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insanlarda ve hayvanlarda uygun olmayan ve denetimsiz antibiyotik kullanimi ¢ok ilaca direncli bak-
terilerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Antibiyotiklerin kesfinden 6nce bitki 6zitleri ve ucucu yaglar
tedavi amaciyla kullanilmistir. Glniimiizde artan antibiyotik direnci nedeniyle yeni ilag adayr molekdllere
kaynak olusturabilecek dogal aktif maddelerin antimikrobiyal etkinlikleri konusunda siklikla arastirmalar
yapilmaktadir. Bu calismada, bircok bitkinin ucucu yaglarinda bulunan a-pinen (a-PN), p-simen (p-SM),
karvakrol (KAR), timol (TiM) ve jenol (OJN) gibi bilesenlerin antibakteriyel etkinliginin ve antibiyotiklerle
sinerjik etkilesiminin arastiriimasi amaclanmistir. Calismada, s6z konusu ugucu yag bilesenleri ile klinik kul-
lanimda olan gentamisin (GEN), tetrasiklin (TET), tigesiklin (TGC) ve linezolid (LZD) gibi antibiyotiklerin,
Staphylococcus aureus [metilisilin duyarl S.aureus (MSSA), metilisilin direncli S.aureus (MRSA)], Escheric-
hia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi antibakteriyel etkinligi disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenmistir. Ek olarak, bu bilesenler ile antibiyotikler arasindaki etkilesim de dama tahtasi
yontemiyle saptanmustir. KAR, TiM ve OJN bilesenleri giiclii antibakteriyel etkinlik gdsterirken, a-PN ve
p-SM’in antibakteriyel etkinliginin zayif oldugu gériilmistir. a-PN, KAR, TiM ve OJN ile GEN ve TET
kombinasyonlari tim bakterilere karsi cogunlukla sinerjik etkilesim gostermistir. Bilesenler ile linezolid
(LZD) kombinasyonlarinda S.aureus suslarina kargi sinerjik/kismi sinerjik etkilesim gozlenirken, E.coli ve
P.aeruginosa suslarinda “indifferent (belirsiz)” etkilesim saptanmistir. o.-PN ve p-SM ile TGC kombinasyo-
nu, E.coli ve P.aeruginosa suslarina karsi sinerjik etkilesim, S.aureus suslarina karsi ise “additif” ve “indif-
ferent” etkilesim géstermistir. Buna karsilik KAR, TiM ve OJN bilesenleri ile TGC bilesenleri ile tigesiklin
kombinasyonlarinda, tim bakteriyel suslara karsi sinerjik etkilesim gozlenmistir. Calismamizda kullanilan
bakterilere karsi denenen bilesen-antibiyotik kombinasyonlarinin hicbirinde antagonistik etkilesim tespit
edilmemistir. Dogal biyoaktif bilesenler ile sik kullanilan antibiyotikler arasinda sinerjik bir etkilesim olmasi,
antibiyotiklerin ve bilesenlerin daha diislik dozlarda etkili olmasina, potansiyel toksik yan etkilerinin en aza
indirilmesine ve tedavi maliyetlerinin dustrilmesine katki saglayabilir. Bununla birlikte, fitokimyasallarin
terapotik uygulama potansiyelini degerlendirmek icin daha fazla arastirmaya gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: o.-pinen; p-simen; karvakrol; timol; djenol.
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Ucucu Yag Bilesenleri ve Antibiyotiklerin Sinerjisi

