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Vagococcus salmoninarum’a KARSI BAZI BITKISEL UCUCU YAGLARININ
ANTIBAKTERIYAL AKTIVITESI
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Danmisman: Dog. Dr. Secil METIN

Bu calismada, kekik (Origanum vulgaris), sart kantaron (Hypericum perforatum),
biberiye (Rosmarinus officinalis), zencefil (Zingiber officinale), karanfil (Eugenia
caryophyllata), nane (Menta piperita), lavanta (Lavandula hybrida) ve ¢orek otu
(Nigella sativa)’dan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri ve
Vagococcus salmoninarum’a karsi in vitro antibakteriyal etkileri incelenmistir.
Ugucu  yaglarin  kimyasal kompozisyonu Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) ile analizlenmistir. Vagococcus salmoninarum’a karsi
ugucu yaglarin antibakteriyel etkileri agar difiizyon ve mikro diltisyon yéntemi
ile belirlenmistir.

Calismada kullanilan kekik (125 pL/ml MIK) ve karanfil (500 uL/ml MiK) ucucu
yaglarinin V. salmoninarum’a karsi guglii antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
gorlilmiistir. Etki gdsteren ugucu yaglarinin ana bilesenleri sirasiyla karvakrol
(% 63.57) ve eugenol (% 85.99) olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak,
vagokokkozis hastaligl etkeni V. salmoninarum’a karsi test edilen iki bitki
tiriiniin de antibakteriyel ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bu
amacla ilerki ¢alismalarda, kekik ve karanfil ugucu yaglarinin vagokokkozise
karsi in vivo antibakteriyel etkinlikleri arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyal aktivite, Vagococcus salmoninarum, ugucu
yag, agar difiizyon, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF SOME ESSENTIAL PLANT OILS AGAINTS
Vagococcus salmoninarum

Ziihre Isil OZER BiCER

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Se¢il METIN

In this work, essential oils of thyme (Origanum vulgaris), sar1 kantaron
(Hypericum perforatum), rosemary oil (Rosmarinus officinalis), ginger (Zingiber
officinale), clove (Eugenia caryophyllata), peppermint (Menta piperita),
lavandula (Lavandula hybrida) and black cumin (Nigella sativa) were screened
for its chemical composition and in vitro antibacterial activity against
Vagococcus salmoninarum. The composition of oils were analysed using GC/MS.
Antibacterial effects of essential oils against Vagococcus salmoninarum were
detected by agar diffusion and tube dilution assays.

In this study, thyme (125 pl. ml-1 MIC) and clove (500 pL ml-1 MIC) essential
oils were shown to possess strong antibacterial activity against V.
salmoninarum. The main components of effective essential oils were carvacrol
(63.57 %) and eugenol (85.99%), respectively. As a result, these two plant
species that tested against V. salmoninarum which is causative agent of
vagococcosis can be used as an antibacterial agent. For this purpose, in vivo
antibacterial activities against vagococcosis of thyme and clove essential oils
sholud be explored in the further studies

Keywords: Antibacterial activity, Vagococcus salmoninarum, essential oil,
agar diffusion, minimal inhibitory concentration (MIC)

2018, 41 pages
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1. GIRIS

Intensif balik yetistiriciliginde artan tliretime paralel olarak hastalik problemleri
siklikla yasanmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, bakteriyel hastaliklarin
yaygin olarak goriilmesine neden olmakta ve eger tedavi yapilmazsa, balik
6liimlerinden ve biiylimenin yavaslamasindan dolay: buytik ekonomik kayiplar
olabilmektedir. Bu nedenle balik yetistiriciliginde hastaliklara karsi etkin tedavi
yontemlerinin belirlenmesi 6nemlidir (Noga, E.J., 2000; Arda vd., 2002; Timur

ve Timur, 2003).

Ulkemiz su iiriinleri iiretiminde ekonomik bakimdan énemli olan tiirlerin
yetistiriciliginde epizootilere neden olan bakteriyel etkenler izole edilmistir. Bu
etkenler arasinda en sik goriilen bakteriyel patojenler; Lactococcus garvieae,
Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Aeromonas hydrophila
ve Flavobacterium psycrophilum ve Vagococcus salmoninarum’dur (Timur ve
Timur, 1991; Cagirgan ve Yureklitiirk, 1991; Balta, 1997; Cagirgan, 1993; Akayl,
T., 2001; Korun ve Timur, 2001; Diler vd., 2002; Diler vd., 2003; Didinen vd.,
2011; Tanrikulu vd., 2014).

Vagococcus salmoninarum’un meydana getirdigi vagokokkozis, alabalik
yetistiriciliginde 6zellikle anaglarda % 20-50 arasi 6liim ile seyreden 6nemli bir
bakteriyel hastaliktir. Salginlar genelde su sicaklign 10-12°C oldugunda ve
yumurtlama stresi sonucunda meydana gelmektedir (Michel vd., 1997; Ghittino
vd., 2004; Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Austin ve Austin, 2007). Hastalik tilkemizde
2011 yilinda Akdeniz Bdlgesi'ndeki bir ciftlikteki gokkusagi alabaliklarinda
sagim sonrasl stres sonucu goriilmis olup, 6lim orant % 50 olarak tespit
edilmistir (Didinen vd., 2011). Daha sonra balik nakilleriyle ¢iftlikler arasinda
yayllmis olup, ilkemizde halen bir¢ok ¢iftlikte goriilmekte ve ekonomik

kayiplara sebep olmaktadir.

Su drtnleri yetistiriciligindeki V. salmoninarum salginlarinin 6nlenmesi igin
kullanilabilecek asi mevcut degildir. As1 calismalar1 yapilmis olmakla birlikte,
basarih  sonuglar elde edilememistir (Michael vd. 1997; Ruiz-Zarzuela vd.,

2005). V. salmoninarum in vitro olarak antibiyotiklere duyarli bulunmasina

1



ragmen, tedavi uygulamalarinda ayni antibiyotikler igin basarili sonuglar

alinamamistir (Michael vd., 1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Didinen vd., 2011).

Su irinleri yetistiriciliginde infeksiydoz etkenlerin neden oldugu balik
hastaliklarinin ~ 6énlenmesinde  antimikrobiyal maddeler yaygin olarak
kullanilmaktadir (Schnick wvd., 1997). Balik hastaliklarinin tedavisinde
antimikrobiyal maddelerin bilingsiz kullaniminin ¢evre, balik ve insan saglig
agisindan bir ¢ok olumsuz etkiye neden oldugu bilinmektedir (Schnick vd.,

1997; Daly, 1999; Dos Santos, 2000).

Giiniimiizde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, tedavilerde kullanilan
ilaglarin blyik bir b6limiini olusturmaktadir. Son yillarda artan hastaliklara
karsi sentetik yapili ilaglar ve terapotik maddelerin yetersiz kalmasi ve yan
etkilerinin saptanmasi, infeksiy6z etkenlerin tedavisi i¢in kullanilacak dogal,
glivenilir ve ucuz Uriinlerin kullanilma zorunlulugunu arttirmistir (Toroglu ve
~ Cenet, 2006; Celik ve Celik, 2007). Bu nedenle akuakiiltiirde balik patojenleri ile

miicadelede bitkisel iirtinlerin kullanimi alternatif ve glincel uygulamalardir.

