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0z
Diinyada yaygin olarak bulunan Acanthamoeba tiirleri, serbest yasayan amipler olup, 6zellikle kontakt
lens kullananlarda ve minor kornea travmalarinda Acanthamoeba keratiti (AK) olarak bilinen ve korlige
yol acabilen enfeksiyonlara neden olmaktadir. Giiniimiizde AK olgularinin tedavisinde antifungaller ve
antiseptiklerden yararlanilmakta, ancak tedavi siresinin uzun olmasi ve buna bagl yan etkilerin ortaya
cikigi, kronik enfeksiyonlarda gozlenen kist formlarinin ilaglara direncli olusu gibi sorunlarin ortadan
kaldinlmasi icin alternatif ilaglara ihtiyac duyulmaktadir. Yapilan calismalar, bazi bitkisel ekstrelerin
ve bitkisel kaynakli ucucu yadglarin Acanthamoeba spp. Uzerine etkili olabilecedini gostermektedir.
Bu calismanin amaci, Lamiaceae ailesinde yer alan Mentha x piperita L. (nane), Melissa officinalis L.
(ogulotu) ve Ocimum basilicum L. (feslegen) bitkilerine ait ucucu yaglarin Acanthamoeba castellanii kist
ve trofozoitleri Uzerindeki etkilerinin in vitro olarak arastinimasidir. Calismada kullanilan A.castellanii
T4 genotipi, cevreden en sik izole edilen, AK ve graniilomat6z amibik ensefalite neden olabilen bir
tirdir. Amibisidal aktivitenin belirlenmesinde, Neo-Clevenger tipi distilasyon diizenegi ile elde edilen
Mentha x priperita L., Melissa officinalis L. ve Ocimum basilicum L. ucucu yaglar kullanilmistir. in vitro
deneyler 96 cukurlu mikroplaklarda gerceklestirilmis; ucucu yag diltsyonlarinin (izerine kist ve trofozoit

iletisim (Correspondence): Ceren Ergiiden, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, 35340
Balcova, Izmir, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 232 412 4548, E-posta (E-mail): cerenerguden@hotmail.com




Melissa officinalis L., Mentha x piperita L. ve Ocimum basilicum L.
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sollisyonu eklenerek, kistler icin 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1.25 pg/ml’lik, trofozoitler icin ise 10, 5, 2.5, 1.25,
0.625 ve 0.313 pg/ml’lik son konsantrasyonlar elde edilmistir. Plaklar, 30°C'de 1, 6, 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibe edilmis ve bu siireler sonunda amip formlarinin canliig, tripan mavisi ile boyanarak 11k
mikroskobu ile degerlendirilmistir. Calismada, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, her bir ugucu yagin
A.castellanii kist ve trofozoitleri tizerinde doza ve siireye bagimh olarak artan amibisidal etki gosterdigi
belirlenmistir. Kullanilan ugucu yaglarin etkinligi degerlendirildiginde, kist ve trofozoit formlari icin en
yiiksek letal etkinin Melissa officinalis ile olustugu, bunu Mentha x piperita ve Ocimum basilicum’un izledigi
belirlenmistir. Calismamizda, A.castellanii kistlerinin ucucu yadlara karsi duyarliigi, beklendigi tizere
trofozoitlerden daha disiik bulunmustur. Melissa officinalis ve Mentha x piperita ugucu yadlar icin en
yuiksek konsantrasyonda (40 pg/ml) %100 oldurici etkinin gorildigl, buna karsin Ocimum basilicum
ucucu yaginin 72 saat sonunda ve en yiiksek konsantrasyonda (40 ug/ml) bile kistlerin ancak %63.3’Unii
oldurebildigi saptanmistir. Sonug olarak, Acanthamoeba spp. kist ve trofozoitlerine karsi Mentha x piperita,
Melissa officinalis ve Ocimum basilicum bitkilerinden elde edilen ucucu yag aktivitelerinin incelendigi bu
ilk calismanin verileri, bu bitkilere ait ucucu yaglarin Acanthamoeba spp. enfeksiyonlarinin tedavisinde
gelistirilebilecek yeni ve alternatif dogal urtinler olabilecegini dustindiirmektedir.

Anahtar sézciikler: Acanthamoeba; Melissa officinalis; Mentha x piperita; Ocimum basilicum; ugucu yag.

