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OZET

Amac: Bu calismada yurdumuzda cesitli hastaliklarin geleneksel tedavisinde kullanilan
kekik (Thymus vulgaris), kimyon (Cuminum cyminum) ve mersin (Myrtus communis) bitkile-
rinden elde edilen yaglarin Leishmania promastigotlarinin canliligi tizerine etkilerinin belir-
lenmesi amaclanmistir.

Yontem: Bitkilerden elde edilen yaglar 2/10 ile 1/100 arasinda degisen oranlarda seyrel-
tilerek calismaya alinmistir. 2.107 promastigot/ml Leishmania solusyonundan alinan 100’er pl
mikrotitrasyon plaklarina dagitilmis ve {izerlerine farkli oranlarda RPMI ile seyreltilen bitkisel
yaglardan 100’ er pl konularak 20 dakika beklenmistir. Isik mikroskobu altinda Thoma laminda
hareketli ve hareketsiz promastigotlar sayilarak canlilik yiizdeleri hesaplanmistir.

Bulgular: Arastirilan bitkisel yaglardan kekik yagi en yiiksek antileishmanial etkiyi goste-
rirken (LD,,= 1/1200 ml/ml), LD,, degeri mersin yag icin 1/1800 ml/ml ve kimyon yag icin
1/3000 ml/ml olarak tespit edilmistir.

Sonug: Leishmaniasis Ulkemizde goriilen onemli paraziter hastaliklardan biridir. Leish-
maniasisin tedavisinde yasanan zorluklar nedeniyle alternatif ila¢ arayislar gindemdedir.
ileri calismalara gereksinim duyulmakla birlikte, bu calismada denenen bitkisel yaglardan
ozellikle kekik yaginin leishmaniasis tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Leishmania spp., leishmaniasis tedavisi, kekik (Thymus vulgaris),
kimyon (Cuminum cyminum), mersin (Myrtus communi)

ABSTRACT

Objective: In this study, it is aimed to determine the in vitro antileishmanial activity of
essential oils obtained from three different plants such as Thyme (Thymus vulgaris), Cummin
(Cuminum cyminum) and Mersin (Myrtus communis) that widely used in traditional medicine
in our country.

Method: Essential oils from these plants were diluted ranging from 2/10 to 1/100. 100 pl
of Leishmania promastigote solution (2.107 promastigot/ml) dispensed in microtitration pla-
te wells and 100pl plant essantial oil (diluted in RPMI with different ratios) was added onto,
afterwards waited for 20 minutes. The motile and non-motile promastigotes were counted on
Thoma slide under light microscope and percentage of cell viability was assessed.
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BiTKIiSEL YAGLARIN ANTiLEISHMANIAL ETKiSi

Results: The highest in vitro antileishmanial activity against promastigote forms of the parasite was obtained with
Thyme oil  (LD,= 1/1200 ml/ml). LD, doses of Cumin oil and Mersin oil were 1/ 1800 ml/ml and 1/3000 ml/ml, respec-

tively.

Conclusion: Because of the diffuculties of the treatment of leishmaniasis which is one of the most important parasitic
diseases in Turkey, new drug researches are concerned, recently. In this study, we observed that particularly Thyme oil can
be used for the treatment of Leishmaniasis, after further researches are performed.

Key Words: Leishmania spp., therapy of leishmaniasis, thyme (Thymus vulgaris), cummin (Cuminum cyminum), mersin

(Myrtus communis)