Bu tez calismasinda kekik (Origanum vulgaris), sar1 kantaron (Hypericum
perforatum), biberiye (Rosmarinus officinalis), zencefil (Zingiber officinale),
karanfil (Eugenia caryophyllata), nane (Menta piperita), lavanta (Lavandula
hybrida) ve ¢orek otu (Nigella sativa) bitkisel yaglarinin kimyasal bilesimleri ve
Vagococcus salmoninarum’a karsi antibakteriyel etkilerinin in vitro olarak

belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Vagokokkozis

V. salmoninarum, su lurlnleri yetistiriciliginde ciddi tehdit olusturan kronik
enfeksiyonlardan sorumlu Gram-pozitif bakteriler listesinde yer almaktadir
(Michael vd., 1997). V. salmoninarum’un meydana getirdigi vagokokkozis,
Avrupa alabalik endiistrisinde ergin olmayan ya da yetiskin alabaliklarda % 20-
50 arasi mortalite ile seyreden o6nemli bir bakteriyel hastaliktir. Salginlar
genelde su sicakligt 10-12°C oldugunda ve yumurtlama stresi sonucunda
meydana gelmektedir (Michel vd., 1997; Ghittino vd.,. 2004; Ruiz-Zarzuela vd.,
2005; Austin ve Austin, 2007). Hastalik lilkemizde 2011 yilinda Akdeniz
Bolgesi'nde bulunan bir isletmede gokkusagi alabaliklarinda sagim sonrasi stres
sonucu gorilmis olup, 6liitm oranit % 50 olarak seyretmistir (Didinen vd., 2011}).
Daha sonra hastalik balik nakilleriyle ciftlikler arasinda yayilmis olup,
tlkemizde halen bir ¢ok ciftlikte gorilmekte ve ekonomik kayiplara sebep

olmaktadir (Tanrikulu vd., 2014; Ozcan vd., 2014).

2.1.1. Etiyoloji

V. salmoninarum, gokkusag alabaliklarinin tiim dokularindan diizenli olarak
izole edilebilir. Genellikle 48 saat sonra, kanli agarda tripticase soy agara gore
daha iyi gelisir ve bu besiyerinde kti¢ilk beyaz diizenli 0,5-1 mm g¢apinda
koloniler sekillenir. Enfekte dokulardan yapilan yayma preparatlarda kokkoit-
ovoid sekilli Gram (+) bakteriler diplokok olarak goriiliir. Fakat siv1 besiyerinde
tiretildiklerinde zincirlerin uzunlugu degisebilir. Kanli Columbia agar’da 2-3 giin
sonra sinirli miktarda alfa hemoliz yapar. Bu fakiiltatif anerobik bakteri
hareketsiz, sporsuz, oksidaz ve katalaz iliretmeyen, laktik asit bakterileriyle
iligkili ve hatta streptekok ve enterekoklarla daha yakin olan bir bakteridir
(Michel vd., 1997).

2.1.2. V. salmoninarum’un izolasyon ve idendifikasyonu

Bakterinin izolasyonunda etkilenen dokulardan triptik soy agara ekim yapilarak

22 °C'de 24-48 saat inkubasyon sonrasi koloniler goézlemlenir. Bakterinin



fenotipik karakterizasyonunda klasik mikrobiyolojik metotlar ile AP1 STREP ve

API 50 CH sistemleri gibi minyattrize sistemler kullanilir (Cizelge 2.1).

2.1.3. Epizootiyoloji

V. salmoninarum’ un meydana getirdigi Vagokokkozis, Avrupa alabalik
endiistrisinde (> 150-200 gr.) gokkusagi alabaliklarinda % 20-50 arasi mortalite
ile seyreden dnemli bir bakteriyel hastaliktir. Salginlar genelde su sicakligi 10-
12°C oldugunda ve yumurtlama yaptiktan sonra olusan stres sonucunda
meydana gelmektedir (Michel vd., 1997; Ghittino vd., 2004; Ruiz-Zarzuela vd.,
2005). Hastalik tilkemizde ilk defa 2011 yilinda Akdeniz Bolgesi'ndeki bir
ciftlikteki 12,6 °C su sicakhiginda 1800-2000 gr. agirhgindaki gokkusagi
alabaliklarinda sqglm sonrasl olusan stres sonucu goriilmis olup, 6ltim orani %

50 olarak seyretmistir (Didinen vd., 2011). Daha sonra Vagokokkosis balik

 nakilleriyle ciftlikler arasinda yayilmis olup tilkemizde halen birgok giftlikte

goriilmekte olup ¢ok énemli ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.

Bu hastalik salginlarinda toplanan epidemiyolojik verilere ve periyodik balik
saghgl izleme sonuglarina gore, 10-11° C su sicakligl yumurtlama periyodunda
ergin gokkusagr alabaligi disilerinde yiiksek 6lime neden olan en 6nemli risk
faktortidir (Ruiz-Zarzuela vd. 2005; Michel vd., 1997), 600-4000 gr.
agirhgindaki baliklarin bu hastaliga karsi ¢ok duyarli oldugu, dliimlerin boylama
ve ayirma gibi yetistiricilik islemleri sirasinda olusan ya da diger cevresel stres
faktorlerinin etkisinden dolayi artis gosterdigi bildirmistir (Didinen vd., 2011).
Hastaligin stok yogunlugunun fazlalii, su kalitesinde ani degisimler ve
fotoperiyot uygulamalarina bagli olusan stres nedeniyle olustugunu rapor

etmislerdir.



Cizelge 2.1. 1. Salmoninarum’un fenotipik ozellikleri (22°C’de 24-48 saatlik
inkiibasyon) (Didinen vd., 2011)

Koloni ¢api <1l mm Asit Giretimi:
Gram Boyama + Eritrol -
Sekil kb D-Arabinoz -
Hareketlilik - L-Arabinoz -
Hemoliz a D-Ksiloz -
Oksidaz - 1-Ksiloz . -
Katalaz - : Adonitol : -
O/F F B-Metilksilidoz -
Ure - Galaktoz -
indol - D-Glukoz +
NOs3 indirgeme - D-Fruktoz +
Eskulin hidrolizi + D-Mannoz +
TSI agardan H,S liretimi - L-Sorboz -
Gelisim: Ramnoz -
10°C + Dulsitol -
20°C + Inositol -
37°C + a-Methylxy-D- -

mannosid
42°C - a-Methylxy-D- -
glukosid
pH 9.6 + N-Acetylglukosamin +
6.5% NaCl - Amigladin +
MacConkey agar - Arbutin +
Hippurat hidrolizi - Salisin +
Pyrrolidonyl arylamidaz + Sellobioz +
o-Galaktosidaz - Maltoz -
-Glukuronidaz - Melibioz -
-Galaktosidaz - Sakkaroz +
Alkalin fosfataz - Melezitoz -
Losin arilamidaz - Ksilitol -
Arjinin dihidrolaz - B-Gentiobioz -
Asit liretimi: D-Turanoz -
Riboz + (zayif) D-Liksoz -
Mannitol - D-Tagatoz +
Sorbitol - D-Fukoz -
Laktoz - L-Fukoz -
Trehaloz + D-Arabitol -
Inulin - L-Arabitol -
Raffinoz - Potasyum glukonat -
Nisasta - Potasyum 2- -
ketoglukonat
Glikojen - Potasyum 5- -
ketoglukonat

kb: kokobasil; F: fermentatif

]
|
]



2.1.4. Hastahigin klinik belirtileri ve patolojisi

Hasta baliklarda halsizlik, belirgin denge kaybi, ylzmede giigliik, tek ve gift
tarafli ekzoftalmus, géz yuvarhiginin tahribati, korneanin tiim katmalarinda
yang (keratitis), periokiiler bélgede kanama, solungaglarda solgunluk ve nokta
seklinde hemoraji, aniisde prolapsus, renkte koyulasma, ¢ene, gdz, agiz,
abdomen, ylizge¢ tabanlarinda ve aniis etrafinda nokta seklinde hemorajiler,
opérkular bélgenin arkasinda ve kaudal bélgede frunkullar ve viicudun her iki
yaninda lezyonlar gériilmektedir. Internal olarak viicut boslugunda kanh asidik
sivi birikimi, midede seffaf sivi birikimi ve kanama, baz1 baliklarda gastritis,
perikartitis, epikarditis’i icine alan kalp lezyonlari, kalpte (karincik ve kulakeik),
karaciger ve dalakta fibrinli bir katman, karacigerde solgunluk ve biylime,
dalakta bliylime, ovaryum ve bagirsakta hemoraji, bagirsakta sar ve kanh
jelatinoz eksudat birikimi, hava kesesi ve kaslardaki kan damarlarinda
konjesyon, yag doku, karaciger ve kas duvarinda nokta seklinde hemorojiler
gorilmektedir. Hastalifin en tipik belirtileri kalpte, dalakta ve karacigerde
fibrinli bir katmanin sekillenmesi ve i¢ organlarda bir hemoraji gériilmesidir

(Michel vd., 1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Didinen vd., 2011).