ABSTRACT

Acanthamoeba species are free living amoeba found widely all over the world. They are responsible
for Acanthamoeba keratitis (AK), an infection which is especially seen in contact lens users and after
minor corneal traumas, that may lead blindness. At present, antifungals and antiseptics are used for the
treatment of AK cases, however, some problems such as long treatment periods and the occurrence of
side effects, resistance of cyst forms against drugs, emphasize the need for new drugs. There are some
published studies that pointed out the effectiveness of plant extracts and essential oils on Acanthamoeba
spp. The aim of this study was to investigate the in vitro effects of essential oils of Mentha x piperita L.
(peppermint), Melissa officinalis L. (lemon balm) and Ocimum basilicum L. (basil) belonging to Lamiaceae
family, on the cysts and trophozoites of Acanthamoeba castellanii. The strain used in our study, namely A.
castellanii T4 genotype, is the most frequently isolated amoeba from environment and also the causative
agent of AK and granulomatous amebic encephalitis. For the determination of amebicidal activity, essential
oils obtained from Mentha x priperita L., Melissa officinalis L. and Ocimum basilicum L. by Neo-Clevenger
type of distillation apparatus have been used. In vitro experiments were performed by using 96-well
microplates. Cyst and trophozoite solutions were added on the essential oil dilutions to obtain the last
concentrations of 40, 20, 10, 5, 2.5 and 1.25 pg/ml for the cysts, and 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 and 0.313
ug/ml for the trophozoites. After the incubation of microplates at 30°C for 1, 6, 24, 48 and 72 hours,
the viability of parasitic forms were evaluated under the light microscope followed by staining trypan
blue. It was found that, each essential oil showed amebicidal effect on A.castellani cysts and trophozoites
dependent on dosage and time, when compared with the control group, The maximum lethal effect
occured with Melissa officinalis followed by Mentha x piperita and Ocimum basilicum, respectively. In our
study, susceptibility of A.castellanii trophozoites to essential oils were more than the cysts, as expected.
The essential oils of Melissa officinalis and Mentha x piperita showed 100% lethal effect at their highest
concentrations whereas the essential oil of Ocimum basilicum showed only 63.3% lethal effect on cysts
after 72 hours at the highest concentration (40 pg/mL). The results of this first study investigating the
activities of essential oils extracted from Mentha x piperita, Melissa officinalis and Ocimum basilicum against
Acanthamoeba spp. cysts and trophozoites, have suggested that, these essential oils could be potential
novel and alternative natural products for the treatment of Acanthamoeba spp. infections.

Keywords: Acanthamoeba; Melissa officinalis; Mentha x piperita; Ocimum basilicum; essential oils.
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GiRis

Acanthamoeba turleri toprak, su ve hava gibi farkli ekolojik ortamlardan izole edilebi-
len ve bazi amfizoik tirleriyle insanlarda hastaliklara yol acan serbest yasayan amiplerdir.
Ozellikle T4 genotipindeki suslar, kontakt lens kullananlarda ve minér kornea travmala-
rinda Acanthamoeba keratiti (AK) olarak bilinen ve korliige yol acabilen enfeksiyonlara
neden olmaktadir'-2. Acanthamoeba tiirlerinin, immiin sistemi baskilanmis hastalarda
kronik seyirli ve tedavi edilmediginde 6limcil olabilen granilomatdz amibik ensefalit
(GAE)'lere neden olabildigi de bilinmektedir. Bununla birlikte bazi artrit ve rinosinizit
olgularinda, hatta kiitan6z apse ve nodiillerde de Acanthamoeba tirlerinin etiyolojik ajan
olarak tanimlandigi rapor edilmistir>.