ABSTRACT

Inappropriate and uncontrolled use of antibiotics in humans and animals leads to the emergence of
multi-resistant bacteria. Before the discovery of antibiotics, plant extracts and essential oils were used for
therapeutic purposes. Today, due to increasing antibiotic resistance, many studies are frequently carried
out on the antimicrobial activities of natural active substances that can be a source for new drug candi-
dates. The aim of this study was to investigate the antibacterial activity of components such as a-pinene
(a-PN), p-cymene (p-CYM), carvacrol (CAR), thymol (TY) and eugenol (EG) found in the essential oils of
many plants and their synergistic interaction with antibiotics. In this study, the antibacterial activity of
these essential oil components and antibiotics in clinical use such as gentamicin (GEN), tetracycline (TET),
tigecycline (TGC) and linezolid (LZD), against Staphylococcus aureus [methicillin resistant S.aureus (MRSA),
and methicillin sensitive S.aureus (MSSA)], Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains were deter-
mined by disc diffusion and microdilution method. In addition, the interaction between the essential oil
components and antibiotics was also determined by the checkerboard method. While CAR, TY and EG
components showed strong antibacterial activity, the antibacterial activity of PN and p-CYM was found
to be weak. Combinations of a-pinene, carvacrol, thymol and eugenol with gentamicin and tetracycline
mostly showed synergistic interactions against all bacteria. In PN, CAR, TY and EG with GEN and TET,
synergistic/partial synergistic interaction was observed against S.aureus strains, while indifferent interaction
was detected in E.coli and P.geruginosa strains. The combination of oPN and p-CYM with TGC showed
synergistic interaction against E.coli and P.aeruginosa strains, and additive and indifferent interaction against
S.aureus strains. On the other hand, synergistic interaction was observed against all bacterial strains in com-
binations of TGC and CAR, TY and EG components. Antagonistic interaction was not detected in any of the
tested component-antibiotic combinations against the bacteria used in our study. A synergistic interaction
between natural bioactive components and commonly used antibiotics may contribute to the effectiveness
of antibiotics and components at lower doses, minimizing their potential toxic side effects and reducing
treatment costs. However, more research is needed in terms of their pharmacokinetic and toxic properties
to evaluate the therapeutic application potential of phytochemicals.

Keywords: a.-pinene; p-cymene; carvacrol; thymol; eugenol.

GiRis

Antibiyotiklerin uygulamaya girmesiyle birlikte dinyada enfeksiyonlarin azalacagi
beklentisi, bakterilerde antibiyotik direncinin yillar icinde giderek artmasiyla karsilana-
mamistir. Gunumiuizde coklu direncli bakteriler enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmak-
ta ve mortaliteyi artirmaktadir’. Klinik érneklerden siklikla soyutlanan cok ilaca direncli
S.aureus, E.colive P.aeruginosa gibi patojen etkenler tedavide gticliik yaratmaktadir. GEN
ve TET gibi sik kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelisimi giderek artmaktadir. LZD ve
TGC gibi yeni antibiyotiklerin kullanima girmesine ragmen, direng gelisim riski acisindan
alternatif olabilecek yeni aday molekdllerin arastirilmasina her zaman gereksinim duyul-
maktadir?,

Tibbi bitkilerin bircok hastaligin tedavisinde kullanimi ¢cok eskilere dayanmaktadir. Bitki
ucucu yaglar ve bilesenleri, farmakolojik ve toksikolojik 6zellikleri bakimindan ayrintili
olarak incelenmekte ve yeni biyoaktif molekdillerin gelistirilmesine yonelik cahismalar stir-
diiriilmektedir®. Ucucu yad veya bilesenlerinin antimikrobiyal ve antiparazitik aktiviteleri-
nin yani sira antioksidan, antidiyabetik, antimutajenik, antienflamatuvar ve antitoksijenik
ozellikleri de bildirilmistir®.
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Ucucu yag bilesenlerinin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda etken maddelerin MiK
(minimum inhibisyon konsantrasyonu) degerinin en az dort kat azalmasi sinerjik aktivite-
yi gostermektedir. Sinerjik etkilesim gosteren kombinasyonlarin tedavi amacli kullanimi,
antibiyotigin ve bilesenin uygulama dozunu azaltabilmektedir®. Béylece antibiyotiklerin
potansiyel toksik yan etkilerini en aza indirmenin yani sira, ekonomik a¢idan da yararlhg
s6z konusu olacaktir.

