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OZET

Bu calismada, eczanelerde, aktarlarda ve saglik {iriinii satilan yerlerden satin alinan 12 ¢ay
agac1 yag1 numunelerinin Avrupa Farmakopesi 8,0’da yer alan “Tea tree oil” monografinda
belirlenen kriterler yoniinden analizleri yapilmistir. Bu amagla; numunelerde goriiniis,
¢oziniirliik, leke kontrolii, ince tabaka kromotografisi analizi, Gaz Kromatografisi ve Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi yontemi ile bilesen analizleri yapilmigtir. Ayrica
numunelerin antimikrobiyal aktiviteleri de ¢alisilmistir. Calismada numunelerin sonuglari,
Avustralya’dan getirtilen organik saf ¢ay agaciin sonuglari ile mukayese edilmistir. 12
numuneden higbirinin Avrupa Farmakopesi standartlarina uygun olmadigi goriiliirken;
antimikrobiyal aktivitenin 12 piyasa numunesinde organik saf ¢ay agaci yagina gore ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir. Halk saglig1 agisindan bu yaglarin farmakope kriterleri
yoniinden standardize edilmesi ve kalite kontrol ¢aligmalar1 sonrasinda bu yaglarin eczact
gozetiminde eczanelerde satilmasi 6nemlidir.

Bilim Kodu : 1017

Anahtar Kelimeler : Antimikrobiyal Aktivite, Avrupa Farmakopesi 8,0, Cay Agaci
Yagi

Sayfa Adedi - 99

Danigsman : Prof. Dr. Didem DELIORMAN ORHAN



ASSESSMENT IN TERMS OF THE EUROPEAN PHARMACOPOEIA CRITERIA OF
TEA TREE OILS SOLD IN THE MARKET AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES
(M.Sc. Thesis)

Imge Ece GOCMEN

GAZI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES
January 2020

ABSTRACT

In this study, 12 tea tree oil samples purchased from pharmacies, aktar and health product
sotres were analyzed in terms of the criteria determined in “Tea tree oil “monograph in
European Pharmacopoeia 8,0. For this purpose; appearance, solubility, stain control, thin
layer chromatography analysis, Gas Chromatography and Gas Chromatography-Mass
Spectrometry method were used. Antimicrobial activities of the samples were also studied.
The results of the samples were compared with the results of the organic pure tea tree
brought from Australia. None of the 12 samples were found to be in compliance with
European Pharmacopoeia standards; antimicrobial activity was found to be very low in 12
market samples compared to organic pure tea tree oil. In terms of public health, it is
important to standardize these oils in terms of pharmacopeia criteria and to sell these oils
in pharmacies under the supervision of pharmacist after quality control studies.
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Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

pg/ml
ala
g/l
h/h

ppm

Kisaltmalar

ADR
ATTO
BfR

Bg\VV

CLSI
CoNS
DMSO
FDIS
FiD

GC
GC-FID
GC-MS
GFAAS
HS-SPME

HPV
HSV-1
HSV-2
IM

SIMGELER VE KISALTMALAR

Aciklamalar

1 Mikrogram/Mililitre
Agirlik/Agirhik
Gram/Litre
Hacim/Hacim
Milyonda Bir Birim

Aciklamalar

Adrinomisin-Direngli
Australian Tea Tree QOil
Bundesinstitut fiir Risikobewertung

Bundesinstitut fiir Gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindmedizin

Clinical Laboratory Standards Institute

Coagulase negative Staphylococcus
Dimetilsiilfoksit

Final Draft International Standard

Flame Ionization Detector

Gas Chromatography

Gas Chromatography - Flame Ionization Detector
Gas Chromatography — Mass Spectrometer
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy

Headspace-SPME
(Tepe boslugu- Kati Faz Mikro Ekstraksiyon)

Human Papilloma Virus
Herpes Simplex Virus 1
Herpes Simplex Virus 2
Identification Method
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Kisaltmalar Aciklamalar
ISO International Organization for Standardization
ITK Ince Tabaka Kromatografisi
KFME Kat1 Faz Mikroekstraksiyon
LDso Letal Doz
(% 50 Oldiirticii Doz)
LFCO Lactobacillus ile Fermente Edilmis Chamaecyparis Obtusa
MABCs Minimum Antibiofilm Concentration
MBK Minimum Bakterisit Konsantrasyonu
MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyon
MBK Minimum Bakterisidal Konsantrasyon
MHA Mueller-Hinton Agar
MHB Mueller-Hinton Broth
MRSA Methicillin-Resistance Staphylococcus Aureus
MSSA Methicillin-Sensitive Staphylococcus Aureus
PDMS/DVB Polidimetilsiloksan-Divinilbenzen
PDA Patates Dekstroz Agar
RRI Relative Retention Index
SD Standard Deviation
SDA Sabora Dekstroz Agar

TTO Tea Tree Oil



1. GIRIS

Ulkemizde son yillarda fitoterapiye olan ilgi giderek artmaktadir, kisaca bitkisel ilaglarla
tedavi anlamma gelen “Fitoterapi” ayn1 zamanda rasyonel, kanita dayali ve
fitoterapoétiklerle yapilan allopatik bir tedavi yontemidir. Fitoterapi alternatif bir tedavi
yontemi degildir, destekleyici ya da tamamlayici bir tedavi seklidir. Tedavide
fitoterapotikler kullanilir. Fitoterapi’de fitoterapdtiklerin hammaddesini olusturan droglarin
farmakope monograflarina gore standardizasyonlari 6nemlidir. Uluslararasi platformda
bitkisel tibbi iiriinlerin ila¢ olarak degerlendirilmesi ancak konvansiyonel ilaglarin sahip
oldugu kalite, gilivenilirlik ve etkinlik Kriterlerini saglamalari ile miimkiindiir [1]. Bitkisel
tibbi {rlinlerin ila¢ olarak degerlendirilebilmesi i¢in Standardize edilmis bitkisel
preparatlarin iiretilmesi gerekmektedir. Standardizasyon, bu iriinlerin giivenilirliklerinin
kanitlanmas1 igin gereklidir. Fitoterapi; hekim eczaci isbirligi ile uygulanmalidir.
Ulkemizde gerek gorsel medya gerek bitkisel iriinlerin halk tarafindan temin edilmesinin
kolay yolu aktarlar oldugu i¢in bitkisel iriinler, fitoterapi egitimi almamis Kkisilerin
elindedir ve dolayisiyla bu iiriinlerin kalite kontrol analizleri yapilmamaktadir. Bu yiizden
halk sagh@ ciddi tehdit altindadir. Gazi Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Ana Bilim Dali Fitoterapi Yiiksek Lisans Programinda, 2001 yilindan bu
yana piyasadaki bir¢ok bitki ve bitkisel iirliniin kalite kontrol analizleri yapilmis ve durum

tespitleri rapor edilmistir [2].

Cay agaci1 yag1; Melaleuca alternifolia (Maiden ve Betch) Cheel, M. linariifolia Smith,
M.dissitiflora F. Mueller ve/veya diger tiirlerinin terminal dallarindan veya yapraklarindan
buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagdir [3]. Cay agac1 (Melaleuca alternifolia
[Maiden et Betche] Cheel), [Sin: M. linariifolia Sm. var. alternifolia Maiden et Betche]
bitkisi; mersingiller (Myrtaceae) ailesindendir. Hint defnesi adiyla da bilinir ve vatani
Avustralya’dir [4]. Tea tree oil, M.alternifolia’nin genis c¢apta kiiltiire alindigi
Avusturalya’da (New South Wales ve Queensland) ticari olarak iiretilmektedir. Bitkinin
dogal olarak yetistigi alan ise New South Wales’in Kuzeydogu kiyisinda Clarence ve
Richmond nehirleri civari ile simirhidir [5]. M. alternifolia; Brezilya, Cin, Endonezya,
Kenya, Madagaskar, Malezya, Giliney Afrika, Tanzanya, Tayland, Amerika Birlesik
Devletleri ve Zimbabve'de yetistirilmektedir [6]. Cay agaci yagi antibakteriyal, antiviral

(Orn: Herpes simplex), insektisit, antidermatofit, analjezik, antienflamatuar, antitiméor ve



akarisit aktivitelere sahiptir. Ayrica ciltte akne ve blefarit tedavisinde de yaygin kullanimi

mevcuttur [4].

“Piyasada Satilan Cay Agaci Yaglarmin Avrupa Farmakopesi Monograf Kriterleri
Yoniinden Degerlendirilmesi ve Antimikrobiyal Aktiviteleri” isimli tezimizde; eczaneler,
aktarlar ve saglik iriinii satan yerlerden alinan c¢ay agaci yagi Orneklerinde Avrupa
Farmakopesi 8,0’da [3] yer alan “Tea Tree Oil” monografina gore kalite kontrol analizleri
yapilacak ve ozellikle antimikrobiyal 6zellikleri ile satis1 provake edilen piyasa triinleri

antimikrobiyal aktivite yoniinden test edilerek bir durum tespiti yapilacaktir.

Resim 1.1. Melaleuca alternifolia [7]



2. GENEL BILGILER

Genel bilgiler; botanik, kimyasal i¢erik ve biyolojik aktivite calismalar1 olmak iizere ii¢

ana boliimde verilmistir.

Botanik bilgiler boliimiinde; Melaleuca cinsinin taksonomik yeri, Myrtaceae familyasi,
Melaleuca genusu, M. alternifolia botanik 6zellikleri, habitat, M. alternifolia’ya verilen
isimler ve sinonimleri, tarihge ve M. alternifolia’nin kayitli oldugu monograflar ve

farmakopeler ile ilgili bilgiler,

Kimyasal igerik boliimiinde; ¢ay agaci yagmin kimyasal bilesimi, stabilitesi, kullanim

alanlarina ait bilgiler,

Biyolojik aktivite ¢aligmalar1 boliimiinde; ¢ay agaci yagi ile yapilan in vitro, in vivo ve
klinik ¢aligmalara ait sonuglar ile ¢ay agact yaginin yan etkileri, toksisite ve

kullanilmamas1 gereken durumlarla ilgili bilgiler sunulmustur.

2.1. Botanik Boliim

2.1.1. Melaleuca cinsinin taksonomik yeri

Alem: Plantae
Alt Alem: Tracheobionta
Ust Béliim: Spermatophyta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt sinif: Rosidae
Takim: Mrytales
Familya: Myrtaceae
Cins: Melaleuca

Tiir: Melaleuca alternifolia [8]
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Resim 2.1. M. alternifolia [4]

2.1.2. Myrtaceae familyasi

Myrtaceae familyasina ait bitkiler kisin yaprak dokmeyen aga¢ ve calilardir. Yapraklar
basit, tam, karsilikli ve stipulasizdir; sizolizigen salgi cebi tasirlar. Familya bitkilerinin
cogu Amerika ve Avustralya’nin tropik bolgelerinde yayilis gosterir. Meyveler cogunlukla
bakka bazen kapsula tipinde olup; tabanda kaliks artig1 tasirlar [9].

Familyanin 80 kadar cins ve 3000 kadar tiirii bulunur. Memleketimizde bir cins ve bir tiirii

yetismektedir [10].

Adi Myrtus communis L. (mersin, murt) olup, Akdeniz havzasinda yetisen, yapraklarini
dékmeyen 1-5 m boyunda bir maki bitkisidir [9].

2.1.3. Melaleuca L.

Melaleuca kelimesi, bitkinin biiylimesi sirasinda gévde kabuklarindaki renk degisimini
ifade etmek {izere Yunancada mela-: siyah ve leuc(0)-: beyaz anlamina gelen kelimelerden

olusturulmustur. Yeryiiziinde Melaleuca cinsine ait 230’a yakin tiir bulunmaktadir [5].



Melaleuca, Avustralya, Yeni Zelanda, Papua, Yeni Gine, Solomon Adalari, Endonezya,
Malezya, Myanmar, Kambogya, Thaland ve Vietnam'a 6zgii hizli biiyiiyen bir bitkidir. M.
cajuputi; Avustralya, Burma, Malezya, Vietnam, Yeni Gine ve Borneo ve Timor adalar
dahil olmak ftizere Giineydogu Asya ve Okyanusya'da yaygin sekilde yayilsa bile,
Hindistan ve Cin'de de bulunabilir [11].

2.1.4. Melaleuca alternifolia

Tibbi olarak kullanilan M. alternifolia tiirii dogal olarak Avusturalya’da yetismektedir ve
bitkinin endiistriyel 6neme sahip ucucu yagi nedeniyle 6zellikle Avustralya’da kiiltiirii de
yapilmaktadir. Nisan-Eyliil aylarinda ¢ok miktarda suya ihtiya¢ duyar ve killi topraklarda
yetigir [5]. Bitkinin boyu 5-7 metreye kadar uzamaktadir [4]. Her zaman yesildir [12].
Agac seklindeki bu tiiriin geng filizleri sik yumusak tliylerle kapli iken yash dallar tiiy
tasimamaktadir. Govdesinin kagit gibi ince ve beyazimsi olan kabugu genis seritler halinde
soyulabilen, bitkinin ¢igekleri ise aricilik agisindan onemlidir. Tibbi olarak kullanilan
kisim olan yapraklar basit, 1- 2,5 cm uzunlugunda ve derimsidir, bu yapraklar “Tea tree oil

(TTO)” olarak bilinen degerli terapétik yagin kaynagidir [5].

Maksimum yaz sicakliginin 27-31°C, minimum kis sicakliginin 19-21 °C oldugu, pH 4,5-7
olan topraklarda, ortalama 1000-1600 mm. yagis alan, 300 m. rakimdaki Dogu
Avustralya'nin 1liman ve nemli kiyilarinda yetisir. Ince kabuk ve bir katman ile yogun
batakliklarda yetisen 7 metreye ulasan uzun bir ¢alidir. M. alternifolia, yogun olarak
ciceklenir, genellikle Ekim ve Kasim aylarinda ¢igek acar. Her tomurcukta 3 mm.
uzunlugunda bir kaliks tiipi, 3 mm. uzunlugunda yapraklar, 30-60 stamen, 3 mm.
uzunlugunda bir stilus ile bir disi organ ve bir stigma vardir. Meyvesi ¢ok tohumlu, fincan
seklinde ve 23 mm. capindadir. Tohumlarin riizgarla saliverilmesini ve dagilmasini

saglayan 1,5-2,5 mm capinda bir delige sahiptir [7].

Melaleuca tiirlerinin kiiltiire alinmas1 Avustralya'da baglamistir. Kiiltiire alinmasinin temel
amaci, cay agact yagi iretimini arttirmak olmustur. Yetistirme alanindaki baslica
Melaleuca tiirleri; aglayan paperbark (M. viridiflora), giimiis paperbark (M. argentea),
mavi paperbark (M. dealbata) ve sari kabuklu/paperbark (M. nervosa)’dir. Bununla
birlikte, M. citrolens, M. cajuputi, M. stenostachya, M. minutifolia, M. acacioides, M.

tamariscina, M. bracteata, M. stenostachya, M. saligna, M. arcana ve M. clarksonii gibi



bazi tiirlerler de siklikla kiiltiire alinmaktadir. M. alternifolia, subtropikal iklimlerde genis
bir toprak yelpazesinde yetisebilir, ancak en ¢ok tercih edilen ortam tam giines alan yerler
ve nemli topraktir. Stk budamaya iyi yanit verir. Asir1 diistik sicakliga toleransh degildir.
Bu tiirler oldukg¢a direnclidir ve asidik toprak, tuzlu toprak, su basmis toprak ve hatta kuru
topraklar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli cevresel kosullarda biiytiyebilirler. Ayrica, 6zellikle
batakliklarda, su altindaki ovalar ve diger su altindaki alanlarda da yetisebilmektedir.
Giiney Florida'da Melaleuca igin tahmini degismeyen mahsul biyokiitle degeri, hektar
bagma 122 ile 170 kuru kiitle metrik ton olarak kaydedilmistir. Oysa Giineydogu
Avustralya’nin subtropikal ormanlarinda yillik 6li 6rtii dokiintii miktar1 hektar basina 7,6

ve 8,1 kuru agirlik tondur. En yiiksek verim, hektar basina 27.000 agagtir. Yapraklarda

ugucu yag iceren salgi bezleri bulunmaktadir. Kazangl kiiltiir, daha fazla tohum iiretimini
gerektirir [11].
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Resim 2.2. M. alternifolia [6]

2.1.5. Habitat

M. alternifolia ve M. linariifolia, Kuzey Avustralya'daki Queensland, Ingiltere'nin
giineyindeki ve giineybatisindaki Yeni Giiney Galler (Avustralya eyaleti) ve Great

Dividing Range (Avustralya’da bir siradag), Maryborough’dan Avusturalya kitasinin dogu



kiy1 kismina kadar uzanan bolge icin yerli tiirlerdir. M. alternifolia’nin dogal habitat1 algak

konumlu, bataklikli, subtropikal, kiy1 zeminidir [6].

Kiy1 bolgesi (sulak alanlar ve turba arazileri tiirleri) Melaleuca i¢in en uygun habitattir
[11].

2.1.6. M. alternifolia’nin Tiirkiye’deki yayilisi

Avustralya disinda  yetisen M. alternifolia  ¢esitlerinin -~ dagilimi  kolaylikla

belirlenememektedir [6]. M. alternifolia tiirti Tiirkiye’de yetismemektedir.
2.1.7. M. alternifolia ve M. linariifolia’ya verilen isimler ve sinonimleri

Yaygin ismi: Cay agaci, ¢ay agact yapragl yagi, Melaleuca yagi, Avustralya ¢ay agaci
yagidir.

Diger yaygin isimler:
Ingilizce:

Melaleuca alternifolia: Tea tree, paperbark tree, narrow-leaved paperbark
Melaleuca linariifolia: Flax-leaved paperbark tree, snow-in-summer
Auvustralya yerlisi: Melaleuca alternifolia: Kimulli, Buhlam
Melaleuca linariifolia: Budjur
Almanca: Teebaum, Australischer Teebaum
Italyanca: Melaleuca, tea tree, albero del té
ispanyolca: Arbol de té, Melaleuca alternifolia
Yeni Zelanda yerlileri: Ti Tree

Flemenkge: Theeboom
Cince: ZXMHE A (Australian tea tree oil: SR ZSA 5 5H)
Fransizca: Mélaleuca (arbre a thé), mélaleuque, tea tree, théier Australien

Norvecge: Tea tree

Tiirkge: Cay agaci



Her iki tiir i¢in kabul edilen Latin binomu:

Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel

Melaleuca linariifolia Sm.

Her iki tiir i¢in sinonimler:

Melaleuca alternifolia: Melaleuca linariifolia var. alternifolia Maiden & Betche.

Melaleuca linariifolia: Melaleuca hyssopifolia (Cav.) Dum. Cours, Myrtoleucodendron

linariifolium (Sm.) Kuntze, and Ozandra hyssopifolia (Cav.) Raf [6].

2.1.8. Tarihge

Cay agaci olarak adlandirilan bitkilerin yapraklari antiseptik etkisi nedeniyle geleneksel
tipta yillar boyu kullanilmis olmasina ragmen diinyaya tanitimi 1700’14 yillarda
gerceklesmistir. Bilimsel ismi M. alternifolia olan ¢ay agaci bitkisi (tea tree), 1770 yilinda
ilk kez Kaptan James Cook (Ingiliz denizci ve kasif) tarafindan kesfedilmistir. “Tea tree
(cay agac1)” ismi Avustralya seyahati doniisiinde denizcilerin ¢ay hazirlamak amaciyla bu
bolgeden gemiye aldiklar1 yapraklar igin kullanmilmistir. Bu bitki o zamana kadar
Avustralya yerlileri (Aborginler) tarafindan deri enfeksiyonlarini tedavi etmek amaci ile
kullanilmaktaydi. James Cook Biiyilk Okyanus’ta seyirler yapmistir ve bu seyirler
esnasinda kesfettigi adalar ile tinlenmistir. 1770 yili Nisan ayinda Avustralya’nin giiney
kiyilar1 kesfedildi. Endeavour, Avustralya’nin giiney dogu agiklarinda karaya oturdugunda
gemi kiyida onarima alinirken Avustralya bitkileri {izerine ilk koleksiyonlar olusturuldu.
Bu aga¢ formundaki bitki daha sonra Botanik¢i Sir Joseph Banks’in ilgisini ¢ekmis ve
arastirma yapmak icin agacin yapraklarmni toplayarak Ingiltere’ye getirmistir. Dr. AR
Penfold 1923 yilinda, bitkinin yapraklari ile ¢alismaya baslamis ve ugucu yagini elde
etmistir. Bu yagin bakterisit ve antiseptik etkisi ise 1925 yilinda agiklanmistir [12]. Bu
ucucu yag ilk kez 1930 yilinda Avustralyali bir cerrah tarafindan, yaralarin temizlenmesi
amaciyla kullandiginda etkileyici sonuglar elde etmesi ile ilgili bulgularmi "Medical
Journal of Australian”da paylasmigtir. Bu yag 2. Diinya savasi sirasinda yaralanmalari
takiben goriilen cilt enfeksiyonlarini azaltmak i¢in genel bir antimikrobiyal ve bocek

kacirict Uriin olarak ilk yardim kutularinda yer almistir. Cay agaci yaginin genis capta



iiretimi 6zellikle Avustralya ordusunun bu yagin 6nemine dikkat ¢cekmesiyle baglamistir.
Savastan sonraki yillarda antibiyotiklerin teminindeki giicliikler nedeniyle dogal bir
antiseptik olan M. alternifolia yagina ilgi artmistir. Ancak sentetik bilesiklere olan egilim
Cay Agact Yag Endiistrisi’nin ilerlemesini 30 yil kadar engellemistir. 1970’11 yillarin
sonlarinda Avustralya’da ¢ay agaci yagi endiistrisi yeniden dogmus, bitkinin kiiltiire
alinma caligsmalar1 hizla gelismis ve genis capta liretimi, yiiksek kalitede yag elde edilisi ve

standardizasyonu miimkiin olmustur.

Giiniimiizde Myrtaceae familyasindan Leptospermum, Melaleuca ve Kunzea cinslerine ait
bitkiler de “Tea tree” olarak bilinir. Bitkilerin, gergek ¢ay bitkisi (Camelia sinensis) ile tat,
koku ve bilesim agisindan herhangi bir benzerlikleri bulunmamaktadir. S6z konusu
bitkilerin yapraklar1 bir ugucu yag tasimaktadir ve bu yaglarin hepsi “tea tree oil (¢cay agaci
yag1)” olarak taninmaktadir. “Tea tree” olarak bilinen bitkiler ve elde edilen ugucu yaglarin

isimleri asagida verilmistir.

Melaleuca alternifolia (Australian Tea Tree), Australian Tea Tree Oil (ATTO)

M. bracteata F. Muell., Kara ¢ay agac1 yagi

M. cajuputi (Swamp Tea tree, Paperbark Tea Tree), Cajeput Oil

M. quinguenervia (Broad-leaved Tea tree, Broad-leaved Paperbark), Niaouli Oil
Leptospermum scoparium, Manuka Oil

Kunzea ericoides (A. Rich.) Joy Thomps, Kanuka Oil [4, 5,12]

2.1.9. Cay agac1 yagimin (Melaleuca aetheroleum) kayith oldugu monograflar ve

farmakopeler

Cay agaci yaginin safligi, bilesimi ve fiziko-kimyasal 6zellikleri ¢esitli farmakopelerde ve

monograflarda tanimlanmistir.

Asagida farmakope, mongraf ve standartlar i¢inde yer almaktadir:

- 2782-1997 Avustralya Standardi: Melaleuca yagi, terpinen-4-ol tiirii (Cay Agact yagi)
- Alman ila¢ Kodeksi (DAC 1986) 8. ek, 1996
- Avrupa Farmakopesi

- Avrupa Ilag Ajansi
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- Fransiz Standard: T75-358

- Ingiliz Farmakopesi

- 1SO 4730:2004 - Melaleuca yagi, terpinen-4-ol tipi (Cay Agaci yagi)

- Martindale Ekstra Farmakope

- Melaleucae alternifoliae Ugucu Yagi, Segilen Tibbi Bitkilerde WHO Monograflar1 Vol.

2, P172-179, 2002

- Teknik Corrigendum 1: 1997’den ISO 4730: 2005 [13, 14]

Cizelge 2.1. Cay agac1 standartlar1 ve kayitli oldugu Farmakopeler [5]

Standart ve Yil Isim Icerik
Farmakopeler
British 1949 | Oleum Melaleuca Tanim, ¢oziinirlik, yogunluk, refraksiyon
Pharmaceutical indisi, optik ¢evirme, ester indisi,
Codex bilesenler listesi
Australian ~ Standart | 1967 | Oil of Melaleuca | Tanim, ¢oziiniirliik, yogunluk, refraksiyon
K-175 alternifolia indisi, optik ¢evirme
Martindale, The Extra | 1972 | Melaleuca Qil Sinominleri, tanim, ¢oziiniirlik, yogunluk
Pharmacopoeia 1993 baslica bilesenler, saklama, kullanim
Deutscher 1996 | Teebaumol ISO 4730 asitlik derecesi, Ince Tabka
Arzneimittel Codex Kromatografisi (ITK) i¢in yontem
Draft
French Standart T75- | 1991 | Huile essentielle de | Gaz Kromatografisi (GC) analiz tablosu
358 Melaleuca terpinen-4-ol | (13 bilesen) ve tipik eser bilesikler
type)
Australian ~ Standart | 1985 | Oil of Melaleuca (terpinen- | AS K-175 i¢in maksimum sineol,
2782 1997 | 4-ol type) minimum terpinen-4-ol yiizdesi
International Standart | 1996 | Oil of Melaleuca (terpinen- | T75-358’de belirtilen 6zellikler, 14 bilesik
473 4-0l type) ve 3 eser bilesen

2.2. Kimyasal Boliim

2.2.1. Cay agaci yaginin bilesimi

Bilimsel olarak Avrupa Farmakopesi’nde, M. alternifolia (Maiden and Betch) Cheel, M.
linariifolia Smith, M. dissitiflora F. Mueller ve diger Melaleuca tiirlerinin terminal
dallarindan ve yapraklarindan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yag olarak
tanimlanmaktadir. Yapraklar, %2 oraninda ugucu yag icermektedir. Yine piyasada
Ozellikle aromaterapide kullanilan degisik Melaleuca tiirlerinden elde edilen ugucu yaglar
da mevcuttur. M. cajuputi Powell’dan elde edilene “Cajeput yag1”, M. viridiflora Sol. Ex
Gaetrn.’den elde edilene de “Niaouli yag1” adi verilmektedir. Bitki Avustralya'ya 6zgii
oldugundan, bu yag genellikle Avustralya cay agaci yagi olarak adlandirilir. Keskin kafur
benzeri bir koku ve mentol benzeri bir sogutma hissi veren soluk sar1 renksiz bir sividir.