Gunlimiizde Acanthamoeba enfeksiyonlari icin kesinlesmis, standart tedavi uygulama-
lari bulunmamaktadir. AK icin enfekte korneanin durumu, enfeksiyonun evresi, susun
patojenitesi ve klinisyen deneyimi gibi etmenler tedavide belirleyici olabilmektedir?. Pa-
razitin kist formunun mevcut ilaglara cogu zaman direncli olmasi, agresif ve kombine ilag
tedavilerini gerektirir. AK tedavisinde ilk secenek, epitelyal debritmani takiben polihek-
zametilen biguanid (%0.02’lik) ve klorheksidin (%60.02’lik) gibi katyonik antiseptikler ile
propamidin izotionat gibi aromatik diamidin kombinasyonlarinin topikal uygulanmasi-
dir. Bununla birlikte imidazol turevi antifungaller ve neomisin gibi aminoglikozidler de AK
kombine tedavilerinde tercih edilebilmektedir>3. GAE ve diger sistemik enfeksiyonlarin
tedavisi icin de tam bir konsensus bulunmamaktadir. Amphoterisin B, 5-flusitozin, stilfa-
diazin, flukonazol gibi antimikrobiyaller en cok tercih edilen ilaclar arasinda sayilabilir?.
AK tedavisinde, kombine ilaclarin giin icinde sik araliklarla uygulanma zorunlulugu ve
reenfeksiyonlari dnlemek icin bir yila kadar uzayan tedavi sireleri, hasta uyumunu zorlas-
tiran faktorlerdir. Uzayan tedavi stireclerinde, ilaca direng gelisiminin yani sira biguanidle-
rin keratositler {izerine toksik etkisinin olmasi, tedavi basarisini azaltan diger etkenlerdir®.
Tedavideki bu tir sorunlar nedeniyle, hem trofozoit hem de kistler lizerine etkili ve iyi
tolere edilebilen ilag arayislari devam etmektedir. Heniiz standart bir tedavi semasinin
olmayisi son yillarda oldukca popdiler bir konu olan bitkisel kimyasallara yonelimi artir-
mistirs.

Ulkemiz, farkli iklimsel kosullar ve jeomorfolojik yapisinin getirdigi essiz cografi yerle-
simi nedeniyle bitkisel cesitlilik agisindan Avrupa’nin en zengin Ulkesi, diinyanin ise dnde
gelen zengin iilkeleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle Lamiaceae ailesinde yer alan tiir-
ler; analjezik, anti-inflamatuar ve diger metabolik etkileri nedeniyle folklorik olarak sik¢a
kullanilan bitkilerdir. Bu grubun Uyeleri, ucucu yaglar ve diger sekonder metabolitler
bakimindan zengin olmalari sebebiyle tibbi degderi oldukca yiiksek bitkilerdir®. Bu bitki-
lerden elde edilen ucucu yaglarin hiicre membranlarindan hizli diflizyonlari nedeniyle
antimikrobiyal etkinliklerinin, ekstrelere gére daha fazla olabildigi belirtilmektedir’. Ayri-
ca ucgucu yag bilesenlerinin ortamdaki besin maddelerinin alimini engelleyebildigi, hiicre
zarinin yapisini degistirebildigi, nlkleer ve ribozomal seviyede enzim sentezini inhibe
edebildigi ifade edilmistir®. Yapilan calismalarda, Lamiaceae ailesine ait bitki ekstreleri ve
ugucu yaglarinin antiprotozoal 6zellikler gosterebildigi saptanmis’; ancak simdiye dek
bu gruba ait ugucu yaglarin Acanthamoeba turleri tizerine etkisinin incelendigi herhangi
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bir calismaya rastlanmamistir. Bu calisma, Lamiaceae ailesinde yer alan Mentha x piperita,
Melissa officinalis ve Ocimum basilicum ugucu yaglarinin Acanthamoeba spp. kist ve trofo-
zoitlerine kargi etkinliginin arastirildigr ilk calismadir.

GEREC ve YONTEM
Ucucu yaglarin eldesi

Organik kultir yoluyla Uretilen Mentha x piperita (nane), Melissa officinalis (ogulo-
tu) ve Ocimum basilicum (feslegen) bitkilerinin yapraklarinda bulunan ucucu yaglar, Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali'nda Avrupa Farmako-
penisine uygun olarak Neo-Clevenger tipi distilasyon diizenegi ile elde edildi. DMSO
(Dimetilsulfoksit) icinde homojenize edilerek T mg/ml stok konsantrasyonda ayarlanan
ucucu yaglar, kullanilincaya kadar +4°C’de karanlikta saklandi'®. Test soliisyonlari, kist
deneyleri icin PAS (Page’s amoeba saline), trofozoit deneyleri icin PYG (Peptone-Yeast
Extract-Glucose) icerisinde sulandirilarak hazirlandi. En yiiksek konsantrasyondaki DMSO
orani %2'yi gecmedi.