Bu calismada, bircok bitkinin ucucu yaginda bulunan a-PN, p-SM, KAR, TiM ve OJN)
gibi bilegenlerin antibakteriyel etkinliginin ve antibiyotiklerle sinerjik etkilesiminin arasti-
rilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, S.aureus ATCC 29213 [metilisilin duyarl S.aureus (MSSA)], S.aureus ATCC
43300 [metilisilin direncli S.aureus (MRSA)], Escherichia coli ATCC 25922 ve P.aeruginosa
ATCC 27853 standart suslari kullanildi. Ugucu yag bilesenleri (UYB); o-PN (147524), p-SM
(W235601), KAR (232197), TiM (T0501) ve OJN (E51791)'{in saf ve analitik formlari (Sig-
ma-Aldrich, ABD) kullanildi. Calismada disk diflizyon yonteminde kullanilan ticari antibiyotik
diskleri (GEN, 10 ug; TET, 30 ug; TGC, 15 ug ve LZD, 10 pg) Biorad Laboratuvarlari, ABDden;
sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan antibiyotik etken maddeleri (TET, T7660; TGC,
PZ0021 ve LZD, PHR1885) Sigma-Aldrich, ABD ve (GEN) Bilim ilac, Turkiye'den sagland.
UYB’lerin ve antibiyotiklerin antibakteriyel etkinligi Kirby-Bauer disk diflizyon ve sivi mikro-
dilisyon yontemiyle, UYB ve antibiyotikler arasindaki etkilesim ise dama tahtasi (checkerbo-
ard) yontemiyle belirlendi®’. Etkilesim tipi, kombinasyonlarin fraksiyonel inhibisyon konsant-
rasyonu indeksi (FiKi) degerleri hesaplanarak tanimlandi. Hesaplanan FiKi degerleri < 0.5 ise
sinerji, > 0.50-0.75 arasinda ise kismi sinerji, > 0.75-1.00 arasinda ise “additive”, > 1.00-4.00
arasinda ise “indifferent (belirsiz)” ve > 4.00 ise antagonizma olarak degerlendirildi®.

BULGULAR

Calismamizda ATCC suslarina karsi antibiyotiklerin etkinlik degerleri, Avrupa Antimik-
robiyal Duyarlilik Testi Komitesi [European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing; (EUCAST)] 2021 kilavuzu sinir degerleri arasinda bulunmustur. Antibiyotiklerin
tiim bakteri suslari icin inhibisyon zonu ve MIK degerleri Tablo I'de verilmistir.

Tablo I. Antibiyotiklerin inhibisyon Zonlari ve Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

Bakteri suslar Gentamisin Tetrasiklin Tigesiklin Linezolid
DD MIK DD MIK DD MIK DD MIK
(mm)  (mg/ml) (mm) (mg/ml) (mm) (ug/ml) (mm) (pg/ml)
MSSA 19 0,5 23 0.5 20 0.125 21 2
MRSA 11 32 25 0.5 20 0.25 24 2
Escherichia coli 23 0.5 21 0.5 24 0.125 - 160
Pseudomonas aeruginosa 20 0.5 11 64 - 32 - 1280

DD: Disk difiizyon; MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu, - : inhibisyon zonu gériilmedi, MSSA: Metisiline duyarli
S.aureus, MRSA: Metisiline direncli S.aureus.
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Tablo II. Ugucu Yag Bilesenlerinin Inhibisyon Zonlari ve Minimum inhibisyon Konsantrasyonlari

o-pinen p-simen Karvakrol Timol Ojenol

DD MIK DD MIK DD MIK DD MIK DD MIK
Bakteri suslari (mm) (mg/ml) (mm) (mg/ml) (mm) (mg/ml) (mm) (mg/ml) (mm) (mg/ml)

MSSA 10 16 - 64 24 0.25 30 1 15 0.5
MRSA - 16 - 64 32 0.25 28 1 14 0.5
Escherichia coli 8 8 - 32 22 0.5 21 0.5 15 0.25
Pseudomonas - 8 - 32 7 8 10 16 9 16
aeruginosa

DD: Disk difiizyon; MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu, - inhibisyon zonu gériilmedi, MSSA: Metisiline duyarl
Staphylococcus aureus, MRSA: Metisiline direncli S.aureus.

