO

Sekil 2. Taramali elektron mikroskobu altinda S. pneumoniae (A) islemsiz hiicreler (kontrol), (B)
P. endlicherianum ugucu yag1 (%0.012 (v/v)), (C) penisilin (500 pg/mL) ve (D) ugucu yag (%0.012
(v/v) + penisilin (500 pg/mL)
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Tartisma

P. endlicherianum ugucu yaginin
GK/KS sistemi ile analiz edildigi baska bir
calismamizda, ugucu yagin ana bilesenleri 3-
burbonen (%15.5), 2-feniletil-2-metilbutirat
(%10.5), hekzahidrofarnesil aseton (%7.7),
a-pinen (%58), germakren D (%5.3) ve B-
pinen (%5.1) olarak tespit edilmistir.12
Ulkemizde yetisen P. endlicherianum
lizerinde toprak tstii kisimlari ile yapilmis
baska bir calismada ucucu yagda germakren-
D, B-karyofillen, T-kadinol, a-karyofillen, a-
pinen, [-pinen ana bilesenler olarak

bulunmustur.10 Calismamizda, P.
endlicherianum’dan elde edilen ugucu yag S.
pneumoniae’ye karsi onemli bir

antibakteriyel aktivite sergilemistir. Bu
antimikrobiyal aktivite ve kimyasal bilesim
arasindaki korelasyon, test edilen ugucu yag
aktivitesinin yiiksek konsantrasyonda o-
pinen ve [-pinen gibi monoterpen
hidrokarbonlarin ~ varhigr  ile  iligkili
olabilecegini gdstermektedir. Ucucu yagin
antimikrobiyal aktivitesine katkida bulunan
a-pinen ve [-pinen hidrokarbonlarinin
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri ile
B-burbonen ve germakren D  gibi
seskiterpenlerin ve monoterpenlerin
bakteriyostatik  aktiviteleri literatlirde
gosterilmistir.21-2¢ Daha 6nceki ¢calismamizda
elde edilen P. endilcherianum ugucu yaginin
baz1 antibiyotikler ile kombine kullanimi
Klebsiealla pneumoniae’ye karsi sinerjistik
etki gostererek bakteri iizerinde
antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.12

Geri doniisii olmayan zar hasarinin,
ucucu yag bilesenlerinin birikmesinden
dolay1 hiicre zarinin asitlenmesi ve protein
denatiirasyonundan  kaynaklandigr ileri
stirilmektedir.25 ve bu hipotez, bu ¢alismada
dis membran gecirgenligi testinin sonuglari
ile desteklenmistir.

Antibiyotigin konake¢i savunmasi ile
etkilesimi veya 6n maruz kalma sirasinda
bakteriyel hiicre yiizeyindeki degisiklikler
mikroorganizmalar1 fagositoza ve hiicre ici
oldiirmeye karsi daha duyarl hale getirerek
l6kosit hiicrelerinin fagositik aktivitesini
destekleyebilir.26
Belirli bir antibiyotigin yaygin kullanimina
cevap olarak direncli bakteriyel suslar ortaya
cikmaktadir. Baslica ve spesifik direng
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mekanizmalarinin tespiti, bilim insanlarina
yeni terapoétiklerin gelistirilmesine ydnelik
stratejiler hakkinda bilgi saglamaktadir.
Enfeksiyon etkeni bakterilerde
antibiyotiklerin etkinligini arttirmak icin,
antibiyotiklerin diflizyonunu artiran ve
bakteriyel membran bariyerini atlayan
yontemleri arastirmak ve incelemek gerekir.
Bu c¢alismada, penisilinin S. pneumoniae
tizerinde etki mekanizmasi P.
endlicherianum’dan elde edilen ugucu yag ile
kombine edildiginde daha da genisletilmis ve
penisilin  etkinliginin  arttirilmas1 ile
sonu¢lanmistir. Yapilan c¢alismalarda, dis
membran gecirgenlik testinin sonuclari, dis
zar bariyerinin, ugucu yagin varlig1 ile
bozuldugunu ve antibiyotiklerin, sitoplazmik
membranin dis yiizeyinde lokalize olan
penisilin baglayici proteinlere (PBP'ler)
baglanma etkilerini 6nemli 6l¢lide arttirdigi
ortaya koymustur.2?

Penisilinin tek basina yliksek
konsantrasyonlari, hiicrelerde SDS akini

olmasina ragmen dis membran
gecirgenligini artirmamistir ve bu nedenle,
beta-laktam  antibiyotiklerin  hidrofilik