2.1.5. Tedavi

Su drlnleri yetistiriciliginde Vagokokkozis salginlarinin 6nlenmesi i¢in
kullanilabilecek asi heniiz mevcut degildir. Asi1 ¢alismalari yapilmakta ancak
basarili sonuglar elde edilememistir (Michel vd.,1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005).
Ayrica V. salmoninarum in vitro olarak antibiyotiklere (ampisilin, amoksisillin,
eritromisin, oksitetrasiklin ve doksisiklin) duyarli olmasina ragmen, sahada
tedavi uygulamalarinda basarisiziik gorilmektedir (Michel vd.1997; Ruiz-
Zarzuela vd. 2005; Didinen vd. 2011). Bununla birlikte ililkemizde Ege
Bolgesi'nde yer alan bir alabalik giftligindeki gokkusagi alabaligl anaglarinda
ortaya ¢ikan vagokokkozisin tedavisinde florfenikoliin etkili oldugu

belirtilmistir (Tanrikulu vd., 2014).



V. salmoninarum suslari eritromisin ve oksitetrasikline duyarl olmasina ragmen
bu antibiyotiklerle yapilan tedavilerde sadece kisa periyotlar (5-7 giin) igin
etkili olduklart bulunmustur. Mortaliteyi azaltmak icin ila¢ tedavisine devam
edilmesi gerekmektedir. Fakat bu durum antibiyotiklere karsi direng géli§me

riskinin artisina neden olmaktadir (Ruiz-Zarzuela vd., 2005).

2.2. Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Tibbi ve aromatik bitkiler hastaliklarin 6nlenmesi, saghgin siirdiiriilmesi ve
hastaliklarin iyilestirilmesi icin ilag olarak geleneksel ve modern tipta eski
¢aglardan beri kullanilmaktadir. Tibbi-Aromatik bitkiler gidadan temizlige,
ilactan kozmetige kadar pek ¢ok alanda ana ham madde, yan ham madde veya
katki madde olarak kullanilmaktadir. Diinya saglik orgiitli verilerine gore de
giiniimtzde geleneksel tipta tibbi bitkiler hemen her tilkede kullanimi yaygin bir
sekilde devam etmektedir. Bu bitkiler ayn1 zamanda besin takviyeleri, bitkisel
cay, tat, éesni olarak beslenmede de faydalanilmaktadir. Bu bitkilerin drog
denilen kurutulmus, belirli 6l¢iide hazirlanmis bitki kisimlarindan (kok, kok-
sap, yumru, govde veya odunsu yapi, kabuk, yaprak, cicek, meyve, tohum ve
herba) yararlanilmaktadir (Bayram vd., 2010; Vidovic vd., 2013). Tirkiye’'nin
iklim ve ekolojik ozelliklerinden dolayr birgok tibbi ve aromatik bitki
yetistirilebilmekte veya dilinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi dogadan
toplanmaktadir (Bayram vd., 2010).

Bir¢ok alanda kullanim alani bulan tibbi ve aromatik bitkiler biyolojik kiiltiirel
| ve endistriyel kaynaklardir. Bu kaynaklara olan talep son yillarda oldukeca
artmis ve artmaya devam etmektedir. Bu bitkilerin degeri tip ve saglik alaninda
sentetik yolla elde edilen etkin maddelerine goére ¢ok yonli etkiye sahip
olmalar1 ve yan etkilerinin bulunmamasi gibi nedenlerle artmaktadir. Diinyada
50.000 ile 70.000 arasinda bitki tlriiniin modern ve geleneksel tibbin
kullanildigi bilinmektedir. Diinya niifusunun yaklasik % 80’i sagligina kavusmak
icin geleneksel tibbi ve tibbi bitkileri kullanmaktadir. Bugiin diinyada kullanilan
tibbi ve aromatik bitkilerin sayis1 DSO’ne gére 20.000 civarindadir. Bunlardan
4.000 drog yaygin bir sekilde kullanilirken halen diinyada 2.000, Bat1 Avrupa’da
ise 500 kadar tibbi bitkinin ticareti yapilmaktadir (Bayram vd. 2010).
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Turkiye’'nin iklim ve ekolojik 6zelliklerinden dolay! bir¢ok tibbi ve aromatik
bitki yetistirilebilmekte veya diinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi dogadan
toplanmaktadir. Tiirkiye gelismis tilkelerin bitkisel ilag, bitki kimyasallari, gida
ve katki maddeleri, kozmetik ve parfimeri sanayilerinin girdisini olusturan pek
cok bitkisel tirlini florasinda barindirmaktadir. Bu bitkisel tirtinlerdeki ¢esitlilik
acisindan baktigimizda mevcut tiirler icinde 8.988 bitki tlri dogal, 2.991 bitki
tirii de endemik tiirdiir (Bayram vd., 2010). Onemi ve ticareti belirtilen bu
bitkiler gerek tlkemizde gerekse diinyada giinliik diyette Onemli bir yer
tutmaktadir. Dogal sifa kaynagi olarak tiiketilen bu bitkiler polifenoller, organik
asitler, antioksidan maddeler, vitaminler ve elementler gibi baz1 temel
bilesikleri icermektedirler (Naithani vd., 2006; Horzic vd., 2009; Komes vd.,
2010; Yoo vd., 2008; Rodriguez vd., 2010).

2.2.1. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar

Giliniimiizde, dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3"i
ucucu yag icermektedir. Ugucu yag tasiyan bitkiler daha ¢ok sicak iklim
bolgelerinde yetismektedir. Tropik ve subtropik bolgelerle 1iliman iklim
kusaginin sicak ydrelerinde bu kokulu bitkiler bulunmaktadir. Akdeniz Boélgesi
ugucu yag tasiyan bitkiler bakimindan en zengin bélgelerden birini
olusturmaktadir. Buglin ticari amagla tiretimi yapilan ugucu yag bitkilerinin
sayisl 401 gegmemektedir. Ozellikle bazi familyalar ugucu yag tasiyan bitkiler
nedeni ile onem kazanmistir. Labiateae familyasinda bulunan ve birgok Akdeniz
ve Avrupa tllkelerinde iretimi yapilan Thymus, Lavandula, Mentha, Melissa
officinalis tirli ve diger bazi bitkiler degerli ugucu yag kaynaklarndir (Karakaya,

2003).

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerin 6zel doku ve organlarinda (salg: tiiyleri, salgi
cepleri, salgl kanallar1 vb.) sentezlenen sekonder metabolitlerdir. Ugucu yaglar
bitkilerin yaprak, ¢icek, govde, kok, rizom, meyve kabugu ve tohum gibi
organlarinda bulunur. Genellikle renksiz veya ag¢ik sar1 renkli olan ugucu yaglar
oda sicakliginda genellikle sivi formda ve kolayca kristallesebilme o6zelligine
sahiptir. Bulunduklari bitkiye karakteristik koku ve yakici lezzet veren bu

bilesenlerin en belirgin 6zellikleri oda sicakhginda ugucu ve kokulu olmalaridir.
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Bilesimlerinde temel olarak terpenoidler (daha ¢ok monoterpenler; az
miktarlarda seskiterpenler ve diterpenler), asitler, alkoller,valdehitler, ketonlar,
asiklik esterler, laktonlar, daha seyrek olarak azotlu ve kukurtli bilesikler,

kumarinler ve fenilpropanoidlerin homologlari yer alir (Beyaz, 2014).

Bir bitkiden elde edilen ugucu yagin karakteristik kokusu o ugucu yagi olusturan
bilesikler tarafindan belirlenmektedir (Baydar, 2009). Bununla birlikte soz
konusu bu bilesenlerin kompozisyonu bitkinin cinsine, liretim sekline, toplama
zamanina, yetistirildigi/yetigtigi iklim ve toprak kosullarina, uygulanan kiltiirel
islemlere (sulama, giibreleme vb.) gore degisebilmektedir (Uner vd., 2000; Celik
ve Celik, 2007; Sengezer ve Glingor, 2008). Ugucu yaglar aromatik bitkilerden
destilasyon (su, buhar vb.), ekstraksiyon ve presleme gibi yontemlerle elde

edilmektedir (Beyaz, 2014).