Klinik 6rneklerden en cok soyutlanan dort farkli ATCC susunda UYB’nin antibakteri-
yel etkinlikleri disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yéntemiyle belirlenmistir. KAR, TiM ve
OJN'nin her iki yontemle de giiclii antibakteriyel etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir.
o-PN kayda deger bir antibakteriyel etkinlik gostermezken, p-SM’nin her iki yontemle de
etkisiz oldugu saptanmistir. P.aeruginosa susuna karsi KAR, TIM ve OJN’nin kayda deger
bir antibakteriyel etkinligi gozlenmezken, o-PN ve p-SM icin ise hicbir antibakteriyel et-
kinlik saptanmamistir (Tablo II).

Kombinasyon calismalari dama tahtasi yontemiyle yapiimistir. KAR + GEN ile MSSA,
MRSA ve P.aeruginosa suslarina karsi sinerji, E.coli susuna karsi ise kismi sinerji saptanmis-
tir. KAR/TIM + TET ile sadece MRSA susuna karsi sinerji, diger suslara karsi kismi sinerji
gOzlenmistir.

TIM + GEN ile, MSSA ve MRSA suslarina karsi sinerji, E.coli ve P.aeruginosa suslarina
karsi ise kismi sinerji tespit edilmistir. OJN + GEN/TET ile MSSA ve MRSA suslarina karsi
sinerji, P.aeruginosa susuna karsi ise kismi sinerji saptanmistir. E.coli susuna karsi OJN +
GEN ile “indifferent”, OJN + TET ile kismi sinerji gézlenmistir.

o-PN + GEN ile tim suslara karsi sinerji, a-PN+TET ile yalniz Paeruginosa susuna karsi
sinerji, diger suslara karsi kismi sinerji gozlenmistir. p-SM + GEN ile sadece MSSA susuna
karsi kismi sinerji saptanirken, p-SM + TET ile her iki S.aureus sugsuna karsi kismi sinerji
gozlenmistir. a-PN + TGC ile E.coli ve P.aeruginosa suslarina karsi sirasiyla sinerji ve kismi
sinerji gozlenirken, ayni suslara karsi p-SM + TGC ile kismi sinerji tespit edilmistir. Gram-
pozitiflere etkili oldugu bilinen LZD ile a.-PN etkilesiminde her iki S.aureus suguna karsi kis-
mi sinerji, p-SM ile etkilesiminde ise, yalniz MSSA susuna karsi kismi sinerji gorilmustur.
LZD'nin diger tim kombinasyonlari ile “indifferent” ve “additif” etkilesimler saptanmistir
(Tablo 1I).