dogas1 nedeniyle, Optik Dansisite (OD)
okumalar1 bu deney boyunca 6nemli 6lciide
azalmamistir (p>0.05). Bakteriyel hiicre
zarlarinin ~ 6limcill yaralanmasi, hiicre
gecirgenligini bozabilir ve bu nedenle, zarin,
osmoz yetenegini etkileyebilir.28 SDS,
kimyasal yapisi nedeniyle bakterilerin
sitoplazmik membranini kolayca ¢ozer,
ancak bu ¢alismada kullanilan %0.1 SDS ile
muamele, penisilin ve/veya ugucu yagin
%0.1 SDS olmadan yapilan kontrolleri ile
karsilastirildiginda herhangi bir 6nemli litik
etkiye neden olmadig1 gosterilmistir.
Bununla birlikte, SDS'ye uzun siire maruz
kalmanin bir sonucu olarak olasi hiicre litik
reaksiyonunu onlemek icin bu deneyin
siiresi 60 dakika ile simirlandirilmistir.
Inhibitér konsantrasyonun da ki ugucu yag
bakteriyi SDS’e karsi hassaslastirmistir. Bu
bulgular, P. endlicherianum ugucu yaginda
bulunan ana bilesenlerden olan burbonen ve
gemakren D gibi seskiterpenlerle yapilan
calismalarla biiyiik 6l¢ide uyum igindedir;
Seskiterpenoitler, ekzojen antimikrobiyal
bilesiklere duyarlilign ve bakteri membran
gecirgenligi arttirarak bakteri hiicre zarinin
bozulmasinda rol oynamaktadir.2® Diger
hiicresel yapilar da hiicre zar1 bozulmasi
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nedeniyle bakteriyel hiicre duvar lizizine
neden olur, ardindan hiicre i¢i yogun madde
kaybi gerceklesir.30

Ucucu yaglarin ¢cok cesitli polifenol ve
terpenoitleri icerdigi bilinmektedir. Bu
fenoller, yiiksek lipofilik 6zellikleri nedeniyle
protein veya glikoproteinler gibi farkl
molekiiler yapilara gi¢li bir baglanma
afinitesine sahiptir. Bu nedenle, hiicre
membranlart  i¢cin  biiyiikk  egilimlere
sahiptirler ve hiicre duvarlarinin icinden
niifuz etme potansiyeli gosterirler, bu da
hiicre iceriginin sizmasina neden olur.3!
Genel olarak, ucucu yaglar gram negatif
bakterilere kiyasla gram pozitif bakterilere
karsi daha etkilidir.3233

Taramali elektron mikrografisinde
gozlenen letal etki zar yapisinin
bozulmasindan kaynaklaniyor olabilir ve
daha o6nceki c¢alismalar bu hipotezi
desteklemektedir.3435 Ucucu yag ve penisilin
ile kombine edilen hiicreler, boyut ve sekil
degisiklikleri ile briit hiicre hasar
gostermistir. Ancak taramali elektron
mikroskobu ancak kalitatif bir gozlem
saglayabilir. Kontrole kiyasla degisikliklerin
biytikligi hakkinda bir 6lciim saglamaz;
bunun yerine, hiicrenin fizyolojik durumuna
fiziksel olarak zarar verdiginin kanitidir.

Bu calismada, P. endlicherianum
ucucu yaginin antibiyotiklerle birlikte
kullanilmasinda menenjit etkeni bakteriyel
enfeksiyonlara karsi yeni tedavi yontemi
olarak kullanilabilirligi tespit edilmigtir.
Ucucu yagin oOnerilen ana etki sekli hem
oldiricu hem de olimciil
konsantrasyonlarda bakteri zarinin
parcalanmasi ve ardindan antibiyotigin
bakteri hiicresi icine 06zgli olmayan
hareketliliginin artirtlmasidir. Calismamizin
sonuglar1 ucucu yagin sadece membran
gecirgenlestirme aktivitesine degil, ayni
zamanda insan l6kosit hiicrelerinde fagositik
aktiviteye de sahip oldugunu gdstermistir.
Ugucu yagin heterojen bilesimi géz oniline
alindiginda, etki tarzinin burada
gosterilenden daha karmasik  olmasi
muhtemeldir. Bu bakis acisina gore, etki
mekanizmalar1 hakkinda edinilen bilgiler
sinirlh  olmakla birlikte, bu bilesiklerin
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmis
mikroorganizmalarin elimine edilmesinde
kullanilabilirligi tizerine yogunlasmak ve s6z
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konusu mekanizmalar1 anlamak icin daha
fazla arastirmaya ihtiya¢c duyulmaktadir.
Menenjit tedavilerinde kullanilan giincel
antibiyotiklerle birlikte terapotik bir secenek
olarak kullanilmak iizere ucucu yagin pratik
uygulamalarini  dogrulamak icin  ¢ok
onemlidir. Ugucu yaglar ile yapilan in vitro
calismalar sinerjistik etkili olduklarim
gostermesi acisindan umut verici olmasina
ragmen, insan vicudundaki bu dogal
Urlinlerin ve olast olumsuz bitki-ila¢
etkilesimlerinin, stabilite, segicilik ve
biyoyararlanimlarinin arastirilmasi
gerekmektedir.

Tesekkiir

Bu calismada, 2165666 projesine mali destek
sagladig icin Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu'na (TUBITAK) tesekkiir
ederiz. Calismamiza istatiksel olarak destek
saglayan Eda Merve Kurtulus’a tesekkiir
ederiz.

Yazar Kkatkisi: Berrak Dumlupinar:
Minimum inhibisyon konsantrasyon tespiti,
Time Kill, dis membran gegirgenligi, taramali
elektron miksroskop tayini ile lokosit
hiicrelerinin fagosotik aktivitesinin
tayininde katki saglamistir. Gokce Seker
Karatoprak: Calismada bitkisel materyalin
temin edilmesi ve bitkiden ucu yag elde
edilmesi ile Lokosit hiicrelerinin fagosotik
aktivitesinin tayininde katki saglamistir.

Cikar catismasi: Makalemiz ile ilgili
yazarlar arasinda ¢ikar catismasi
bulunmamaktadir.

Mali destek: Bu cgalisma, Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan mali desteklenmistir.
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