GIRiS

Leishmania tiirleri; kutanoz, visseral ve mukokii-
tanoz leishmaniasis olmak lizere li¢ grup hastaligin et-
kenidir. Leishmania cinsine ait tiirlere, Phelobotomus
ve Lutzomyia cinslerine ait sinekler vektorliik ederler.
Parazit omurgali viicudunda mononukleer fagositlerin
icinde amastigot formunda vektorde ise promastigot
formdadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére leish-
maniasis en onemli alt1 tropikal hastaliktan birisidir
ve 88 farkli lilkeden 12 milyon insan1 etkilemektedir
(1). Leishmania turlerinden yurdumuzda gorulenler
kutanoz leishmaniasis etkeni Leishmania tropica ve
Leishmania major, kala azar etkeni Leishmania do-
novani ve Leishmania infantum’ dur. Bu tiirlerden
L.tropica’mn neden oldugu kronik parazitoz deride;
nodul, papil ve yara olusumuyla karakterizedir (2).
Yara genellikle yuzde olusur ve bir yil sonra kendili-
ginden iyilesebilir. Akdeniz iilkelerinde, Orta Asya’da
ve Uzak Dogu’da goriiliir. L.major ise 3-6 ay siiren
akut bir hastaliga neden olmaktadir. Olusan yara “yas
tip” olarak adlandinlir ve genelde kol ve bacaklarda
gorilir. Glineydogu Anadolu Bolgesi hastaligin ende-
mik oldugu lilkelere cografi olarak benzerlik gosterdi-
ginden, bu bdlgede onlemler alinmakla birlikte sark
cibani olgularina sik rastlanmaktadir (3).

Bes degerli antimon bilesikleri (sodyum stiboglu-
konat mistahzar Pentostam ve Meglumin antimonat
mustahzar1 Glukantim) yaklasik elli yildir leishmani-
asis tedavisinde en sik tercih edilen ilaclar olmasina
karsin halen etki mekanizmalar tam olarak bilinme-
mektedir (4). Ayrica son zamanlarda sodyum antimon
stiboglukonat (SAG)’a kars1 direnc gelisimi artms;
Hindistan’in bazi bolgelerinde SAG’a kars1 direncin
epidemik hale gelmesi nedeniyle yeni ilac arayislari-
na baslanmistir (5). Netto ve ark. glukantim ile tedavi
ettikleri hastalar dort y1l boyunca takip etmisler ve
kutanoz leishmaniasis hastalarinda %10, mukokiitanoz
leishmaniasis hastalarinda %3 niiks tespit etmislerdir
(6). Leishmaniasis tedavisinde g6z oOniine alinmasi
gereken bir diger konu da koinfeksiyondur, parazitin
HIV viriisiiyle birlikte bulundugu hastalarda etkili bir
tedavi heniiz yoktur (7).
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Klasik tedaviye ragmen vyara iyilesmez ise
amfoterisin-B gibi antifungal ilaclar da kullanilabil-
mektedir (2). Leishmaniasis tedavisinde kullanilan
5-degerli antimon bilesiklerinin yan etkileri olmakla
birlikte uzun sure kullamlmalarn gerekir. Gecen 80
yillik siirecte 200.000 hastanin 5-degerli antimon bi-
lesikleriyle tedavi edildigi tahmin edilmektedir. Bu-
nunla birlikte sadece iki hastada ilac kullanimi son-
rasinda olum gerceklesmistir. Bu oluimlerin ilacin yan
etkilerinden mi yoksa hastaliginin seyrinden mi mey-
dana geldigi bilinmemektedir (8). En sik goriilen yan
etkiler mide bulantisi, kusma, abdominal agr1, diyare,
okslirik, pnomoni, deri reaksiyonlan (eritem, urtiker
vb), albuminuri, konvulsiyon, bradikardi, miyozit ve
kas agrisidir (9). Yiksek dozda glukantim verilerek
tedavi edilen visseral leishmaniasisli hastalarda yan
etkilerin sik gorildigli unutulmamalidir. Bu ilaglar
agiz yoluyla alindiklarinda aktif hale gelmemektedir
ve paranteral uzun sureli tedavi gerekmektedir (10).
ilaclar ve hastalarin immiin sistemi arasindaki sinerji
ilac kombinasyonlar ve immun sistem uyaranlari kul-
lanmlarak arastirnlabilmektedir (11).

