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ÖZET  

 

Bu çalışmada, ön çalışmalarda dâhil olmak üzere toplam 400 gökkuşağı alabalığı (ort. 

16,57 cm uzunluk, 44.71 gr ağırlık) kullanıldı. Dört deneysel grup oluşturulan araştırmada, ilk 

grup kontrol grubu olup deney süresince tüm optimal koşullar sağlandı. İkinci gruptaki 

balıklar 25 µg/ml lipopolisakkarit (LPS) ile intraperitonel olarak (i.p.) enfekte edildi ve 

infeksiyon grubu olarak değerlendirildi. Üçüncü grup balıklar enfekte edilmedi ve yalnızca 

karvakrol destekli yem takviyesi (100µg/ml/1 kg yem) ile beslendi. Son grubu oluşturan 

balıklar ise LPS ile enfeksiyon sonrası karvakrol destekli yem ile beslendi. Deneme peryodu 

boyunca su sıcaklığı, pH, çözünmüş oksijen değerleri sırasıyla 15,5 
o
C, 8.01, 9.57 mg/L 

olarak sabitlendi. Deneysel aşama 48 saat sonunda tamamlandı. Deneme süresi sonunda 

karaciğer ve böbrek doku örnekleri alındı ve proinflamatuar sitokinlerden interferon gama 

(IFN-γ) ve interlökin 1 beta (IL-1β) gen ekspresyon seviyeleri araştırıldı. IFN-γ, IL-1β 

genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en uygun yapışma (annealing) sıcaklıkları 

55-60 
o
C arasında farklı ısı dereceleri uygulanarak, gradient PCR yöntemiyle analiz edildi 

Karvakrolun antiinflamatuvar etkinliği araştırıldı. LPS ile oluşturulan enfeksiyon sonunda 

balıklarda göz cidarında, kuyruk bölgelerinde hemorajiler, pullarda dökülmeler gözlendi. Elde 

edilen veriler göstermiştir ki, LPS ile enfekte edilen gruptan elde edilen karaciğer ve böbrek 

dokusu IL-1β ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kıyasla sırasıyla % 53 ve % 12,9 

oranında uyarılmıştır.  Enfeksiyonu takiben karvakrol destekli yemleme yapılan grupta ise bu 

artışların sırasıyla % 13 ve % 85 baskılandığı tespit edilmiştir. Enfeksiyon içeren grupta akut 

faz proteinlerinden olan IFN-γ karaciğer ve böbrek  ekspresyonu seviyeleri ise kontrol 

grubuna göre 2, 87 ve 4, 87 misli değişimlerle uyarılmış, ancak  karvakrolün bu artışları 

sırasıyla 4,78 ve 8,11 misli değişimlerle baskıladığı gözlenmiştir.   

 

Anahtar Kelimeler: Gökkuşağı Alabalığı, Lipopolisakkarit, Karvakrol, İnterferon Gama, 

İnterlökin 1 Beta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Effects of Carvacrol on Antioxidant Some Enzymes in Infection of Yersinia 

ruckeri 

 

In this study, including preliminary studies total 400 rainbow trout (mean 16.57 cm of 

length and 44.71 g of weight) was used. In this research created the four experimental groups, 

the first group is the control group was provided optimal conditions during all experiments. 

The fish in the second group were intraperitoneally (i.p.) infected by 25 mg / ml of 

lipopolysaccharide (LPS) and was evaluated as infection group. The fish in the third group 

was not infected and only the feed supported carvacrol (100µg/ml/1 kg of feed) was fed.  The 

fish included the last group was fed by the feed supported carvacrol after infection with LPS. 

Water temperature, pH, dissolved oxygen values during the experimental period were fixed as 

15.5 ° C, 8.01, 9.57 mg / L respectively.  The experimental stage was completed after 48 

hours. The liver and kidneys tissue samples were removed at the end of the trial period and 

interferon-gamma (IFN-γ) and interleukin 1 beta (IL-1β) gene expression levels from pro-

inflammatory cytokines were investigated. Optimal adhesion (annealing) temperatures of the 

primers designed specifically IFN-γ and IL-1β genes analyzed by gradient PCR with applying 

different temperatures between 55-60 °C. Anti-inflammatory activity of carvacrol was 

investigated. Hemorrhages in the eye wall and the tail region of the fish and loss of fish scales 

were observed at the end of infection caused by LPS. The obtained data have shown that liver 

and kidney tissues IL-1β expression levels obtained from the group infected by LPS were 

compared to the control group and were stimulated 53 % and 12.9 %, respectively. These 

increases in the group of feeding supplemented carvacrol following infection were inhibited 

the rate of 13 % and 85 %, respectively. IFN-γ liver and kidney expression levels to be acute 

phase proteins in the group-included infection were compared by the control group and were 

stimulated 2.87 and 4.87 fold changes, respectively, however these increases were inhibited 

by 4.78 and 8.11 fold changes.  