Ayrica, alkol, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziindiigii bildirilmistir [15].
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Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Fiziksel form : Renksiz-soluk sari1 s1vi
Coziiniirlik : Suda ¢oziinmez, % 85 etanol ile karisabilir (h/h)

Organoleptik ozellikler ~ : Miristik koku

Erime noktasi : Uygulanamaz (oda sicakliginda sivi)
Kaynama noktasi . Yaklasik 176°C

20°C’de yogunluk : 0,885-0,906

20°C’de kirilma indisi 1 1,4750-1,4820

Optik rotasyon :+5%ile + 15° [13,16]

Cay agaci yag1, aromatik bilesiklerin yani sira ¢esitli mono- ve seskiterpen yapisinda maddeler
icerir. Ugucu yagin %80-90'in1 olusturan monoterpenlerden; terpinen-4-ol, y-terpinen, o-
terpinen, 1,8-sineol, p-simen, a-terpineol, a-pinen, terpinolenler, limonen ve sabinen ana
bilesikleridir. Seskiterpen yapisinda ise; aromadendren, 5-kadinen ve globulol isimli maddeler
siklikla tespit edilmistir [17]. Cay agact yaginda bulunan terpenlerin gesitliligine; M.

alternifolia popiilasyonu, iklim, yaprak yas1 ve distilasyon siiresi etki edebilmektedir [15].

Cay agact yagmin kalitesini dlizenlemek i¢in gerekli olan kriterler; Avustralya
Standardi'nda Uluslararas1 Standart ISO 4730'da (ISO 4730, 1996) ve tek tek bilesenlerin
seviyesi ile ilgili olarak da Alman Ilag Kodu’nun eski bir sayisinda uygulamaya
konmustur. Final Draft International Standard ISO (ISO/FDIS) 4730:2004 tarafindan
belirlenen gay agaci yaginin bilesenleri, maksimum ve minimum miktarlari, Cizelge 2.2°de
verilmistir. Bu cizelgede, 'Melaleuca Yagi, terpinen-4-ol tipi (cay agact yagi)'nin 15

bileseni i¢in maksimum ve minimum degerler belirlenmistir [11, 15,16].

Cizelge 2.2. ISO/FDIS 4730:2004°e gore ¢ay agaci yaginin kromatografik profili [16]

Bilesen Minimum (%) Maksimum (%)
a-Pinen 1 6
Sabinen Eser miktarda 3,5
o-Terpinen 5 13
Limonen 0,5 15
p-Simen 0,5 8
1,8-Sineol (6kaliptol) Eser miktarda 15
y-Terpinen 10 28
Terpinolen 15 5
Terpinen-4-ol 30 48
a-Terpineol 15 8
Aromadendren Eser miktarda 3
Leden (viridoflorene) Eser miktarda 3
o-Kadinen Eser miktarda 3
Globulol Eser miktarda 1
Viridiflorol Eser miktarda 1
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Cizelge 2.3°de ise ¢ay agact yaginin bilesenleri, ISO ve Avrupa Farmakopesi’nde beyan

edildigi sekilde karsilastirmali olarak verilmistir.

Cizelge 2.3. ISO ve Avrupa Farmakopesi monografina dayanarak ¢ay agaci yagindaki ana
bilesenler [7]

Bilesenler I1SO (%) Avrupa Farmakopesi (%)
Terpinen-4-ol 30-48 Minimum 30
y-Terpinen 10-28 10-28
1,8-Sineol 17’ye kadar 15’den az
a-Terpinen 5-13 5-13
a-Terpineol 1,5-8 1,5-8
p-Simen - 0,5-12
a-Pinen - 1-6
Terpinolen - 1,5-5
Aromadendren - 7’den az
Limonen - 0,5-4
Sabinen - 3,5’dan az

M. alternifolia ugucu yaginin alti1 farkli kemotipi vardir, ti¢ii ana kemotip 6nemlidir:

1. Terpinen-4-ol bakimindan zengin c¢ay agaci yagi veren terpinen-4-ol kemotipi.
Ticari cay agact yagi her zaman terpinen-4-ol kemotipinde, tip 1'dir [18].
2. 1,8-sineol bakimindan zengin ¢ay agaci yagi veren sineol kemotipi.

3. Terpinolen bakimindan zengin ¢ay agaci yag1 veren terpinolen kemotipi [6].

Cizelge 2.4. Cay agaci yaginin kemotipleri [18]

Terpinen-4-ol* 1,8-Sineol* Terpinolen*
Tip 1 22-40 0-17 2-6
Tip 2 <3 22-44 41-60
Tip 3 10-14 34-46 16-24
Tip 4 6-14 41-63 0-3
Tip5 <1 72-86 <1
Tip 6 <1 65-80 6-14

*% (agirhik/ agirhik)

2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, bu kemotiplerin olusumunda yapraklarda bulunan 1,8-
sineol sentaz, terpinolen sentaz ve sabinen hidrat sentaz enzimlerin rol aldig: tespit edilmistir
[19].
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Terpinolen 1,8-Sineol a-Terpinen
y-Terpinen p-Simen (+)-Terpinen-4-ol
CH,
H3C
OH 3 CH3
H /“(ﬁ
(+)-a-Terpineol D-Limonen (+)-Sabinen
= OH
= H

(+)-Aromadendren J-Kadinen (-)-Globulol

HO H_ HaC

H

H3C

(+)-Viridiflorol (+)-Leden (sinonimi viridifloren) a-Pinen

Sekil 2.1. Cay agacinin ana bilesenlerinin kimyasal yapilari [13, 16]

2.2.2. Cay agac1 yaginin kalite parametreleri

Brophy, Davies, Southwell, Stiff ve Williams (1989) yaptiklar1 ¢alismada, buhar veya su
distilasyonu ile elde edilmis piyasada satilan ¢ay agaci yagi ornekleri ve yapraklardan
absolii etanol ile elde edilen ekstrelerde yapilan ayrintili Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) analizleri ile numunelerin terpenik
bilesimlerini degerlendirmislerdir. Calismada, distilasyon siiresinin yag kalitesine etki
ettigini tespit etmislerdir. Tamamlanmamuis bir distilasyon ile elde edilen ¢ay agaci yaginda
terpinen-4-ol seviyesinin arttig1 ve seskiterpenoitlerin ise azaldigi goriilmistiir. Tipik bir

yagda p-simen ve 1,8-sineol miktarlari belirgin bir sekilde az iken a-terpinen, y-terpinen ve
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terpinolen miktarlar1 ise yiiksektir. Yagin bilesiminde; bekletme veya diger faktorlerle
(nem, 1sik, depolama kosullari veya oksijen) olusan oksidasyonla degisiklikler
olusmaktadir. 21 ay siire ile saklanan yag orneklerinde, %20-40 oraninda p-simen tespit
edilmistir. a-terpinen, p-terpinen ve terpinolenlerin p-simen’e okside oldugu sonucuna
varilmistir. Hazirlanan ekstrenin analizi sonucunda da; terpinen-4-ol ve 1,8-sineol
seviyelerinden ugucu yagin dogru Melaleuca tiirii olup olmadiginin tespitinin

Mikroekstraksiyon teknigi ile yapilabilecegi goriilmiistiir [20].

Ugucu yaglarin kalitesi, ¢ogunlukla bitkinin toplama evresi ve ugucu yagm depolama
kosullariyla baglantili olarak oksidatif bozulmalar sonucunda degisir. Bu bozulmalarin, ¢ay
agaci yag1 6zelinde nelere sebep olabilecegini daha dnce de belirtmistik. Cok dimensiyonlu
gaz kromatografi-kiitle spektrometresi ve enantio-GC teknikleri kullanilarak kaliteli bir ¢ay

agaci yagindaki kiral bilesiklerin enantiometrik oranlari belirlenmistir (Cizelge 2.5) [21].

Cizelge 2.5. Cay agac1 yagindaki kiral bilesiklerin enantiometrik oranlari

Bilegik + (%) - (%)
S-pinen 60,7 39,3
Sabinen 60,2 39,8
o-Fellandren 37,3 62,7
Linalol 65,1 34,9
Terpinen-4-ol 66,2 33,8
o-Terpineol 76,8 23,2

Cay agact yagm rafine etmek {lizere yapilan bir c¢aligmada, ISO 4730 Uluslararasi
Standardin1 karsilayan yagim saflastirilmasi iki adimda gerceklestirilmistir. Ilk adim, ham
yag1 (terpinen-4-ol, % 35 h/h) elde etmek i¢in buhar distilasyonu yapilmis ve ortalama
verim % 2,37 (h/ h-1slak agirlik) veya % 1,23 (h/h- kuru agirlik) olarak bulunmustur. Ikinci
asamada, vakum distilasyonu kolonu kullanilarak temizlenmis c¢ay agaci yagi elde
edilmistir. Verim yaklasik % 0,3 (a/a) olarak bulunmustur. Terpinen 4-ol miktari; ham

yagda % 35-48 (h/h) ve temizlenmis yagda ise % 95-100 h/h olarak tespit edilmistir [22].

Tankeu, Vermaak, Kamatou ve Viljoen (2014) ticari olarak dénemli ugucu yaglardan biri
oldugunu diisiindiikleri ¢cay agac1 yaginin kalitatif ve kantitatif analizlerinde kullanilan GC-
MS teknigini hem pahali hem de zaman aliyor olmasindan dolayi, kalite kontrol i¢in hizl
ve diisiik maliyetli bir alternatif yontem olarak kemometrik veri analizi ile birlikte titresim
spektroskopisinin kullanimi degerlendirmislerdir. Spektral veriler hem orta kizil6tesi hem

de yakin kizilotesi dalga boyu bolgelerinde ve alev iyonizasyon dedektorii ile GC-MS
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kullanilarak elde edilmistir. Cay agaci yagiin ana bilesiklerinin miktarinin belirlenmesi
icin bu yontemlerin degerli olduklar1 dogrulanmistir. Bu sonuglardan, ¢ay agact yaginin
ana bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizlerini yapmak igin (1,8-sineol, terpinen-4-ol,
limonen, terpinolen, o-terpineol, a-terpinen ve y-terpinen) numune hazirlamadan veya
kimyasal madde kullanimi olmadan bir dakikadan daha kisa siirede Sl¢iim yapilabilen,
verimli, bilesimi bozmayan alternatif yontemler olarak kullanilabilecegi sonucuna

vartlmustir [23].

Cay agact yaglarinin tahsisatini  tespit edebilmek ic¢in anahtar monoterpenlerin
enantiomerik oranlarmin kullanilabilecegi diisiiniilerek; 2016 yilinda Avustralya’da bir
calisma yapilmistir. 57 adet gergek ¢ay agact yaginda yapilan GC-MS analiz sonuglarina
gore; (+)-terpinen-4-ol %67,4-69,6; (+)-a-terpineol %71,0-78,0; (+) ve (-)- terpinen-4-ol
oraninin 2,067-2,289 ve (+) ve (-)-a-terpineol oraninin ise 2,450-3,540 arasinda degismesi

gerektigi sonucuna ulasilmistir [24].

2.2.3. Cay agaci yaginin stabilitesi

Cay agact yaginin bilesimi, 6zellikle atmosferik oksijen varliginda, ayrica 1518a, neme ve
yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda da degisir. Bu kosullar altinda, a-terpinen, y-terpinen
ve terpinolen, p-simen'e oksitlenir. Sonu¢ olarak, a-terpinen, y-terpinen ve terpinolen
seviyeleri diiserken, p-simen seviyesi 10 kat artar. Bekleme siiresi arttikea,
yagin rengi yesil-kahverengiye doner, viskozite degisir ve koku terebentin benzeri bir hal

alir. Son olarak, 1,2,4-trihidroksimentandan olusan uzun ince igneler kristallenir [18].

Seyreltilmemis c¢ay agaci yaginmn 12 aylk kullanim sonrasindaki stabilitesinin
degerlendirildigi bir calismada, cay agacit yaglart vida boyunlu 100 ml.lik amber
polipropilen kapakli cam siselerde, 1s1 ve 151k kaynaklarindan uzakta bir kabinde 22°C'de
saklanmistir. Her hafta kapaklar acilarak hava ile temas edilmesi saglanmistir. Her ay
siselerden 5,61 ml numune almip GC teknigi ile bilesimleri ve oksitlenme durumlari
peroksit indeksi hesaplanarak tespit edilmistir. Yagin bilesiminin ilk 6 ay sonunda
degismeden kaldigi, daha uzun saklama siireleri sonunda p-simen seviyelerinde hafif bir
artig, a-terpinen seviyelerinde ise hafif bir azalma goriilmiistiir. Bununla birlikte, p-simen
seviyelerinin 12 aylik deneme siiresinden sonra %6,7'den daha az oldugu tespit edilmistir.

Benzer sekilde, peroksit indeksi ilk 6 ay boyunca 5 mili-ekivalan O seviyesinde veya daha
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az iken, 12 ay sonunda ise 8,6 mili-ekivalan O2 seviyesini asmamistir. Bu belirtilen
kosullar altinda yagda 12 ay sonunda kayda deger bir oksidasyon/bozunma goriilmemistir.
Ornek almma zamanlarinda, herhangi bir yag numunesinde 1,2,4-trihidroksimetan tespit

edilmemistir [13].

Ayn1 kimyasal grup i¢indeki yapisal iliskilerinden dolayi, ugucu yag bilesenlerinin
enzimatik veya kimyasal olarak tetiklenen oksidasyon, izomerizasyon, siklizasyon veya
dehidrojenasyon reaksiyonlar1 ile kolayca birbirlerine doniistiigii bilinmektedir.
Terpenoitler ugucu ve 1s1l kararsiz olduklarindan, kendi yapilarina bagh olarak kolayca
oksitlenebilir/hidrolize edilebilirler. Cay agaci yagi bilesenlerinin bozulmasi genellikle iki
ana yoldan olusur: oksidasyon ve hidroliz. Bozunma iizerindeki a-terpinen, a-terpinolen ve
y-terpinen, Sekil 2.4.'de gosterildigi gibi terpinen-4-ol (hidroliz ile) ve p-simen
(oksidasyonla) olusumuna yol agar [15, 16].

j
o~
N
a-Terpinen v-Terpinen a-Terpinolen
S— 7
—
: OH
Terpinen-4-ol p-simen

Sekil 2.2. Cay agaci bilesenlerinin hidroliz ve oksidasyonunun son tiriinleri [16]

p-simen yiizdesi, cay agact yagmin oksidatif bozunmasinin iyi bir gdstergesidir.
Hidrolizden sonra, terpinen-4-ol konsantrasyonunun iiretimindeki artistan dolay1

antimikrobiyal aktivitede artig olabilecegi icin, terpinen-4-ol’iin ¢ay agaci yaginin
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antimikrobiyal etkisinde hayati bir rol oynadig1 bildirilmistir. Bu ylizden, ¢ogu zaman,
terpinen-4-ol igerigi zengin; 1,8-sineol igerigi diisiik yag tercih edilir. Yiiksek sineol
icerikli cay agaci yagi, Okaliptiis yagina cok benzeyen bir kokuya sahiptir. Ayrica cay
agaci yagindaki oksidasyon tiriinii olan p-simen, askaridol (endoperoksitler) ve daha stabil
bir alkol 1, 2, 4-trihidroksi-metan (triol) olusumuna yol agar (Sekil 2.5) [15, 16].

CH3 OH
OH
OH
HsC CHs
Askaridol 1, 2, 4-trthidroksimentan

Sekil 2.3. Yagdaki bozulma iiriinii olan p-simen’den olusan bilesikler [16]

2.2.4. Formiile iiriinlerde cay agaci yaginin stabilitesi

Cay agaci yagindan hazirlanmis gesitli formiilasyonlarin, farkli sicaklik ve siire kosullari
altinda yapilan stabilite ¢alismalarinda p-simen miktarlarindaki degisimler izlenmistir.

Calismada formiilasyonlarin bilesimi verilmemistir (Cizelge 2.6) [13].

Cizelge 2.6. Cay agaci yagindan hazirlanmis ¢esitli formiilasyonlarda yapilan stabilite
calismalar1 [13]

Formiilasyon Kod Saklama p-simen p-simen
Baslangig degeri (%) Son deger (%)
Beyaz krem #2923 18 ay, 30°C 1,72 9,02
Beyaz krem #3174 18 ay, 30°C 3,09 6,25
Jel #11J1 60 ay, 22°C - 3,25
Jel #11J1 18 ay, 40°C - 3,53
Jel #1131 12 ay, 40°C - 3,70
Jel #1131 60 ay, 22°C - 3,25
Jel #13AK 48 ay, 22°C - 3,49
Jel #13AK 18 ay, 40°C - 4,02
Soliisyon #7959 36 ay, 2 °C - 3,42
Soliisyon #7959 18 ay, 40°C - 4,08
Soliisyon #9612 36 ay, 22°C 2,93 3,98
Soliisyon #9612 18 ay, 40°C 2,93 3,53
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Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde; p-simen igeriginin saklama siiresine bagl
olarak arttig1 fakat ISO Standartlarinin belirledigi iist limitlerin altinda kaldig1 (%8) tespit
edilmistir. Yagdaki bozulmaya, yagi iceren formiilasyondaki tasiyicinin da etkili oldugu
bulunmustur. Krem formiilasyonlarindaki ¢ay agaci yagindaki bozulmanin soliisyon ve jel
formiilasyonlarina gore daha hizli oldugu goriilmiistiir. Jel formiilasyonundaki ¢ay agaci
yagt 5 yilin {izerinde bir stabilite gdsterirken, bu siire soliisyon formiilasyonunda 3 yil,

krem formiilasyonunda ise 1,5 yila gerilemistir [13].

Shabir (2005), cay agaci yag formiilasyonlarinda izotermal gaz kromatografisi-alev
iyonizasyon dedektorii (GC-FID) yontemi ile p-simen tespiti i¢in valide bir yontem
gelistirmigtir. %5 Carbowax kolon (20 m x 0,25 mm), tasiyict gaz olarak hidrojen (36
ml/dk.) kullanilmig, dedektor sicakligi 220°C, firin sicakligr ise 100°C ve enjeksiyon hacmi
de 1,5 pl. olarak optimize edilmistir. Cay agaci yag1 formiilasyonunda p-simen tayini i¢in
bu yontem yiiksek verim kapasitesine sahiptir. Calismanin sonucunda, terapotik ve
farmasotik olarak formiile edilmis ¢ay agaci yag: iiriinleri i¢in bu yontemin, dogruluk ve

hassasiyet kriterleri yoniinden kalite kontrollerde kullanilmasi 6nerilmistir [25].

Aragtirmacilar, formiilasyon zorluklarinin istesinden gelmek icin bazi yeni dagitim
sistemlerini test etmislerdir. Literatiirde bu yag igin bildirilen sinirli sayida formiilasyon
(mikroemiilsiyon, lipozom, nanoemiilsiyon, yamalar, siklodekstrin kompleksleri) vardir. Bu tiir
formiilasyonlar yagin stabilitesini arttirmayi, ucucu hale gelmesini oOnlemeyi, kontrollii
salimmimi  miimkiin ~ kilmay1 ve lipofilik bilesenlerinin  ¢oziintirligiinii  arttirmay1
amaglamaktadir. Bir¢ok ticari ve tezgah iistii tirlin, jeller, sabunlar, sampuanlar, temizleyiciler,
losyonlar, kremler ve ¢ubuklar i¢inde de yer almaktadir. Cay agaci yagu ile ilgili patentlerin bir

listesi Cizelge 2.7'de verilmistir [15].

Cizelge 2.7. Literatiirde ¢ay agaci yaginin bazi segilmis patentleri [15]

Sira no Patent no Patent ismi

1. EP 0521143 al Burn dressing with tea tree oil

2. US 5,449,517 a Method and formulation for eliminating fleas on animals

3. \Wo0 1996020267 al |a process for deodorizing tea tree oil and deodorized tea tree oil
4. W0 1998042386 al |Preservative composition containing tea tree oil (tto)

5. us 5,738,863 a honeybee repellent composition containing tea tree oil

6. W0 1999046993 al tea tree oil pesticidal composition

7. us 6,019,963 a Deodorizing composition containing tea tree and eucalyptus oils
8. us 6,342,253 B1 use of essential oils to repel and treat head lice

9. us 2002/0054858 a1l [oral hygiene formulation and method of use

10. \Wo 2003002132 al [tea tree oil formulations

11. us 6,518,227 B2 solvent composition for denture adhesive
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Cizelge 2.7. (devam) Literatiirde ¢ay agac1 yaginin bazi segilmis patentleri [15]

Sira no Patent no Patent ismi
12. \Wo 2004073674 al [tea tree oil-based preparation, methods for the production and use thereof
13. us 2005/0084545 al  |non-phytotoxic biocide composition containing tea tree oil and
method of production of the same
14. us 2007/0207115 al ftea tree oil and benzoyl peroxide acne treatment
15. 210105 fungicidal emulsion comprising tea tree oil
16. us 7,311,928 B2 topical compositions containing tea tree oil for treatment of viral lesions
17. us 7,368,135 B1 herbal healing oil
18. us 7,666,453 B2 topical composition and method for the treatment and prophylaxis dermal
irritations
19. us 2011/0070323 al  [Pediculicide compositions
20. EP2370057 al topical herbal formulation for treatment of acne and skin disorders

21. us 2012/0024310 a1 [Method of applying a protective film over natural hair or scalp prior to
application of bonding glue

22, EP 2575477 a2 combinations of antifungal compounds and tea tree oil

23. us 8,496,914 B2 antibacterial oral rinse formulation for preventing coronary artery disease
24, us 2013/0158,127 tea tree oil derivatives

25. \Wo0 2014042604 al [clindamycin phosphate, salicylic acid and tea tree oil combinations

26. us 2015/0010598 a1l  [composition for transdermal delivery and methods thereof

27. us 2015/0030708 al  [compositions comprising extracts of boswellia, tea tree, aloe and lavender
oil and methods of treating wounds, burns and skin injuries therewith

28. us 2015/0072030 al [Biocompatible tea tree oil compositions

2.3. Cay Agac1 Yagimin Kullanim

M. alternifolia’nin antifungal, antienflamatuar, antibakteriyel, topikal antiseptik ve
antiviral bir ugucu yag olarak Avustralya’da geleneksel tibbi kullanimi uzun bir tarihe
sahiptir. Avustralya {iriin kayitlarinda tanimlanan bazi 6zel tibbi kullanimlar sunlar1 igerir:
brong tahrisi veya bronsit nedeniyle olusan oksiiriigiin rahatlatilmasi, topikal uygulama ile
nezle, soguk alginligi, uguk, influenza/grip, siniizit ve tinea semptomlarinin giderilmesidir.
Cay agac1 yag ayrica saglhigin Korunmasinda veya devam ettirilmesinde, alerji
semptomlarmin giderilmesinde, aromaterapide ve masajda kiiciik yaniklarin ilk yardim
tedavisinde de kullanilir. Avrupa Ilag Ajansi; kiiciik yiizeysel yaralar ve bocek 1siriklari,
kiigiik kabarciklar (¢iban ve hafif akne), hafif Tinea pedis durumunda kasinti ve
irritasyonun hafifletilmesi ve oral mukozanm kiigiik enflamasyonlarinin semptomatik
tedavisi i¢in 6nermektedir. Ticari lriinler; jeller, kremler, losyonlar, sampuan, sa¢ kremi,
yiiz maskeleri, deodorantlar, ayak bakim firtinleri, sabunlar, dis macunlari, agiz sulari,

bocek kovucular ve oda spreyleridir [6, 26].

Cay agac1 yagi, bircok evcil hayvan sampuaninda, keneleri ve pireleri oldiirmek i¢in

kullanilir ve bocekleri uzaklastirdigi da iddia edilmektedir [27].



20

Cay agac1 yagt; saf yag, merhem, sigil boyasi, akne tedavisinde kullanilan formiilasyonlar
icinde bulundugu gibi kumas yumusaticilari, deterjanlar ve temizleyiciler gibi ev iiriinleri
dahil bir¢ok farkli formiilasyonlarin i¢inde de bulunur. Bu yag ayrica birgok kozmetik iiriin
tiirlinde ve aromaterapide cilt hastaliklari, solunum sistemi hastaliklar1 (6rnegin astim,
bronsit, siniizit, tiiberkiiloz ve bogmaca 0ksiiriigli), genitoiiriner hastaliklar (kandidiyazis,
vajinit, sistit ve genital prurit), soguk alginligi, grip ve sugigegi gibi bulasici hastaliklar ve

ateste kullanilmaktadir [18].

Avrupa Kozmetik Birligi COLIPA 2002 yilinda, ¢ay agaci yaginin kozmetik iiriinlerde
cilde %1 yagdan daha yiiksek konsantrasyonda uygulanacak sekilde kullanilmamasi
gerektigini tavsiye etmistir. Dahasi, {ireticilere 1siktan etkilenmesini en aza indirmek igin

antioksidanlar ve/veya 6zel ambalajlar1 kullanmalarini énermistir [18].