Aromatik ve eterli yaglar olarak da bilinen esansi-
yel yaglar konsantre hidrofobik sivilardir ve bitkilerin
ucucu aromatik bilesenlerini icerirler. Kozmetik, gida
ve temizlik gibi bir cok sektdrde esansiyel yaglarin
kullammi yaygindir. Ayrica, diger bitki oziitleri gibi
dogal tedavi iriinleri olarak da asirlardir kullanilmak-
tadirlar. Bircok biyolojik aktif madde iceren bu yaglar
ekstraksiyon yontemleriyle bitkinin yapraklarindan,
kokiinden, govdesinden vb. elde edilirler. Bitkisel yag
eldesinde en kullanilabilir yontem su buhan distilas-
yon yontemidir ayrica vakumlu distilasyon da uygu-
lanmaktadir. Bitkisel yaglar monoterpen olan siklik
hidrokarbonlar ve bunlarin alkol, aldehit ve ester ti-
revlerini icerir. Antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antiprotozoal ve antioksidan ozellikleri icermeleri
terpen ve terpen tlrevlerinden kaynaklanmaktadir
(12). Esansiyel yaglarin kimyasal biyositlere alternatif
olabilecegi disiiniilmektedir. Ornegin, Cinnamomum
osmophloeum’dan elde edilen esansiyel yag Escheric-



E. MALATYALI, S. OZCELIK, N. GURSOY

hia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aure-
us (methisilin-direncli S. aureus), Salmonella sp. ve
Vibrio parahemolyticus’a kars1 antibakteriyel ozellik
gostermistir (13). Keklik otu olarak bilinen oregano
yagi ve nane yag1 E. coli’ye karsi etkili bulunmustur
(14). Esansiyel yaglar, oral bakterilere karsi da olduk-
ca etkilidir ve antiseptik agiz temizleyicilerinde kul-
lanilmaktadir (15).

Bu calismada yurdumuzda cesitli hastaliklarin gele-
neksel tedavisinde kullanilan kekik (Thymus vulgaris),
kimyon (Cuminum cyminum) ve mersin (Myrtus com-
munis) bitkilerinden elde edilen yaglarin promastigot
canliig1 izerine etkileri ve dolayisiyla tedavi amacl
kullanlabilirliginin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bitkisel yaglarin hazirlanmasi

Kekik, kimyon ve mersin bitkilerinden elde edilen
100 gr. 6giitlilmis bitki yapragi 250 ml aseton ile ho-
mojenize edilmis, filtre edilen cozelti, kolondan geci-
rilerek stiziintuden 5 ml ainmis ve tirevlendirilmistir.
Bitkisel materyalden elde edilen yag miktar tayini
Yuksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ciha-
z1 ile yapilmistir. HPLC cihazina 10 pl ornek enjekte
edilmis dogru oranti ile 100 gr yapraktan elde edilen
bitkisel yag miktar1 hesaplanmistir.

Bitkisel yaglar, coziinmelerindeki zorluk nedeniyle
ilk olarak dimetilsiilfoksid (DMSO) icinde 1/10 oranin-
da cozulmustur ve daha sonraki seyreltmeler ise RPMI
besiyeri ile yapilmistir.
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Parazit kiiltiirti

Calismada kutanoz leishmaniasis hastasindan izo-
le edilen L.tropica promastigotlart kullanilmistir. Pa-
razit, laboratuvarimizda tavsan kanindan hazirlanan
NNN ve RPMI 1640 (Sigma) besiyerlerinde 26 °C de
cogaltilmaktadir. Yeni besiyerine alindiktan sonraki
besinci gunde parazitler santrifuj edilerek final kon-
santrasyonu 2.107 promastigot/ml’ye ayarlanmistir.
Buradan alinan 100’er pl parazit mikrotitrasyon plak-
larinin kuyucuklarina konulmustur.