Acanthamoeba castellanii susu

Calismada, 2005 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Hastanesi’ne basvuran bir has-
tanin kornea kazintisindan elde edilen ve halen aksenik olarak DEU Tip Fakiiltesi Parazi-
toloji Anabilim Dali’'nda surdurilmekte olan A.castellani susu (Gen Bank no: EU266547)
kullanildi™'. Calisma icin gerekli etik onay DEU Girisimsel (invazif) Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu Bagkanhigi'ndan (Karar no: 2013/19-03) alindi.

Trofozoitler

Trofozoitler, 10 ml PYG [proteoz pepton %0.75 (w/v), maya 6ziti %0.75 (w/v) ve
glukoz %1.5 (w/v)] besiyeri iceren 25 cm? lik kiiltir siselerinde, 30°C’de inkiibe edilerek
uretildi. Logaritmik treme fazina (72-96 saat) ulasan kiltur siseleri buz tGzerinde 3-5
dakika bekletilerek trofozoitlerin ayrilmasi saglandi. Toplanan besiyeri, steril konik falkon
tuplerine alindiktan sonra 750 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve Ust sivi uzaklagtirildi.
Pellet tzerine steril PAS (12 mg NaCl, 0.4 mg MgSO,-7H,0, 0.4 mg CaCl,-2H,0, 14.2
mg Na,HPO,, 13.6 mg KHPO,, 100 ml steril distile suda) eklenerek iki kez yilkama islemi
gerceklestirildi. Dipteki pellet (izerine PYG besiyeri eklenerek son konsantrasyon 1.6x10*
trofozoit/ml olacak sekilde ayarlandi.

Kistler

Acanthamoeba kistleri, trofozoitlerin, bakterisiz NNA (Non-nutrient agar) kultir plak-
larinda, 35°C’de (g hafta inkibasyonu sonucu elde edildi. Kistlerin Gretildigi NNA kaltur
plaklarina 5-7 ml PAS soliisyonu eklenerek bistiiri yardimiyla yuzeyden dikkatli bir bicim-
de kistler kaldirildi ve 15 ml’lik falkon tiipline, pipet yardimi ile toplandi. Bu islem plak
yuizeyindeki tim kistler kaldirilana kadar tekrarlandi. Falkon tiipl 2.000 rpm‘de 5 dakika
santriflij edildi; Gst sivi atilarak kistlerin bulundugu ¢okelti PAS soltsyonu ile iki kere yikan-
di ve kist konsantrasyonu, PAS icinde 1.6x10* kist/ml olacak sekilde ayarlandi.
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Ucucu yaglarin amibisidal aktivitelerinin belirlenmesi

Tdm deneyler 96 cukurlu hiicre kilttra plaklarinda (Corning Inc., ABD) gerceklesti-
rildi. Ugucu yag diliisyonlan Gzerine ayni miktarda (100 pl) kist ve trofozoit sollisyonu
eklenerek, kistler icin 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1.25 ug/ml’lik, trofozoitler icin ise 10, 5, 2.5,
1.25, 0.625 ve 0.313 pg/ml’lik son konsantrasyonlar elde edildi. Plaklar, Gzeri parafilm ile
kapatildiktan sonra 30°C’de 1, 6, 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi. Ayni proseduir
DMSO iceren (%2) ve icermeyen kist ve trofozoit kontrol cukurlari icin de tekrarlandi.
inkiibasyon siirelerinin sonunda, her cukurdan alinan 50 pl parazit siispansiyonu ayni
miktarda %0.5'lik tripan mavisi ile karistirildi ve 10 dakika bekledikten sonra 1sik mikros-
kobunda degerlendirildi'2. Tiim testler (i¢ kez tekrarlandi ve her defasinda canli parazit
ortalamalari hesaplandi.

istatistiksel analiz

Calisma sonunda ucucu yaglarin bitkiye, doza ve uygulama siiresine bagimh etkisi
“SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Sonuclar ylizde olarak ifade
edilerek varyans analizi ile degerlendirildikten sonra Tukey testi ile karsilastirildi.