Avrupa Komisyonu, Scientific Committee on Consumer Products (2008); cay agaci
yagmin eklendigi kozmetikler ve formiilasyonlardaki konsantrasyonlarin asagidaki

miktarlarda olmasi gerektigini tavsiye eder:

e Nemlendiriciler (% 1,25)

e Sampuanlar ve gargaralar (% 0,2)

e Yiiz yikama ve el yikama sulari (% 0,7)
e Sabunlar (% 2)

e Ayak spreyleri ve tozlari (%2)

e Tirag iirtinleri (% 2)

e Agda sonrasi tedaviler (%2)

e Deodorantlar (%2) [28].

Avrupa Komisyonu'nun kozmetik Ttriinlerin igerikleri ile ilgili olarak olusturdugu
Kozmetik igerikler veritabani (Cosing), kozmetiklerde oksijen nedenli bozulmalara kars
antioksidan olarak ve parfiim veya aromatik hammadde olarak kullanilmasin1 6nermektedir

[29].

Cay agaci1 yag1 oncelikle topikal uygulama i¢in kullanilir. Etkili topikal tedavi i¢in gerekli
konsantrasyon konusunda halen ¢eliskiler mevcuttur. % 3, % 5 ve % 10’luk ¢ay agac1 yagi

formiilasyonlarinin, ¢ogu durumda yeterli oldugu goriilmiistiir. Cay agaci yagindan imal
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edilmis iirlin bulunmayan iilkelerde, merhemler igerisine karigtirllmak suretiyle cay agaci
yagindan hazirlanmis olan majistraller recetelenebilmektedir. Antiseptik ve dezenfektan
amacli olarak, Avustralya Terapotik Uriinler Yasas1 % 5 ¢ay agaci yagi recetelerine izin
vermektedir. Deneysel ve kayit disi oral uygulamalarda, 6rn. Kronik tekrarlayan bazi
genitotiriner enfeksiyonlarda, 0,025-0,05 (-1) ml hacimde ¢ay agaci yagi kullanilmistir.
Sistematik bir degerlendirme yoktur ve bu uygulama ile ilgili son derece smirli veri

mevcuttur [26].

Cay agac1 yaginin 10 pratik kullanimi

Akne: Etkilenen bolgeye gerektigi kadar ¢ay agaci yagi siiriiliir. Akneye neden olan bakteri

birikimini 6nlemek i¢in yiiz temizleyicisine birkag damla eklenir.

Ayak mantari: Ayakta etkilenen bolgeye iki {i¢ damla ¢ay agaci yagi suriliir. Ilik su

icerisine 5-10 damla gay agaci yagi eklenir, hazirlanan soliisyonun iginde ayak bekletilir.

Soguk algmligr: Gogiis ve burun tikanikligin1 gidermek igin bir difiizira yaklasik 10 damla

cay agaci yagi eklenir.

Uguk: Cay agaci yagi giinde iki kez dogrudan agrili kisma uygulanr.

Bas biti: 28 g. sampuan i¢in 5 damla ¢ay agaci yagi ekleyip 1slak saga masaj yapilir. 10 dk.

bekletilip, durulanilir. Bitler ve yumurtalar bitene kadar hergiin tekrarlanir.

Bocek 1sirigi: Sislik, kasintt ve kizarikligi hafifletmek i¢in bir veya iki damla ¢ay agaci

yagini dogrudan bocek 1s1r1g1 veya sokmasi iizerine uygulayin.

Dermatit/egzema: Cilt iizerine kiiciik bir alana yag siiriilerek ciltte irritasyon yapip
yapmadig1 test edilir. Irritasyon olmazsa etkilenen bdlgeye yag siiriiliir. Temizlemek igin,
1/4 fincan 1lik suya 10 damla yagdan ekleyerek bir soliisyon yapilir ve temiz bir pamuklu

bez veya kuru bir bezle sabah ve gece etkilenen bdlge yikanir.

Kulak enfeksiyonu: 1/4 fincan 1lik zeytinyagina 5 damla ¢ay agaci yagi karistirilir. Basi bir
tarafa dogru egerek kulaga kiiciikk bir miktar damlatilir. Bir kulak pamugu ile kulak igine

uygulanilir. Gerektiginde tekrarlanilir.
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Kesikler & yaralar: Antiseptik bir yikama soliisyonu olarak bir fincan 1lik suya 10 damla

cay agaci yagi eklenir.

Kepek: Sampuan sisesine 20 damla c¢ay agaci yagi eklenir, karistirilir veya saginizi

yikamak i¢in avug i¢ine alinan sampuana ti¢ damla karistirilip, kullanilir [30].

2.3.1. Cay agac1 yag1 ve aromaterapi

Aromaterapi, bitkilerin tamamen organik olan yapragi, kokii ve ¢igceginden distilasyon
teknigi ile elde edilen ucgucu yaglar1 kullanarak hastaliklar1 onlemek veya olusmus
hastaliklarda viicudun bagisikligin1 giiglendirerek kendi savunma sistemini desteklemek
icin kullanilan bir tekniktir. Aromaterapi yeni bir konsept gibi algilansa da ¢ok eski
caglarda, tip biliminin kurucular tarafindan kesfedilmis ve literatiire gegmis oldukga eski

bir tibbi yontemdir [31].

1936°da Fransiz kimyaci Gattefosse tarafindan aromaterapinin ilk temelleri atilmigtir.
Gattefosse, laboratuvarinda yaptig1 bir deney esnasinda kaza ile elini yakmis (gaz lambasi
ile), o sirada elinde bulunan siseden dokiilen lavanta yagmin elini siiratle iyilestirdigini
fark etmistir. Iste bu tarihten sonra aromaterapi ile ilgili ¢alismalara daha fazla agirlik

verilmistir ve gittik¢e dnemi artmustir [32].

Aromaterapi, kullanilan ugucu yag veya yag karisimina gore ¢ok cesitli fiziksel ve ruhsal
faydalar saglar. Aromaterapide kullanilan ugucu yaglar; analjezik, antimikrobiyal,
antiseptik, iltahap Onleyici, doku ve damarlar1 sikilastirici, yatistirici, spazm ¢oziicli ve

idrar soktiirticti 6zelliklere sahiptir [31].

Cizelge 2.8. Cay agac1 yagi igeren baz1 Aromaterapi formiilasyonlari [7]

Etki Doz Kullanilig

Aft ve uguk 2-3 damla Kulak pamuguna damlatilip 15 sn. siireyle atusman
seklinde uygulanilir. Giinde 3-4 kez. Ugucu yag
yutulmamali

Akne 2-3 damla Kulak pamuguna damlatilip 15 sn. siireyle atugsman
seklinde uygulanilir. Giinde 2-3 kez.

Atlet ayagi 2-3 damla Kulak pamuguna damlatilip 15 sn. siireyle atugsman
seklinde uygulanilir. Giinde 3-4 kez.

Ayak 10 damla ¢ay agact yagi, 8 | Ugucu yag karisimi sicak suya konulur ve ayaklar

terlemesinde damla selvi ugucu yagi icine ayagin tamamim kaplayacak sekilde sokulur. 15
dk. bekletilir.

Bogaz agrist ve | 3-4 damla Su dolu bir ¢ay bardagina eklenir gargara yapilr.

ses kisiklig Giinde 3-4 kez tekrarlanir. Yutulmamali.
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Cizelge 2.8. (devam) Cay agac1 yag1 i¢ceren bazi Aromaterapi formiilasyonlari [7]

Etki Doz Kullanilis

Dis agrist 3 damla gay agac1 yagi, 3 damla | Su doldurulmus yarim veya dolu bir ¢ay bardagina
nane ucucu yagi yaglar ilave edilir. Agi1z yikama suyu seklinde kullanilir.

Ag1z kokusu 5 damla ¢ay agaci yagi, 1 damla | Bir ¢ay bardagi ilik suya ugucu yaglar eklenir ve agiz

tibbi papatya ucucu yag1 veya 1 | yikama suyu seklinde kullanilir.
damla nane ugucu yagi
Sa¢ egzemasi ve | 80 damla ¢ay agaci yagi, 80 | 200 ml. organik sampuan igine ilave edilir.
kepek damla selvi ucucu yagi
Vajinal mantar | 5 ml. ¢ay agaci yag 100 ml. distile su igine ugucu yag eklenir, haricen
enfeksiyonu yikama iglemi uygulanir.

Yatak yaralari 2 ml ¢ay agacit yagi, 2 ml. | Karisim giinde birkag kez enfekte olmus bolgeye
Lavanta ugucu yag1 50 ml. sar1 | uygulanir.

kantaron yagi icinde ¢oziiliir.

2.4. Biyolojik Aktivite Calismalar:

2.4.1. In vitro cahsmalar

Antibakteriyal aktivite

Carson, Cookson, Farrelly ve Riley (1995), cay agact yagim 66 Staphylococcus aureus izolati
tizerindeki etkisini disk diflizyonu ve modifiye Broth mikrodilisyon yontemleri ile test
etmislerdir. Test edilen izolatlarin 64'tiniin metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
ve 33'liniin de mupirosine direngli oldugu tespit edilmistir. 60 Avustralya izolat1 igin Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisit Konsantrasyonu (MBK) sirastyla
% 0,25 ve % 0,50 (h/h) olarak hesaplanmigtir. Bu in vitro sonuglar ¢ay agaci yagimin MRSA

enfeksiyonlarinin tedavisinde yararli olabilecegini diistindiirmiistiir [33].

Cay agac1 yaginin, Staphylococcus aureus [MRSA ve metisilline hassas (MSSA)] ve koagiilaz-
negatif Staphylococcus tiirlerine (CoNS) karsi etkisi, broth mikrodiliisyon ve kantitatif in vitro
zamana bagli dldiirme testleri kullanilarak test edilmistir. Cay agact yagi MRSA ve MSSA
izolatlarma kars1, hem MIK hem de MBK degerleri goz éniine alindiginda CoNS izolatlarindan
belirgin olarak daha az hassas bulunmustur. Kantitatif in vitro zamana bagli 6ldiirme testinde, her
zaman araliginda kontrolle kiyaslandiginda tiim izolatlarin ortalama canli sayisinda énemli bir
azalma gorlilmiistiir. Ayrica, MSSA ve MRSA izolatlan tarafindan olusturulan biyofilmler, 1
saat siireyle %5°’lik ¢cay agacina maruz birakildiktan sonra tamamen yok olmustur. Buna karsilik,
test edilen dokuz CoNS izolatinin olusturdugu biyofilmlerin sadece besi tamamen 6ldiiriilmiis,
diger dort izolat i¢in sayimda bir azalma goriilmiistiir. Bu sonuglar, ¢ay agaci yaginin biyofilm
olusturan MRSA ve MSSA izolatlarina karsi, biyofilm olusturan CoNS izolatlarina kiyasla daha
biiyiik bir bakterisidal aktivite sergiledigini gostermistir [34].
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Piyasada antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen lavanta, ¢ay agaci ve limon yag1 gibi ugucu
yaglarm ve sentetik preservatif etkili maddeler olan 1,3-dimetil-ol-5,5-dimetilhidantoin ve 3-
iyodo-2-propinil butil karbamat karisimlari ile hazirlanmis olan kombinasyonlarin etkinlikleri
Impedimetrik bir yontemle karsilastirilnustir. Etkinin degerlendirilmesinde; Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida sp. LOCK 0008 ve
Aspergillus niger ATCC 16404 mikroorganizmalari kullanilmistir.  Test edilen
mikroorganizmalarin seg¢ilmis ugucu yaglara duyarliliklarinin ¢ok farkli olduklar1 tespit
edilmistir. MIK degerlerinin; Pseudomonas aeruginosa icin %0,10, Aspergillus niger igin
%0,02-0,04, Staphylococcus aureus igin %0,04-0,05 ve Candida tiirleri i¢in %0,03-0,04
arasinda degistigi goriilmiistiir. MIK degerleri goz 6niine alindiginda hazirlanan ugucu yag
kombinasyonlarinin siralamasi; Cay agaci yagr> lavanta yagr> limon yag1 seklinde olmustur.
Mikroorganizmalarin duyarliligi ise; Aspergillus niger> Candida sp.> Staphylococcus. aureus
> Pseudomonas aeruginosa seklinde tespit edilip, maya ve kiiflerin bakterilerden daha duyarli

olduklart gériilmiistiir. Sonugta, kozmetik {iriinlerde sentetik prezervatif maddelerin yerine

ugucu yaglarin da ayn1 amagla kullanilabilecekleri diistintilmiistiir [35].

Cay agaci yagimn antibakteriyal etki mekanizmasi [15]

Streptococcus aureus, Potasyum iyon sizintist ve solunum inhibisyonu. Sodyum kloriire
kars1 artan hassasiyet ve morfolojideki degisim Escherichia coli, Potasyum homeostazinda,

glukoza bagli solunum ve morfoloji lizerinde zararh etkiler,

Pseudomonas aeruginosa, ¢ay agaci yagi ve bilesenlerinin yiiksek konsantrasyonuna kars1

toleranslidir. Bu durum mikroorganizmanin dig zar biitiinliigi ile iliskilidir.

Cizelge 2.9. Cay agacinin ¢esitli bilesenlerinin etki gosterdikleri mikroorganizmalar [15]

Bilesen Mikroorganizma
Terpinolen -
1,8-Sineol Staphylococcus epidermidis (G*),
Pseudomonas aeruginosa (G~), Salmonella typhimurium (G)
o —Terpinen —
y-Terpinen -
p- simen -
Terpinen-4-ol Streptococcus pyogenes (G¥),
Streptococcus gordonii (G*),
MRSA

Fusobacterium nucleatum (G"),
Prevotella intermedia (G"),
Porphyromonas gingivalis (G)
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Cizelge 2.9. (devam) Cay agacinin ¢esitli bilesenlerinin  etki  gosterdikleri
mikroorganizmalar [15]

Bilesen Mikroorganizma

a-Terpineol Streptococcus gordonii (G*),
Fusobacterium nucleatum (G™),
Prevotella intermedia (G"),
Porphyromonas gingivalis (G)

Limonen -

Sabinen Streptococcus pyogenes (G),
Streptococcus mutans (G*),
Streptococcus sanguinis (G*),
Streptococcus sobrinus (G*),
Streptococcus criceti (G*)

Aromadendren -

6-Kadinen -

Globulol —

Viridiflorol Prevotella intermedia (G")

a-Pinen Porphylomonas gingivalis (G)

Leden (sinonimi viridifloren) —

G* = Gram pozitif; G~ = Gram negatif

Sonug olarak &zetlemek gerekirse; cay agaci yaginmn %0,003-8 h/h MIK degeri ile

antimikrobiyal etki gosterdigi mikroorganizmalarin isimleri asagida verilmistir [11];

Acinetobacter baumannii, Actinomyces viscosus, Bacillus cereus, Bacteroides spp.,
Corynebacterium spp., Enterococcus faecalis, E. faecium (vankomisin direngli),
Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus spp.,
Micrococcus luteus, Peptostreptococcus anaerobius, Porphyromonas endodentalis, P.
gingivalis, Prevotella spp., Prevotella intermedia, Propionibacterium acnes, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. aureus (metisillin direngli),
S. epidermidis, S. hominis, Streptococcus pyogenes, Veillonella spp., Alternaria spp.,
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. Niger, Blastoschizomyces capitatus, Candida albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, Epidermophyton flocossum, Fusarium spp., Malassezia
furfur, M. sympodialis, Microsporum canis, M. gypseum, Penicillium spp., Rhodotorula
rubra, Saccharomyces cerevisiae, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans,
Trichosporon spp., Enterococcus faecalis, C. tropicalis, Cladosporium spp., Cryptococcus

neoformans

Tolere edilebilirlik ve diren¢

Antibiyotikler, diger mikroorganizmalarin biliylimesini engelleyen veya o6ldiiren

mikroorganizmalarin {irettigi kimyasal maddelerdir. Mikroorganizmalarin kolayca
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antibiyotiklere diren¢ gelistirdigi goriilmiistir. Cay agaci yaginin antibakteriyel 6zelligi
icin kanitlar literatiirde mevcuttur. Bu yiizden antibiyotiklere iyi bir alternatif olarak

diistiniilebilir.

Arastirmacilar, ¢ay agaci yaginin ¢esitli bakterilere karsi tepkisini arastirmis ve sonuglar P.
aeruginosa’nin %2-8’lik ¢ay agaci preparatlarina tutarli bir sekilde azalmis duyarlilik
sergiledigini, diger bakterilerin % 0,06 ile 0,5 arasinda degisen bir konsantrasyona duyarli

olduklarini gostermistir [36].

Antifungal aktivite

Cay agac1 yagmin in vitro antifungal aktivitesinin; 26 adet Dermatofit, 32 adet Candida
albicans ve 22 adet farkli Malassezia furfur susuna kars1 degerlendirildigi bir ¢alismada,
cay agaci yagmim MIK degerleri, agar diliisyon yontemi ile tespit edilmistir. Cay agaci
yagmin biitiin klinik mantar izolatlarmmn biiyiimesini inhibe ettigi goriilmiistiir. Incelenen
dermatofitlerde, MIK degerleri ortalama olarak 1,431 pg/ml olarak tespit edilmistir. Hem
C. albicans suslarinin hem de Candida ve Trichosporon cinsine ait diger suslarin, in vitro
ortamda ¢ay agaci yagina karst daha az duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Bu suslara karsi ¢ay
agac1 yagmin ortalama MIK degerlerinin 2,225 ila 4,450 pg/ml oldugu bulunmustur. M.
furfur’un, ¢ay agaci yagma en duyarli sus oldugu (MIK 556,2-4,450 pg/ml) da tespit
edilmistir. Mikonazol’iin referans ilag olarak kullanildig1 calismada cay agaci yagi
merheminin, cilt ve mukoza mantar enfeksiyonlarmin tedavisinde oldugu gibi kepek ve
hafif bir seboreik dermatit tedavisinde antifungal etkisi nedeniyle 6nerilebilecegi sonucuna

varilmistir [37].

Hammer, Carson ve Riley (2003), cay agaci yagmnin antifungal aktivitesini Broth
mikrodiliisyon ve makrodiliisyon, zamana bagli oOldiirme yontemlerini kullanarak
incelemislerdir. Cay agact yagmin bilesimindeki maddelerin (terpinen-4-ol, o-terpineol,
linalol, a-pinen, pS-pinen ve 1,8-sineol) minimum inhibitér ve minimum fungusidal
konsantrasyonlar1 %0,25’den az bulunmustur. Diger bilesenlerin, %0,5-2 arasinda degisen
aktiviteler gosterdikleri, f-mirsen’in ise herhangi bir antifungal aktivite gostermedigi tespit

edilmistir [38].
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Cay agac1 yag1 oral kandiazis tizerindeki etkileri yoniinden, Candida albicans ATCC
18804 mikroorganizmasina karsi test edilmistir. Yapilan in vitro deneylerde ¢ay agaci
yagmin MIK degeri %0,195; minimum biyofilm yok etme konsantrasyonu ise %12,5
olarak tespit edilmistir. Calisma daha sonra, immiin sistemi siiprese edilmis farelerde in
Vivo olarak da yapilmistir. Cay agact yaginin minimum biyofilm yok etme konsantrasyonu
hayvanlarin kandiazisli dilllerine %1 Tween 80 i¢inde ¢oziildiikten sonra dilin sirt kismina
10 dk. ara ile 3 kez 50 pl. hacimde pipet ile uygulanmistir. Bir giin sonra hayvanlara
Otenazi yapilmis ve dil dokusunun taramali elektron mikroskopisi ile yapilan morfolojik

analizinde, 6nemli miktarda yara alaninda azalma tespit edilmistir [39].

Sharma ve Edge’de (2014), ayn1 sekilde dis protezinin yumusak astarina ¢ay agact yagi ve
flukonazol emdirerek yaptiklar1 ¢aligmada, cay agaci yaginin MIK degerini %30 (a/a),
Flukonazol’iin MIK degerini ise %35 (a/a) olarak tespit etmislerdir. Ayni konsantrasyonda
flukonazol 7 giin sonra aktivitesini kaybederken, cay agaci yaginin aktivitesinde herhangi

bir degisiklik olmamistir [40].

Candida albicans'n dis protezlerinin yumusak astarlarina yapigmasi ve kolonizasyonu
protez stomatitinin gelisiminde en 6nemli faktordiir. Bir in vitro ¢alismada da, ¢ay agaci
yagr emdirilmis diskler dis protezlerinin yumusak astarlarinin i¢ine sokularak
kandiazisdeki etkileri incelenmistir. Calisma, ¢ay agact yaginin protez yumusak astarina
eklenmesi ile C. albicans'in biiyiimesinin énemli 6l¢iide azalttigi ve protez stomatiti igin
yeni bir intra-oral etkili antifungal tedavi sekli olabilecegi sonucunu ortaya koymustur
[41].

Dalwai, Rodrigues, Baliga, Shenoy, Shetty, Pai ve Saldanha (2016), flukonazol,
klorheksidin glukonat ve ¢ay agaci yagini karsilagtirmali olarak ¢alismislardir. Cay agaci
yagi ve klorheksidin glukonat, 1siyla polimerize edilmis akrilik regine iizerinde C.

albicans'm biiyiimesinin inhibisyonunda flukonazolden daha etkili bulunmustur [42].
Antifungal etki mekanizmasi,

Yapilan antifungal aktivite sonuglar1 bircok maya, dermatofit ve diger filamentous

mantarin ¢ay agaci yagina duyarli oldugunu gostermistir.
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1. Cay agac1 yag1 Candida albicans, C. glabrata ve Saccharomyces cerevisiae’nin
mantarinin hiicre gecirgenligini degistirir. Bu mekanizmay1 sdyle agiklayabiliriz;
cay agaci yagi, C. albicans, C. glabrata ve Saccharomyces cerevisiae’nin neden
oldugu glukoz-nedenli vasatin asitlesmesini inhibe etmektedir. Vasatin asitlesmesi,
Mantarin mitokondrisi tarafindan tiiretilen ATP tarafindan beslenen plazma zari
ATPaz enzimi tarafindan ortaya c¢ikarilan protonlar sayesinde gerceklesir. Bu
fonksiyonun inhibisyonu, plazma ve/veya mitokondriyal zarlarin olumsuz yonde
etkilendigini gosterir. Bu sonuglar, Onerilen antifungal etki mekanizmasiyla
tutarlidir; ¢ay agaci yagi, mantar zarlarinin isleyisinde degisikliklere veya hasara

neden olur.

2. C. albicans’in solunumunu doz bagimli olarak inhibe eder ve morfolojisinde tersinir

inhibisyon olusturur.

3. Cay agaci yagi, C. albicans'ta germ tiiplerinin olusumunu veya misel donlisiimiinii

inhibe eder [15, 17].

Antimikrobiyal aktivite i¢in formiilasyon ¢alismalar

Cay agac1 yagmin ve bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitesi, in vitro olarak ve kullanildig:
lipit bazli kisisel bakim formiilasyonlarinda incelenmistir. Cay agact yagi, %0,2
(Saccharomyces cerevisiae ve Pythium sulcatum ig¢in), %0,4 (Escherichia coli, Bacillus
subtilis ve Rhizopus stolonifer i¢in) ve %0,8 (Botrytis cinerea igin) MIK degerlerinde
antimikrobiyal etki gdstermistir. Cay agact yag %0,08-0,8’lik MIK degerleri ile
parabenler kadar etkili goriilmiistiir. Yagin bilesenleri karsilastirildiginda ise terpinen-4-ol
ve y-terpinen’in mikrobiyal biliylimeyi Onlemede en etkili bilesenler oldugu tespit
edilmistir. Lipit bazli bir kisisel bakim {iriiniinde ¢ay agaci yaginin aktivitesi, hava ve suya
maruz kalma, yapay asilama ve raf Omrii ¢aligmalar1 ile degerlendirilmistir. Yag,
acillmamis iriinlerin raf Omriinii arttirmazken, suya ve havaya maruz kalan iirtinlerdeki
mikroorganizma sayilarin1 azaltmistir. Bu c¢alismanin sonuglari ¢ay agact yagmnin
antimikrobiyal aktivitesinin, bilesenlerinin degisen seviyelerine bagli olabilecegini ve
diisik konsantrasyondaki cay agaci yagimin firiinlerde kullaniminin mikroorganizma
gelisimini azaltmada etkili olabilecegini diisiindlirmiistiir. Sonug¢ olarak, ¢ay agact yaginin
yag bazli bir formiilasyon i¢in uygun bir koruyucu sistem olarak kullanilabilecegi 6ne

stirilmustiir [43].
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Sgorbini, Cagliero, Argenziano, Cavalli, Bicchi ve Rubiolo (2017), ¢ay agaci yagimn farkl
konsantrasyonlarda iceren cesitli yar1 kati formiilasyonlarda (krem, merhem, jel) yagin
isaretleyici bilesiklerinin gegirgenlik ve saliverme kinetigini arastirmislardir. In vitro
permeasyon ve salim testleri, farkli zamanlarda (10 dk. ila 50 saat arasinda) sentetik Franz
ve domuz derisi membranli dikey Franz difiizyon hiicrelerinde yapilmistir. Calismada hem
toplam ugucu yag hem de ucucu yagin biyolojik aktivitelerinden sorumlu oldugu bilinen
bazi secilmis isaretleyici madde miktarlar1 (1,8-sineol, 4-terpineol ve qa-terpineol)
incelenmistir. In vitro salim ve gegirgenlik testlerinin sonuglari, salinan miktarin 6nemli
Olciide farklilik goOstermesine ragmen, tiim bilesiklerin ayni kinetik profillere sahip
olduklarini  gdstermistir. Isaretleyici madde miktarlari, Kafa Bosluk Kati-Faz
Mikroekstraksiyon-GC-MS yontemi ile tespit edilmistir [44].