TARTISMA

icerdikleri biyoaktif maddeler nedeniyle gidalarin korunmasi ve tibbi amacla antik cag-
lardan beri kullanilan ucucu yaglarin iceriginde bulunan a-PN, p-SM, KAR, TiM, QN gibi
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Tablo Ill. Bilesen ve Antibiyotiklerin Kombinasyon Sonuglari
MSSA MRSA E.coli P.aeruginosa
Kombinasyon  FiKi  Etkilesim  FiKi Etkilesim FiKi  Etkilesim  FiKi  Etkilesim
a-PN+TGC 1 Indifferent 1 Indifferent 0.5 Sinerji 0,507 Kismi
sinerji
a-PN +LZD 0.507 Kismi 0.515  Kismi sinerji ~ 0.75 Additive 1 Indifferent
sinerji
a-PN +GEN 0.253 Sinerji 0.5 Sinerji 0.5 Sinerji 0.5 Sinerji
o-PN +TET 0.507 Kismi 0.527  Kismi sinerji  0.531 Kismi 0.375 Sinerji
siner;ji siner;ji
p-SM+TGC 0.75 Additive 1 Indifferent ~ 0.503 Kismi 0.503 Kismi
sinerji sinerji
p-SM+LZD 0.562 Kismi 0.75 Additive 1 Indifferent  1.25  Indifferent
siner;ji
p-SM+GEN 0.503 Kismi 1 Indifferent 0.75 Additive  0.75 Additive
sinerji
p-SM+TET 0.503 Kismi 0.562  Kismi sinerji ~ 0.75 Additive 0.75 Additive
sinerji
KAR+TGC 0.375 Siner;ji 0.375 Siner;ji 0.25 Sinerji 0.25 Sinerji
KAR+LZD 0.25 Sinerji 0.5 Sinerji 1 Indifferent  1.015 Indifferent
KAR+GEN 0.248 Sinerji 0.187 Sinerji 0.75 Kismi 0.375 Sinerji
siner;ji
KAR+TET 0.528 Kismi 0.375 Sinerji 0.512 Kismi 0.5 Sinerji
sinerji siner;ji
TIM+TGC 0.5 Sinerji 0.375 Sinerji 0.562 Kismi 0.187 Sinerji
siner;ji
TiM+LZD 0.562 Kismi 0.5 Sinerji 0.375 Sinerji 1.007 Indifferent
sinerji
TiIM+GEN 0.186 Sinerji 0.25 Siner;ji 0.75 Kismi 0.531 Kismi
sinerji sinerji
TIM+TET 0.528 Kismi 0.375 Sinerji 0.531 Kismi 0.515 Kismi
sinerji sinerji sinerji
OIN+TGC 0.531 Kismi 0.515  Kismi sinerji  0.562 Kismi 0.375 Sinerji
sinerji sinerji
OJN+LZD 0.515 Kismi 0.515  Kismi sinerji  0.375 Sinerji 0.625 Kismi
sinerji sinerji
OJN+GEN 0.5 Siner;ji 0.375 Sinerji 1.031 Kismi 0.531 Kismi
sinerji sinerji
OJN+TET 0.375 Siner;ji 0.375 Sinerji 0.531 Kismi 0.75 Kismi
sinerji sinerji
FiKi: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu indeksi, MSSA: Metisilin duyarli S.aureus, MRSA: Metisilin direncli S.aureus,
a-PN: a-pinen, p-SM: p-simen, KAR: Karvakrol, TiM: Timol, OJM: Ojenol, TGC: Tigesiklin, LZD: Linezolid, GEN: Gentamisin,
TET: Tetrasiklin.

ana bilesenlerin antibakteriyel aktivitesi bircok calismada bildirilmistir®'®. Ancak bu mad-
delerin diger antibiyotikler ile etkilesimi hakkinda az calisma bulunmaktadir®. Hem has-

MiKROBiYOLOJi BULTENi 99



Ucucu Yag Bilesenleri ve Antibiyotiklerin Sinerjisi

tane hem de toplum kokenli enfeksiyonlara neden olan ¢oklu ilaca direncli bakterilerin
giderek artmasi, dogal aktif bilegenler ile antibiyotiklerin kombine kullaniimasina yonelik
arastirmalar hizlandirmistir'©,

Origanum ve Thymus tiiri bircok bitkinin ana bileseni olan KAR"In antibakteriyel etki-
sinin yani sira klinik kullanimda olan antibiyotiklerle kombinasyonlar ile ilgili calismalar
da bulunmaktadir®. Calisma verilerimizle uyumlu olarak, Fadli ve arkadaslar'!, KAR ice-
ren iki Thymus tlri ugucu yagin P.aeruginosa izolatlarina karsi antibakteriyal etkinliginin
zayif oldugunu, ancak ugucu yag + GEN kombinasyonu ile S.aureus, E.coli ve P.aeruginosa
izolatlarina karsi sinerjik etkilesim gozlendigini bildirmistir. Vitanza ve arkadaslari yaptikla-
ri calismada'?, %44 KAR iceren Satureja montana ucucu yagi + GEN ile, standart S.aureus
ve E.coli suslarina karsi sinerji olustugunu bildirmistir. Calismamizda ise KAR + GEN ile
MSSA, MRSA ve E.coli suglarina karsi sinerjik etkilesim gorilmustr.