BULGULAR
Ucucu yaglarin trofozoitler iizerine amibisidal etkisi

Calismamizda, Mentha x piperita, Melissa officinalis ve Ocimum basilicum ugucu yagla-
rinin, trofozoitler tizerindeki amibisidal etkilerinin doza ve zamana bagimh olarak arttig
saptanmistir (p< 0.05) (Sekil 1). Ocimum basilicum ugucu yaginin en yiksek konsantras-
yonda (10 pg/ml) 1. saatten itibaren, 5 ug/ml konsantrasyonda ise 24 saat ve sonrasinda
trofozoitlerin %100’Unu 6ldirdigu izlenmistir. Diger konsantrasyonlarda %100 amibisi-
dal etki olmamasina ragmen inklbasyon siresiyle dogru orantili olarak oldurici etkinin
arttigi gozlenmistir. Mentha x piperita ucucu yagi, trofozoitler tizerine en yulksek konsant-
rasyonda 1. saatten itibaren etki gostermis ve tim trofozoitleri dldirmdstir. 5 pg/ml
konsantrasyonda ilk saatteki 6ldirtict etki %80.75 iken, sonraki saatlerde oldirtict etki
%7100 olarak saptanmistir. 2.5 pg/ml konsantrasyonda saptanan amibisidal etki ise ilk
saatte %43.48, 6. saatte %94.87 ve sonraki saatlerde %100 olmustur. Tum trofozoitlerin
oldiigu en dustik konsantrasyon ise 1.25 pg/ml‘dir. En diisiik konsantrasyondaki bu etki
sadece 72. saatin sonunda gozlenmistir.

Calismamizda, trofozoitler tzerine en etkili ucucu yagin Melissa officinalis oldugu be-
lirlenmistir. Melissa officinalis ugucu yag icin 5 pg/ml test dozunda 1. saatten itibaren
%100 olduricu etkinin gézlenmesinden dolayi, bu bitkide daha dustik konsantrasyonlar
(0.156-0.019 pg/ml) cahsiimustir (Sekil 1B). Melissa officinalis ugucu yagdi icin diger iki bit-
kiden farkl olarak 1.25 ve 0.625 pg/ml konsantrasyonlarda dahi 24. saat ve sonrasinda
%100 oldiricl etki gozlenmis; ancak daha diistik konsantrasyonlarindaki farklilik, kont-
rol ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p< 0.05).

Mentha x piperita, Melissa officinalis ve Ocimum basilicum ugucu yaglarinin kendi test
konsantrasyonlari arasinda ayni zaman dilimindeki etkileri degerlendirildiginde, istatistik-
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Mentha piperita
100.00
¢ 8000 |
= 6000 |
S 4000
=]
= 2000 | I
0,00 - . . . . .
10mg/mi Smg/ml 2.5mg/ml | 1.25mg/ml _U.GZSmg!ml 0.313mg/ml DMSO Besiyeri
m1saat 0.00 19.25 56.52 7743 | 7981 83.33 92.00 94,70
"6.saat 0.00 0.00 513 59.01 77.78 84.62 95.31 94.44
M24saat, 000 | 000 | 000 | 5450 7024 | 8110 9474 | 9538
m 48.saat 0.00 0.00 0.00 9.36 63.96 71.07 94.74 96.59
m72.saat| 000 | 000 | 000 | 000 4082 | 67.63 9342 | 9634
Melissa officinalis
10000
80.00 |
=
= 6000 |
c
[}
U 4000 |
B
20,00 | l
000 | : - I'
10mgfml | Smgfml  2.5mg/ml 115|ny‘m| DSISmymlDBlegfnlDlSEmgfrri ﬂl‘l?ﬂ-mgjrrl 0039mg_-‘ml 0.019mg/mi Besiyeri
mlsat | 0.00 0.00 652 063 3077 5938 | 8174 | 8485 | 9020 | 9397 9559 9558
HGsat | 000 | 000 000 | 435 1504 | a4 | 6726 | 8333 | 8278 | 9304 9688 | %2
W23t 000 0.00 000 0.00 0.00 3025 | 6341 8347 | 8352 9091 9487 | 9593
Wasat | 0.00 0.00 000 000 0.00 2830 | 5739 | 7203 | 7830 8351 9661 | 9423
m72.aa 000 0.00 000 0.00 000 | 839 | 6028 | 7188 | 7642 8000 9355 | 9423
Ocimum basilicum
100,00
x 8000
= 6000 |
c
S 4000 |
(=]
& 2000 | L
0.00 |- : . : . : :
10mg/ml Smg/ml 2.5mg/ml | 1.25mg/ml  0.625mg/ml  0.313mg/ml DMSO Besiyeri
W 1.saat 2.31 28.40 70.00 73.51 79.01 83.87 98.55 9831
 6.saat 0.00 9.33 66.87 69.10 69.27 76.02 100.00 98,54
m24.53at 0.00 0.00 38.85 66.32 67.46 74.68 95,15 91.49
W 48.saat 0.00 0.00 29.76 55.32 67.25 73.30 98.68 93.88
m72.saat|  0.00 0.00 2381 54.75 59.90 6789 | 96.20 99,36