Brezilya'da soya fasulyesi, iilke genelinde yetisen baslica tahildir. Uretimi igin
nematodlarin neden oldugu hastaliklar, 6zellikle Meloidogyne sp., soya fasiilyesi igin
biiyiik tehlikedir. Bu hastaliktan soya fasiilyesini korumak ve kontrol altinda tutmak i¢in
yeni alternatifler bulmak amaciyla, ¢ay agaci yagi iceren kati lipid nanotasiyicilar test
edilmigtir. Hem saf ugucu yagm hem de nanoyapili formunun, in vitro ve in vivo nematisit
potansiyeli farkli zamanlarda degerlendirilmistir. Denenen tiim konsantrasyonlarda hem
saf ugucu yagin hem de nanoyapili formun, nematisit aktiviteye sahip olan Abamektin

kadar etkili oldugu bulunmustur [45].

Cay agaci yagindan hazirlanan aljinat kalsiyum mikrokapsiillerden ucucu yagmn salim
davranislart incelenmistir. Kapsiillenmis bir arada var olan sivi ve buhar fazlarindan
olusan bir model sistem i¢in farkli sicakliklardaki salim hizlar1 6l¢iilmiistiir. Bu model
sistem i¢in; ugucu yagin geleneksel mikrokapsiil sistemlerinde goriilen ve kabaca sabit bir
saliverme olarak kabul edilen iissel-tiir salivermeden ¢ok daha iiniform olan bir polinom tip

saliverme gosterip gostermeyecegidir ongoriilmiistiir [46].

Cay agaci yapraklarindan hazirlanan sulu ekstre giimiis nanopartikiil formiilasyonu haline
getirilmis ve cay agaci yagi ile birlikte antimikrobiyal MRSA (RCMB 01001945),
Staphylococcus aureus (RCMB 010027), Staphylococcus epidermidis (RCMB 010024),
Streptococcus pyogenes (RCMB 010015), Pseudomonas aeruginosa (RCMB 010043),
Klebsiella pneumoniae (RCMB 0010093), Candida albicans (RCMB 05035) ve
Trichophyton mentagrophytes (RCMB 0925))’¢ kars1 aktiviteleri karsilagtirilmistir.
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Kullanilan ugucu yagm ana bilesenleri GC/MS teknigi ile terpinen-4-ol, limonen, y-
terpinen, a-terpinen, sineol ve a-terpinolen olarak belirlenmistir. Biyoaktivite sonuglari,
hem ugucu yagin hem de glimiis nanopartikiil formiilasyonunun test edilmis suslara kars1
giiclii antimikrobiyal etkilere sahip oldugunu gostermistir. Transmisyon Elektron
Mikroskobisi ile giimiis nanopartikiillerin bakteriyel hiicrelerin etrafinda ve icinde
toplandigini, net bir biyosidal etki olarak normal hiicre yapisinda bozulmalar olustugu
tespit edilmistir. Cay agaci yagi ve sulu ekstresinden hazirlanmis olan giimiis nanopartikiil
formiilasyonlar1 segilen cilt patojenlerine karsi iyi antimikrobiyal aktivite gostermis ve
tekli ajanlar halinde veya nanoemiilsiyon kombinasyonlar1 seklinde tedavide ucuz

alternatifler olarak kullanilabilecegi ongorilmiistiir [47].

Antioksidan aktivite

Cay agac1 yaginin antioksidan aktivitesi, iki farkli deney kullanilarak belirlenmistir. 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil deneyinde, metanolde hazirlanmis 10 mikrol/ml konsantrasyondaki
cay agact ya81t %80 oraninda serbest radikal siipliriici etki gOstermistir.
Heksanal/heksanoik asit deneyinde ise 200 mikrol/ml konsantrasyonda hazirlanmis ¢ay
agaci yag1 30 giinde hekzanalin hekzanoik asite olan oksidasyonunu %60 oraninda inhibe
etmistir. Bu sonuglar ayni1 deney kosullarinda her iki testte de 30 mM biitillenmis
hidroksitoluen’in antioksidan aktivitelerine esdeger bulunmustur. Sonuglar, ¢ay agaci
yagmin 1yl bir alternatif antioksidan olabilecegini gOstermistir. Ham ¢ay agaci yagi
icindeki dogal antioksidanlar, yani a-terpinen, a-terpinolen ve y-terpinen, silika jel acik
kolon kromatografisi, C(18) yiiksek basingli sivi kromatografisi ve GC-MS yontemleri
kullanilarak kromatografik olarak izole edilmis ve tanimlanmistir. Bu maddelerin
antioksidan aktiviteleri her iki testte de asagidaki sirayla azalmistir: o-terpinen> a-

terpinolen> jy-terpinen [48].

Antiviral aktivite

Cay agaci1 yagmin antiviral aktivitesi ilk olarak Bishop (1995) tarafindan, tiitlin mozaik
viriisline kars1 rapor edilmistir. Nicotiana glutinosa ile enfekte olmus bitkilere, ¢ay agaci
yagr 100, 250 ve 500 ppm. konsantrasyonlarda puskiirtiildiikten en az 10 giin sonra

mikroorganizmanin neden oldugu lezyonlarin sayisinda azalma meydana gelmistir [49,50].
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Schnitzler, Schon ve Reichling (2001), ¢ay agaci yagiin Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1)
ve HSV-2'ye kars1 giiglii virlisidal aktiviteye sahip oldugunu ve konakg1 hiicreye niifuz
ettikten sonra degil adsorpsiyon Oncesi veya sirasinda viriisii etkiledigini gostermistir [51].
Cay agaci yagmin, insan papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu el sigillerinin
tedavisinde de etkili oldugu, enfekte bolgenin epitelizasyonunu tamamen kolaylastirdigi

gosterilmistir [52].

Cay agact yaginin antiviral etki mekanizmast

Influenza A/PR/8 virus subtype HINI, intralizozomal asidifikasyon nedeniyle viriisiin

kaplanmasinin inhibisyonunu saglar [15].

Antiprotozoal aktivite

Cay agaci yaginin insan HL-60 hiicre hatlarinda, Leishmania major promastigotlari ve
Trypanosoma brucei iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, yagmn
bilesimindeki terpinen-4-ol’iin HL-60 hiicre hatlar ile karsilastirildiginda Trypanosoma
brucei’ye kars1 100 kat daha toksik oldugu tespit edilmistir. Ugucu yagin kendisi ise 50 ila
80 kat daha fazla toksik etki gostermistir [53].

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada, %5’lik ¢ay agaci formiilasyonunun ve aktif icerigi
terpinen-4-ol’iin, Sarcoptes scabiei var. hominis isimli protozoa tiiriine karsi olan etkileri
incelenmistir. Bu protozoanin lindan, krotamiton, benzil benzoat, %5 permetrin ve oral
ivermektin tedavilerine karsi direng gostermesi yeni antiprotozoal etkili ilaglarin kesfini
giindeme getirmistir. Calismada terpinen-4-ol bu tiirlerin timiinii 11,5 saatte dldiiriirken
%5°1ik cay agaci formiilasyonu 3 saatte 6ldiirmiistiir. Protozoalarin ortalama hayatta kalma
stireleri; %2,1 terpinen-4-ol igeren formiilasyon i¢in 35 dk., %5 cay agaci formiilasyonu
icin 60 dk., %5’lik permetrin ¢ozeltisi i¢in 120 dk. ve ivermektin (100 pg/g) i¢in 150 dk.
olarak tespit edilmistir. Sonuglar; ¢ay agaci yaginin yeni bir topikal akarisit olabilecegini

ve terpinen-4-ol’iin baslica aktif bilesigi oldugunu gostermistir [54].

Bagka bir ¢alismada, 300 mg/ml konsantrasyonda c¢ay agaci yagi tiim Trichomonas
vaginalis organizmalarin1 6ldiirmiistiir. Ayrica, T. vaginalis enfeksiyonlariin tedavisinde

etkili olabilecegine dair in vivo kanitlar da vardir [17].
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Bagka bir calismada, bas bitlerine kars1 alternatif bir tedavi olarak g¢esitli preparatlara ¢ay
agact yagi ilave edilmis ve bu bitlerdeki oldiiriicii etkisinin antikolinesteraz aktivitesine
baglh oldugu varsayilmistir. Cay agaci yaginin piretrin-bazli iiriinlere alternatif olarak

kullanilabilecegi diistiniilmiistiir [52].

Demodex iizerine etkisi

MGO ™ Manuka bal ve ¢ay agact yaginin okiiler Demodex {izerinde in vitro antiprotozoal
etkilerininin karsilastirildigi bir ¢calismada, blefarit ve semptomatik kuru goz problemi olan
9 hastanin epilasyonlu kirpiklerinden 52 canli Demodex akari izole edilmistir. Akarlar 5
deney grubuna boliinmiistiir; siklodekstrin Manuka Bal kompleksi, Manuka Bal, %100 cay
agaci yagi, %50 cay agac1 yag1 ve kontrol grubu. Tedavi uygulamasinin ardindan 240 dk.
boyunca, akarlarin canlilifi, uzuv ve viicut hareketleri ve/veya goriinlimlerindeki
degisiklikler degerlendirilmistir. Degerlendirmelerin sonucunda, siklodekstrin Manuka Bal
kompleksinin okiiler Demodex akarlarina kars1 etkinliginin, konvansiyonel bir tedavi olan
% 50 ¢ay agac1 yag ile karsilastirilabilir oldugu ve Demodex nedenli blefarit hastalar1 i¢in

yeni bir tedavi alternatifi olabilecegini diistindiirmiistiir [55].

Insektisidal aktivite

Dermestes maculatus, Misir mumyalarina zarar veren bir hasere tiiriidiir. Etanol iginde
¢oziilen cay agaci yagi farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 800, 1000 ve 1600 mg/g),
D. maculatus larvalarina uygulanmis ve farkli zamanlarda (1, 3, 6, 12 saat, 1, 2, 3 ve 4 giin
sonra) mortalite oranlar1 dl¢lilmiistiir. Calismanin sonucunda, cay agaci yaginin 4. evre D.

maculatus larvalarinda aktif (1600 mg/g) oldugu tespit edilmistir [56].

Sitotoksik aktivite

Cay agact yaginin ve ana oksijenli monoterpenlerinin (terpinen-4-ol, 1,8-sineol ve o-
terpineol) sitotoksik aktiviteleri, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) yontemi kullanilarak 5 farkli adet insan hiicre
hattinda (HepG2, MOLT-4, CTVR-1, K-562 ve HelLa) test edilmistir. Calismada sitotoksik
aktivite  sonuglari; a-terpineol>¢ay agact yagir>terpinen-4-ol>1,8-sineol  olarak

siralanmistir.  Kullanilan pozitif kontrollerle ¢ay agaci yaginin sitotoksik aktivitesi
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karsilastirildiginda; merkiiri kloritten daha az fakat aspirinden daha fazla etki gosterdigi
tespit edilmistir. HepG2 hiicre hatlarinda ¢ay agaci yaginin ICso degeri 0,02 g/, HelLa
hiicre hatlarinda ise 2,8 g/ olarak hesaplanmistir [57].

Cay agac1 yag ve ana aktif bileseni terpinen-4-ol, M14 WT melanom hiicre hatlarinda
kaspaz-nedenli apoptozise neden olmuslardir. Bu etki, M14 ADR (adrinomisin-direngli)
hiicre hattinda daha belirgin olarak goriilmiistiir. Cay agaci yag1 ve terpinen-4-ol bu etkiyi,
plazma membrani ile etkilesimleri ve membran lipidlerini yeniden organize etmeleri ile
ortaya ¢ikartmiglardir. Bagka bir calismada da, ¢ay agaci yagi ve terpinen-4-ol'un murin
timor hiicre hatlari, AE17 mezotelyoma ve B16 melanoma hiicre hatlarinda da antikanser
aktivitelere neden olduklar1 gosterilmistir. Bu etkilerin, Gl hiicre dongiisiiniin

durdurulmasi ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir [58, 59].

Gidalarla ilgili vapilmis antimikrobivyal aktivite calismalari

Sadekuzzaman, Rahaman Mizan, Kim, Yang ve Ha (2018), kekik ve ¢ay agaci yaglarinin,
secilmis gida kaynakli patojenlere karsi etkinliklerini biyofilm olusturarak arastirmiglardir.
Biyofilmler, abiyotik yiizeylerde Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes ve
Salmonella spp. mikroorganizmalar1 tarafindan olusturulmustur. Cay agaci ve kekik yagina
maruz birakilan biyofilmde olusan yapisal degisiklikler, saha emisyon taramali elektron
mikroskobu ile tespit edilmis ve bir konfokal lazer tarama mikroskobu kullanilarak
biyofilm hiicrelerinin canliligi gbzlenmistir. Genel olarak sonuclar, cay agaci ve kekik
yaginin biyofilmlerdeki gida kaynakli patojenleri azaltmak icin kullanilabilecegini

gostermistir [60].

Penicillium expansum, meyvelerde hasara neden olabilen kozmopolit bir patojendir ve
kontrolii i¢in alternatif yontemler arastirilmaktadir. Cay agaci yaginin P. expansum'a karsi
antifungal etkisinin ve etki mekanizmasinin agiklanmasina yonelik yapilan bir ¢alismada;
fungisidal/fungistatik in vitro olarak degerlendirilmistir. Etki mekanizmasi ise; DNA,
protein ve glukoz ekstravazasyonu, lipit hasari, reaktif oksijen tiirlerinin birikimini tayin
eden yontemler kullanilarak arastirilmustir. In situ olarak antifungal aktivitesi Fuji cinsi
elmalar kullanilarak degerlendirilmistir. P. expansum konidileri, ¢ay agact yagi buharina
farkli konsantrasyonlarda (0,125 g/I-1 g/l) ve farkli siirelerde (1-24 saat) maruz

birakilmistir. Caligmanin sonuglari ¢ay agaci yaginin, hasat edilmis olan elmalar tizerinde
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gelisen mavi kiif mantarlarina karst GRAS kategorisinde de degerlendirilen bir yag olarak

glivenilir, alternatif bir fungusit olarak kullanilabilecegini gostermistir [61].

Gida endiistrisi, daha giivenli ve daha dogal gidalar i¢in gidalar1 koruyacak ve tiiketici
talebini karsilamay1 amaglayan dogal maddelerin arayisi igindedir. Calismada, ¢ay agact
yaginin  Listeria monocytogenes ATCC 7644'e karsi antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmistir. Kat1i fazda yapilan in vitro tarama calismasinda, MIK ve MBK
degerleri ile belirlenmistir. Cay agaci yaginin, kiyma etinin korunmasinda potansiyel bir
dogal antimikrobiyal madde olarak kullanilabilecegi ve diisiik konsantrasyonda bile etkili

oldugundan umut verici oldugu sonucuna varilmistir [62].

Hasat sonrasi iiztimlerde Aspergillus ochraceus isimli mantar “¢iiriikliikk hastaligina” neden
olmaktadir. Cay agac1 yag1 ve bilesenlerinin bu mantara karsi inhibitor etkileri, taramali
elektron mikroskobu ve transmisyon elektron mikroskobu ve metabolik analiz ile
degerlendirilmistir. Cay agaci yaginin iki ana bileseni, a-terpineol ve terpen-4-alkol, ¢ay
agac1 yagindan daha yiiksek antifungal etkiler sergilemistir. Sonuglar, ¢ay agac1 yagindaki
tim bilesenlerin antifungal etkilere sahip olmadigini ve o-terpineol'iin, A. ochraceus
inhibisyonunda en etkili bilesik oldugu tespit edilmistir. Calisma, o-terpineol’iin,
iizimlerin ve diger meyvelerin hasat sonras1 depolanmasinda alternatif bir dogal koruyucu

olarak kullanilabilecegini gostermistir [63].

Havyvan hastaliklar {izerindeki aktivite

Mikotik dermatitis ya da kutan Streptotrikoz adi verilen enfeksiyonun etkeni mantar
benzeri, multimorfik bir yasam siklusu olan Dermatophilus congolensis, Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob bir Actinomycetes’dir. Bu hastaligin tedavisi i¢in cay agact yagmin
etkinliginin belirlenmeye ¢alisildig1 bir ¢alismada, Virgina’daki bir at ¢iftligindeki atlardan
streptorikoz  oldugu diisiiniilen lezyonlarindan mikroorganizmalar izole edilmis,
mikrobiyolojik ve genetik olarak organizmalar teyit edilmistir. Minimum inhibitor
konsantrasyon ve disk difiizyonu yontemleri etkinligi test etmek igin kullanilmistir.
Lezyonlarin in vivo rezoliisyonunu degerlendirmek i¢in % 1 ¢ay agaci soliisyonu (bebek
yag1 icinde h/h) ve secilen ii¢ recetesiz ilag, lezyonlara uygulanmistir. Cay agaci yagi, D.
congolensis'e kars1 in vitro antimikrobiyal etki gdsterirken ve in vivo olarak Streptotrikoz

lezyonlarinda belirgin iyilesme saglamistir [64].
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2.4.2. In vivo cahsmalar

Hepatoprotektif aktivite

Mikotoksinler, gida ve yem kaynaklarini kirleten ve ¢ok ¢esitli toksisitelere neden olabilen
ve cesitli mantar tlirleri tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir. Bu problem, bitki
kaynakli proteinleri igeren balik yemlerinin kullanimin1 artmasi ile artmistir. Mikotoksinler
arasinda aflatoksinler, bitki yemlerinde yaygin olarak goriilme sikliklar1 ve hayvanlar
iizerindeki zararh etkiler nedeniyle dikkat cekmektedir. Cay agaci yag ile takviye edilmis
balik yemleri ile beslenmenin, aflatoksinlerle kontamine olmus yemle beslenen giimiis
yayin baliklarinda (Rhamdia quelen) meydana gelen toksisiteleri azaltip azaltmayacagi
yoniinde bir ¢aligma yapilmistir. Dort deneysel grup olusturulmustur. Birinci grup sadece
balik yemi ile ikinci grup mikotoksin ile kontamine edilmis balik yemi ile, li¢iincii grup
balik yemi ve ¢ay agaci yagi ile ve son grupta mikotoksin ile kontamine edilmis balik yemi
ve ¢ay agaci yagi ile beslenmistir. Sadece mikotoksin ile kontamine edilmis balik yemi ile
beslenen hayvanlarin plazma ve karacigerlerinde belirgin olarak azalan antioksidan
enzimler (stiperokist dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz) ve artan
lipid peroksidasyon, protein karbonil, reaktif oksijen tiirlerinin igerikleri, aflatoksin alan
gruplara ¢ay agaci yagimin eklenmesi ile diizelmistir. Bu nedenle, yemlerin ¢ay agaci yagi
ile takviye edilmesinin mikotoksin toksisitesinin olusturabilecegi olumsuz etkileri

azaltabilecegi distinilmiistiir [65].

Yiizeyel kabarcik ve kizarikliklardaki etkisi

Khalil, Pearce, Satkunanathan, Storer, Finlay-Jones ve Khalil (2004) tarafindan ¢ay agaci
yaginin enflamatuar mikrovaskiiler degisiklikler tizerindeki etkisi, sican derisi iizerinde test
edilmigtir. Cay agaci yaginda %?2 oraninda bulunan 1,8-sineol, duyusal noropeptidlerin
neden oldugu vaskiiler degisiklikleri azaltmistir. Yagin %40’m1 olusturan terpinen-4-ol
duyusal sinir tutulumu olmadan dogrudan nitrik oksit aracili bir etki ile P madde nedenli
mikrovaskiiler degisiklikleri ve protein ekstravasasyonunu azaltmistir. a-Terpineol ise hem
pre- hem de post-duyusal sinir uglarini kontrol edebilmistir. Icerigindeki bu bilesenlerle
yapilan calismalarin sonuglari, bu ucgucu yagin genellikle tip I alerjik acil asir
duyarhiliklarla iligkili histamin kaynakli &demi azaltarak yiizeyel kabarcik ve
kizarikliklarda etkili oldugunu gostermistir [66].
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Digerleri

Cay agac1 yaginin bagirsak mukozal immiinitesi ilizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. 21 giinlik doksan adet domuz yavrusu lzerinde yapilan in vivo bir
caligmada, yavrular rastgele 5 gruba ayrilmistir; kontrol (CON, herhangi bir takviye
icermeyen diet ile beslenir), antibiyotik destekli diyet ile beslenen grup (ANT) ve diisiik,
orta ve yiiksek konsantrasyonda cay agaci igeren tedavi gruplari (50, 100 ve 150 mg/kg cay
agact yagi eklenmis diyet). Deneyden 21 giin sonra, ¢cay agaci yagi ile takviyeli diyet ile
beslenmis grubun giinliik ortalama yem alimi1 ve siitten kesilmis domuz yavrularinin kilo
aliminda da artig gozlenmistir. Sonug olarak, ¢ay agaci yag ile takviye edilmis diyet ile
beslenen siitten kesilmis domuz yavrularinin bagirsak mukozal bagisikliklarindan
giiclenme goriilmiistiir. Ve bu etkinin antibiyotik ile takviye edilmis diyet ile beslenen
hayvanlarinkinle kiyasla daha giiclii oldugu tespit edilmistir. Bu sonucun muhtemelen
Neurogenic locus notch homolog protein 2’nin sinyalizasyonun aktivasyonunu ile ilgili

oldugu 6n gorilmistiir [67].

2.4.3. Klinik calismalar

Akne vulgaris tizerindeki etkisi

Akne vulgaris tedavisinde, Propionibacterium acnes’i inhibe eden antibiyotikler
kullanilmakla beraber antibiyotiklere direncli suslarin gelisimi bir problem olarak
karsimiza c¢ikmaktadir.  Cay agaci yagimin genis spektrumlu antimikrobiyal ve
antienflamatuar etkilere sahip oldugunun tespit edilmesi, akne tedavisinde de kullaniminin
temelini olusturmustur. Cay agaci miistahzarlari, aknede cilt bakterilerinin kontrolii igin
topikal tedavi segenekleri arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalar akne
vulgaris tedavisinde %S5°lik ¢ay agaci yaginin kullanilmasini onermektedir.  Bassett,
Pannowitz ve Barnetson (1990), 124 hastada hafif ve orta derecede akne tedavisinde
%35’lik cay agaci yagi jelinin etkinligini %5 benzoil peroksit losyon ile kiyasladiklar1 tek
kor bir klinik ¢alisma yiiriitmiislerdir. Cay agaci yagmin etkisinin baglamasi daha yavas
olmasina ragmen her iki uygulamada da enflamatuvar ve enflamatuvar olmayan olusumlar1
(agik ve kapali komedonlar) azaltarak akne yaralarmi 6nemli derecede iyilestirdikleri

gdzlenmistir. Cay agaci yagl ile tedavi edilen hastalarda daha az yan etki gdzlenmistir. iki
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tedavi arasinda fark olmaksizin her iki miistahzar ile 3 ay sonunda yaralar belirgin olarak

iyilesmistir [68].

Zayif ve orta siddette akne vulgarisi olan 60 hastada yapilan randomize, ¢ift kor, kontrollii
bir ¢calismada gruplar iki esit hasta sayisina sahip olacak sekilde boliinmiistiir. Bir grup
plasebo olarak degerlendirilirken diger grup hastalara %5 cay agact yagi iceren jel
kullanilmigtir. 45 giin sliren ¢alismada hastalar, her 15 giinde bir takip edilmistir. Tedaviye
verilen cevaplilik; akne lezyon sayist ve akne siddeti indeksi kullanilarak
degerlendirilmistir. Demografik o6zellikler acisindan anlamli farkliliklar bulunmayan
hastalardan gruplar olusturulmustur. Tedavi sonunda ¢ay agaci yagi jeli kullanan hastalarla
plasebo grubu hastalar1 karsilastirildiginda; ¢ay agaci yagi jeli grubu lehine akne lezyon
sayis1 (3,55 kez) ve akne siddeti indeksinde (5,75 kez) anlamli diizelmeler goriilmiistiir.

Her iki grup igin de yan etkiler benzer ve tolere edilebilir bulunmustur [69].

Darabi, Hafezi ve Akbarloo (2005), hafif-orta siddette aknesi olan toplam 60 hastada
%35’lik cay agacit yagi jeli ve %2’lik eritromisinin etkisini tek kor, karsilastirmali bir
calisma ile kiyaslamislardir. Hastalara 6 hafta boyunca giinde iki kez {iriin uyguladiktan
sonra, akne lezyon sayisindaki ortalama azalma yaklasik olarak cay agaci yagi grubu igin
%535, eritromisin grubu i¢in %40 olarak tespit edilmistir. Cay agaci yagi grubundaki
hastalarin %87,5’nde, eritromisin grubundaki hastalarin %53,8’nde baslangictaki lezyon
sayilart %50°den fazla azalmistir. Yan etkilerin siklig1 gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemistir, ancak eritromisin grubundaki advers olaylara bagl olarak dnemli 6l¢iide

hasta ¢alismadan ¢ekilmistir [70].

Enshaieh, Jooya, Siadat ve Iraji (2007), hastalarda %5 cay agaci1 jelinin etkinligini ¢ift kor,
plasebo kontrollii bir ¢alisma ile test etmislerdir (grup basma 30 kisi). Plasebo grubuna
karbomer jel uygulanmustir. Uriinler 20 dk. akneli bolgede bekletildikten sonra yikanmig
ve bu islem giinde iki kez olmak iizere 6 hafta (45 giin) devam etmistir. 6 hafta sonunda
yapilan degerlendirme, genel olarak ¢ay agaci jelinin plasebodan 6nemli 6l¢lide daha iyi
oldugunu gostermistir. Baslangictaki akne lezyon sayisindaki azalma ¢ay agaci yagi grubu
icin %43,6, plasebo grubu icin ise %12 olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde akne siddeti
indeksindeki ortalama azalma, ¢ay agaci yagi grubunda %40,5 iken plasebo i¢in %7 olarak
rapor edilmistir. Yan etki olarak kasinti, cay agaci yagi uygulanan hastalarin %10’unda ve

plasebo grubu hastalarinin ise %6,7’sinde gériilmistiir [69].
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Kwon, Yoon, Park ve Min (2014), %5 cay agaci1 yagmin etkisini %5 Lactobacillus ile
fermente edilmis Chamaecyparis obtusa (LFCO) ekstresi ile karsilagtiran bir ¢ift-kor,
boliinmiis yliz calismasi yayinlamislardir. Toplam 34 katilimciya, 8 hafta boyunca her
tedavi giinde iki kez yiizlin sol veya sag tarafina uygulanmistir. 8 hafta sonra, enflamatuar
ve enflamatuar olmayan lezyonlar, LFCO i¢in sirastyla %65,3 ve %52,6, ¢ay agaci yagi
icin sirastyla %38,2 ve %23,7 oraninda azalmistir. LFCO ekstresi, cay agaci yagi
tedavisine kiyasla lezyon sayisinin azaltilmasinda daha etkili olmustur. Sebumeter ile
Olgiilen sebum atilimi LFCO grubunda 8 hafta sonra %30 azalirken ve ¢ay agaci yagi

grubundaki hastalarin sebum atiliminda herhangi bir degisiklik olmamustir [71,72].