 

Key Words: Rainbow Trout, LPS, Carvacrol, Interferon gamma, Interleukin 1 Beta 
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1. GİRİŞ 

Ülkemizde özellikle alabalık yetiştiriciliği hızlı bir ivme kazanmış ve birçok bölge için 

geçim kaynağı olacak boyutuna ulaşmıştır. Ülkemizde ve dünyada soğuk sularda yetiştiriciliği 

yapılan en yaygın tür Gökkuşağı Alabalığıdır (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792). Birçok 

türü bulunan alabalıklar özellikle akarsuların kaynağa yakın, çözünmüş oksijeni bol, düşük su 

sıcaklığı olan berrak kesimlerinde kendilerine yaşam alanı bulurlar. Üretim aşamalarının 

bilinmesi, yapay yeme uyum göstermeleri, toplumda lezzetinin kabul görmesi üretim ve 

tüketimin ön plana çıkmasına neden olmaktadır. Ancak, balık yetiştiriciliğini olumsuz 

etkileyen faktörlerin başında enfeksiyöz hastalıklar gelmektedir.  

Enfeksiyöz hastalıklar, hastalık yapıcı herhangi bir etkenin (virüs, bakteri, mantar yâda 

parazit) vücuda girmesiyle ortaya çıkan hastalık olgusunun bir bireyden diğerine geçmesi 

sebebiyle bulaşıcı hastalık olarak tanımlanmaktadır.  Balık yetiştiriciliğinde infeksiyöz 

hastalıklar, balıkların bulundukları ortam nedeniyle sürekli mikroorganizmalarla ve 

birebirleriyle çok yakın temasta bulunmaları, suların çabuk kirlenmesi ve su kalitesinin 

(fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diğer fizyolojik parametrelerin) optimal değerlerin dışına 

çıkması gibi nedenlerle ortaya çıkmaktadır.  

Ülkemiz doğal su kaynaklarında ve yetiştiricilik ünitelerinde olduğu gibi yöremiz 

sucul habitatında da hakim tür olan gökkuşağı alabalığı (O. mykiss)’nda yapılan 

mikrobiyolojik çalışmalarda, Yersinia ruckeri enfeksiyonunun oldukça yoğun insidense sahip 

olduğu gösterilmiştir (Kılıç ve ark., 2007; İspir ve ark., 2004; Şeker ve ark., 2012). Y. ruckeri 

olumsuz çevre koşullarında hastalığa neden olmakta ve Yersiniozis veya Enterik Kızılağız 

Hastalığı’nı oluşturmaktadır (Rucker, 1966). Y. ruckeri, balıklarda deri lezyonları, 

ülserasyonlar, hemorajiler ve doku yıkımlarıyla beraber, karaciğer ve böbrek nekrozları ile 

karakterize hemorajik septisemi hastalığına neden olmaktadır (Austin ve ark., 1985). Y. 

ruckeri gibi gram negatif bakterilerin etki mekanizması hücre duvarının bir bileşeni olan 

lipopolisakkarit (LPS) ile oluşturmaktadır. Özellikle Lipid A katmanı bu etkiden sorumlu 

olup, bakteri hücresinin endotoksininin toksik kompanenti oluşturmaktadır.  

Enfeksiyöz hastalıklar, tedavilerinin güç ve pahalı olması nedeniyle intensif balık 

yetiştiriciliğinde büyük ekonomik sorunlar yaratabilmekte ve işletme ekonomisinin olumsuz 

yönde etkilenmesine yol açmaktadır. Bu nedenle balık hastalıklarının erken teşhisi, etkili 

tedavisi ve gerekli kontrol önlemlerinin alınması, kültür balığı yetiştiriciliğinde büyük önem 

taşımaktadır (Alpbaz, 1995; Tanrıkul ve ark., 1996; Rad, 1999; Arda ve ark., 2002).  