2.2.2. Ugucu yaglarin etki mekanizmasi

Baz1 esansiyel yaglar antibakteriyel, antifungal ve antioksidan aktivitelere
sahiptir. Yiiksek bitkilerden elde edilen antimikrobiyal etkili esansiyel yaglarin
¢ogu bir hidroksil grup iceren fenol yapisindaki bilesiklerdir (Van de Braak ve
Leijten, 1999). Bunlarin antimikrobiyal aktiviteleri, yapilarinda bulunan fenolik
(timol, karvakrol, 6jenol vb.), terpenoid bilesenlerden, aldehitlerden ve organik
asitlerden kaynaklanmaktadir (Baser vd., 2004; Davidson ve Naidu, 2000). Bu
fenolik bilesikler, mikroorganizmalarin enzim sistemlerinin bozulmasina sebep
olarak enzimatik reaksiyonlarini durdurabilir, ¢ekirdek ve ribozomal seviyede
enzim sentezini engelleyebilir, ortamdaki besin maddelerinin alimini
engelleyebilir veya zarin yapisini degistirerek hiicre membranindaki fosfolipit
tabakanin hassaslasmasina ve gecirgenliginin artmasina neden olabilir (Roura

vd., 2005; Lacroix vd., 2006; Ucgan, 2008).

2.2.3. Ugucu yaglarin antibakteriyel 6zellikleri

Ugucu yaglarin en ¢ok arastirilan yoni, antimikrobiyal aktiviteleriyle ilgilidir. Bu
yaglar, farkll bilesenleri igceren kompleks karisimlar olduklarindan, etki

dereceleri icerdikleri etken maddelerin g¢esit ve miktarina bagh olarak



degiskenlik gostermektedir (Toroglu ve Cenet, 2006). Etki mekanizmalar
hakkinda edinilen bilgiler sinirh olmakla birlikte, bunun yaglarin lipofilik
ozellikleri ve kimyasal yapilariyla ilgili oldugu 6ne siirtilmektedir (Farag vd.,
1989). Esansiyel yaglar Gram (-) ve Gram (+) bakteriler dahil, birgok

mikroorganizma lzerine antibakteriyel etki géstermektedir (Beyaz, 2014).

Bununla birlikte Gram-pozitif bakterilerin, gram negatif bakterilere gore
esansiyel yaga karsi daha duyarli oldugu dusiintlir. Cinki gram-pozitif
bakterilerde esansiyel yagin hidrofobik bilesenlerinin hiicre membraniyla
dogrudan etkilesimi vardir (Sokovic vd., 2009). Gram-negatif bakterilerde ise
tam tersine hidrofilik hilicre duvari oldugu icin bu dis katmanin hidrofobik
bilesenlerin penetrasyonunu 6nledigi ve dolayisiyla esansiyel yaglara karsi daha
dayanikli olmasi gerektigi diisiiniilmektedir (Kim vd., 2011; Ravichandran vd.,
2011).

Son yillarda antibiyotige direngli enfeksiyonlardaki artistan dolayr bu
enfeksiyonlarla miicadelede yeni ilaglarin arastirilmasina yonelik ¢alismalar
bliylik bir gereklilik arz etmektedir. Bu agidan bitki ugucu yaglari buyiik bir
6neme sahiptir ve birgok arastirmaci tarafindan antimikrobiyal ajanlar olarak

rapor edilmislerdir.

Iscan vd. (2002) yapmis olduklari ¢alismada baz1 Umbelliferae tiirlerinden elde
edilen ugucu yaglarin, antibakteriyel mikro-diliisyon ve agar diflizyon
yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Calismada Heracleum persicum Desf,,
Heracleum argaeum Boiss. & Bal, Heracleum platytaenium Boiss., Seseli
campestre Besser, Foeniculum vulgare Miller, Laserpitium petrophilum Boiss. &
Heldr., Laser trilobum (L.) Borkh, Coriandrum sativum L., Ferulago asparagifolia
Boiss., Ferulago trachycarpa Boiss., Ferulago cassia Boiss., Angelica sylvestris L.
var. sylvestris, tirlerinin ugucu yaglari, insan ve bitki patojenlerinden olusan 21
farkli mikroorganizmaya karsi denemislerdir. Sohugta tim ugucu yaglarin
kullanilan mikroorganizmalara karsi orta derecede bir antimikrobiyal etki

gosterdigini belirlemislerdir.
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Origanum minutiflorum kekiginin ugucu yag oOrneklerinin Gram (+)
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus faecalis, Bacillus subtilis) ve Gram (-)
(Escherichia coli) bakterilere karsi kuvvetli antibakteriyel etki gosterdigi tespit
edilmigtir (Sarer, 1996). Bagka bir ¢alismada ise biberiye yaginin E. coli ve
Staphylococcus epidermitis’e karsi zayif bir etki gosterdigi belirlenmigstir

(Sengezer ve Glingor, 2008).

Sogan (Allium cepa) ve sarimsagin (Allium sativum) 3 tipinin (yesil, sari, kirmizi)
ugucu yagindan hazirlanan 5 farkh konsantrasyonun (50, 100, 200, 300 ve 500
ml/1) S. aureus ve Salmomella enteritidis’'ya karsi antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Bu bitkilerin ucucu yaglarinin belirgin bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (sarimsak en yiiksek inhibisyon, sogan en diisiik
inhibisyon). Sogan ekstraktinin 50 ve 100 ml/I konsantrasyonu 200, 300 ve 500
ml/l konsantrasyonundan daha az etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica
sarimsak yaginin bitlin test edilen konsantrasyonlar icin yiiksek inhibisyon
aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Kirmizi sogan ve sarimsak yagi S. aureus’a
karsi daha az duyarl iken, S. enteritidis, gliclii bir sekilde inhibe edilebilmektedir
(Benkeblia, 2003).

Suaeda fructicosa ve Limonium echioides’nin elde edilen ugucu yagm 6 farkh
bakteriye kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi ¢calismada her iki yagin
0.5 ve 0.8 mg/ml konsantrasyonu S. aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus, E.
coli ve S.typhimurium’un bilylimesini gorlnebilir sekilde inhibe ettigi,
Pseudomonas aeruginosa’ya Kkarst antibakteriyel etki gostermedigi tespit

edilmistir (Saidana vd., 2008).

Pinus roxburghaii saplarinin ugucu yaglarinin antibakteriyel aktivitelerini
belirledikleri cahismadan 21.4, 42.8 ve 62.2 ul konsantrasyonlarinda S. aureus ve
B.subtilis (8.5-33 mm inhibisyon zon ¢api)’e karsi aktivite elde edilirken E. coli
ve Enterobacter aerogenes’a karsi antibakteriyel aktivite goriilmemistir (Hassan

ve Amjid, 2009).
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Adacayi, biberiye, ¢orekotu, kimyon karanfil ve kekik baharatinin ve bunlarin
temel bilesenlerinin inhibitér etkilerini analiz etmiglerdir. Calismada ¢esitli
ucucu yaglarin 0.25-12 mg/ml oranlarinda dahi mikrobiyal gelisimi dnledigi,
ucucu yaglarin ve temel bilesenlerinin Gram (-) bakteriler lizerine Gram (+)
bakterilere oranla daha etkili oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmada en etkili
yaglarin kekik ve kimyon yaglart oldugu bulunmustur (Uner vd., 2000; Farag
vd., 1989).

Dogadan toplanan Origanum minutiflorum, Origanum onites, Thymbra spicata ve
Satureja  cuneifolia  ugucu yaginin, Aeromonas hydrophila, Bacillus

amyloliquefaciens,  Bacillus  brevis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

- Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae,

Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Proteus
vulgaris, S. aureus ve Yersinia enterocolitica’ya kars1 antibakteriyel aktivitesi
incelenmistir. Bitiin ugucu yaglar <1/100 (v/v) konsantrasyonlarda tiim
bakterileri inhibe ettikleri tespit edilmistir (13,5-53,5 mm araliginda inhibisyon
zon ¢apl1) (Baydar vd., 2003).

Thymbra spicata var spicata ve Teucrium polium’nin ugucu yaglari S. aureus,
Bacillus cereus, E. coli ve S.typhimurium’a karsi test edilmistir. T. spicata var
spicata’nin ugucu yaglari sadece B. cereus ve E. coli’ ye karsi etkili bulunurken,
Teucrium polium’un ugucu yagl sadece B. cereus’a karsit etkili oldugu

bulunmustur (Akin vd., 2010).