Sekil 1. Ugucu yadlarin etkisiyle A.castellanii trofozoitlerinin canllik yiizdelerinin zamana bagli degisimi.
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sel olarak anlamli fark tespit edilmistir (sirasiyla; p=0.000, p=0.000, p=0.000). Anlamlili-
gin hangi konsantrasyondan kaynaklandigina Tukey testi ile bakildiginda, Melissa offici-
nalis icin 0.313 pg/ml ve lizerindeki konsantrasyonlar arasinda, Mentha x piperita icin 2.5
pug/ml ve Gzerindeki konsantrasyonlar arasinda, Ocimum basilicum igin ise sadece 5 ug/ml
ile Gzerindeki konsantrasyonlar arasinda anlamlilik saptanmistir (Sekil 1).

Ucucu yaglarin kistler lizerine amibisidal etkisi

Her bir ucucu yagin, kistler izerine amibisidal etkilerinin, doza ve zamana bagimli ola-
rak arttigi gozlenmistir (Sekil 2). Ancak bu etki, beklenildigi gibi, trofozoitler tizerine olan
amibisidal etkiden daha dustiktir. Ocimum basilicum’un kistler (izerinde %100 6ldirici
etkisinin olmadigi saptanmis; 1. saatteki amibisidal etki %14.3 iken 72. saatte kistlerin
sadece %63.3’Unln 6ldigu izlenmistir. Mentha x piperita ucucu yaginin, en ylksek kon-
santrasyonda (40 pg/ml) kistler izerine olduriict etkisi 1. saatte %25 iken 72. saatte
%100 olarak tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyondaki bu etki, Melissa officinalis icin
1. saatte %17.1, 48. ve 72. saatlerde %100’dir. Ayni zaman dilimindeki kistisidal 6zellik-
ler karsilastinldiginda; Mentha x piperita test konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmamistir (p= 0.124). Ancak Melissa officinalis ve Ocimum basilicum
ucucu yagdlarinin her biri icin, test konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmistir (sirasiyla; p= 0.000, p= 0.016). Anlamliigin hangi konsantrasyondan
kaynaklandigina Tukey testi ile bakildiginda; Melissa officinalis icin 40 ug/ml konsantras-
yon ile diger tiim test konsantrasyonlari arasinda, Ocimum basilicum icin ise sadece 2.5
ile 40 pg/ml arasinda anlamli farklilik saptanmistir (Sekil 2).

TARTISMA

Acanthamoeba spp. trofozoitlerinin, besince zengin, pH'nin nétral oldugu durum-
larda, uygun sicaklik ve ozmolaritede canliliklarini siirdiirdiikleri bilinmektedir'. Diger
durumlarda ise, fiziksel ve kimyasal (dezenfektan, klor, antibiyotik gibi) ajanlara kargi di-
rencli, cift tabakadan olusan kist formuna doniismektedirler'3. Trofozoitler iizerine etkili
olan ilaclarin, dokudaki kist formlarina etkisinin daha az olmasi, kronik enfeksiyonlarin
tedavisinde basarisizlia neden olmaktadir. Bununla birlikte ilaclarin uzun stre kullanil-
masi ilac direnci gelismesine yol acabilmekte, ayrica hasta uyumunu giiclestirmektedir?.
Tedavideki bu tir sorunlar nedeniyle hem trofozoit hem de kistler tizerine etkili ve iyi
tolere edilebilen ilag arayislari devam etmektedir.