Balıklarda gelişen infeksiyöz hastalıklarda ortaya çıkan reaksiyonlardan birisi de 

inflamasyon (yangı)’ dur. İnflamasyon (yangı veya iltihaplanma), canlı dokunun her türlü 

canlı, cansız yabancı etkene veya içsel/dışsal doku hasarına verdiği sellüler (hücresel), 

humoral (sıvısal) ve vasküler (damarsal) bir seri vital yanıtıdır. Sitokinler ise yangının 

başlaması ve devamından sorumlu polipeptidlerdir. Sitokin sekresyonu; bakteriyel ürünler, 

immün kompleksler, toksinler ve fiziksel etmenlerce uyarılabilirler. Balıklarda immün 

sistemde rolü olduğu bilinen sitokinler ise IFNα ve β, IL-1, IL-8, TNF-α’dır. Bunlardan en 

önemlisinin TNFα olduğu kabul görmekte ve bu sitokinin balık hastalıklarına karşı 

immunostimulan olarak kullanılabileceği öngörülmektedir. Yapılan bir çalışmada çipura 

balıklarına (Sparus aurata) oral yoldan, maya (Pichia pastoris) ve rekombinant DNA 

teknolojisi ile elde edilen TNF-α verilmiş ve koruyuculuğu araştırılmıştır. Çalışma sonucunda 

respiratory burst aktivitesinin TNF-α verilen grupta arttığı ve TNF-α’nın istenmeyen bir yan 

etkisinin olmadığı saptanmıştır (Streitenberger ve ark., 2011). 

Sucul canlıların çeşitli patojenlerden korunması, büyümeyi uyarması ve elde edilen 

ürün miktarının arttırılması için uzun yıllar antibiyotiklerden geniş ölçüde yararlanılmıştır. 

Ancak patojenlere karşı hayvanlarda direnç gelişimi riskinin artırması (Cabello, 2006; Moffitt 

ve Mobin, 2006; Benchaar ve ark., 2008, Navarrete ve ark., 2008) nedeniyle, gıda güvenliği 

açısından, başta AB ülkeleri olmak üzere Türkiye’de de antibiyotiklerin balıklarda büyüme 

performansını arttırıcı olarak yemlere katılması yasaklanmıştır (Shane, 2001; Anonim, 2007). 

Bu durum antibiyotiklere alternatif yeni yem katkı maddelerinin geliştirilmesine yönelik 

çalışmaları hızlandırmıştır. Araştırmacılar, özellikle doğal kaynaklı bitkilerin (kekik türleri 

gibi) yapısındaki ekstraktlar olan esansiyel yağlara (timol, euganol, karvakrol gibi) 

odaklanmışlardır.  

Önemli bir uçucu yağ bitkisi olması ve Türkiye’nin dünya ihtiyacının çok büyük bir 

bölümünü karşılaması nedeniyle kekik ekonomimiz için önemli bir bitkidir. Bu öneminden 

dolayı kekik bilim adamları için önemli bir araştırma bitkisi olmuş, konu ile ilgili birçok 

araştırma yapılmış ve yapılmaya devam edilmektedir. Türkiye'de "kekik" olarak tanımlanan 

ve bu amaçla kullanılan Lamiaceae familyasından pek çok aromatik bitki türü bulunmaktadır. 

Özellikle bu doğal bitkilerin yapılarında bulunan esansiyel yap kompanentlerinden karvakrol 

güçlü antibakteriyel özellikli fenolik bileşikler arasında yer alır (Burt, 2004; Holley ve Patel., 

2005). Bundan dolayı bu bileşiklerin faaliyet mekanizmaları ve antimikrobiyal ve antioksidan 

etkileri benzer olmaktadır (Gutiierrrez ve ark., 2008). 

Bu tezde, ülkemiz ticari kültür balıkçılığında ve Tunceli yöresinde de önemli 

ekonomik değere sahip olan gökkuşağı alabalıkları üzerinde lipopolisakkarit (endotoksin) 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Canl%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C5%9Fam


maruziyeti sonrası doğal antioksidan ve yangı giderici özelliği bilinen karvakrolun tedavi 

amaçlı biyolojik etkinlikleri IL-1β,  TNF- α  ve IFN- α transkripsiyon değişimlerinin tespiti 

çalışılmıştır 

1.1. Literatür Bilgisi 

Türkiye ekonomisinde balık önemli bir yer tutmaktadır. Diğer etlere göre (kırmızı et, 

tavuk eti) ucuz bir tüketim maddesi olması, etinin lezzetli olması, besinsel içeriğinin zengin 

olması özellikle insanlarda sentezlenmeyen ve gelişim için önemli olan yokluğunda ise birçok 

hastalığa kapı aralayan omega-3 ve omega-6 yağ asitlerini bünyesinde barındırması gibi 

nedenlerle balık tercih edilmektedir. Başta Karadeniz olmak üzere diğer denizlerimizde de 

avcılık yoluyla elde edilen balık tüketime sunulmaktadır. Fakat yıldan yıla görülen birçok 

olumsuz faktör avcılıktan gelen balık miktarını düşürmüş bu nedenle kültür yoluyla balık 