Mazzarello, Donadu, Ferrari, Piga, Usai, Zanetti ve Sotgiu (2018), hafif ve orta derecede
akne problemi olan 60 hastada tek merkezli, ¢ift-kor, randomize ve karsilastirmali bir
klinik ¢alismada, % 20 propolis, %3 cay agact yagi ve %10 Aloe vera (PTAC) (n=20)
iceren bir krem formiilasyonunun etkinligini %3 eritromisin (ERC) igeren krem ile
karsilatirmiglardir. Calismanin basinda, 15 giin sonra ve 30 giin sonra, arastirmacilar her
ziyarette klinik gozlem, enstriimental Ol¢iimler ve makrofotografi yaparak goniilliilerin
kutandz durumunu degerlendirmislerdir. Plasebo grubunun aksine 15 ve 30 giinliik PTAC
ve ERC uygulamasindan sonra papiiler ve skar lezyonlarin eritem indeksinde ciddi bir
eritem azalmasi gozlenmistir. Bulgular PTAC formiilasyonunun eritem skarlarini, akne
siddet indeksini ve toplam lezyon sayisim1 azaltmada ERC'den daha iyi oldugunu

gostermistir [73].

Antibakteriyel aktivite

Hastane kaynakli bakteriyel enfeksiyonlara bagl 6liim ve hastalik diinya ¢apinda saglik
hizmetlerinde Onemli bir sorundur. Enfeksiyonlarin c¢oguna, hastane personelinin
ellerinden hastalara veya hastadan hastaya gecen bakterilerin neden oldugu
diisiiniilmektedir. Western Australia Universitesi'nde yapilan bir calismada, % 5 cay agact
yagi (0,001 Tween 80 icermektedir) hijyenik cilt yikama soliisyonu (I), % 5 ¢ay agaci yagi
iceren alkollii hijyenik cilt yikama soliisyonu (II) ve % 3 cay agaci1 yagi iceren alkollii el
yikama soliisyonu (III), Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli
ve Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi test edilmistir. Bu iiriinlerin dort bakteri tiirline
kars1 etkinligi, yaygin olarak kullanilan bir hastane el yikama {iriinii olan povidon iyot ile

karsilastirilmistir. EN 1276 testi ile III nolu ornek ile, ellerde 1 dakikalik temas siiresi
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icinde dort test organizmasi > 10(5) kat azalmistir. II nolu 6rnegin ellere 1 dakika temas
etmesi ile A. baumannii ve 5 dakika temas etmesi ile de S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa
>10(5) kat azalmistir. Cay agacit yagmin etkinliginin, formiilasyona ve test edilen
konsantrasyona, miidahale edilen maddelerin konsantrasyonuna ve son olarak test edilen
organizmaya bagli oldugu goriilmiistiir. I nolu 6rnek, E. coli ve P. aeruginosa'ya karsi S.

aureus ve A. baumannii'ye gore anlamli derecede daha fazla aktivite gostermistir [74].

Antienflamatuvar aktivite

27 goniilliide ¢ay agaci yaginin, histamin-nedenli cilt enflamasyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir. Degerlendirme i¢in kizariklik alani, 6dem caplart ve cilt kalinlig
Ol¢iilmiigtiir. Goniilliilerin 6n kollarina intradermal olarak histamin difosfat (50 pl i¢inde 5
pg) enjekte edilmistir. Daha sonra 21 goniilliiniin 6n koluna 20. dakikada 25 pl. saf cay
agact yagi topikal olarak uygulanmistir. 6 goniilliiye de ¢ay agaci yerine 25 pl. parafin
stiriilmiigtiir. Sivi parafinin, kizariklik alam1 ve 6dem c¢aplarinda anlamli bir etki
olusturmadig1 goriilmistiir. Kizariklik alani tizerinde ¢ay agaci yaginin da herhangi bir etki
olusturmadigi, yagin siiriilmesinden 10 dk. sonra 6dem c¢aplarinda anlamli bir azalma

olustugu tespit edilmistir [75].

Antifungal aktivite

%25 ve %50’lik ¢ay agaci yagi preparatlarinin Tinea pedis iizerindeki etkisini belirlemek
icin yapilan randomize, kontrollii, ¢ift kor calismada (n = 158 hasta), hastalar tedaviye
miikkemmel bir klinik cevap verirken, tirnaklardan kazima ile alinan Orneklerde de cay
agaci yagmin hastalik etmeni dermatofitlere kars1 giiclii bir inhibitor etki gosterdigi rapor

edilmistir [11].

%25 ve %50’lik cay agaci yagi soliisyonlar1 ¢ift kor, randomize, kontrollii bir ¢caligmada
interdigital tinea pedisin tedavisinde son derece etkili bir cevap olusturmustur. Ek olarak
ayak tirnagi onikomikozlu hastalara, % 2 butenafin hidrokloriir ve % 5 cay agac1 yagi
tedavisi uygulanmistir. Hastalarin %80’inde hastaligin niiks etmeden tedavi oldugu tespit
edilmistir. Diger c¢ok merkezli, randomize, kontrollii ¢alismada; distal tirnakalti
onikomikoz hastalar1 alt1 ay boyunca % 100 c¢ay agact yag: ile topikal olarak tedavi

edilmistir Bu tedavi, tirnak goriiniimiinde iyilesme ile sonuglanmistir [52].
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Seboreik dermatit, Malassezia furfur'un neden oldugu bir cilt hastaligidir. Kepeklenme
olarak da bilinen bu problemde, M. furfur asir1 dermal hiicre ¢ogalmasina yol agar. Bu
hiicrelerin 6liimii lizerine kepek meydana gelir. Cay agaci yagmin antifungal 6zelliklere
sahip oldugu bilindiginden, Malassezia tiirleri ile miicadele edebilecegi disiiniilmiis ve
hafif-orta siddette kepegi olan 126 hastayla yapilan randomize, tek kor bir klinik ¢aligma
gostermistir ki % 5 ¢ay agaci yagi sampuani 4 hafta boyunca giinliik kullanildiginda tiim
kafa derisi lezyon skorlarini plasebo i¢in % 11'lik bir azalmaya kiyasla % 40"1n iizerinde
azaltmistir. Baslangicta tiim kafa derisi lezyon skoru 50-200 olan hastalar iizerinde
calisilmistir ve % 5 cay agaci yagi sampuaninin, tiim kafa derisi lezyon skorlar1 tizerinde
%?2 ketokonazol ve %1 terbinafin soliisyonlar1 gibi benzer sekilde etkili oldugu
goriilmiistiir. % 5 cay agaci yag1 sampuaninin iyi tolere edildigi de rapor edilmistir [15,

76].

Antiprotozoal etki

Demodikozisdeki etkisi

Cay agaci yagi ve ana bilesenlerden biri olan terpinen-4-ol, Demodex ile iligkili
hastaliklarin  tedavisinde etkilidir. Muhtemel etkilerinin; akar sayisim1 azaltmak,
Demodex’e bagli semptomlari rahatlatmak, immiin sistemi modile etmek ve
antienflamatuvar etkiler oldugu diisiiniilmektedir. Demodex tiirlerinin, blefarit (kirpik dibi
iltithab1) olgusu ile de iligkili oldugundan bahsedilmektedir. Bu konu ile ilgili yapilmis

klinik ¢alismalar mevcuttur [77].



Cizelge 2.10. Demodikozis iizerinde ¢ay agaci ile yapilan klinik ¢alismalar [77]

Teshis Yas Cinsiyet n | Dozaj Uygulama (Doz, yol ve siire) Etki Advers etki
Blefarit 53.7+10.3 | Erkek: %34 | 40 | Topikal | %50 ugucu yag goz kapagi ovma, ardindan | Demodex sayisinda azalma, okiiler yiizey | 106 hastanin
Kadin: %66 %10 ugucu yag goz kapagi fircalama, | rahatsizligi indeksinde azalma, Demodex | 5’nde okiiler
haftada 10 kereden fazla, 1 ay eradikasyon oran1 %37,5 azalmustir. irritasyon
36 %350 ugucu yag gdz kapagi ovma, ardindan | Demodex sayisinda azalma, okiiler yiizey | goriilmiistiir.
%10 ugucu yag g0z kapag fircalama, | rahatsizligi indeksinde azalma, Demodex
haftada 5-9 kez, 1 ay eradikasyon orant %18,9 azalmustir.
30 %50 ugucu yag g6z kapagi ovma, ardindan | Demodex sayisinda ve okiiler yiizey
%10 ugucu yag goz kapagi fircalama, | rahatsizligi indeksinde azalma olmamustir.
haftada 5’den az, 1 ay Demodex  eradikasyon  oram %10
azalmustir.
9-91 Erkek: %25 | 99 | Topikal | %5 ugucu yag ile g6z banyosu takiben %5 | Tedavi sonrast hastalarm  %80,9°’nda
Kadin: %75 ugucu yag igeren merhem siiriilir, 3 ay | iyilesme
boyunca
- - 45 | Topikal | %0,02 ugucu yag iceren kopik ile ginlikk | 3 hastada akarlar yok edildi. 15 hastamn
olarak cilt, kas ve gbz kapagi temizligi | semptomlari iyilesti.
yapilmistir.
- - 7 |- GOz kenarlarina ve kirpiklere her gece %5 | Higbir hastada akarlar tamamen yok
ugucu yag iceren merhem stiriilmiistiir. edilemedi. 1 hastada  semptomlar
iyilesmistir
48,3+18,9 | Erkek: %40 | 10 | Topikal | %50’lik ugucu yag ile haftada bir géz kapag: | Ortalama Demodex sayisinda belirgin
Kadin: %60 firgalama ve %10°luk ugucu yag igeren | azalma, gozyasindaki sitokinlerin sayisinda
sampuan ile gz kapagi 1 ay boyunca giinde | (IL-1pB, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13, IL-17, G-
iki kez fircalanmigtir. CSF ve MIP-1B) azalma
493+17 Erkek: 6 | Topikal | %50’lik ugucu yag ile haftada bir g6z kapag1 | Ortalama Demodex sayisinda belirgin
%66,7 firgalama ve ugucu yag igeren sampuan ile 6 | azalma, tiim hastalarda siibjektif olarak
Kadin: hafta boyunca giinliik temizlik okiiler yiizey irritasyonun ve agrida azalma
%33,3
60 Erkek 1 | Topikal | 3 ay boyunca %5 ve %50’lik ugucu yag ile | Blefaritte anlamli diizelme
20z kapagi fircalanmigtir.
61 Kadin 1 | Topikal | Su ve ugucu yag iceren ¢ozelti ile giinde iki | 8 hafta sonra belirtiler belirgin sekilde
kez g6z kapagi ovuldu. iyilesmistir. Tekrarlayan muayenede hig
akar goriilmemistir.
Kuru  goz | 991 Erkek: %25 | 31 | Topikal | %5 ugucu yag ile goz banyosu takiben %5 | Tedavi sonrasi hastalarin = %83,9°nda | -
hastalig Kadin: %75 ugucu yag iceren merhem geceleri siiriiliir, 3 | iyilesme
ay boyunca
Meibomian | 9-91 Erkek: %25 | 56 | Topikal | %5 ugucu yag ile gbz banyosu takiben %5 | Tedavi sonrasi hastalarin  %82,2’sinde | -
bezi hastaligi Kadin: %75 ugucu yag iceren merhem geceleri siiriiliir, 3 | iyilesme
ay boyunca

14%



Cizelge 2.10 (devam) Demodikozis {izerinde ¢ay agaci ile yapilan klinik ¢aligsmalar [77]

Teshis Yas Cinsiyet n | Dozaj Uygulama (Doz, yol ve siire) Etki Advers etki
Okiiler 372+15,6 | Erkek: %42 | 24 | Topikal | Giinde 2 kez, 4 hafta boyunca %5 ugucu yag | Demodex sayist belirgin  bir sekilde | Iki hastada
Demodex Kadin: %58 iceren merhem ile g6z kapagi masaji azalmigtir. 11 hastada  hi¢  akara | minimal okiiler
istilasi rastlanmamustir. irritasyon
Okiiler 60,2+ 11,6 | Erkek: %55 | 11 | Topikal | %50°lik ugucu yag ile haftada 1 kere goz | Demodex sayisinda belirgin bir azalma, 11 | 6 kiside zayif
Demodikozis Kadin: %45 kapagt firgalama ve 0,5 ml ugucu yag | hastanin 9’unun semptomlarinda %50-100 | veya orta siddette

sampuant ile g6z kapag1 1 ay boyunca giinde | oraninda iyilesme irritasyon
2 kez ve daha sonra giinde 1 kez fircalama
599+87 |- 9 | Topikal | %50°lik ugucu yag ile haftada 1 kere goz | 5 hastada 3 haftada, 2iki hastada 4 haftada
kapag fircalama ve 0.5 ml ugucu yag agaci | Demodex saysi sifira diigmiistiir. 1 ay
sampuani ile g6z kapagi 1 ay boyunca giinde | sonraki kontrolde de hastalik
2 kez ve daha sonra giinde 1 kez fircalama semptomlarinda tekrar goriillmemistir.
60 Erkek 12 | Topikal | 6 hasta 4-6 hafta boyunca haftada 3 kez | Ugucu yag iceren merhem ile gz kapagi
%50’lik ugucu yag ile ovulur, diger 6 hasta | ovma veya bu merhemle goéz kapagi
ise %5 ugucu yag iceren merhem ile 4-6 | masajindan sonra dort vakada Demodex
hafta boyunca giinde iki kere masaj sayilart azalmis kirpiklerden silindirik
kepek kaybolmustur. Tedaviden 1 hafta
sonra tiim hastalar okiiler yiizey tahriginin
subjektif olarak diizeldigini, ardindan goz
kapagi kenarlarinda sislik ve konjonktival
kizarikligin tamamen diizeldigini bildirdi; 2
hafta sonra ise papiller folikiiler reaksiyon,
iilser, punktat keratopati ve infiltrasyon gibi
tiim kornea lezyonlari diizelmistir.
Tekrarlayan | 39,1 +10,2 | Erkek: %47 | 30 | Topikal | 3 hafta igin haftada 1 kere %50°lik ugucu | %96,8 oraminda tekrarlamalarin  6niine | -
Salazyon Kadmn: %53 yag ile goz kapagi ovma ve 0,5 ml ugucu | gecilmistir.
yag igeren sampuan ile ginde 2 kez g6z
kapag fircalama
Kronik 9-91 Erkek: %25 | 31 | Topikal | %5 ugucu yag ile goz banyosu takiben %5 | Hastalarin ~ %100'Gnde  tedavi  sonrast | 106 hastanin
primer Kadmn: %75 ugucu yag iceren merhem geceleri siiriiliir, 3 | iyilesme, 5’nde okiiler
konjonktivit ay boyunca irritasyon

47
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Antiviral aktivite

Randomize, plasebo kontrollii, arastirmaci-kor yaklasimli bir klinik ¢alismada, tekrarlayan
Herpes labialis'i tedavi etmek icin %6 ¢ay agact yagi jeli (n = 18) kullanilmigtir. Genel
olarak yeniden epitelizasyon, kiiltiir pozitifligi siiresi ve kabuk olusum zamani agisindan
anlamli bir fark bulunamamistir. Viral titreler ¢cay agaci yagi ile tedavi edilen grup i¢in

biraz daha diisiik bulunmustur [11].

Oral antibakteriyal aktivite

Yapilan bir klinik pilot calismada, supragingival plak olusumu ve dislerin saglamlig
iizerinde ¢ay agaci yaginin etkisi klorhekzidin ile karsilastirmali olarak incelenmistir. 8
denegin kullanildig1 ¢alismada profesyonel dis temizligi yapildiktan 4 giin sonra herhangi
bir mekanik oral hijyen bakimi yapilmadan disler; 1. hafta su, 2. hafta klorhekzidin ve 3.
hafta cay agaci yagi ile yikanmistir. Klinik kontrol parametresi olarak plak indeksi
kullanilmigtir. Plak olusumu vital fliioresans teknigi kullanilarak incelenmistir. Cay agaci
yaginin supragingival plagin niceligi ve niteligi iizerinde herhangi bir pozitif etki

olusturmadigi gézlenmistir [78].

Cay agaci yagmim 161 oral bakteri izolatina karsi in vitro aktivitesinin test edildigi bir
calismada, Minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyonlarinin (MBK) % 0,003 ila % 2,0 (h/h) arasinda degistigi tespit edilmistir.
MiKgo degerleri; Actinomyces spp., Lactobacillus spp., Streptococcus mitis ve
Streptococcus sanguis i¢in %1,0 (h/h) ve Prevotella spp igin %0,1 (h/h) olarak
hesaplanmistir. Porphyromonas, Prevotella ve Veillonella izolatlart en diisiik MIK ve
MBK degerlerine, Streptococcus, Fusobacterium ve Lactobacillus izolatlar1 ise en yiiksek
MIK ve MBK degerlerine sahip oldugu ifade edilmistir. Streptococcus mutans ve
Lactobacillus rhamnosus ile yapilan 6ldiirme zamani ¢aligsmalarinda, % 0,5 ¢ay agact yagi
ile yapilan tedaviden 5 dakika sonra canli organizma kalmadigr goriilmiistiir. Bu
caligmalar, bir dizi oral bakterinin ¢ay agaci yagina duyarh oldugunu gostermektedir, bu da

cay agaci yagmin agiz saghig iriinlerinde ve agiz hijyeninin korunmasinda

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir [79].
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Kadin hastaliklarindaki etkisi

C. albicans kaynakl1 vajinal enfeksiyonu olan 27 hasta, 0,2 g cay agaci yagi igeren vajinal
kapsiil tedavisini takip etmislerdir. Hastalarin 23°nde tedavi bitiminde vajinal bolgedeki
yanma ve akint1 sonra ermistir. 130 vaka iizerinde yapilan daha uzun siiren bir klinik bir
caligmada, hastalarin vajinal enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in % 40°lik ¢ay agact yagi
soliisyonunu igeren vajinal dus ve topikal uygulamalar yapilmistir. Bu uygulamalarin,
sadece Trikomonal vajinitte degil C. albicans vajiniti, rahim agzi iltihab1 ve kronik

endoserviks iltihabinda da oldukga etkili oldugu gortilmistiir [11].

Yara iyilesmesi tizerine etkisi

The Joanna Briggs Enstitiisiiniin yapmis oldugu bir yaymnda, ¢ay agaci yaginin yara
iyilesmesi lizerindeki etkileri ile ilgili yapilmis klinik ¢alismalar rapor edilmistir. Bu

raporda;

Yara iyilesmesinde;

- Bir kontrolsiiz calismada 12 hastaya % 3,3’liikk konsantrasyonda ¢ay agc1 soliisyonu
yara temizlemesinde kullanilmistir. 4 hasta konvansiyonel antibiyotik tedavisi almak
icin ¢aligmadan cekilirken, 8 hastanin yara biiyiikliiglinde kii¢iilme tespit edilmistir.

- Kiiciik bir grupla yapilan randomize, kontrollii bir ¢alismada (n=10), cay agac1 ile
yapilan pansumanin serum fizyolojikle yapilan pansumana gore iyilesme siirecinde
daha etkili oldugu gériilmiistiir. Tyilesme, 10 giinliik siirede yiizey alaninda kii¢iilme
olarak degerlendirilmistir.

- Bir seri vaka caligmasinda (n=3); seviye IV basi yarasi, cerrahi debridman tedavisi
gerektiren nekrotik iilser ve yarasi olan hastalara % 4 c¢ay agaci yagi igeren hidrojel
pansumani yapilmistir. Pansumanlar her giin degistirilmistir ve besinci giin yaranin
derinligi Olclilmiistiir. Bu ¢alismada objektif ¢iktilar rapor edilmemistir.

- Diabetes mellitus ve vaskiiler yetmezIligi olan hastalarin katildigi bir seri vaka
caligmasinda (n=10); su bazli bir ¢ay agac1 sprey formiilasyonu cilt grefti gerektiren
alt ekstremite yaralar1 iizerine giinde 3 kere (3 mg/giinlik) sikilmistir. Tim
vakalarda 2-3 hafta i¢inde graniilasyon meydana gelmistir. Cilt grefti yapildiktan

sonra da 1-2 hafta cay agaci yagi uygulamasina devam edilmistir.
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- Ampiitasyon ameliyat1 sonrasi iyilesmeyen kronik yarasi olan bir hastanin yarasina
ginlik % 10 cay agact yagt ve % 90 kabak cekirdegi yagi topikal olarak
uygulanmistir. Uygulamadan 5 ay sonra yara tamamen iyilesmistir.

- Kirik sonrasi kabarcik komplikasyonu olusan bir hastaya, % 90’dan fazla saf su ve
% 4 cay agact yagi igeren polipropilen jel 10 giin boyunca yapismayan bir
pansuman ile birlikte uygulanmistir. Calisma, giimiis siilfadiazin kremi ile
yapismayan bir pansuman ile muamele edilen kirilma kabarciklari i¢in gézlemlenen

18 ila 21 giinliik normal bir iyilesme siiresi ile karsilastirmistir.

Yara enfeksiyonlarinin kontroliinde;

- Kiicik bir grupla yapilan randomize, kontrolli bir ¢aligmada (n=10),
tanimlanamayan tipteki yaralarda MRSA enfeksiyonunun gelisimini kontrol etmek
icin cay agact yagi pansumant ile serum fizyolojik pansumani uygulamasi
karsilagtirilmistir. 10 giinliik tedavi ile iki grup arasinda MRSA bakteri yiikiinde
herhangi bir farklilik gériilmemistir [76].

2.5. Cay Agac1 Yagimin Kullanilmamasi Gereken Durumlar

Ekzemat6z veya iltihaph ciltte kullanilmamalidir (tahrise neden olabilir). Ugucu yag,

vajinal dus olarak veya gargara formunda dahilen kullanilmamalidir [80].

2.6. Gebelik ve Emzirmedeki Kullanim

FDA, Komisyon E ve EMA c¢ay agac1 yagini1 kozmesotik bir formiilasyonda kullanilmasi
halinde yeterli veri bulunmadigi icin gebelik ve laktasyon doneminde kullanilmasim

onermemektedir. Dogurganlik iizerinde herhangi bir veri yoktur [14, 81].

2.7. Ila¢ Etkilesimleri ve Diger Etkilesimler

Bilinmemektedir [80].
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2.8. Cay Agaci1 Yag ile Goriilen Advers Reaksiyonlar

Literatiirde ¢ay agact yagimin neden oldugu higbir insan 6liimii bildirilmemistir. Topikal
uygulamasi, ylksek konsantrasyonlarda advers reaksiyonlara neden olabilir. Bu yagin
kullannminin artmasiyla birlikte cilt tahrisi, alerjik kontakt dermatit, sistemik kontakt
dermatit, lineer immiinoglobulin A dermatozu, eritema multiforme benzeri reaksiyonlar ve

sistemik hipersensitivite reaksiyonlar1 gibi yan etkiler bildirilmistir [52].

Nadiren gelisen bazi jinekomasti vakalarinin ¢ay agaci yagindan kaynaklandigi yolunda
bildirimler yapilmistir. Bu bildirimler, saglikli olan ve endojen steroidlerin serum
konsantrasyonlar1 normal olan {i¢ prepubertal erkegin, lavanta ve ¢ay agaci yaglarini iceren
iiriinleri topikal kullanimlar ile tespit edilmistir. Bu tirtinleri kullanmay1 birakmalarindan
kisa bir siire sonra jinekomasti bulgular1 ortadan kalkmistir. Insan hiicre hatlarinda yapilan
caligmalar iki yagin Ostrojenik ve antiandrojenik aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir.

Ancak pek ¢ok arastirmaci bu bulgulara itiraz etmislerdir [82].

Bazi cilt problemlerinde (dermatit, akne, dermatofit enfeksiyonlarinda), cay agaci yagi (%
5-% 100 konsantrasyonlarda) tedavisinin denendigi 10 randomize, kontrollii klinik
caligmadan besinde orta derecede cilt irritasyonu goriilmiistiir. Bazi klinik ¢aligmalarda ise
ugucu yag kontrol gruplarindan (plasebo jeller ve % 1 klotrimazol) ve bir ¢alismada da ¢ay
agact yagl (% 5) uygulamasimmin % 5’lik benzoil peroksit jel grubundan daha fazla

irritasyon olusturdugu tespit edilmistir [76].

Cay agaci yagi ile ilgili olarak temas alerjisi ve bunun neden oldugu alerjik kontakt dermatit
sikayetlerine siklikla rastlanmaktadir. Cay agaci yaginm neden oldugu pozitif kontakt alerji
sebepleri i¢inde; ya okside olmus bilesenler ya da yaga katistirilan maddeler sayilabilir. Ayrica,
bu yaga kars1 gelisen alerjik reaksiyonlarin bu tarz reaksiyonlara yatkin bireylerde goriilme
sikhiginin daha ¢ok oldugu rapor edilmistir [6]. Alerjiye sebep olan bilesenlerin; askaridol,
terpinolen, a-terpinen, 1,2 4-trihidroksimetan, a-fellandren ve limonen oldugu tespit edilmistir.
Seyreltilmemis ucucu yagin, ugucu yagin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu iiriinlerin ve
% 5 konsantrasyonda ugucu yag iceren formiilasyonlarin da kontakt dermatit olusturma
riskinin fazla oldugu gériilmiistiir. Orek olarak sabun, krem ve sampuanmn neden oldugu
periorbital/gdz kapagi dermatiti, tras yaginin neden oldugu sakal bolgesi dermatiti, yliz

kreminin neden oldugu yiiz dermatiti ve el losyonunun neden oldugu yiiz ve el dermatitleri
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gosterilebilir. Yine bu ugucu yag1 iceren bir dis macununun stomatit olusturdugu da rapor

edilmistir [18].