KAR ile yapisal olarak benzer olan TiM ve TiM iceren ugucu yaglarin bircok bakteriye
kargi antibakteriyel etkinligini saptayan calismalar bulunmaktadir'®. Miladi ve arkadasla-
n', TIM ve KAR'l cesitli klinik ve gida kaynakli patojenlere karsi etkinligini arastirdiklari
calismada, bu molekiillerin antimikrobiyal etkinliginin yani sira disa atim pompa inhibito-
rii olarak islev gorebilecegini géstermistir. Cirino ve arkadaslari'®, TET direncli {ic S.aureus
izolatina karsi KAR/TIM + TET ile sinerji saptamistir. Calismamizda benzer sekilde, KAR/
TiIM + TET ile S.aureus, E.coli ve P.aeruginosa suslarina karsi sinerjik etkilesim tespit edil-
mistir.

OJN’nin, KAR ve TIM gibi benzer bir yapiya sahip olmasina ragmen, bu maddelere
gore daha disiik bakterisidal etki gosterdigi bildirilmistir'®. Hemaiswarya ve Doble'®,
OJN + TET ile E.coli ve P.aeruginosa izolatlarina karsi sinerji bildirmistir. Calismamizda OJN
+ TET ile E.coli ve P.aeruginosa suslarina karsi kismi sinerji gorilmustur. Farkli bir calisma-
da ise, Palaniappan ve Holley® TET direncli E.coli izolatina karsi KAR/TIM/OJN + TET ile,
calismamizla uyumlu olarak, sinerjik etkilesim bildirmistir.

a-PN’nin antimikrobiyal etkinligi ile ilgili celiskili veriler bulunmaktadir®. De Sousa
Eduardo ve arkadaslari'’, a-PN icin S.aureus ve E.coliizolatlarina karsi zayif antimikrobiyal
etkinlik bildirmistir. De Medeiros ve arkadaslar'®, a-PN’nin antistafilokokkal aktivite gos-
termedigini ancak TET’nin MiK degerinde 32 kat azalmaya neden oldugunu saptamistir.
Freitas ve arkadaslar'®, S.aureus izolatina karsi o-PN’nin, GEN'nin etkinligini artirdigini,
ayni grup bir baska calismada®® ise TET direncli S.aureus izolatlarina karsi a-PN’in TET'in
etkinligini artirdigini bildirmistir. Calismamizda elde edilen veriler bu calismalarla uyumlu
bulunmustur.

Yang ve arkadaslari?', p-SM’nin minimum bakterisidal konsantrasyon degerini S.aureus
ATCC 25923 icin 6 mg/ml olarak saptamistir. Calismamizda, p-SM’nin MiK degerleri
MSSA ve MRSA suslar icin 32 mg/ml, E.coli ve P.aeruginosa suslar icin ise 64 mg/ml
olarak saptanmis ve antibakteriyel etkinlik g6zlenmemistir. Ancak her iki S.aureus susu-
na karsi p-SM + TET ile kismi sinerji saptanirken, E.coli ve P.aeruginosa suslarina karsi ise
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additif etki gézlenmistir. Miladi ve arkadaslari??, p-SM/KAR/TIM/OJN + TET ile S.aureus
izolatlarina kargi sinerjik bir etkilesimin oldugunu bildirmistir. Literatirde TGC/LZD +
a-PN/p-SM kombinasyonlari ile ilgili bir calismaya rastlanmamustir.

Calisma verilerimiz denenen UYB ile antibiyotikler arasinda sinerjik bir etkilesim ol-
dugunu géstermektedir. Ozellikle TGC ve LZD gibi yeni antibiyotikler ile secilen UYB’ler
arasinda sinerjik etkilesimler gosterilmis, literatiirde ise benzer verilere rastlanmamistir.
Ancak klinik 6rneklerden soyutlanan ¢ok ilaca direncli izolatlarin kullanilmamis olmasi bu
calismanin kisithhgini olugturmustur.

Bitki ucucu yaglarinin veya bilesenlerinin antibiyotiklerle birlikte kullaniimasi, enfeksi-
yon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin minimum etkinlik dozunu ve bdylece olasi
toksik yan etkilerini ve tedavi maliyetlerini azaltmasi acisindan umut vericidir. Bununla
birlikte, farkli antibiyotikler ve bitki bilesenlerinin in vitro kombinasyon calismalarinin ya-
pilmasinin yani sira, in vivo uygulamalar icin daha fazla arastirmaya gereksinim vardir.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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