Kekik (0. vulgare L.) bitkisinin flavonoidleri igcermesinden dolay1 iyi bir
antioksidant ve timol ve karvakrol icermesinden dolay1 da iyi bir antimikrobiyal
madde oldugunu bildirmisler ve kekigin Salmonella enterica bakterisine karsi
glicli bir in vitro antimikrobiyal aktivitesi oldugunu belirtmislerdir (Marques

vd., 2008).

fran’a ait 10 farklh bitkiden (Heracleum lasiopetalum, Satureja bachtiarica,
Thymus daenensis, Ziziphora teniur, Echiophora platyloba, Dracocephalum

multicaule, Kelussia odoratissima, Mentha longifolia, Achillea kellalensis ve
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Stachys lavandulifolia) elde edilen ugucu yaglarin, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
ve K. pneumoniae’ya karsi antibakteriyel akti\}itesi incelenmistir. Ugucu yaglarin
test edilen bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
bulunmustur (Pirbalouti vd., 2010).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda pekgok bitkisel iirtintin bakteriyel balik
patojenlerine karsi da antibakteriyel etkileri saptanmistir. Kekik (0. vulgaris),
melisa (M. officinalis), karabas (Lavandulae romana), biberiye (Rosmarinus
officinalis) ve zencefil (Zingiber officinale) bitkisel ucucu yaglarinin kimyasal
bilesenleri ve baliklardan izole edilen bakteriyel patojenlerden; Yersinia ruckeri,
A. hydrophila, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Flavobacterium
psychrophilum ve Lactococcus garvieae lizerinde in vitro ortamda antibakteriyal
etkilerinin incelendigi ¢alismada, kekik ve melisa ugucu yaglarinin diger bitkisel
yaglara oranla daha giliclii antimikrobiyal etki gosterdigi ve kekik yaginin

spektrumu genis bir etkiye séhip oldugu tespit edilmistir (Ekici vd., 2011).

Karanfil (Eugenia caryophyllata), nane (Mentha piperita) ve lavanta (Lavandula
hybrida) ugucu yaglarinin V. salmoninarum’a karsi in vitro antibakteriyel etkileri
arastirdmistir.  Sonu¢ olarak, karanfil wugucu yag 1000-125 pl/ml
konsantrasyonlarda ve lavanta yag 1000 pl/ml konsantrasyonda giigli
antibakteriyel etki gosterdigi tespit etmislerdir. Bununla birlikte, nane yaginin

V. salmoninarum’a kars1 inhibe edici etkisi saptanmigtir (Metin vd., 2017).

Kantaron (Hypericum perforatum), susam (Sesamum indicum) ve g¢orekotu
(Nigella sative) bitkisel yaglarinin balik patojeni bakteri tiirlerinden; V.
anguillarum ve L. garvieae lzerinde in vitro ortamda saf konsantrasyonu
kullanilarak antibakteriyel etkisini incelemisler ve ¢orekotu yaginin V.
anguillarum ve L. garvieae patojenleri tUzerinde antibakteriyel aktivite
gosterdigini saptamislardir. Kantaron ve susam yaglarinin ise bu patojenler

lizerinde antibakteriyel etkisinin olmadig bildirilmistir (Yildirim vd., 2013).

Targin, limon, zerdecal ve limon otundan elde edilen ugucu yaglarin baliklarda

Streptococcosise neden olan patojenik bakteri Streptococcus iniae’ye karsi
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antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Tar¢in yagi 40 pg/ml MIC ile bu yaglar
arasinda en etkili antimikrobiyal ajan oldugu tespit edilmistir. GC-MS
kullanilarak yapilan analizde tar¢in yaginin en etkili bilesenleri cinnamaldehyde
(% 90.24), limonene (% 2.42), cinnamyl acetate (% 2.03), linalool (% 1.16) ve a-
terpineol (% 0.87) olarak bulunmustur. Bu bilesenlerden biri olan
cinnamaldehyde 20 pg/ml MIC ile S. iniae’ye karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

Limon kabugu yag: (Citrus limon L.) ve argan (Argania spinosa L.) yaginin Y.
ruckeri, A. hydrophila, Listonella anguillarum, Edwarsiella tarda, Citrobacter
freundii ve L. garvieae’ye karsi antibakteriyel etkisinin belirlendigi ¢alismada,
her iki yagin 6zellikle Y. ruckeri, A. hydrophila, L. anguillarum ve C. freundii’min

gelisimini 6nemli 6lgiide engelledigi saptanmistir (Ontas vd., 2016).

2.2.4. Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinin in vitro tespiti

Bilindigi gibi ucucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde etki
gosteren 0Ozel kokulara sahip olma gibi 6zellikleri vardir. Bu son 6zellikleri,
biyolojik olarak aktif olabileceklerini ortaya koymaktadir. En ¢ok rapor edilen
ozellikleri antimikrobiyal olmalaridir ve bu 6zelliklerin ortaya ¢ikarildig: testler
belli bir standardizasyona baghh degildir ve wuygun laboratuarlarda
yapilabilmektedir. Genel olarak kullanilan teknikler agar difiizyon ve tiip
dilisyon yontemleridir. Bu metotlar disinda ugucu yaglarin inhibisyon zon
caplarint belirlemek tzere son yillarda kullanilan diger bir yontemde disk

diflizyon metodudur (Celik ve Celik, 2007).

2.2.4.1. Tiip diliisyon yontemi

Bu yontem, bir mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarlilifini tayin etmek
amaciyla gelistirilmistir. Ayrica bitki ekstreleri veya ugucu yaglarin da
antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Bu metotta,
ticari olarak gelistirilmis, 80, 96 veya daha fazla kuyucuga sahip plaklar ya da
tipler kullanilmaktadir. Bu kuyucuk serilerinde ya da tlplerde madde

dilisyonlar1 hazirlanmakta ve belli bir miktarda kdltiirtin ilavesiyle, madde ve
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mikroorganizma etkilestirilmektedir. Inkiibasyondan sonra test edilen
antimikrobiyal ~maddenin, kullanilan mikroorganizmaya karst hangi
konsantrasyonda etkili oldugu {lremenin varligina veya yokluguna gore
belirlenmektedir. Uremenin varlign ya da yoklugu bulanikhk tayiniyle
yapitlmakta ve ilremenin olmadigl en diisiik konsantrasyon degeri, Minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK), tiremenin olmadigi konsantrasyon ise
Minimum Lethal Konsantrasyon (MLC) olarak tanimlanmaktadir (Tampieri vd.,

2003; Celik ve Celik, 2007; Akin vd., 2010).

2.2.4.2. Agar difiizyon yontemi

Antimikrobiyal testlerde kullanilan bir diger metot da agar diflizyon metodudur.
Ugucu yaglarin test edilmesinde kolayligindan dolay: en ¢ok bu teknik tercih
edilmektedir. Kalitatif ve yar1 kantitatif bilgiler bu metotla ortaya
cikarilabilmektedir. Agar diflizyon tekniginde, iginde test edilecek olan
maddenin bulundugu bir ¢ukur sistemiyle, test organizmasinin bulundugu
uygun bir besiyeri kullamlmaktadir. Besiyeri Uzerine, belirli ¢apta agilan
kuyulara homojen olarak ¢6zilmus ugucu yag karisimi koyulmaktadir.
Kullanilan maddenin yapisal ozelligi diflize olma ylizdesini veya sliresini
etkileyebilmekte bu durum da deney sonuglarinda da etkili olabilmektedir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, kullanilan madde etkili ise gukurlarin etrafinda
belirgin bigimde tremenin olmadig! inhibisyon zonlar olugsmaktadir. Olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari 6lglilerek kaydedilmekte ve degerlendirilmektedir.
Kuyucuklara koyulan maddenin artan ya da azalan konsantrasyonlariyla,
aktivite sonucu olusan inhibisyon zonu c¢aplarinin da dogru orantili olarak
artmasi ya da azalmasi beklenmektedir (Kosalec vd., 2005; Arora ve Kaur, 2007;

Celik ve Celik, 2007; Pirbalouti vd., 2009).