Cay agac1 yagi cilde stirtildiigli zaman giivenli kabul edilir, ancak cilt tahrigine ve sismesine de
neden olabilir. Nadir durumlarda cilt kurulugu, kasinti, aci, yanma ve kizariklik gozlenmistir.
Deri tahrisi temel olarak organik bilesiklerle iliskilidir, ancak nikel, kobalt veya krom gibi
alerjenik metallerden de kaynaklanabilir. Avrupa pazarinda mevcut olan cay agaci yagi
orneklerinde, segilen cilt tahris edici metallerin tespitine dair Grafit Firin Atomik Absorpsiyon
Spektrometresi (GFAAS) ile gerceklestirilen analizlerde; nikel ve kobalt seviyeleri sirasiyla,
0,8 ng/l ve 0,4 pg/l altinda, krom seviyesinin ise 1 pg/l altinda oldugu tespit edilmistir. Cilt
iizerinde seyreltilmeden kullanildiginda ¢ay agaci yagmin analizi yapilan agir metaller

yoniinden herhangi bir risk olusturamayacagi sonucuna varilmustir [83].

1999'da cay agac1 yag1, Kuzey Amerika Kontakt Dermatit Grubu tarama paneline eklendi.
Son prevalans oranlari, alerji deneyi i¢in bagvuran hastalarin % 1,4'liniin ¢ay agaci yagina

pozitif reaksiyonu verdigini gostermektedir [84].

Cay agact yagindaki alerjenik bilesikler aragtirilmis ve 1,8-sineol, D-limonen, a-terpinen,
aromadendren, terpinen-4-ol, a-fellandren, p-simen, a-pinen, terpinolen ve a-terpinen’in
alerijye sebep olabilecegi rapor edilmistir. Oksitlenmis ¢ay agaci yaginin, taze formundan
daha etkili bir temas alerjeni oldugu, oksidasyon f{iriinlerinin muhtemel alerjenler
olabilecegine dikkat edilmelidir. Cay agaci yaginin potansiyel bir temas alerjeni olarak
degerlendirilmesinde; sadece cay agaci yaginin 100'den fazla farkli bilesen igermesi
yaninda ¢ogunlukla yanlis etiketlenme veya ISO kriterlerine uygun olup olmadigi da
diisiiniilmelidir. Ayrica, allerjenik 6zellikleri yagin i¢indeki kimyasal maddelerden %100
kaynakli olmayabilir de, aksine yag cilde uygulandiginda olusan bozunma iiriinleri de bu

reaksiyonlari tetikleyebilmektedir [84].

Cesitli yama testi ¢aligmalari, ¢cay agaci yagi tiriinlerinde goriilen olumsuz etkilerin diger akne
iirtinlerinde goriilenlere benzer veya daha diisiik oldugunu ortaya koymustur. Ayrica akne igin
kullanilan farkli ¢ay agaci yagi formiilasyonlarinin (jel, krem ve merhem gibi) farkl
siddetlerde cilt irritasyonu olusturdugu tespit edilmistir. Organoleptik degisiklikler ve viskozite
degisimlerinin yani sira bazi eski ugucu yaglarm igerdigi oksitlenmis terpenoidler de agsiri

duyarlilik reaksiyonlarina yani alerjik kontakt dermatite neden olmaktadir [15].
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Cay agac1 vaginin yutulmasi ile ilgili vapilan bildirimler

Kontakt dermatit, diyare, santral sinir sistemi toksisitesi, yeterli miktarda yutuldugunda
koma hali olusabilir. Kazayla 25 ml. ¢ay agaci1 yagi igen iki gocukta bulanti ve diyare

olusumu gozlenmistir. Semptomlar 48 saat i¢inde ortadan kaybolmustur [26, 80].
Insanlarda zehirlenme raporlari;
Insanlarda ¢ay agaci1 yagimin neden oldugu advers reaksiyonlara drnek vermek gerekirse;

4 yasindaki bir erkek ¢ocuk ¢ay agacinin kiiciik bir miktarini yutmus ve ataksi olusmustur.

Bu durum 24 saat sonra diizelmistir.

17 aylik bir erkek ¢cocugun 10 ml’den daha az ¢ay agaci yagi yutmasini takiben ataksi ve

sersemlik geligsmistir.

23 aylik bir erkek cocuk % 100 Cay agaci yagi igeren ticari bir iirlinlin 10 ml’den az
miktarint yuttuktan sonra 30 dk. yiirliyememis, sersemlesmistir. Yuttuktan 5 saat sonra

semptomlar diizelmistir.

60 yasinda bir erkek yaklasik yarim tatl kasigi kadar ¢ay agaci yagi yutmus ve 16kositoz

ile beraber ciddi bir dokiintii olusmustur.

Bir kisi yarim fincan saf cay agact yagmi yuttuktan sonra 12 saat komada kalmis ve

sonraki 36 saatte biling bozuklugu yasamistir [16].

Alman Federal Risk Degerlendirme Enstitiisii (BfR)'niin 6nceligi olan 16. Kimyasallar Yasasi
uyarmca, Tuketicilerin ve Veteriner hekimlik sagliginin korunmasma yonelik Federal
Enstitiisti’'ne (BgVV), 1996 ve 2002 yillart arasinda c¢ay agaci yag ile ilgili toplam yedi
zehirlenme bildirimi gelmistir. 1ki bebekte bulant1, yorgunluk ve kusma semptomlari cay agaci
yagmin oral alimmi takiben ortaya cikmustir; baska bir bebekte herhangi bir semptom
gelismemistir. Bir yetigkin ¢cay agaci yagi kapsiilleri aldiktan sonra bulanti, mide agrisi, istah
kayb1 ve gegirme baglamistir. Diger ii¢ olguda dermal uygulamadan sonra alerjik reaksiyonlar

gozlenmistir [16].
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2.9. Cay Agac1 Yagimin Toksisitesi

Tavsanlarda deri tahrisi testi, parafin yaginda % 25°’lik cay agaci yagi ile yapildi ve
soliisyon tras edilmis tavsan derisine 30 giin boyunca tekrar tekrar uygulandi.
Baslangigtaki kiiciik tahrisler dikkate alinmadi; bununla birlikte deri degisiklikleri
mikroskobik olarak tespit edildi. OECD 404'e gore yari-kapali kosullar altinda yapilan
yama testinde % 12,5 ve % 25’lik konsantrasyondaki ¢ay agact yag1 drneklerinin tahris
edici olmadigi, % 50'lik konsantrasyonda minimal ve % 75’lik konsantrasyondaki cay
agact yaginin tavsanlarda hafif tahris edici oldugu; yama testinde ise seyreltilmemis cay
agaci yaginin 24 saat i¢inde tahrigleri tetikledigi rapor edilmistir. Tavsanlarda akut dermal
letal doz (LDso) doz 5,0 g/kg (saf cay agaci yagi (%100) uygulanmasi ile) olarak
saptanmistir [5, 16]. Albino tavsanlara hem saglam hem de tahris olmus cilde saf cay
agact yag1 uygulandiginda cildi tahris edici potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Draize
indeks: 5). Bu nedenle, ¢ay agaci yagi cildin tahrisinin mevcut oldugu durumlar igin

kullanilmamalidir (6rn: dermatit) [26].

Cay agac1 yaginin mutajenitesi ile ilgili 2005 yilinda yayimlanmis bir makalede, ticari ¢ay
agact yaglari ve ana bilesen olan terpinen-4-ol, AMES testi kullanilarak test edilmistir.
Sonugta yag ve terpinen-4-ol’iin mutajenik etkili olmadig saptanmistir. Onceki yillarda
sadece bir yag drnegi kullanilarak yapilmis bir arastirmada mutajeniteden s6z edilmisken
bu arastirma ile yagin mutajenik olmadigi ortaya konmustur [5]. Cay agaci yagi ve

bilesenleri genotoksik degildir [52].

Ozel patojensiz (SPF) sicanlarda yapilan akut toksisite sonuclar1 (oral): Hayvanlarm &n
ayaklarinda tonus eksikligi gozlenmis ve LDso, kg viicut agirligi basina 2,6 ml (= 2,3 mg)
olarak hesaplanmistir. SPF olmayan siganlardaki akut toksisite sonuglar1 (oral) sonuglari:
Hayvanlar benzer semptomlar gostermis ve LDso, kg viicut agirligi basmna 1,9 ml (= 1,7

mg) olarak hesaplanmustir [5, 16, 27].

Seyreltilmemis cay agaci yagi agizdan alinmamali ve Avrupa Birligi Tehlikeli Preparatlar
Yonetmeligine gore oral yoldan zararh olarak smiflandirilmaktadir. Insanlarda tesadiifi cay
agac1 yag1 zehirlenmesi lizerine yaymlanmig bes ¢aligma yapilmistir. Yanlislikla yutulan

yag miktarimin 10 ml'den yarim bardaga kadar degistigi rapor edilmistir [15, 27, 36].
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2.10. Ticarette Onemi

Cay agaci yaginin ticari iiriinlerde bir bilesen olarak kullanimi olduk¢a yaygindir. Kiiresel
dretim 1995 yilinda 200 metrik tondan (MT) 2012’de 540-580 MT’ye yiikseldi. 2013’te
Diinya’da ¢ay agaci yagi ticareti 36 milyon Avustralya dolarini agmis ve Avustralya en biiyiik
tiretici ve ihracatgi iilke olmustur. Avustralya'da, 2013 yilinda bildirilen 450-500 MT’luk
ugucu yag lretimini 3.000 hektar alana dikilmis olan M. alternifolia agaglari saglamustir.
Avustralya Cay Agact Endiistrisi Birligi, 2015 yilinda 800 MT'den fazla cay agaci yagi
iiretildigini bildirmistir. 2018’de bu miktar sirf Avustralya i¢cin 1000 MT olmustur [6].

2.11. Eczanede Satilan Preparatlar:

Tea tree oil yani ¢ay agaci yaginin farkli markalara ait pek ¢ok tiriinii vardir. Eczanelerde
sadece yag formunda satildig1 gibi ayrica ¢ay agaci yaginin terkibine girdigi iirlinler de
vardir. Bunlar; s1vi sabun, sampuan, géz dezenfektan sampuani, agiz spreyi, dis macunu,
giines kremi, yiiz yikama jeli, vajinal sprey, intim jel, lubrikant jel, kil maskesi, uguk

kremi, tonik, nemlendirici krem vb. gibidir.
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Resim 2.3. Cay agac1 yaginin eczanede satilan preparatlari [85]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Deneysel calismamizda ¢ay agaci yagi numunesi olarak eczane, aktar ve saglik {iriinli satan
merkezlerden alman 12 farkli marka c¢ay agaci yagi tez gereglerimizi olusturmustur.
Standart cay agac1 yag1 olarak (13 numarali numune), Jeomed-Medikal fla¢ Pazarlama
A.S.’nden temin edilmis Avustralya orjinli organik cay agaci yagi kullanilmistir. Satin

alinan orneklerle ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Cay agaci1 yagi 6rneklerinin satin alindiklari tarih ve yer bilgileri

Numune no Alman yer Alinma tarihi
1 Kurtulus, Ankara Aralik 2017
2 Bahgelievler, Ankara Ocak 2018
3 Bahgelievler, Ankara Aralik 2017
4 Kizilay, Ankara Mart 2018
5 Emek, Ankara Aralik 2017
6 Tarsus, Mersin Aralik 2017
7 Tarsus, Mersin Aralik 2017
8 Emek, Ankara Ekim 2018
9 Maltepe, Ankara Ekim 2018
10 Internet Ekim 2018
11 Kurtulus, Ankara Ekim 2018
12 Emek, Ankara Ekim 2018
13 Standart Cay agaci yagi Mayis 2018

3.2. Yontemler

Eczane, aktar ve saglik iiriinii satan merkezlerden alinan 12 farkli marka cay agaci yag: ve
13 numarali standart olarak kullandigimiz ¢ay agacit yaginda Avrupa Farmakopesi 8.0
referans alinarak makroskobik incelemeler (renk, leke kontrolii), ¢oziiniirliik tayini, ince
Tabaka Kromatografisi (ITK) analizi ve GC/MS analizleri yapilmistir. Ayrica yag

orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
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3.2.1. Melaleucae aetheroleum’un Avrupa Farmakopesi 8,0 'a gore analizi [3]

Tea Tree Qil

Melaleucae aetheroleum

Tanmim: Melaleuca alternifolia (Maiden and Betch) Cheel, M. linariifolia Smith, M.
dissitiflora F. Mueller ve/veya Melaleuca’nin diger tiirlerinin terminal dallarindan veya

yapraklarindan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagdir.

Goriintis: Berrak, akiskan, renksiz ila uguk sar1 s1vi karakteristik bir koku

Teshis

A.ITK

Test ¢ozeltisi : 0,1 ml. numune 5 ml. heptan R.de ¢oziiliir.
Referans ¢ozeltisi: 10 ml. heptan R. iginde 30 pl. sineol R., 60 pl. terpinen-4-ol R. ve 10

mg. a-terpineol R. ¢oziiliir.

Plak : ITK silika jel plak (60GF2s4 plak, Aluminium sheets 20x20 cm)
Mobil faz . Etil asetat R.: heptan R. (20:80 h/h)

Uygulama : 10 pl. bant seklinde tatbik edilir.

Stiriiklenme 10 cm.

Kurutma : Havada

Sonuglar

Cizelge 3.2. Avrupa Farmakopesi 8,0’da cay afaci yagi monografinda verilen ITK

gorunimu
Plagin tepe noktasi
Sineol: Mor-kahverengi leke Mor-kahverengi leke, daha az yogun (sineol)
Terpinen-4-ol: kahverengimsi-mor leke Kahverengimsi-mor leke (terpinen-4-ol) Mor veya
a-terpineol R: mor veya kahverengimsi-mor leke kahverengimsi—mor leke
(a-terpineol)
Referans ¢ozeltisi Test ¢ozeltisi
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Testler (European Pharmacopoeia 8,0) [3]

Rolatif dansite : 0,885-0,906
Refraktif indeks 1 1,475-1,482
Optik ¢evirme :+ 5% -+15°.

Kromatografik Profil: Gaz kromatografisi:

Test ¢ozeltisi : 10 ml. hekzan R. i¢inde 0,15 ml. numune ¢6ziiliir.

Referans ¢ozeltisi  : 5 ul a-pinen R, 5 pl sabinen R, 15 pl a-terpinen R, 5 pl limonen
R, 5 pl sineol R, 30 pl y-terpinen R, 5 pl p-simen R, 5 pl
terpinolen R, 60 pl terpinen-4-ol R, 5 ul aromadendren R ve 5 mg
a-terpineol R 10 ml hekzan iginde ¢oziiliir.

Tas1yic1 gaz : Helyum gaz1

Kolon : Fused silica

—boyu: I= 30 m ( film kalinlig1 1 um olmali) den 60 m
(film kalinligi 0,2 pm olmali) ye kadar, @ = 0,25-0,53 mm,
— sabit faz: macrogol 20 000 R.

Akis hizi : 1,3 ml/dk. (0,32 mm ¢apli kolon igin)
Split ratio - 1:50

Dedektor : Alev Iyonlastiric

Enjeksiyon 1l

Sicaklik:

Cizelge 3.3. Avrupa Farmakopesi 8,0’da ¢ay agaci yagi monografinda verilen GC analiz

kosullar
Zaman Sicaklik
(dk.) (O
Kolon 0-1 50
1-37 50—230
37-45 230
Enjeksiyon girisi 240
Dedektor 240

Eliisyon swrasi: Referans ¢ozeltinin bilesiminde gozlenen siraya gore degisir. Maddelerin

alikonma siireleri kayit edilir.

Sistem uygunlugu: referans ¢ozeltisi:

— Rezoliisyon: terpinen-4-ol ve aromadendrene bagl pikler arasinda minimum 2,7 dk.
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Referans ¢ozeltisi ile elde edilen kromatogramdan belirlenen alikonma siireleri
kullanilarak, test ¢ozeltisi ile elde edilen kromatogramda referans ¢ozeltisindeki maddeler
teshis edilir. Hekzan nedenli pikler géz oniline alinmaz. Bu bilesenlerin yiizde igerigi

belirlenir.
Avrupa Farmakopesi 8.0’a gore Cay agact yaginin bilesimi;

a-pinen: %1,0-6,0

sabinen: maksimum %3,5
a-terpinen: %5,0-13,0
limonen: %0,5-4,0

sineol: maksimum %15,0
y-terpinen: %10,0-28,0
p-simen: %0,5-12,0
terpinolen: %1,5-5,0
terpinen-4-ol: minimum %30,0
aromadendren: maksimum %7,0
a-terpineol: %1,5-8,0

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi
3.3.1. Makroskobik analiz
Makroskobik analiz kapsaminda renk ve leke kontrolii yapilmustir.

Standart (%100 tea tree oil) ve 12 numuneden 1’er ml alinmis farkli deney tiiplerine

koyularak renkleri not edilmistir.

Leke kontrolii: Standart ¢ay agaci yagi ve 12 farkli marka ¢ay agaci yagi numunesi birer

damla olarak siizge¢ kagidi tizerine damlatildi, damla 30 dk. 105°C’lik etiivde bekletildi.

Kurutma isleminden sonra leke durumlarina bakildi.
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3.3.2. Coziiniirliik tayini

Kullanilan solvanlar; %96 etanol, distile su, kloroform ve dietil eter. Her solvanin 1 ml.si

icine 1 damla yag 6rnegi ilave edilerek ¢oziiniirliikleri kontrol edildi.

3.3.3.IiTK

Avrupa Farmakopesi 8,0’da yer alan “Melaleucae aetheroleum” monografinin, Teshis
kisminm, A. ITK yonteminde bildirilmis olan (3.2.1. Melaleucae aetheroleum’un Avrupa
Farmakopesi 8,0 'a gore analizi) kosullar kullanilmistir [3]. Farkli olarak anisaldehit

revelatorii piiskiirtiilmiis ve 105°C’lik etiivde bekletilerek olusan renkler kayit edilmistir.

3.3.4. Ucucu yaglarin analizi

Cay agact ugucu yaglarmin HS-SPME-GC/MS analizleri asagida belirtilen sartlarda
yapilmistir.

GC/MS analiz kosullari

Sistem : Agilent 5975 GC-MSD sistemi

Kolon : HP-Innowax Silika kapiler (60 m x 0,25 mm @, 0,25 mm film
kalinligt)

Sicaklik program1  : 60°C’de 10 dk.// 4°C/dk. artisla 220°C’ye// 220°C’de 10 dk.//

1°C/dk.

artigla 240°C’ye

Enjektor sicakligi  : 250°C

Tastyic1 gaz : Helyum (0,8 ml/dk.)

Enjeksiyon hacmi  : 2 pl

Split oran1 :40:1

Elektron enerjisi  : 70 eV

Kiitle aralig1 : m/z 35-450

Kiitliiphane : BASER Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve Adams

Kiitiiphane Tarama Yazilimlar
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Kat1 Faz Mikroekstraksiyvon (KFME) yontemi

65 um Polidimetilsiloksan-Divinilbenzen (PDMS/DVB) tabakas: ile kaplanan SPME fiberi
(Mavi) ile 50°’de 15 dakikalik 6rnekleme islemi gergeklestirilmistir. Ugucu bilesiklerin
desorpsiyonu i¢in GC/MS'in enjeksiyon portunda termal desorpsiyon islemi 10 dk.
boyunca 250°C'de gerceklestirilmistir.

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi analizi

Yaglar; Headspace-SPME (HS-SPME) isleminden sonra GC/MS ile analiz edildi.

GC/MS analizi Agilent 5975 GC/Kiitle Segici Dedektéor (MSD) sistemi ile
gerceklestirilmistir. Innowax FSC kolonu (60 m x 0,25 mm, 0,25 mm film kalinlig1) ve
tastyict gaz olarak Helyum kullanilmistir. GC sicakligi 60°C’de 10 dk. 4°C/dk. artisla
220°C’ye, 220°C’de 10 dk. 1°C/dk. artisla 240°C seklinde belirlenmistir. Analiz kosullari;

spilitsiz, elektron enerjisi 70 eV, kiitle agirligi m/z 35-425 olarak programlanmustir.

Bilesiklerin tanimlanmasi

Ucucu vyaglarin bilesenleri, Baser Kiitiiphanesi, Adams Kiitiiphanesi, MassFinder
Kiitiiphanesi, Wiley GC/MS Kiitiiphanesi ile kiitle spektrumlarinin karsilastiriimasiyla
belirlenmistir  [86,87,88] ve bunlarin tutulma indekslerinin karsilastirilmasiyla
dogrulanmistir.  Bu  kimlikler, retansiyon siirelerinin, 6zglin  numunelerle
karsilastirilmasiyla veya bunlarin bir dizi n-alkanlara bagil alikonma indeksinin (RRI)
karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir. RRI hesaplanmasinda referans noktalar1 olarak
kullanilmigtir  [89]. Ayrilan bilesiklerin bagil yiizdeleri, FID kromatogramlarindan
hesaplandi. Analiz sonuglar1 ortalama yilizde + standart sapma (SD) (n = 3) olarak ifade

edilmistir.

3.3.5. Antimikrobiyal aktivite

Arastirmada kullanilan mikroorganizmalar

Bakteri suslari; Staphylococcus aureus (ATCC 292013), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Streptococcus pygones (ATCC 13615), Propionibacterium acnes (ATCC
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6919), Lactobacillus plantarum (ATCC 80141), Escherichia coli (ATCC 35218),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), mayalardan; Candida albicans (ATCC 10231),
Candida tropicalis (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 90028) ve
dermatofitlerden; Trichophyton rubrum (RSKK 486), Epidermophyton floccosum (RSKK
3027) ve Microsporum gypseum (NCPF 580) dir.

Denevyde kullanilan malzemeler

Steril Kabin

Ultrasonik Banyo
Otoklav

Hassas terazi

Su banyosu

Pastor firmi

Kurutma firim

Vortex

Inkiibator
Karbondioksitli inkiibator
Isiticili manyetik karistirict
pH metre

Derin dondurucu

Buzdolabi

Kontrol antibiyotikler

(Chemocell LRCCX-UV, Classll)
(Kotterman, 3165)
(Nive, OT4060)
(Shimadzu, AW320)
(Kotterman, 3165)
(NEL, Heraeus, NR900)
(Heraeus, FB420)
(Firlabo, VV3000F)
(Jouan, EBI115)
(Niive, EC160)
(BIOSAN, MSH300)
(Hanna, H15522-02)
(Ugur, UDD 200 BKYYS)
(Indesit No Frost)

Referans antimikrobiyaller su (flukonazol, itrakonazol, levofloksazin, gentamisin) ve
DMSO (ketokonazol, terbinafin) hazirlanip denenmistir. Stok soliisyonlar Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI; Onceki adiyla; NCCLS) kriterlerine gore

hazirlanmustir.
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MIK ve Anti-biyofilm aktivitesi icin test numunelerinin hazirlanmasi ve degerlendirilmesi

Mikroorganizmalar ve inokiilumlarin hazirlanmasi

Test maddeleri uygun ¢oziiciide (dimetilsiilfoksit (DMSO) %30:su %70) coziinmeleri
saglandiktan sonra 102,4 pg/ml konsantrasyonda hazirlanip, 0,22 um Millipore filtreden
stiziildiikten sonra stok soliisyon olarak kullanilmistir. Referans antimikrobiyaller su
(flukonazol, itrakonazol, levofloksazin, gentamisin) ve DMSO (ketokonazol, terbinafin)
icinde coziilmiiglerdir. Stok soliisyonlar Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI;
onceki adiyla; NCCLS) kriterlerine gore hazirlanmigtir (CLSI, NCCLS, 1996) [90].

Antimikrobiyal aktivite testinde; mikroorganizmalarin {iretilmeleri ve diliisyonlarin
hazirliginda, Mueller-Hinton Broth (MHB; Difco), Todd-Hewid broth (Oxoid), Mueller-
Hinton Agar (MHA; Oxoid), Trypticase Soy Agar (Oxoid); bakteri kiiltiir ve supkiiltiirler
icin, Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Oxoid), Potato Dextrose Agar (PDA; Oxoid),
Sabouraud liquid medium (SLM; Oxoid), ve L-glutaminli RPMI-1640, 3-[N-morfolino]-
propansiilfonik asit ile pH: 7, Sabouraud dextrose Agar (SDA; Oxoid) mantarlarin kiiltiir
hazirliginda ve supkiiltiirlerde kullanilmistir. Kiiltiir stispansiyonlari; her bakteri igin CLSI
kriterlerine gére McFarland  0,5x108 cfu/ml yogunlugundaki bakteri kiiltiir
siispansiyonundan, hazirlanip testte denenmistir. Antifungal test siispansiyonu ise RPMI—
1640 (L-glutamine, pH: 7, 3-[N-morpholino]-propansulfonic) ile spektrofotometrik olarak
2,5x10° cfu/ml yogunlukta hazirlanmistir [91-94].

Antibakteriyel ve antifungal aktivite tayininde mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir.
Besiyerleri igeren 96-kuyulu mikropleytte maddelerin cift katli seri diliisyonlar1 (128—
0,125 pg/ml) yapilip; her 6rnek (3 tekrar) i¢in 10 pl bakteri, maya benzeri fungus ve potato
dextrose agarda 28°C’de 7-14 giinde iiretilmis olan dermatofit kiiltiir siispansiyonlarindan
RPMI ile hazirlanmis supkiiltiirler (1x10° cfu/ml) ilave edilerek 37-28°C°de 18—24 saat
inkiibasyon sonrast MIK degerleri belirlenmistir. Kontrol test maddesi igermeyen

kuyucuklar teste ilave edilmistir [95].