Antipromastigot aktivite

Final konsantrasyonu 2.107 promastigot/ml’ye
ayarlanan cozeltiden alinan 100 pl parazit, mikrotit-
rasyon plaklarinin kuyucuklarina konulmus ve uzer-
lerine RPMI’da seyreltmeleri yapilan bitkisel yag ¢o-
zeltilerinin (2/10-1/100) arasindaki seyreltilerinden
100 pl eklenmis; 20 dakika sonra parazitlerin canlilik
yuzdesi hemositometre laminda canli ve hareketli
formlar sayilarak belirlenmistir. Calismada kontrol
grubuna ise 100 pl RPMI’da seyreltilmis %10’luk DMSO
cozeltisi eklenmistir. Promastigotlarin tamaminin ha-
reketsiz olmasina neden olan en diisiik yag konsant-
rasyonu, minimum inhibisyon konsantrayonu (MIC),
parazitlerin yarisina yakin kisminin hareketsiz oldugu
konsantrasyonlar LD, dozu olarak belirlenmistir.

MIC konsantrasyonlarinin belirlendigi kuyucuklar-
dan alinan ornekler NNN besiyerine ekilerek iki-luc
glin sonra promastigot varlig1 arastirilmistir. Bu sa-
yede yaglarin geri doniisimli veya geri doniisiimsiiz
olarak promastigotlar lizerine gosterdigi etki de test
edilmistir.

Tablo 1. Kekik, kimyon ve mersin bitkilerinden elde edilen yaglarin seyreltme oranlarina gore canli promastigot

sayilan ve canlilik ylizdeleri.

Seyreltme Kekik Mersin Kimyon
orani Say1 % Sayi % Sayi %
1/3000 22 49 50 100 58 100
1/2000 18 43 44 98 52 100
1/1800 26 40 33 89 47 84
1/1500 20 34 23 68 33 75
1/1200 7 18 19 50 25 64

1/900 0 10 24 20 59
1/450 0 8 12 31 49
1/300 0 11 23
1/150 0 8 18
1/100 0 0

Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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BULGULAR

Calismada (¢ farkli bitkiden elde edilen yaglarin
L.tropica promastigotlan lizerine 20 dakikalik siirede
olduricu etkisi test edilmistir. Kekikten elde edilen
yag 1/1500 seyreltmede parazitlerin tamamini 6ldi-
rirken (MIC), 1/3000 seyreltmede %50 ye yakin bir
kismim oldirmistar (LD, ). Ayrica calismamizda mer-
sin bitkisinden elde edilen yagin minimum inhibisyon
konsantrasyonu 1/900, LD, = 1/1800 ve kimyon bit-
kisinden elde edilen yagin MIC= 1/450, LD, = 1/1200
olarak belirlenmistir (Tablo 1, Sekil 1). Diger yaglarin
aksine, kekik yagimin diisiik dozlarda promastigotlarin
hiicresel yapilarini bozarak parcalanmasina neden ol-
dugu belirlenmistir.

MIC konsantrasyonlarinmin tespit edildigi kuyucuk-
lardan ornek alinip NNN besiyerine ekimi yapilmis ve
sonraki giinlerde incelendiginde hi¢ birinde hareketli
promastigot gozlenmemistir. Bitkisel yaglar geri do-
nustimsuz olarak etki gostermektedir.

Tlm testlerde, yaglar c6zmekte kullanilan maksi-
mum %10 konsantrasyondaki dimetil sulfoksit (DMSO)
kontrol grubu olarak kullanilmis ve bu maddenin pro-
mastigotlar ilizerine herhangi bir etkisinin olmadig
gozlenmistir.