2.2.4.3. Disk difiizyon yontemi

Disk diftizyon metodu ise, mantar veya bakteri suslarinin ¢esitli antimikrobiyal
ajanlara karst duyarhliginin tespiti amaciyla yapilir (Burt ve Reinders, 2002;
Baydar vd., 2003; Benkeblia, 2003; Tampieri vd., 2003; Tirker vd. 2008;
Saidana vd., 2008; Pirbalouti vd., 2009a; Sarag vd., 2009; Semwal vd., 2009; Unlii
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vd., 2009; Mihajilov vd., 2010; Pirbalouti vd., 2010). Uygulanisi, agar difiizyon
metodu ile benzerdir. Mikroorganizmaya uygun bir kati agar lzerine ekim
yapilir ve bitki yaglari emdirilmis diskler hafifce bastirilarak aralarinda 2 cm
kalacak sekilde bu agar lizerine yerlestirilir. Besiyeri tizerinde olusan inhibisyon
zonlarlt mm olarak degerlendirilir. Standart antibiyotik diskleri, karsilastirma

yapmak amaciyla kontrol diskleri olarak kullanilabilir (Toroglu ve Cenet, 2006).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Bitkisel Yaglar

Calismamizda % 100 saf kekik (Origanum vulgaris), biberiye (Rosmarinus
officinalis), zencefil (Zingiber officinale), karanfil (Eugenia caryophyllata), nane
(Menta piperita), lavanta (Lavandula hybrida) bitkilerine ait ugucu yaglar ve
¢orek otu (Nigella sativa) ve sar1 kantaron (Hypericum perforatum) bitkilerine
ait sabit yaglar Botalife/Manolya Dogal ve Aromatik Uriinler isimli bir firmadan
temin edilmistir. Yag orneklerinin kimyasal bilesimleri SDU Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezinde GC (Gaz Kromatografi)

ve MS (Kiitle Spektrometresi) cihazlari kullanilarak belirlenmistir.

3.2. GC-MS Analizi

GC-MS analizleri QP 5050 mass selektif dedektérden olusan GC/MS kullanilarak
yapimistir. Analizler Sonsuzer Hanct vd. (2003) ve Azaz vd. (2002)'ne gére
modifiye edilerek yapilmistir. GS-MS analizleri QP 5050 mass selektif dedek-
térden olugsan GC/MS kullanilarak yapilmistir. Ugucu yag 6rnekleri Cp WAX 52
CB kapillar kolondan gegirilmistir (50 m x 0.32 mm x 1.2 pm). Tasiyic1 gaz
olarak helyum gaz kullanilmistir. Akis hiz1 10 psi olarak belirlenmistir. Kolon
sicakligr bagslangicta 60°C olup, 220°C'ye dakikada 2°C'lik artigla ulagmistir.
220°C'de 20 dk. siireyle sabit tutulmustur. Bilesenler kolonda kalma siirelerine
ve kitle spektralarina gore standartlar ile karsilastirumistir. Karsilastirmada
Wiley, Nist, Tutor kitiiphaneleri ¢ikan spektrumlarin otomatik taranmasi ile

analizler gerceklestirilmistir (Azaz vd., 2002; Sonsuzer Hanci vd., 2003).

3.3. Vagococcus salmoninarum Susu

Calismada kullanilan V. salmoninarum susu Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklari laboratuarindaki kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bu sus
2011 yilinda Egirdir'de anag¢ gokkusag: alabaliklardan izole edilmistir (Didinen
vd., 2011).
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3.4. In vitro Antibakteriyel Aktivite

Ugucu yaglarin V. salmoninarum’a karsi antibakteriyel etkileri, agar diflizyonu

ve mikrodiliisyon metodu ile tespit edilmistir.

3.4.1. Agar diffiizyon metodu

Bitkisel yaglarin antibakteriyal etkileri agar diffiizyon metodu ile saptanmistir.
Ugucu yaglar 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 ve 7.8 pl/m!'lik oranlarinda
etanolde homojenize edilmistir (Borisutpeth vd., 2005). Antibakteriyal etkinin
belirlenmesi amaciyla triptik soy agar (TSA) hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyerleri dokiim sicakligina geldiginde, Mc Farland 0.5'e ayarlanan V.
salmoninarum kiltird (108 cfu/ml)'den 100 ml besiyerine 100 ul eklenerek
dokim yapilmistir. Dokiimden 15-20 dakika sonra besiyerleri lizerinde 3 mm
¢apinda ¢ukurlar agilmis ve bu gukurlara her bitkinin farkli konsantrasyonda
etanolle hazirlanmis sollisyonlarindan 25 pl ilave edilmistir. Kontrol olarak
etanol kullanilmistir. Ekim yapilan petriler, 25°C'de 24 saat inkiibe edildikten
sonra olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplan 6lgiilmiistiir (NCCLS, 2001). Her
ugucu yag iki paralel olarak ¢alisiimis ve inhibisyon zon ¢aplarinin ortalamasi
alinmistir. Inhibisyon aktivitesi; inhibisyon zonu 15 mm’den biiyiik olursa
kuvvetli, 8-15mm arasi orta ve 1-8mm aras1 zayif aktivite olarak

degerlendirilmistir (Bansemir vd., 2006).

3.4.2. Mikrodiliisyon metodu

Bitkisel yaglarin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir. MiK degerlerinin belirlenmesinde, V. salmoninarum
Muller Hinton Broth (MHB)’a ekilmistir. 25°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra
yogunluk, Mc Farland 0.5’e ayarlanmistir. Daha sonra etanol igerisinde 1000
ul/ml olacak sekilde ¢alisma stogu olusturulmus ve hazirlanan stoktan, etanol
ayni konsantrasyonda olmak kaydiyla, stirekli yariya diistiriilerek (500, 250,
125, 62.6,31.25,15.62, 7.8, 3.9, 1.95, 0.97, 0.48, 0.24, 0.12, 0.06, 0.03, 0.01pul/ml)
steril tiiplerde her bir deger icin bagimsiz olarak ¢alisma stoklar1 hazirlanmistir.
Kontrol olarak etanol kullanilmistir. MIK okumasinin gergeklestirilmesinde, 96

¢ukurlu plaklarin her ¢ukuruna g¢alisma stoklarindan 100 pL eklenerek ve
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lizerine 100 pL MHB'da tretilmis mikroorganizma inokulumu (0.5 Mc Farland
standardina esdeger kiltiirden) ilave edilmis ve toplam hacim ¢ukur basina 200

ul'ye tamamlanmistir (Vural vd., 2008).

3.5. istatistiksel Hesaplamalar

Antibakteriyel etkinin saptanmasinda elde edilen zon c¢aplar1 SPSS 17.0 paket
programinda Anova testi ile deger‘lendirilmistir (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
Parametrelerin dnem derecelerini karsilastirihrken Duncan ¢oklu karsilastirma

testi kullanilmis ve 6nem diizeyi P<0,05 olarak segilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. GC-MS Analiz Sonuglari

Kekik (Origanum vulgaris), biberiye (Rosmarinus officinalis), zencefil (Zingiber
officinale), karanfil (Eugenia caryophyllata), nane (Menta piperita) ve lavanta
(Lavandula hybrida) bitkilerine ait ugucu yag bilesenleri ile ve ¢érek otu (Nigella
sativa) ve sart kantaron (Hypericum perforatum) bitkilerinin sabit yag
bilesenleri tanimlanmistir. Belirtilen bitkilerden elde edilen en dikkat ¢eken
ucucu yag bilesenleri biberiyede 1,8-Cineole (% 47.31), nanede menthol (%
44.76), kekikte karvakrol (% 63.57), zencefilde zingiberene (% 37,18),
karanfilde eugenol (% 85.99), lavantada linalool (% 42.31) ve linalyl acetate (%
32.16) olarak tespit edilmistir. Kantaron sabit yaginin ana bileseni oleik (% 74,
86), corek otunun ise linoleik (% 55,69) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1, 4.2.).