Kolorimetrik Mikrodiliisyon Testi ile Anti-Biyofilm aktivite (Modified Microtiter Plate
ASS&}[!
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Biyofilm olusumunun gozlemlenmesinde tiim mikroorganizmalar (S. aureus, S.
epidermidis, S. pygones, P. acnes, L. plantarum, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, T. rubrum, E. floccosum, M. gypseum)
mikropleytlerdeki kiiltiirlere spesifik besiyerlerinde 3 giin siireyle her giin taze besiyeri ile
degistirilerek 37-28°C’de inkiibe edilmistir. Resazurin sodyum tuzunun stok ¢ozeltisi
(steril distile su igindeki % 0,01°lik ¢ozeltisi) filtre ile steril edilmis ve test drneklerinin
diliisyonlar1 (% 10-1) her bir kuyucuga 5 pl (1g/1) hacimde eklenmistir. Plaklar 37°C'de 24
saatten 48 saat inkiibasyon sonrasi maviden pembeye renk degisimi makroskopik
degerlendirilmistir. Renk degisiminin gdzlemlenmedigi en diisiik konsantrasyon MIK

olarak degerlendirilmistir. Kontrol kuyucuklari teste dahil edilmistir [96].
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4. BULGULAR

Eczane, aktar ve saglik iiriinli satan merkezlerden alinan 12 farkli marka ¢ay agaci yagi ve
13 numarali standat olarak kullandigimiz ¢ay agaci yaginda yapilan tayinler sonucunda

elde edilen bulgular bu boliimde verilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular asagidaki sira ile sunulmustur.

Makroskobik Analiz
Coziiniirlik Tayini

ITK Analiz Sonuglari
GC-MS Analiz Sonuglari

o > w0 e

Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

4.1. Satin Ahinan Orneklerin Goriiniimleri

Resim 4.1. Numune 1-6
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Resim 4.2. Numune 7-12
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4.2. Bulgular

4.2.1. Makroskobik analiz

Renk kontrolii

Resim 4.3. Standart ¢ay agaci yagi ve numune 1-7
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Resim 4.4. Numune 8-12

Avrupa Farmakopesi 8,0 'da cay agaci yaginin renksiz, uguk sari olmasi gerektigini

belirtmistir.

Bulgularimiz;

Standart : Renksiz
Numune 1 : Renksiz
Numune 2 : Uguk sar1
Numune 3 : Renksiz
Numune 4 : Uguk sar1
Numune 5 : Sari
Numune 6 : Uguk sar1
Numune 7 : Sar1
Numune 8 : Uguk sar1
Numune 9 : Renksiz
Numune 10: Renksiz
Numune 11: Uguk sar1
Numune 12: Renksiz

5 ve 7 numarali 6rnekler sar1 renkleri ile renk kriterine uymamaktadirlar.
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Leke kontrolii
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Resim 4.5. Numune 1-12 ve standart ¢ay agaci yagi karisimi

Ugucu yag ve sabit yag farklarindan biri ugucu yagin leke birakmadig: sabit yagin ise leke
biraktigidir.

Etiivde kurutma isleminden sonra Resim 4.5’de goriildiigii tizere lekelenmeler mevcuttur.
Leke kalintist olmasi {irlinlere sabit yag ile katistirma yapilmis olabilecegini
gostermektedir. Standart yani organik ¢ay agacit yagi drnegimizde ve 9, 10 ve 12 numarali
orneklerimizde leke mevcut degildir, bu da bizlere tamaminin ugucu yagdan olustugunu

gostermektedir.
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4.2.2. Coziiniirliik tayini

Cizelge 4.1. Cay agac1 yag1 numunelerinin ¢oziiniirliik tayin sonuglari

Ornek No Distile Su %96 Etanol Kloroform Dietil eter
1 Coziindii Coziindi Coziindi Coziindii
2 Cozlinmedi Bulanik Coziindi Coziindii
3 Coziindii Coziindi Coziindi Coziindii
4 Cozlinmedi Cozilindi Coziindi Coziindii
5 Cozlinmedi Bulanik Coziindi Coziindii
6 Cozlinmedi Cozlindi Coziindi Coziindii
7 Cozlinmedi Bulanik Coziindii Coziindii
8 Bulanik Cozlinmedi Coziindii Bulanik
9 Cozlinmedi Bulanik Coziindii Coziindii
10 Cozlinmedi Cozlindi Coziindii Coziindii
11 Bulanik Cozlinmedi Coziindii Bulanik
12 Cozlinmedi Cozlindi Coziindii Coziindii
13 Cozlinmedi Coziindi Coziindii Coziindii

Ucucu yaglar suda ¢oziinmemesi gerekitken 1 ve 3 numarali numuneler oldukga iyi
¢coziinmiuslerdir, 8 ve 11 numarali numuneler ise bulaniklik olusturmuslardir. Etanol, kloroform
ve eterde 1yi ¢oziinmeleri gerekirken 2, 5, 7, 9 numarali numunelerin etanolde bulaniklik
olusturdugu 8 ve 11 nolu numunelerin ise ¢oziinmedigi goriilmiistiir. Dietil eterde ise 8 ve 11

numarali drnekler bulaniklik olusturmustur. Tiim 6rnekler kloroforda ¢ozlinmiistiir.

4.2.3.ITK analiz sonuclar

- a B b

T,

Resim 4.6. Numune 1-11 ve standartlarin ITK kromatogrami (Std: sineol: terpinen-4-ol: a-
terpineol karigimi, a: a-terpineol, b: terpinen-4-ol, c: sineol, mobil faz: Etil
asetat R.: heptan R. (20:80 h/h))
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Resim 4.7. Numune 12, 13 ve standartlarin ITK kromatogrami (Std: sineol: terpinen-4-ol:

a-terpineol karigimi, 13: standart cay agact yagi, mobil faz: Etil asetat R.:
heptan R. (20:80 h/h))

Standart olarak sineol, terpinen-4-ol ve a-terpineol karisiminin kullanildig: ITK analizinde
Anisaldehit Revelatoriiniin piiskiirtiilmesinin ardindan plak 105°C’lik etiivde 5 dk. 1sitilmig
ve olusan renklenmeler gozlenmistir. Avrupa Farmakopesi 8,0’a goére sineol: mor-
kahverengi (en listte), terpinen-4-ol: kahverengimsi-mor (orta hatta), a-terpineol: mor veya
kahverengimsi-mor (en altta) renkte goriilmesi gerekmektedir. ITK calismasinin
sonucunda, numune 2, 5 ve 7-11, 12(eser)’nin sineol, numune 2, 4, 5, 8-12’nin terpinen-4-

ol ve numune 4, 5, 8(eser), 9, 11 ve 12’nin a-terpineol igerdikleri tespit edilmistir.
4.2.4. GC/MS analiz sonuclari

12 farklh marka ¢ay agaci yagi ve 13 numarali standart olarak kullandigimiz ¢ay agaci

yaglarmin ~ GC/MS  analiz  sonuglart  Cizelge 4.2. ve 4.3’de verilmistir.



Cizelge 4.2. 1-8 numaral1 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglari

RRI Bilesikler 1 2 3 4 5 6 7 8 IM
% % % % % % % % Identification Metod

1032 o-Pinen 4,3 - - 10,8 7,5 - 0,9 - tr, MS
1076 Kamfen - - - - - 0,7 - - tr, MS
1118 p-Pinen 0,9 - - 15 0,3 - - - tr, MS
1132 Sabinen 3,9 - - 0,1 2,6 - - - tr, MS
1174 Mirsen 0,6 - - 0,6 - 0,5 0,9 - tr, MS
1176 a-Fellandren - - - 0,5 0,3 - - - tr, MS
1188 a-Terpinen - - - 20,0 8,0 - - - tr, MS
1203 Limonen 2,1 - 2,1 0,6 1,7 2,2 88,3 - tr, MS
1213 1,8-Sineol 43,4 30,0 18,8 9,5 11,1 7,2 0,6 30,3 tr, MS
1255 y-Terpinen 0,9 tr 1,0 22,4 18,5 - - tr tr, MS
1266 (E)-B-Osimen - - - - - 0,2 - - tr, MS
1280 p-Simen 5,0 36,2 2,1 9,2 16,2 8,8 - 36,9 tr, MS
1290 Terpinolen 0,3 0,1 0,9 5,0 40 - - 0,1 tr, MS
1391 (2)-3-Heksenol - - - - - - - tr, MS
1452 p-Simenen - - - 0,1 0,1 - - - MS
1466 o-Kubeben - - - - - - - - MS
1471 Asetik asit - - - - - 0,1 - - MS
1474 trans-Sabinen hidrat - - - - - - - - tr, MS
1476 Menton - - 0,2 - - - 0,6 - R
1476 4,8-Epoksiterpinolen - - - - - - - - MS
1479 (E,2)-2,4-Heptadienal - - - - - - - - MS
1484 Bisikloelemen - - - - - - - - MS
1497 o-Kopaen - - - 0,1 - - - - MS
1503 lzomenton - - - - - - 0,1 - R
1506 (E,E)-2,4-Heptadienal - - - - - - - - MS
1522 3,5-Oktadien-2-on - - - - - - - - MS
*1529 | Propilen glikol - - 67,0 - - - - - MS
1532 Kamfor 0,2 0,1 - - - - - - tr, MS
1535 Pinokamfon - tr - - - - - - MS
1541 Benzaldehit - - - - - - 0,3 - MS
1544 a-Gurjunen - - - 0,2 - - - - MS
1550 S-Kubeben - - - - - - - - MS
1553 Linalol tr - - - - 14 2,4 - tr, MS
1565 Linalil asetat 0,1 - - - - 4.8 0,5 - tr, MS
1565 Propionik asit - - - - - - - - MS
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Cizelge 4.2. (devam) 1-8 numarali 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglar1

RRI Bilesikler 1 2 3 4 5 6 7 8 IM
% % % % % % % % Identification Metod
1571 trans-p-Ment-2-en-1-ol - - - - - - - - MS
1583 Junipen 0,3 - - - - - - - MS
1584 Terpin-1-ol 0,7 0,4 - - 0,1 - - - tr
1591 Fensil alkol 0,1 - - - - - - - MS
1600 S-Elemen 0,1 - - - - - - - MS
1604 1zobornil asetat - - - - - 47,7 - - tr, MS
1611 Terpinen-4-ol 0,7 27,7 - 14,9 13,5 3,6 - 27,3 tr, MS
1612 S-Karyofillen 0,2 - - 0,3 - 0,7 - - tr, MS
1628 Aromadendren - - - 0,7 - - - - MS
1634 Selina-5,11-dien - - - 0,1 - - - - MS
1638 cis-p-Ment-2-en-1-ol - - - tr - - - - MS
1638 Mentol - - - - - - 0,5 - tr
1639 Kadina-3,5-dien - - - tr - - - - MS
1641 cis-B-Terpineol 0,4 0,5 0,2 - 0,2 - - 0,3 tr
1645 Tuyopsen - - - - - 0,2 - - MS
1661 Alloaromadendren - - - 0,3 - - - - MS
1664 trans-Pinokarveol - - - - - - - 0,1 tr, MS
1678 epi-Zonaren - - - 0,1 - - - - MS
1682 J-Terpineol - tr - - - - - - tr, MS
1684 Izoborneol 0,1 0,1 - - tr - - - tr
1687 a-Humulen - - - - 0,2 - - - tr, MS
1690 trans-g-Terpineol 0,1 0,1 - - 0,2 - - 0,1 tr
1693 y-Terpinil asetat - - - - - 0,1 - - tr, MS
1700 Limonen-4-ol - - - 0,1 - - - - MS
1704 »-Muurolen - - - - tr - - - MS
1706 a-Terpinil asetat - - 0,5 - - 0,3 0,1 - tr, MS
1707 a-Terpineol 14,8 4,7 6,9 1,6 14,8 0,5 0,1 4,0 tr, MS
1708 Leden - - - 0,7 - - - - MS
1719 Borneol - tr - - - - - - tr, MS
1722 Bisikloseskifellandren - - - - - - - - MS
1729 cis-1,2-Epoksi-terpin-4-ol - - - - - - - 0,7 MS
1729 0-Guaien - - - 0,1 - - - MS
1740 a-Muurolen - - 0,1 - - - - MS
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Cizelge 4.2. (devam) 1-8 numarali 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglari

RRI Bilesikler 1 2 3 4 5 6 7 8 IM
% % % % % % % % Identification Metod

1742 S-Selinen - - - - tr - - - MS
1744 o-Selinen - - - - tr - - - MS
1747 Benzil asetat - - - - - - 0.4 - MS
1751 Bisiklogermakren - - - - - - - - MS
1751 2-0Okso-1,4-sineol - - - - - - - 0,1 MS
1765 Geranil asetat - - - - - 0,4 0,1 - tr, MS
1772 Sitronellol - - - - - - 0,2 - tr, MS
1772 o-Kadinen - - - 0,4 0,1 - - - tr, MS
*1786 Sentetik bilesik - - - - - - 0,1 - MS
*1793 Sentetik bilesik 5,0 - - - - 3,6 0,1 - MS
1797 Kubenen - - - - tr - - - MS
*1800 Sentetik bilesik 4.8 - - - - 4,2 - - MS
1808 Nerol - - - - - - 0,2 - tR, MS
*1819 Sentetik bilesik 1,1 - - - - 0,7 - - MS
*1842 | Dipropilen glikol 8,9 - 0,2 - - 7,2 0,2 0,1 MS
1845 (E)-Anetol - - - - - - 0,2 - MS
1853 cis-Kalamenen - - - - 0,1 - - - MS
1857 Geraniol - - - - - - 0,2 - tr, MS
*1864 Sentetik bilesik 1,1 - - - - 0,8 - - MS
1864 p-Simen-8-ol - - - - tr - - - tr, MS
1896 Benzil alkol - - - - - 0,8 0,4 0,1 MS
1937 Feniletil alkol - - - - - - 1,5 - MS
1953 Hidroksi sitronellal - - - - - - 0,5 - tr
2008 Karyofillen oksit - - - - tr - - - tr, MS
2053 Anisaldehit - - - - - 0,1 - tr
2127 4-Hidroksi-4-metil-sikloheks-2-enon - - - - - - - - MS
2144 Spatulenol - - - - - - - - tr, MS
2187 cis-p-Ment-3-en-1,2-diol - - - - - - - - MS
2246 Karvakrol - - - - - 0,1 - - tr, MS

tr: eser miktar

0.



Cizelge 4.3. 9-14 numaral1 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglari

RRI Bilesikler 9 10 11 12 13 IM
% % % % % Identification Metod

1032 o-Pinen 11,1 8,9 24,0 11,0 2,2 tr, MS
1076 Kamfen - - - - - tr, MS
1118 S-Pinen 15 1,7 4,6 14 - tr, MS
1132 Sabinen Tr 0,2 0,2 0,1 tr tr, MS
1174 Mirsen 1,1 0,6 0,5 0,8 - tr, MS
1176 a-Fellandren - 0,5 - - - tr, MS
1188 a-Terpinen 22,4 13,2 51 9,4 9,2 tr, MS
1203 Limonen 0,6 0,7 125 0,7 0,9 tr, MS
1213 1,8-Sineol 9,8 10,3 2,4 8,4 3,4 tr, MS
1255 y-Terpinen 23,8 219 17,2 21,8 20,3 tr, MS
1266 (E)-B-Osimen - - - - - tr, MS
1280 p-Simen 7,2 17,9 8,7 19,4 2,5 tr, MS
1290 Terpinolen 57 44 6,4 40 3,4 tr, MS
1391 (2)-3-Heksenol - - - - - tr, MS
1452 p-Simenen 0,1 0,2 - 0,2 - MS
1466 a-Kubeben - - - tr - MS
1471 Asetik asit - - - - - MS
1474 trans-Sabinen hidrat - - - - - tr, MS
1476 Menton - - - - - tr
1476 4,8-Epoksiterpinolen - 0,1 - 0,1 - MS
1479 (E,Z2)-2,4-Heptadienal - - - - - MS
1484 Bisikloelemen - - - - - MS
1497 o-Kopaen Tr 0,1 - 0,1 - MS
1503 Izomenton - - - - tr
1506 (E,E)-2,4-Heptadienal - - - - MS
1522 3,5-Oktadien-2-on - - - - - MS
*1529 Propilen glikol - - - - - MS
1532 Kamfor - - tr - - tr, MS
1535 Pinokamfon - - - - - MS
1541 Benzaldehit - - - - - MS
1544 a-Gurjunen 0,1 0,2 - 0,3 - MS
1550 S-Kubeben - - - - - MS
1553 Linalol - - tr - - tr, MS
1565 Linalil asetat - - - - - tr, MS

1.



Cizelge 4.3. (devam) 9-14 numarali 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglari

RRI Bilesikler 9 10 11 12 13 IM
% % % % % Identification Metod
1565 Propionik asit - - - - - MS
1571 trans-p-Ment-2-en-1-ol 0,1 - - 0,1 - MS
1583 Junipen - - - - - MS
1584 Terpin-1-ol - - - - - tr
1591 Fensil alkol - - - - - MS
1600 S-Elemen - - - - - MS
1604 I1zobornil asetat - - - - - tr, MS
1611 Terpinen-4-ol 14,2 14,6 15,8 15,6 46,4 tr, MS
1612 S-Karyofillen 0,1 0,2 0,1 0,3 - tr, MS
1628 Aromadendren 0,4 0,7 - 1,2 0,9 MS
1634 Selina-5,11-dien Tr 0,1 - 0,1 - MS
1638 cis-p-Ment-2-en-1-ol Tr - - tr - MS
1638 Mentol - - - - - tr
1639 Kadina-3,5-dien Tr - - tr - MS
1641 cis-p-Terpineol - - 0,1 - - tr
1645 Tuyopsen - - - - - MS
1661 Alloaromadendren 0,1 0,3 - 0,4 - MS
1664 trans-Pinokarveol - - - - - tr, MS
1678 epi-Zonaren - 0,1 - 0,1 - MS
1682 J-Terpineol - - - - - tr, MS
1684 Izoborneol - - - - - tr
1687 a-Humulen - - - - - tr, MS
1690 trans-g-Terpineol - - - - - tr
1693 y-Terpinil asetat - - - - - tr, MS
1700 Limonen-4-ol - 0,1 - 0,1 - MS
1704 »Muurolen - - - - - MS
1706 a-Terpinil asetat - - - - - tr, MS
1707 a-Terpineol 15 15 2,1 15 3,9 tr, MS
1708 Leden 0,1 0,4 - 0,9 0,1 MS
1719 Borneol - - - - - tr, MS
1722 Bisikloseskifellandren - - - - - MS
1729 cis-1,2-Epoksi-terpin-4-ol - 0,2 0,1 0,5 - MS
1729 o-Guaien - - - - - MS
1740 a-Muurolen - 0,1 - 0,1 - MS
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Cizelge 4.3. (devam) 9-14 numarali 6rneklere ait HS-SPME-GC/MS analiz sonuglari

RRI Bilesikler 9 10 11 12 13 IM
% % % % % Identification Metod

1742 fS-Selinen - - - - - MS
1744 a-Selinen - - - 0,1 - MS
1747 Benzil asetat - - - - - MS
1751 Bisiklogermakren - - - - - MS
1751 2-0kso-1,4-sineol - 0,1 - 0,1 - MS
1765 Geranil asetat - - - - - tr, MS
1772 Sitronellol - - - - - tr, MS
1772 J-Kadinen 0,1 0,3 - 0,6 1,2 tr, MS
*1786 Sentetik bilesik - - - - - MS
*1793 Sentetik bilesik - - - - - MS
1797 Kubenen - - - 0,1 - MS
*1800 Sentetik bilesik - - - - - V
1808 Nerol - - - - - tR, Ms
*1819 Sentetik bilesik - - - - - MS
*1842 Dipropilen glikol - - - - - MS
1845 (E)-Anetol - - - - - MS
1853 cis-Kalamenen - tr - 0,1 - MS
1857 Geraniol - - - - - tr, MS
*1864 Sentetik bilesik - - - MS
1864 p-Simen-8-ol - 0,1 - 0,1 - tr, MS
1896 Benzil alkol - - - - - MS
1937 Feniletil alkol - - - - - MS
1953 Hidroksi sitronellal - - - - - tr
2008 Karyofillen oksit - - - - - tr, MS
2053 Anisaldehit - - - - - tr
2127 4-Hidroksi-4-metil-sikloheks-2-enon - - - 0,1 - MS
2144 Spatulenol - - - tr - tr, MS
2187 cis-p-Ment-3-en-1,2-diol - tr - tr - MS
2246 Karvakrol - - - - - tr, MS

€L
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4.2.5. Antimikrobiyal aktivite sonu¢lari

Cizelge 4.4 ve 4.5’de goriildiigii gibi; numunelerde (1-13) antimikrobiyal aktivite;
mikrodiliisyon testi ile Gram pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pygones, Propionibacterium acnes, Lactobacillus plantarum),
Gram negatif bakterilere (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), mantarlara
(Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis) ve dermatofitlere
(Microsporum  gypseum, Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum) Xkarsi
aragtirllmistir.  Antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antidermatofitik) aktivitede
minumum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK; h/h) belirlenmistir. Tiim 6rneklerde
Biyofilm olusumu iizerindeki etkileri kolorimetrik mikrodiliisyon testi kullanilarak anti-

biyofilm aktiviteleri (MABCs; h/h) degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerilere (S. aureus, S.
epidermidis, S. pygones, P. acnes, L. plantarum, E. coli, P. aeruginosa) karst MIK (h/h) ve
MABCs (h/h) degerleri denenen tiim 6rneklerde (1-13); %0,5-6 arasinda tespit edilmistir.
Standart olarak denenen numune 13’de ise diger tiim O6rneklere oranla %0,5-2 aralifinda
daha yiiksek antibakteriyel (MIK; h/h) ve anti-biyofilm aktivite (MABCs: h/h)

gorilmiistiir.

Gram pozitif bakterilerden P. acnes’e kars1 tiim orneklerde (1-13), %0,5 (MIK, MABCs)
degerinde dikkate deger antibakteriyel ve anti-biyofilm aktivite belirlenmistir. Arastirmada
yer alan diger Gram pozitif bakterilerden; L. plantorum’a kars1 ise tiim 6rneklerde (1-13);
%1 (MIK, MABCs) degerinde antibakteriyel ve anti-biyofilm aktivite goriilmiistiir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.5°de goriildiigi gibi maya benzeri funguslar (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis,
C. parapsilosis) ve dermatofitlere (M. gypseum, T. rubrum, E. floccosum) karst denenen
tim Orneklerde (1-13); %]1-4 (h/h) araliginda anti-biyofilm aktivite ile birlikte antifungal
aktivite (MIK, MABCs) ve antidermatofitik (MIK, MABCs) aktivite goriilmiistiir.

C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis’e kars1 denenen tiim 6rneklerde (1-13); %]1-2

(h/h) araliginda antifungal (MIK) ve anti-biyofilm (MABCs) aktivite goriilmiistiir. C.
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krusei’ye kars1 ise denenen tiim Orneklerde (1-14); %2-4 (h/h) araliginda anti-biyofilm
aktivite ile birlikte antifungal aktivite belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Antidermatofitik aktivite (MIK) ve anti-biyofilm akitivite (MABCs) ise denenen tiim
orneklerde (1-13); M. gypseum, T. rubrum ve E. floccosum’a kars1 %2-4 (h/h) araliginda
tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Aragtirmaya dahil edilen kontrol antibiyotiklerinden; levofloksasin (MIiK; 0,25 pg/ml),
gentamisin (MIK; 0,5 pg/m), ketokonazol (MIK; 1-4 pg/ml), flukonazol (MIK; 2-64
ng/ml), itrakonazol (MIK; 0,25-0,5 pg/ml) ve terbinafin (MIK; 0,25-0,5 pg/ml) ile test

kontrolii saglanmustir.

Resim 4.8. Laboratuvarda yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1



Cizelge 4.4. Numunelerin antibakteriyel aktivitede MiK (h/h) ve anti-biyofilm (Minimum Anti-biofilm konsantrasyon; MABCs; pg/ml) sonuglari

Mikroorganizmalar
Gram-pozitif Gram-negatif
S. aureus S. epidermidis S. pygones P. acnes L. plantarum E. coli P. aeruginosa
Numuneler ATCC 25923 ATCC 12228 ATCC 13615 ATCC 6919 ATCC 80141 ATCC 35218 ATCC 10145
MIK | MABK | MIK | MABK | MIK | MABK MIK MABK MIK MABK MIK MABK MIK | MABK
1 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 %1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
2 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 %1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
3 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
4 %4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
5 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
6 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
7 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
8 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
9 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
10 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
11 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
12 % 4 % 6 % 2 % 6 % 2 % 6 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 % 6 % 6 % 6 % 6
13 % 1 % 2 % 1 % 2 % 1 % 2 % 0.5 % 0.5 % 1 %1 %1 % 2 % 1 % 2
LFX 0,25 0,25 0,25 <0,12 <0,12 <0,12 -
GM - - - - - - 0,5

MIK: Minumum inhibisyon konantrasyonu (pug/ml), MABK: Minimum Anti-Biofilm konsantrasyon (ug/ml), S. aureus: Staphylococcus aureus, S. epidermidis:
Staphylococcus epidermidis,
S. pygones: Streptococcus pygones, P. acnes: Propionibacterium acnes, L. plantarum: Lactobacillus plantarum, E. coli: Escherichia coli, P. aeruginosa: Pseudomonas

aeruginosa,

ATCC: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu, LFX: Levofloksasin, GM: Gentamisin.