TARTISMA

Ulkemizde leishmaniasisin visseral ve kutanoz
olmak lzere iki tipine rastlanilmaktadir. Leishmani-
asis tedavisinde kullanilan ilaglarin yetersizligi, yan

BiTKIiSEL YAGLARIN ANTiLEISHMANIAL ETKiSi

etkileri ve parazite gelisen direnc yeni ilaclara olan
gereksinimi artirmistir (16,17). Bu gereksinimler dog-
rultusunda alternatif ilac gelistirme calismalari onem
kazanmistir (18). Bircok antibiyotik ve farmasotik
ajan Leishmania turleri Uzerine denenmektedir an-
cak toksik olmamalari ve kolay elde edilebilir olma-
lar1 nedeniyle bitkisel materyallere olan ilgi artmistir
(11,19). Aynca geleneksel tedavide kullanilan bitki-
ler, sitotoksik etkileri az oldugu icin arastirmacilarin
dikkatini cekmektedir. Brezilya’da bu bitkilerle yapi-
lan calismada 19 bitkinin L. amazonensis ve T.crusi’
nin cogalmasini %99’a varan oranlarda inhibe ettigi
bildirilmistir (20).

Bes degerli antimonlar olarak adlandirilan sodyum
stiboglukonat ve meglumin antimonyat (Glukantim)
leishmaniasis tedavisinde yaklasik 80 yildir kullanil-
maktadir. Bu bilesikler fosfofruktokinaz (PFK) aktivi-
tesini baskilar ve bu yolla ATP uretimini engelleyerek
aktivite gosterir. Uc-degerli antimon bilesiklerinin
kullamimi renal ve kardiyak yan etkileri oldugu icin
1920°li yillarda yerini 5-degerli antimonlara birak-
mistir. Buna ek olarak 5-degerli antimonlar, serumda
daha erken maksimum seviyeye ulasir ve idrarla ati-
lirlar (%95 5-degerli antimon ve %5 3-degerli antimon
olarak). Bu ajanlar ilk olarak shistosomiasis tedavisin-
de kullanilmakla birlikte giinimiizde intralezyonel ve
kas ici enjeksiyon seklindeki uygulamalarla leishma-
niasis tedavisinde birinci tercih olmuslardir (21, 22).
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Sekil 1: Uc bitkisel yagin degisik sulandinmlarda Leishmania promastigotlarinin canliigi iizerine etkileri.
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Bitki ozutleri antiparaziter ilac gelistirilmesi aci-
sindan énemli bir kaynaktir. Ozcelik ve ark. sarimsak
oziitiiniin skolesidal o6zelligini, Polat ve ark., aym
bitkinin amibisidal 6zelligini arastirrmslardir (23,24).
Bitki ekstraktlarinin antibiyotik etkileri cogunlukla
icerdikleri ucucu yaglardan kaynaklanmaktadir (25).
Bu nedenle bitkilerden izole edilen ozutler arasinda
ucucu yaglarin antileishmanial etki gosterecekleri
ongorulmustur. Calismamizda arastirnilan uc bitkisel
yag belirli konsantrasyonlarin iizerinde Leishmania
promastigotlarin1 etkilemektedir. Zaman isteyen bir
surec olmasina karsin, Leishmania promastigotlarinin
maddelere duyarliliginin arastirilmasinda mikroskobik
sayim altin standarttir ve rutin olarak antileishmani-
al etkilerin arastirilmasinda verimli bir sekilde kul-
lanilabilmektedir (19,26). Ancak ortam sicakligi pro-
mastigotlarin hareketliligini etkilemektedir. Calisilan
bitkisel yaglar arasinda promastigot formuna kars1 en
dusuk dozda etki gosteren ve dolayisiyla en etkin olan
kekik yagidir. Kekik yagi uzun yillardir bircok hasta-
Ligin tedavisinde kullanmilmakta ve temel bilesenleri
olan kalvakrol ve timoliin antibakteriyel ve antifungal
ozellik gosterdigi bilinmektedir (27,28). Leishmaniasis
tedavisinde antifungal amfoterisin B de kullanilabilir
(2). Bu nedenle antifungal 6zellik gosteren kekik yagi-
nin antipromastigot etki gosterecegi de ongoriilebilir.
Timol, kekik yag iceriginin %80,4’linli olusturmakta-
dir. Ayrica kekik yaginin bir diger bileseni olan p-simen
(p-cymene) antileishmanial etki gostermektedir (29).
Fakat kekik yaginin 86 bilesik icerdigi ve antibiyotik
etkisini diger maddelerin yardimiyla gerceklestirdigi
g6z oniine alinmalidir (30). Kekik yaginin antifungal
ozelligi kimyon yagindan daha yiiksektir (31). Calis-
mamizda da bu sonuca benzer sekilde kekik yaginin
kimyon yagina gore promastigotlara karsi daha etkili
oldugu bulunmustur. Kimyon yaginin temel bileseni
olan eugenoliin antiseptik 6zelligi de vardir. Kimyona
benzer bir bitkiden izole edilen eugenoliin antileish-
manial ve antihelmintik 6zelligi bulunmaktadir (16,
32). Mersin yagi diger iki bitkiden farkli olarak linalol
icerir. Linalolce zengin bir bitkiden elde edilen oziitin
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antileishmanial etki gostermesi mersin bitkisinin anti-
leishmanial ozelliginin linalolden kaynaklanabilecegi
fikrini uyandirmaktadir (33).