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lari
4.2.1. Agar difiizyon testi sonuclar

Kekik (O. vulgaris) ugucu yaginin 1000-125 pl/ml konsantrasyon araliginda 18-
20,33 mm inhibisyon zonu ile V. Salmoninarum’a karsi en giiclii antibakteriyel
etki sagladig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde karanfil yagida 1000-500 pl/ml
konsantrasyonlarda (18,66- 17,83 mm zon c¢ap1) giiclii antibakteriyel etki
gostermistir (p<0.05) (Cizelge 4.3).

Corek otu (Nigella sativa) 250-62,5 pl/ml konsantrasyonda 7,66-7,13 mm zon
¢ap1 ile nane 250 pi/ml konsantrasyonda 7,83 mm ve zencefil 1000 pl/ml
- konsantrasyonda 5,66 mm zon ¢ap: degeri ile V. salmoninarum’a kars1 zayif

antibakteriyel etki géstermistir (p<0.05) (Cizelge 4.3.).

Calismada kullanilan diger ugucu yaglardan biberiye, Sart kantaron ve
lavanta’nin V. salmoninarum uzerinde inhibe edici etkisi saptanmamistir.
Kontrol grubunda ise tim petri boyunca bakteri bliylimesinin oldugu

saptanmistir.
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Cizelge 4.1. Ugucu yaglara ait GC-MS sonuclari

Bitkisel Yaglar Tanmimlanan Kimyasalin Referans Adi Oran (%)

Thujene<alpha-> 0.11

Alpha pinene 12.85

Camphene 5.01

Pinene<beta-> 8.48

Beta.-Myrcene 1.31

1-Phellandrene 0.10

.DELTA.3-Carene 0.06

Terpinene<alpha-> 0.04

Cymol 3.04

o Limonene 2.01
Biberiye 1,8-Cineole 4731
(Rofficinalis) Cis-Ocimene 0.05
Gamma.-Terpinen 0.87

Alpha.-Terpinolen 0.07

Linalyl acetate 0.14
Camphor 12.04

Isoborneol 0.06

Borneol 2.62

Trans-4-Thujanol 0.20

.BETA. FENCHYL ALCOHOL 2.17

Bornyl acetate 1.00

Caryophyllene 0.47

Isopulegol & p-Menthen-3-ol 1.98

Menthone 24.20

Isomenthone (CAS) p-Menthan-3-one 9.28

Neoisomenthol 11.35

[sopulegone 0.77

Nane Menthol 44.76
(M.piperita) ALPHA. TERPINEOL 0.81
Pulegone 3.91

Piperitone 0.80

Neomenthol acetate 2.03

Beta.-Bourbonene 0.05

Trans- Caryophyllene 0.05

Thujene<alpha-> 1.67

ALPHA.-PINENE, (-})- 1.88

2,4(10)-thujadien 0.14

; Camphene 1.67
: 2-BETA.-PINENE 0.75
\ .beta.-Myrcene 1.30
| Kekik 1-Phellandrene 0.17
(O.vulgaris) DELTA.3-Carene 0.09
ALPHA. TERPINENE 1.28

Cymol 16.09

Limonene 0.56

EUCALYPTOL (1,8-CINEOLE) 0.87

.gamma.-Terpinene 2.65

Trans-4-Thujanol 1.36
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ALPHA.-TERPINOLENE 0.21

Borneol 2.56

Trans-Sabinene hydrate 0.84

.BETA. FENCHYL ALCOHOL 0.26

Thymol 0.24

Carvacrol 63.57

Caryophyllene 1.86

ALPHA.-PINENE, (-]- 2.07

Camphene 7.07

BETA.-PINENE 0.22

6-Methyl-5-hepten-2-one 0.51

.beta.-Myrcene 0.67

1-Phellandrene 5.05

EUCALYPTOL (1,8-CINEOLE) 3.05

Linaly formate 0.10

BORNEOL L 0.94

.BETA. FENCHYL ALCOHOL 0.39

! Copaene <alpha-> 047
Zen.c<.3f11 Geranyl butyrate 0.22
(Z officinale) _BETA. ELEMENE 0.74
Sesquithujene <7-epi-> 0.21

GERMACRENE-D 1.02

Curcumene 11.65

Alloaromadendrene 1.19

Zingiberene 37.18

Farnesene <(E,E)-, alpha-> 4.07

Bisabolene 7.95

Cedrene 13.50

Patchoulene <alpha-> 0.34

0.29

Germacrene B 0.49

d-Nerolidol 0.27

.alpha.-Cedrol 0.31

Chavicol$$ p-Allylphenol 0.12

Karanfil Eugenol 85.99
(E.caryophyllata) Caryophyllene 10.89
Alpha.-Humulene 2.45

(-)-Caryophyllene oxide 0.54

Alpha-Pinene 0.26

Camphene 0.26

Beta-Pinene 0.21

3-Octanone (CAS) EAK 0.93

Beta-Myrceneethanoate 0.84

Ethanoate <hexyl-> 1.04

Limonene 0.85

1,8-Cineole 4.95

Cis-Ocimene 0.95

Lavanta Trans-.beta.-Ocimene 2.30
(Lhybrida) ALPHA.-TERPINOLEN 0.24
Linalool 42.31

Camphor 5.16

Propanoic acid, 2-methyl-, hexyl ester 0.24
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BORNEOL L 1.99
Linalool 2.40
Linalyl acetate 32.16
Lavandulyl acetate 1.22
Neryl acetate 0.45
Caryophyllene 0.87
Farnesene <(E)-, beta-> 0.28
GERMACRENE-D 0.08
Cizelge 4.2.Sabit yaglara ait GC-MS sonuglar1
Bitkisel Yaglar Tanimlanan Kimyasalin Referans Adi Oran (%)
Palmitik 11.54
Palmitoleik 0.7
Heptadekanoik 0.15
c-10 heptadekanoik 0.25
Sar1 Kantaron Stearik 3.27
(H.perforatum) Oleik 74.86
Linoleik 7.28
Arasidik 0.49
cl1eikozenoik 0.52
Linolenik 0.32
Laurik 0.61
Miristik 0.52
Palimitik 12.44
Corek otu Stearik 3.45
(N.sativa) Oleik 23.73
Linoleik 55.69
Linolenik 0.44
Eikozadienoik 3.12

4.2.2. Minimum inhibisyon testi (MiK) sonugclar

Farkli yaglar ile yapilan mikrodiliisyon testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

Bu ¢alismada yaglarin 17 farkli konsantrasyonu denenmistir.

Bu ¢alismada, O. vulgare’nin 1000-125 pl/ml arasindaki konsantrasyonlarda V.

salmoninarum’un Uzerinde etkili oldugu ve gelisimi engelledigi belirlenmistir.

V.salmoninarum karsi en yiiksek MiK degeri 125 pL/ml ile kekik ugucu yaginda

elde edilmistir. Karanfil yagi ve ¢orek otu yaginda ise gelisimin olmadigi

minimum konsantrasyon (MIK) 500 pl/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4)

(Sekil 4.1, 4.2).
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Zencefil ve nane yaginin V. salmoninarum uzerine etki degeri 1000 pl/ml olarak
belirlenmistir. Biberiye, sar1 kantaron ve Lavanta yaginin V. salmoninarum’a
karst etkisiz oldugu gortulmistiir (Cizelge 4.4). Kontrol grubunda (etanol) ise

bakteri gelisiminin oldugu saptanmisgtr.
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Cizelge 4.4. Farkli ugucu yaglarin V. salmoninarum’a kars1 minimum inhibit6r

konsantrasyonu (ul/ml)

Konsantrasyon  Kekik  Karanfil Corek  Zencefil Nane  Biberiye Sari Lavanta
ul/ml otu kantaron
1000 - - - - - + + +
500 - - - + + + + +
250 - + + + + + + +
125 - + + + + + + +
62,5 + + + + + + + +
31,25 + + + + + + + +
15,62 + + + + + + + +
7,8 + + + + + + + +
3.9 + + + + + + + +
1.95 + + + + + + + +
0.97 + + + + + + + +
0.48 + + + + + + + +
0.24 + + + + + + + +
0.12 + + + + + + + +
0.06 + + + + + + + +
0.03 + + + + + + + +
0.01 + + + + + + + +

+: iireme var, - : ireme yok

Sekil 4.1. V.salmoninarum’a kars1 kekik ve karanfil bitkilerine ait ugucu yaglar ile

yapilan agar difflizyon testi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Tibbi bitkiler uzun yillardan beri, insan ve hayvanlarda goriilen enfeksiyonlarin
tedavisi icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Abutbul vd., 2005; Tirker vd,,
2008). Son yillarda artan hastaliklara karsi antimikrobiyal ilaglarin yetersiz
kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi, infeksiyoz etkenlerin tedavisi icin
kullanilacak dogal, glivenilir ve ucuz irlnlerin kullanilma zorunlulugunu
arttirmistir  (Toroglu ve Cenet, 2006; Celik ve Celik, 2007). Bakteriyel
enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in uygulanan bu tedavilerden bir tanesi de
esansiyel yaglar ve bitki ekstraktlaridir. Bu bilesikler, antibakteriyel
6zelliklerinden dolayi su turiinlerinde alternatif profilaktik ve terapdtik ajanlar

olarak kullanilabilir (Tiirker ve Yildirim, 2015).