Turkiye, farkli cografi ozellikleri nedeniyle birgcok bitki tiriiniin gen merkezi duru-
mundadir. Bunlarin basinda yer alan Lamiaceae ailesine ait bitki tiirlerinin antiprotozoal
Ozellikte sekonder metabolitler icerdiklerini gosteren calismalarin yaninda, bazi tiirlerinin
amibisidal aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir'*. Calismamizda kullandigimiz bitki-
lerin parazitler Gzerindeki etkinliginin incelendigi cesitli caismalar mevcuttur. Bu cals-
malarda; Mentha x piperita’nin Giardia, Melissa officinalis'in Leishmania ve Trypanosoma,
Ocimum basilicum’un ise Plasmodium tiirleri izerindeki etkinligi gésterilmistir'>-17:

Bitkisel bilesiklerin Acanthamoeba spp. Uzerine etkisini arastiran calismalarda, siklikla
metanol ekstrelerinin kullanildigi gériilmektedir. Ulkemizde de, bitkisel éziitlerin Acant-
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Sekil 2. Ugucu yaglarin etkisiyle A.castellanii kistlerinin canlilik yiizdelerinin zamana bagli degisimi.
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hamoeba izolatlan tizerine etkisini inceleyen farkl calismalar rapor edilmistir. Yapilan ca-
lismalara bakildiginda, farkh bitki tirlerinin farkli dozlarda ve farkli siirelerde Acanthamo-
eba spp. kist ve trofozoitleri lizerine etkisi saptanmistir' %819, Bununla birlikte, calismada
kullandigimiz bitkilerden Melissa officinalis disinda hicbirinin Acanthamoeba tiirlerine kar-
sI antiparazitik aktiviteleri incelenmemistir. Sadece bir calismada, Melissa officinalis bitki-
sinin metanol ekstresinin, A. aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir castellani trofozoit
ve kistleri izerine orta diizeyde etkili oldugunu; 32 mg/ml konsantrasyon ve 72 saat
sonunda trofozoitlerin %44.3'iin(i, kistlerin ise %30’unu 6ldirdigi rapor edilmistir'®.

Calismamizda, A.castellanii kistlerinin ugucu yaglara duyarliligi, beklendigi tizere trofo-
zoitlerden daha diisik bulunmustur. Melissa officinalis ve Mentha x piperita ugucu yaglari
icin en ylksek konsantrasyonda %100 olduriicu etkinin gorildugi, buna karsin Ocimum
basilicum ugucu yaginin 72 saat sonunda ve en ylksek konsantrasyonda bile kistlerin an-
cak %63.3’tnu oldirebildigi saptanmistir. Diger taraftan kullanilan ugcucu yaglarin hepsi,
trofozoitlere karsi farkli konsantrasyonlarda ve strelerde %100 amibisidal etki gostermis-
tir.

Ekolojik kiiltiir yoluyla yetistirilen bitkilerden elde edilen ve arastirma materyali olarak
kullanilan ucucu yaglarin, gaz kromatografisi ve kitle spektrofotometresi analizleri ile
belirlenen kimyasal icerikleri daha 6nce yayinlanmistir. Buna gore; Mentha x piperita ucu-
cu yaginin ana bilesikleri %34.18 mentol, %29.87 p-menton, %6.27 1,8 sineol, %1.19
mentil asetat ve %3.9 mentofuran; Melissa officinalis ucucu yaginin ana bilesikleri %38.7
geranial, %27.59 neral, %11.78 sitronellal ve %4.30 p-karyofillen; Ocimum basilicum
ucucu yaginin ana bilesikleri ise %72.6 linalool, %6.98 1,8 sineol, %4.34 geraniol ve
%2.32 6jenol olarak rapor edilmistir'®2%. Calismamizda kullandigimiz ugucu yag bile-
senlerinin blyiik kismini monoterpenlerin olusturdugu gorilmektedir. Monoterpenlerle
parazitler arasindaki iliskiye bakildiginda; Ocimum basilicum, O.canum ve Cymbopogon
citratus bitkilerinin ana bileseni olan linalool, 1,8-sineol ve geranial’in antimalaryal ve
biyosit olarak?'; Cinnamomum camphora bitkisinin ucucu yagindan elde edilen linalooliin
de anti-sistosomal olarak kullanilabilecegi distiniilmiistiir?2.