Leishmaniasis tedavisinde deneysel amacli bircok
bitkisel materyal kullanilmistir. Brezilya’dan bir grup
arastirmac1 geleneksel olarak bolgelerinde tedavi
amacli kullamlan propolisin LD,; dozunu promastigot-
lar icin 18.13 pg/mL olarak belirlemistir (11). Atas ve
ark., Sivas yoresine endemik bitkilere ait ozitlerin
de kullamldigr calismada 30 farkli bitki ozutlini Glu-
kantim ile karsilastirarak test etmisler ve Allium, Ta-
natecum, Pimpinella, Origanum’un Leishmania pro-
mastigotlarina karsi en etkin cinsler oldugunu ortaya
koymuslardir (34). Karamenderes ve ark., papatya-
giller familyasindan bitkilerden elde ettikleri bitkisel
ozitlerin antibakteriyel etkilerinin yanisira Plasmodi-
um falciparum ve L. donovani’ye karsi etkili oldugu-
nu ortaya koymuslardir. Ayrica, kloroform ekstrakt-
larimin  klorokine direncli P. falciparum kolonilerine
kars1 yuksek antiprotozoal aktivite gostermistir (35).
Bitkisel yaglar parazitin amastigot formununa karsi,
promastigot formuna gore daha etkilidir. Ocimum
gratissimum’dan izole edilen esansiyel yagin LD, de-
geri promastigotlar icin 135 pg/ml, amastigotlar icin
100 pg/ml olarak belirlenmistir (16). Benzer sekilde
gerceklestirdigimiz calismada belirtilen dozlardan
daha dusuk dozlar konaktaki amastigot formuna karsi
etkili olabilir. Sudan’da yapilan bir calismada 72 ku-
tenoz leishmaniasisli (KL) hasta konvansiyonel ilaclar
ve bitki etanol ekstratlar kullanilarak tedavi edilmis
ve butun ajanlarla %90.3’e yakin olumlu sonu¢ alin-
mistir. Bu calismada ayrica Allium sativa (sarimsak),
Azadirachta indica (neem)’'min tedavide pentastom
kadar etkili oldugu bulunmustur (34).

Yurdumuz cografi konumu nedeniyle bircok farkli
bitki turlini barindirmaktadir. Bu bitki potansiyeli do-
gal acidan daha iyi degerlendirilebilir. Kekik yaginin
etken maddesi kalvakrol ve timoliin ileri calismalarla
leishmaniasis tedavisinde kullanilabilecegi dustindl-
mektedir.
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