~
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Cizelge 4.5. Numunelerin antifungal aktivitede MIK (ng/ml) ve anti-biyofilm (Minimum Antibiofilm konsantrasyon; MABCs; pg/ml) sonuglari

Funguslar
Maya benzeri funguslar Dermatofitler
C. albicans C. krusei C. tropicalis C. parapsilosis M. gypseum T. rubrum E. floccosum
ATCC10231 ATCC 6258 ATCC 13803 ATCC 90028 NCPF 580 RSKK 486 RSKK 3027

Numuneler MIK | MABK MIK MABK MIK MABK | MIK | MABK MIK MABK | MIK | MABK | MIK MABK
1 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
2 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
3 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
4 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
5 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
6 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
7 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
8 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
9 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
10 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
11 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
12 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
13 %1 % 2 % 2 % 4 % 1 % 2 % 1 % 2 % 2 % 4 % 2 % 4 % 2 % 4
KET 1 4 1 1 - - -

FLU 2 64 2 4 - - -

ITZ - - - - 0,25 0,50 0,25

TBF - - - - 0,50 0,25 0,50

MIK: Minumum inhibisyon konantrasyonu (ug/ml), MABK: Minimum Anti-Biofilm konsantrasyon (ug/ml), C. albicans: Candida albicans, C.krusei: Candida krusei,
C. tropicalis: Candida tropicalis, C. parapsilosis: Candida parapsilosis, T. rubrum: Trichophyton rubrum, E. floccosum: Epidermophyton floccosum, M. gypseum:

Microsporum gypseum,

ATCC: Amerikan tipi kiiltir koleksiyonu, RSKK: Refik Saydam Kiiltiir Kolleksiyonu, NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi, KET: Ketokonazol, FLU:

Flukonazol,|ITZ:Itrakonazol, TBF:Terbinafin

Ll


http://www.all-acronyms.com/cat/7/NCPF/National_Collection_of_Pathogenic_Fungi/1106562
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5. TARTISMA

“Piyasada Satilan Cay Agaci Yaglarinin Avrupa Farmakopesi Monograf Kriterleri
Yoniinden Degerlendirilmesi ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin Incelenmesi” isimli
tezimizde; eczaneler, aktarlar ve saglik iriinii satan yerlerden alinan c¢ay agaci yagi
orneklerinde Avrupa Farmakopesi 8,0’da yer alan “Tea Tree Oil” monografina gore kalite
kontrol analizleri yapilmis ve 6zellikle antimikrobiyal 6zellikleri ile satis1 provake edilen

piyasa tirlinleri antimikrobiyal aktivite yoniinden test edilmistir.

Melaleuca alternifolia (Maiden and Betch) Cheel, M. linariifolia Smith, M. dissitiflora F.
Mueller ve/veya Melaleuca’nin diger tiirlerinin terminal dallarindan veya yapraklarindan
buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagdir. Tiirkiye piyasasinda “Cay agaci yagi”
olarak bilinmektedir. Avustralya’da dogal olarak yetisen bu agaclardan elde edilen ugucu
yag, Avustralya halki tarafindan da ylizyillardir deri enfeksiyonlarmin tedavisinde
kulanilmaktadir. Aromaterapide de oldukca yaygin olarak kullanilan bu yag iizerinde
yapilmis birgok in vitro, in vivo ve klinik ¢alis ma mevcuttur. Ulkemizde bitkisel {iriin
satan diikkan, AVM’lerde kozmetik {iriin satis1 yapilan magazalarda, aktarlarda ve
eczanelerde oldukga ragbet goren yaglar arasindadir. Ozellikle akne ve dermatofit
enfeksiyonlar i¢in tavsiye edilen bu yagla ilgili pek¢ok firmanin ithalatin1 yaptig1 ticari
iriin bulunmaktadir. Bu yaglarin Saglik Bakanligi Kozmetik Dairesi’nden izinli olarak

piyasaya girmeleri gerekmektedir.

Calismamizda toplanan numunelerin ambalajlarinda sadece bir yagda %100 saftir ibaresine
rastlanirken bir yagda da %52 ¢ay agaci yagi ve %48 ay¢icek yagi bulunmaktadir seklinde
bir ifade mevcuttur. Ugucu yaglar son derece pahali bitkisel iiriinler olmalar1 sebebiyle
siklikla karsilasilan sorunlarin basinda tahsisat gelmektedir. Tahsisat yapmak i¢in en ¢ok

basvurulan yontemler asagida verilmistir;

Su (Konifer ve Citrus ucucu yaglar gibi),
Alkol,
Sabit yag veya mineral yaglarla,

Yiiksek 1s1da kaynayan glikollerle (polietilen glikol vb.),

o & w0 DN PE

Benzer bilesime sahip diger tiirlerden veya benzer tiirlerden elde edilen daha ucuz

ucucu yaglarla,
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6. Ucucu yaglarin fraksiyonlari,

7. Dogal izolatlar,

8. Sentetik tiirevli bilesiklerle,

9. Enzimatik olarak iiretilen kimyasallar,

10. Sikma sonucu elde edilen artiklarda kalan ugucu bilesiklerle [97].

Tahsisat icin en kolay yapilan testler; leke kontrolii ve ¢oziiniirliikk testleridir. Leke
kontrolii testinde, etiivde kurutma isleminden sonra bazi numunelerde lekelenmeler
olusmustur (Resim 4.5). Leke kalintis1 olmasi iiriinlere sabit yag ile katistirma yapilmis
olabilecegini gostermektedir. Standart yani organik ¢ay agaci yagi 6rnegimizde ve 9, 10 ve
12 numarali numunelerimizde leke mevcut degildir, bu da bizlere bu numunelerde bir sabit

yag tahsisatinin olmadigini gostermistir.

Coziintirliik testinde ugucu yaglarin suda ¢oéziinmemesi beklenirken; 1 ve 3 numarali
numunelerin oldukca iyi ¢oOziindiikleri goriilmiistii. 8 ve 11 numarali numuneler ise
bulaniklik olusmustur. Etanol, kloroform ve eterde iyi ¢6ziinmeleri gerekirken 2, 5, 7, 9
numarali numunelerin etanolde bulaniklik olusturdugu, 8 ve 11 nolu numunelerin ise
coziinmedigi gorlilmiistiir. Dietil eterde ise 8§ ve 11 numarali numuneler bulaniklik
olusturmustur. Tiim numuneler kloroforda c¢o6zinmiistiir (Cizelge 4.1). Coziniirliik

sonugclari; 4, 6, 10, 12 ve 13 numarali numunelerin uygun oldugunu géstermistir.

Avrupa Farmakopesi 8,0; c¢ay agaci yaginin renksiz, uguk sar1 olmasi gerektigini
belirtmistir. Makroskobik olarak tespit ettigimiz goriiniim sonuglari; numune 5 ve 7 (sar1)

disindaki tiim 6rneklerin Farmakope’nin istedigi renklere sahip oldugunu gostermistir.

Avrupa Farmakopesi 8,0; ¢ay agaci yaginda ITK ile sineol, terpinen-4-ol ve a-terpineol
bilesiklerinin varliginin tespit edilmesini ister. ITK ¢alismasinin sonucunda, numune 2,5 ve
7-11, 12 (eser)’nin sineol, numune 2, 4, 5, 8-12’nin terpinen-4-ol ve numune 4, 5, 8 (eser),
9, 11 ve 12’nin a-terpineol igerdikleri tespit edilmistir. 4, 8, 9, 11 ve 12 nolu numunelerin

ii¢ terpenik bilesigi de tasidigi sOylenebilir (Resim 4.6 ve 4.7).

Cay agac1 yag1 numunelerinde yapilan GC ve GC-MS analizleri sonucunda, 1, 6 ve 7 nolu
numunelerde sentetik bilesikler oldugu; 1,6 ve 8 numarali numunelerin dipropilen glikolle,

3 numarali numunenin ise hem dipropilen glikol hem de propilen glikol ile tahsis edildigi
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tespit edilmistir. Cay agaci yagmin Citrus tiirlerinden elde edilen konsantre iiriinlerden
olusan terpenlerden biri olan y-terpinen ve farkli kaynaklardan elde edilmis olan a ve -
pinenlerle de tahsisatlar yapildig1 rapor edilmistir. Hem Avrupa Farmakopesi 8,0’da hem
de ISO standartlarinda yagin antimikrobiyal etkisinden sorumlu oldugu bilinen terpinen-4-
ol miktarinin 13 numarali standart ¢cay agaci yagi karistmi disindaki tiim numunelerde

istenen oranda olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

Cay agac1 yag numunelerinde yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda, Gram pozitif
ve Gram negatif bakterilerden, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pygones, Propionibacterium acnes, Lactobacillus plantarum, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, mayalardan; Candida albicans, Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis ve dermatofitlerden;  Trichophyton  rubrum,
Epidermophyton  floccosum, Microsporum gypseum’a karst minimum inhibisyon
konsantrasyon degerleri (MIK; h/h) ile anti-biyofilm aktiviteleri (MABCs; h/h) siv1
mikrodillisyon yontemi ve kolorimetrik mikrodiliisyon testi ile degerlendirilmistir (Cizelge

4.4 veds).

Carson ve digerleri 1995, Carson ve digerleri 1996; Hammer ve digerler1 1996 yaptiklar
caligmalarda, ¢ay agac1 yag1 eski zamanlardan giiniimiize antimikrobiyal aktivite yoniinden
arastirilan bir ugucu yag olup duyarli genis mikroorganizma yelpazesi bulundugundan bu
yagin deri antisepsisi i¢in yararl olabilecegini diisiiniilerek yapilan arastirmada; koagiilaz
negatif stafilokoklar (MIK; %0,06-3 h/h), metisilin direngli S. aureus (MIK; %0,12-0,5
h/h), Streptococcus spp. (MIK; %0,03-0,12 h/h), Acinetobacter baumannii (MIK; %0,06-1
h/h), E. coli (MIK; % 0,12-0,25 h/h), Klebsiella pneumoniae (MIK; %0,12-0,25; h/h) ve
Pseudomonas spp.’lerine (MIK; %2-6 h/h) kars1 antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir.
Sonugta; cay agaci yagi ile deri dogal florasinda bircok patojen mikroorganizma
kolonizasyonunun Onlenebilecegi ve deri antisepsisinde bu amagla kullanilabilecegi
bildirilmistir [50]. Arastirmamizda; Gram pozitif bakterilerden P. acnes’e karsi tim cay
agac1 yagl numunelerinde (1-12) %1, numune 13 i¢in %0,5 (MIK, MABCs) degerinde
dikkate deger antibakteriyel ve anti-biyofilm aktivite belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Carson, Hammer ve Riley (1995), tarafindan yapilan bir ¢alismada; cay agaci yaginda
koagiilaz negatif stafilokoklara kars1 %0,06-3 (MIK; h/h) araliginda ve metisilin direngli S.
aureus’a kars1 %0,12-0,5 (MIK; h/h) araliinda mikrodiliisyon yéntemi ile antibakteriyel
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aktivite rapor etmislerdir [98]. Arastirmamizda ise ¢ay agaci yaginin piyasa preparatlarinda
(1-12); S. aureus’a kars1 %4 (MIK; h/h) oraninda antibakteriyel aktivite belirlenirken,
minimum anti-biyofilm aktivite (MABCs; h/h) % 6 diizeyinde tespit edilmistir. Denenen
numunelerden 13 numarali standart, S. aureus’a karst MIK degerleri %1 (h/h) ve anti-

biyofilm aktivite (MABCs; h/h) ise %2 (h/h) olarak goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Raman, Weir ve Bloomfiled (1995), yaptiklar1 bir caligmada c¢ay agact yaginda S.
epidermidis’ e karst % 0,63-1,25 (MIK; h/h) araliginda agar diliisyon teknigi yontemiyle
ile antibakteriyel aktivite belirlemislerdir [99]. Arastirmamizda S. epidermidis’e kars1 tim
cay agaci yaginin piyasa preparatlarinda (1-12); % 2 (MIK; h/h) oraninda antibakteriyel
aktivite belirlenirken, % 6 (MABCs; h/h) oraninda da anti-biyofilm aktivite tespit
edilmistir. Bu degerler 13 numarali standart icin %1 ve %2 olarak bulunmustur (Cizelge

4.4).

Carson ve Riley (1998) bir ¢calismalarinda, Streptococcus spp.’ne karst % 0,03-0,12 (h/h)
aralifinda cay agaci yaginda antibakteriyel aktiviteyi disk diflizyon yontemiyle
belirlemislerdir [100]. Calismamizda ise S. pygones’e kars1 antibakteriyel aktivite denenen
tim cay agact yag numunelerinin (1-12) %2, 13 numarali standartin %1 (MIK; h/h)
oraninda antibakteriyel aktivitesi ve 13 numarali standart (%2) disindaki numunelerin %6

(MABGC:s; h/h) degerinde anti-biyofilm aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Raman ve digerleri (1995) yaptiklar1 arastirmada, Propionibacterium acnes’e karst agar
diliisyon yéntemiyle % 0,31-0,63 (MIK; h/h) araliginda gay agaci yaginda antibakteriyel
aktivite tespit ettiklerini bildirmislerdir [99]. Arastirmamizda P. acnes’e karsi ¢ay agaci
yaginmn piyasa preparatlarinda (1-12) % 1, 13 numarali standart icin %0,5 (MIK; h/h)
degerinde aktivite belirlenirken; anti-biyofilm aktivite 1-12 nolu numuneler i¢in %1 ve 13

numarali standart i¢in %0,5 (MABCs; h/h) degerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Filoche, Soma ve Sissons (2005), ¢ay agaci yaginda Lactobacillus plantarum’a karsi,
mikrodiliisyon ydntemiyle % 2,5 (MIK; h/h) degerinde antibakteriyel aktivite rapor
etmislerdir [101]. Arastirmamuzda L. plantarum’a karst MIK degerleri denenen tiim ¢ay
agaci yaginm numunelerinde, % 1 (MIK; h/h) anti-biyofilm aktivite ise % 1 (MABCs;
h/h) degerlerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.4).
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Carson ve Riley (1998) bir calismada cay agaci yaginda Escherichia coli’ye karsi
mikrodiliisyon yéntemiyle % 0,12-0,25 (MIK; h/h) araliginda antibakteriyel aktivite
belirlemislerdir [100]. Calismamizda ise c¢ay agaci yaginin piyasa preparatlarinda, E.
coli’ye karst MIK (h/h) degerleri % 6 olarak belirlenirken, anti-biyofilm aktivite ise yine %
6 (MABCs; h/h) olarak belirlenmistir. 13 numaral1 standart i¢in MIK degeri %1, MABCs
degeri ise %2 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4).

Carson ve Riley (1998), cay agaci yaginin Pseudomonas aeuginosa’ya karst mikrodiliisyon
yontemiyle antibakteriyel aktivitesini % 2-5 (MIK; h/h) araliginda belirlemislerdir [100].
Calismanmizda ise P. aeruginosa’ya karst MIK degerleri denenen tiim ¢ay agaci yaginin
piyasa preparatlarinda (1-12) %6 (MIK; h/h) degerinde ve anti-biyofilm aktivite % 6
(MABCs; h/h) oraninda gériilmiistiir. 13 numaral1 standart i¢in MIK degeri %1, MABCs
degeri ise %2 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4).

Agarwal, Lal ve Pruthi (2010) yaptiklar1 bir arastirmada mikrodiliisyon yontemini
kullanarak cay agaci yagmin Candida albicans’a kars1 % 0,73 (MIK; h/h) degerinde
antifungal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir [102]. Calismamizda C. albicans’a karsi
denenen tiim ¢ay agaci yag1 numunelerinin ve 13 numarali standart yag karisimi igin MIK
degerlerinin % 1 (h/h), anti-biyofilm aktivitelerinin ise 13 numarali standart (%1) disindaki

numuneler i¢in %2 (MABCs; h/h) degerinde oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.5).

Mondello, Bernardis, Girolamo, Salvatore ve Cassone (2003) tarafindan yapilan bir
calismada, Candida krusei’ye karsi cay agact yaginin %0,125 (MIK; h/h) degerinde
antifungal aktivite gdsterdigini belirlemislerdir [103]. Calismamizda ise C. krusei’ye karsi
antifungal aktivite denenen tiim c¢ay agac1 yag numunelerinin MIiK degerlerinin %2 (h/h)
ve anti-biyofilm aktivitenin ise %4 (MABCs; h/h) degerinde oldugu tespit edilmistir. 13
numarali standart i¢in MIK degeri %1, MABCs degeri ise %3 olarak hesaplanmigtir
(Cizelge 4.5).

Mondello, Bernardis, Girolamo, Cassone ve Salvatore’nin (2006) bir baska calismasinda
yine mikrodiliisyon ydntemiyle ¢ay agac1 yaginin Candida tropicalis’e kars1 %0,06 (MIK;
h/h) oraninda antifungal aktivite gosterdigini belirlemislerdir [104]. Caligmamizda ise C.

tropicalis’e karst MIK degerleri, denenen tiim ¢ay agaci yag numuneleri ve 13 numarali
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standart i¢in %1 (h/h) olarak belirlenirken, anti-biyofilm aktivite 13 numarali standart (%1)
disindaki tiim numuneler i¢in % 2 (MABCs; h/h) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Mondello ve digerleri (2003), Candida parapsilosis’e kars1 ¢ay agaci yagini test etmisler
ve mikrodiliisyon ydntemiyle MIK degerini % 0,06 (h/h) olarak rapor etmislerdir [103].
Calismamizda ise C. parapsilosis’e karst MIK degerleri, denenen tiim cay agaci yag
numuneleri ve 13 numarali standart i¢in %1 (h/h) olarak belirlenirken, anti-biyofilm
aktivite 13 numarali standart (%1) disindaki tiim numuneler i¢in % 2 (MABCs; h/h) olarak

tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cay agaci yaginin baslica kullanim alanlari iginde gosterilen dermatofit enfeksiyonlari
oldugu icin bu enfeksiyon nedeni mikroorganizmalara karsi etkinlikleri degerlendirilmistir.
Hammer, Carson ve Riley (2002), ¢ay agac1 yagiin Microsporum gypseum’a karst %
0,016-0,03 (MIK; h/h) araliginda antifungal aktivite gosterdigini mikrodiliisyon
yontemiyle belirlemislerdir [105]. Calismamizda ise M. gypseum’a karsi antidermatofitik
aktivitesi denenen tiim ¢ay agact yagi numunelerinin, 13 numarali standart disinda (%]1)
%2’lik MIK (h/h) degeri ile etki gosterdikleri tespit edilmistir. Anti-biyofilm aktiviteleri ise
13 numarali standart i¢in %3 olarak belirlenirken bu deger diger numuneler icin %4
(MABCs; h/h) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Hammer ve digerleri (2002) tarafindan
yapilan aynmi calismada, Trichophyton rubrum’a kars1 %0,03 (h/h) oraninda c¢ay agaci yagi
orneginde antifungal aktivite belirlenmistir [105]. Arastirmamizda, 7. rubrum’a kars1 cay
agaci yag numunelerinin MIK degerleri 13 numarali standart disinda (%1), % 2 (h/h)
olarak, anti-biyofilm aktiviteleri ise yine 13 numarali standart (%3) disindakiler i¢in %4
(MABCs; h/h) olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada, Epidermophyton floccosum’a karsi
%0,03’liik (h/h) MIK degeri ile ¢ay agac1 yaginin antifungal aktivitesi tespit edilirken;
bizim numunelerimizin ayn1 mikroorganizmaya kars1 gosterdikleri antifunfgal aktivite 13
numarali standart (%1) disindakiler igin % 2 (MIK; h/h) ve anti-biyofilm aktivite ise yine
13 numarali standart (%3) disindakiler icin % 4 (MABCs; h/h) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.5).

Kunicka-Styczynska ve Sikora (2009) ticari ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin
arastirtlmas1 amaciyla Bactometer M64 System (bioMerieux) kullanilarak yaptiklart bir
caligmada; cay agaci yaginin S. aureus, P. aeruginosa ve Candida tirlerine karsi

antimikrobiyal aktivitesini incelemisler ve MIK degerleri S. aureus igin % 0,04 (h/h)



85

olarak tespit edilmistir [35]. Bizim arastirmamizda ise 13 nolu numune i¢cin MiK % 1-2 ve
diger kalan tim numuneler i¢cin de % 4-6 olarak belirlenmistir. Arastirmacilar; P,
aeruginosa’ya karst % 0,1 (h/h) oraninda aktivite belirlerken arastirmamizda 13 nolu
numune % 1-2 oraninda, denenen diger tiim ornekler % 6 oraninda MIK ve MABK
degerleri vermistir. [35]. Arastirmacilar yaptiklari ¢calismada, Candida sp.’lerine karst %
0,03 (h/h) oranlarinda antimikrobiyal aktivite belirlediklerini rapor etmislerdir [35]. Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise MIK ve MABK degerleri denenen tiim numunelerde % 1-2 olarak

tespit edilmistir.

Ozetle sunu ifade edebiliriz ki; standart cay agac1 yagimin (numune no 13) hem ISO hem
de Avrupa Farmakopesi 8,0 monografinda belirtilen igerik kriterlerini karsiladigi,
antimikrobiyal aktivite sonuglari ile icerikleri karsilagtirdigimizda ise bu yagin diger piyasa
yaglarina gore oldukca etkili oldugu goriilmiistiir. Dermatofit enfeksiyonlarina neden olan
suslara (Microsporum gypseum, Tricophyton rubrum ve Epidermophyton floccosum) ve
akne etkenine (Propionibacterium acnes) kars1 da diger piyasa yaglarina gére son derece

etkili oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tibbi ve aromatik bitkiler yoniinden son derece zengin olan Anadolu cografyasi, bugiin
Tiirkiye piyasasina bu oranda tibbi ugucu yag kazandiramamaktadir. Bunun en biiyiik
sebebi; dogru aromatik bitki tiirlerinin kiiltlirlerinin yapilmamasi ve devletin bu konuda
iireticiye yeterince destek ve bilgilendirme yapmamasindan kaynaklanmaktadir. Diinyada
s0z sahibi oldugumuz en 6nemli ugucu yag “Giil yag1”’dir. Bununla beraber bir¢ok ucucu
yag i¢in de Tiirkiye’ nin potansiyeli mevcuttur. Tarim ve Orman Bakanliginin, bu noktada

bir¢ok eylem plani olusturmasi gerekmektedir.

Calismamizin konusunu olusturan ¢ay agact yaginin tanimi Avrupa Farmakopesi 8,0’da yer
alan “Tea Tree Oil” monografinda, “Melaleuca alternifolia (Maiden and Betch) Cheel, M.
linariifolia Smith, M. dissitiflora F. Mueller ve/veya Melaleuca’nin diger tiirlerinin
terminal dallarindan veya yapraklarindan buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yag”
olarak yapilmistir. Hint defnesi adiyla da bilinen bitkinin anavatani Avustralya’dir.
Bitkinin dogal olarak yetistigi alan ise New South Wales’in Kuzeydogu kiyisinda Clarence
ve Richmond nehirleri civart ile sinirhidir. Bugiin Diinya’da M. alternifolia; Brezilya, Cin,
Endonezya, Kenya, Madagaskar, Malezya, Giiney Afrika, Tanzanya, Tayland, Amerika
Birlesik Devletleri ve Zimbabve'de de yetistirilmektedir. Bu agactan elde edilen “Tea tree
oil” hem diinyada hem de iilkemizde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Aromaterapi
uygulamalarinin yanisira kozmetik iriinlerin i¢cnde yer almaktadir. Tarim ve Orman
Bakanhiginin “Bitki Listesi’nde” Melaleuca alternifolia yapraklari pozitif bitki olarak
kayithidir. Onun diginda bu bitkinin ugucu yag: Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’nun
Kozmetik Dairesi’'nden alinan izinle kozmetik iiriinlerde yer almas1 gerektigi gibi herhangi
bir saglik beyani ile satiga sunulmas1 miimkiin degildir. Avrupa Komisyonu’nun kozmetik
iiriinlerin igerikleri ile ilgili olarak otlusturdugu Kozmetik igerikler veritaban1 (Cosing),
kozmetiklerde oksijen nedenli bozulmalara karsi antioksidan olarak ve parfiim veya
aromatik hammadde olarak kullanilmasini 6nermektedir. Yani ¢ay agact yaginin piyasada
farkli beyanlarla ticari bir iirlin olarak sunulmasi miimkiin degildir. Piyasadaki gercek
durum ise ¢ok farklidir. Bu ugucu yag, akne ve dermatofit enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilabilecegi yoniinde ifadeler kullanilarak satist yapilmaktadir. Yine Saglik
Bakanliginin bu tip ugucu yaglar i¢in acil bir Aromaterapi YOnetmeligi olusturmasi
gereklidir. Bu sekilde piyasadaki bu kirlilik ortadan kalkacak ve bu tip yaglar hak ettigi

duruma kavusmus olacaktir.
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Calismamizdaki 12 adet ornekten dordiinde “Tiirk Gida Kodeksine uygundur” ibaresi
mevcuttur. Bu durumdan, bu yaglarin gida olarak kullanilabileceginin de anlasilabilecegi
asikardir. TITCK Kozmetik Dairesinin, Denetimden sorumlu olan biriminin son derece
yogun olarak piyasa denetimlerini arttirmalar1 gerekmektedir. Tiim 6rneklerin ne ISO ne de
Farmakope kalitesi’nde olmadigi gibi ciddi olarak da tahsis edildikleri tespit edilmistir.
Uygun olarak kullanilmadigi takdirde cilt ilizerinde ciddi irritasyon yapabilecekleri
diistintildiiglinde hali hazirda satis1 yapilan noktalarda bu konularda ne kadar bilgi verildigi

veya uyarida bulunabilecegi malumdur.

Ulke olarak bu tip tibbi ugucu yaglar1 dogru tekniklerle iiretmemiz ve Farmakope veya ISO
kritelerini tasiyacak sekilde standardize etmemiz gerekmektedir. Hem toplum sagligina
faydali olmak hem de iilke ekonomisine katma deger olusturmak agisindan ugucu yaglar
onemli potansiyel kaynaklar olarak distiniilerek bu yonde uygun stratejiler

gelistirilmelidir.
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