Dogal bitkisel tirtinlerin Vagokokkozis ile miicadelesinde alternatif {irin olarak
kullanilabilme olanaklarinin incelendigi bu arastirmada kullanilan bitki
tirlerinde (kekik, melisa, sar1 kantaron, biberiye, zenéefil, karanfil, nane, lavanta
ve c¢orek otu) V. salmoninarum’un buylUmesini inhibe eden (smirlayan)
minimum konsantrasyon (MIK) agar difiizyon ve mikrodiliisyon yontemi ile
incelenmis ve kekik icin 125 pl/ml olarak belirlenmistir. S6z konusu MiK degeri
karanfil ugucu yag1 i¢cin 500 pl/ml olarak belirlenmistir. Cérek otu, nane ve
zencefil ise zayif aktivite gosterirken, diger bitkiler antibakteriyel aktivite
gostermemistir. Bu sonuglara gore V. salmoninarum’a karsi kekik ve karanfil

bitkilerinin etkili oldugu gériilmiistiir.

Metin vd. (2017), karanfil, nane ve lavanta ugucu yaglarinin V. salmoninarum’a
kars1 in vitro antibakteriyel etkileri arastirdiklari ¢alismalarinda karanfil ugucu
yaginin 1000-125 pl/ml konsantrasyonlarda ve lavanta yagi 1000 pl/ml
konsantrasyonda gliclii antibakteriyel etki goésterdigini bildirmislerdir. Nane
yaginin ise V. salmoninarum’a karsi inhibe edici etkisi saptanmistir. Metin vd.
(2017)'nin elde ettikleri sonuglar bu ¢alismadan elde edilen sonuglara benzer
olarak karanfil yagi 1000-500 pl/ml konsantrasyonlarda gii¢lii antibakteriyel
aktivite gostermistir. Bununla birlikte lavanta ve nane yag: ile elde ettigi
sonuclarin bu g¢alismadan farkli oldugu ve bunun ugucu yag iceriklerinin

bilesenleri ve miktarlart ile iligkili oldugu sonucuna varmamiza neden olmustur.
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Yildirim vd. (2013), kantaron ve ¢oérekotu yaglarinin V. anguillarum ve L.
garvieae lzerinde in vitro antibakteriyel etkisini incelemisler ve c¢oérekotu
yaginin saf konsantrasyonda antibakteriyel aktivite gdsterdigini saptamislardir.
Kantaron yaginin ise bu patojenler lizerinde antibakteriyel etkisinin olmadigi
bildirmislerdir. Bu ¢alismada her iki yagin V. salmoninarum’a kars1 da benzer

antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmigtir.

5 farkli ugucu yagin balik patojenlerinden Y. ruckeri, A. hydrophila,
V.anguillarum, V. alginolyticus, F. psychrophilum ve L. garvieae in vitro
antibakteriyél aktiviteleri incelenmis ve kekik ucucu yaginin diger bitkisel
yaglara oranla daha gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdigi (Ekici vd., 2011). Bu
calisma da kekik yaginin diger yaglara oranla genis spektrumlu antibakteriyel

etki gostermesi ile Ekici vd. (2011)'nin bulgularina benzerlik gdstermistir.

Targin, limon, zerdegal ve limon otundan elde edilen ugucu yaglarin Gram
pozitif bir bakteri olan S. iniae’ ye kars1 antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi
calismada tar¢in ugucu yaginin 40 pg/ml MiK ile en etkili antimikrobiyal ajan
oldugu ve bu etkinin yliksek oranda cinnamaldehyde (%90.24) igermesinden

kaynaklandigi bildirilmistir (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

Yapilan diger bir ¢alismada limon kabugu yagi ve argan yagmnin Y. ruckeri,
A.hydrophila, L.anguillarum, E. tarda, C.freundii ve L.garvieae've Kkarsi
antibakteriyel etkisinin incelenmis ve her iki yagin 62.5 uL/mL MIK degeri ile Y.
ruckeri’ye karsi giicli antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Ontas
vd., 2016). Her iki calismada da elde edilen MIK degerinin bizim galismamizdaki
deger ile farklilik gbstermesi arastirmada incelenen bakteri tiliri ve ugucu

yaglarin farklihigindan kaynaklandigi dustiniilmektedir.
Bitki tiir veya alt tilirlerinin esansiyel/ugucu yag icerikleri bakimindan ¢nemli

derecede farkliliklara sahip olduklar1 bildirilmektedir. Bu farklliklar (izerine

orneklerin alindig1 cografik bolgeler, iklimsel farkliliklari, toprak kosullarindaki
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farkhliklari, farkli orijinlerden gelmeleri veya vejetasyon dongiilerinin etkili

oldugu belirtilmektedir.

Kekik bitkisine ait ugucu yaglarin kimyasal analizlerinde esansiyel yaginin
otuzun tUzerinde fenolik bilesik igerdigi ve ana bilesenlerin karvakrol, timol,
terpineol, p-simen, borneol, cymol, linalol oldugu bildirilmistir (Sari, A.O. ve
Oguz, B., 2002; Baydar, 2004). Yapilan ¢calismalarda bu bitkinin ugucu yaginda
yliksek oranda bulunan karvakrol ve timoliin gliclii bir antibakteriyel ve
antifungal etki yaptig tespit edilmistir (Chevallier, 1996; Bahtiyarca Bagdat,
2006).

Bu calismada O. vulgare bitkisine ait ana bilesenlerinin karvakrol (% 63,57) ve
cymol (% 16,09) oldugu tespit edilmistir. Timol ise bu bitkide % 0,24 oraninda
bulunmustur. Arslan vd. (2005) O. onites tiirline ait ugucu yagin ana bilesenleri
inceledikleri galismalarinda ugucu yagin karvakrolce (% 65,4) zengin, timol (%

1,5) bakimindan ise zayif oldugunu bildirmislerdir.

Karanfil ile yapilan calismalarda, kimyasal igerik analizlerine goére agirlikli
bilesiklerin B-caryophyllene ve eugenol oldugu tespit edilmistir (Oztiirk ve
Ozbek, 2005; Chaieb vd., 2007). Karanfil ugucu yag ile yapilan galismalarda
gliclli antioksidan, antimikrobiyal ve antifungal 6zellige sahip oldugu ve bu
antimikrobiyal 6zelligin yiiksek oranda 6jenol igermesine bagh oldugu ifade
edilmistir (Shan vd., 2005; Bhuiyan vd. 2010; Cortés-Rojas vd., 2014). Bu
calismada da benzer olarak, V. salmoninarum’a kars: giiclii antibakteriyel etki

gorilmesi ucucu yaginda ana bilesenin 6jenol (%85,99) olmasina baghdir.

Sonug olarak, bu calismada kekik ve karanfil ugucu yaginin V. salmoninarum’a
karst giiclli in vitro antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu yaglarin
baliklarda goriilen Vagokokkozis’e karsi dogal antimikrobiyal madde olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip olabilir. Bu baglamda gelecekte yapilacak
olan ¢alismalarda kekik ve karanfil ugucu yaginin V. salmoninarum’a karsi in

vivo antibakteriyel etkilerinin tespit edilmesi 6nem arz etmektedir.
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