Monoterpenlerin protozoonlarin yag metabolizmasini ve sterol sentezini bozdugu
yoniinde yapilmis calismalar da vardir?'. Acanthamoeba tiirlerinin ya§ metabolizmasin-
da monoterpenlerin etkisi tGzerine yapilmis bir calisma olmamakla birlikte, mevalonat
yolaginda HMG-CoA rediiktaz inhibisyonunu gerceklestiren statinlerin, programlanmig
hiicre 8liimiinii uyararak Acanthamoeba tiirleri izerinde etkili oldugu saptanmistir?. Bu
sebeple, calismada kullandi§imiz ucucu yaglarin ve icerdikleri monoterpenlerin kaspaz
aktivitesi Uzerine etkisinin arastirlmasinin yerinde olacagi kanisindayiz. Ayrica Acantha-
moeba’larda ergosterol ve 7-dehidrostigmasterol, trofozoit ve kist safhalarinin hiicre zar
yapisinda bulunan ana steroller olarak rapor edilmistir?*. Kullandigimiz ucucu yaglarin
kist ve trofozoitler Gizerine etkileri, temel bilegenleri olan monoterpenlerin sterol sentezini
inhibe ederek parazitin zar yapisini bozmalari ile iliskili olabilir.

Uzun sireli ilag kullanimi, insan hicrelerine toksik etki gosterebilmektedir. Benzer se-
kilde, bitkisel ucucu yaglarda da toksik ya da yan etkiler gorilebilmektedir. Acanthamoe-
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ba spp. kist ve trofozoitleri icin etkili bulunan ucucu yaglarin memeli hiicreleri izerine si-
totoksik etkileriyle ilgili farkli sonuglar mevcuttur. Sauter ve arkadaslarinin® calismasinda,
Pterocaulon polystachyum bitkisinden elde edilen ugucu yagin trofozoitler lizerine etkili
oldugu, ayni zamanda memeli hiicreleri tizerinde de sitotoksik etki gosterdigi bildirilmis-
tir. Bu arastiricilar bir baska calismada, Piper hispidinervum bitkisinden elde edilen ugucu
yagin trofozoitler tizerine etkili oldugunu, ancak memeli hiicreleri icin sitotoksik etki gos-
termedigini rapor etmislerdir?®. Escobar ve arkadaslarn?’, Kolombiya’da Lippia tiirlerinden
elde ettikleri ugcucu yag ve ana bilesenleri, Leishmania chagasi ve Trypanosoma cruzi pa-
razitleri Gizerinde, Vero ve THP-1 memeli hiicre klttrlerini kullanarak test etmislerdir. Bu
arastiricilar, calismamizda en etkili ucucu yag olarak saptadigimiz Melissa officinalis'in ana
bilesenleri olan geranial ve neralinin bu calismada da ana bilesenler oldugunu ve T.cruzi
epimastigotlari, hiicre ici amastigotlar ve L.chagasi promastigotlari tizerine etkili olurken,
memeli hiicreleri (izerine sitotoksik etki géstermedigini bildirmislerdir?”. Brezilya’da yapi-
lan bir calismada da, bizim calismamizda kullandi§imiz Ocimum basilicum ugucu yaginin
%72.6'sin1 olusturan linalooliin de anti-leysmanyal 6zellikte oldugu ve memeli hiicreleri-
ne karsi sitotoksik etkisinin olmadigi saptanmistir?®,

Ana bilesenleri baska calismalarda memeli hiicreleri lizerinde denenmis ve sitotok-
sik olmadigr saptanmis olmakla birlikte, bizim calismamizin en buyik kisitlamasi, ucucu
yaglarin keratositler ve/veya memeli hiicreleri lizerine olan toksisitesinin degerlendirile-
memis olmasidir. Zira ugucu yaglarin iceriginde bulunan daha az miktardaki bilesenlerin
antagonist etkilerinin olabilecegdi g6z ardi edilemez. Bu maddelerin klinik etkinliginin test
edilmesinden 6nce, memeli hiicreleri Gizerindeki sitotoksite deneylerinin in vitro ve in vivo
sartlarda mutlaka degerlendirilmesi gerekmektedir. Calismada kullandigimiz A.castellanii
T4 genotipinin AK olusumuna sebep olan baslica tiirler arasinda oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle elde edilen sonuglarin AK tedavisiyle ilgili calismalara igik tutacagini, teda-
vinin yani sira yeni kontakt lens saklama sollisyonlarinin tretiminde kullanilabilecegini
disinmekteyiz. Bu amacla, kistler tizerinde oldiriict etkisini daha ylksek buldugumuz
Melissa officinalis ve Mentha x piperita ucucu yaglarinin umut verici oldugu kanisindayiz.
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