üretimi miktarı artmış ve dağılım alanlarını genişletmiştir. Yetiştiricilik ünitelerinden elde 

edilen balık türlerinden alabalık birinci sırayı almaktadır. Özellikle yetiştirilme kolaylığı, 

ortama adaptasyonu, etinin lezzetli olması, yem değerlendirme kapasitesinin daha iyi olması 

ve hastalıklara karşı daha dirençli olması gibi birçok özelliği ile gökkuşağı alabalığı tercih 

edilmektedir.   

Kültür balığı yetiştiriciliği yerel ekonomi katkısı yanında ülke ekonomisi içinde 

önemlidir. Fakat kültür balıkçılığında insan eliyle yetiştirilme zorunluluğu olması ile bilinçsiz 

yetiştiricilik, su parametrelerinde ani değişimler, hastalık problemleri gibi birçok neden ile  

elde edilen verim kalitesini etkilenmektedir. Doğal ortamlarına göre daha sınırlı bir alanda 

bulunan balıklar buna rağmen, değişken ısılı canlılar olup bulundukları ortama adapte 

olabilmekte ve güçlü bağışıklık sistemleri sayesinde birçok hastalığı elemine 

edebilmektedirler.  Ancak sıcakkanlıların aksine balıkların içinde yaşadığı sucul ortamın sahip 

olduğu sıcaklık, pH, tuzluluk, çözünmüş O2 miktarları gibi fiziksel ve kimyasal özellikler, 

balığın bağışıklık sistemi üzerine direkt etkisi vardır. Bu nedenlerle hastalık durumlarında 

bağışıklık sisteminin zayıflaması sonucu ciddi problemler oluşabilmektedir. Bu hastalık 

tablosunun çoğunu oluşturan bakteriyel hastalıklar özellikle gram negatif özelliğe sahip 

mikroorganizmalar yoluyla toplu balık ölümlerine sebebiyet verebilmekte % 80-90 oranında 

bir mortalite oluşturabilmektedir.  

Ülkemizin tümüne yayılan ve üretim miktarı her yıl artan gökkuşağı alabalığı 

kültüründe de üretim miktarını kısıtlayan bir faktör olarak Gram negatif-Gr (-) karakterdeki 

bakterilerden kaynaklanan hastalıklara sıklıkla rastlanmaktadır. Gram (-) bakterilerdeki hücre 

çeperi, zorlu çevre şartlarına karşı hücreyi koruma, hücreye şeklini verme ve seçici geçirgen 

bir bariyer olarak görev yapmanın yanı sıra bazı enzimatik sistemler de bünyesinde 



bulundurur (Lima de Faria, 1969; Koebnik ve ark., 2000). Gram (-) bakterilerde hücre çift 

katlı bir membran ile çevrilidir ve dış membran; tamamı sitoplazmada sentezlenen 

fosfolipidler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler ve integral dış membran proteinlerinden 

(OMP) oluşmaktadır (Bos ve Tomassen, 2004). Bakterilerin antijenik yapılarını oluşturan 

lipopolisakkaritlerin balıkların spesifik ve spesifik olmayan bağışıklık sisteminin gelişmesi 

üzerinde önemli etkileri olup bu yapıların belirlenmesi aşı geliştirme çalışmalarına temel 

teşkil eder (Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999). Solem ve ark. (1995) A. salmonicida’ya ait 

LPS’lerin Atlantik salmonu (Salmo salar)’nda immunostimulant olarak kullanılabileceğini 

belirtilirken, Acosta ve ark. (2004) V. anguillarum’a ait bu antijenlerin aynı balık türünde 

antikor seviyesini arttırdığını ve aşı çalışmalarında kullanılabileceği bildirilmiştir.  

 Gr (-) bakterilerin hücre duvarının bir komponenti olan LPS, temel olarak proteinden 

ibaret olan saflaştırılmış bakteriyel oluşumlardır (Şekil 1.1). Bakteri öldüğünde yâda 

çoğaldığında ortaya çıkmaktadır. LPS, Lipid A ve polisakkarit olarak ayrıştırıldığında gerçek 

toksik etkiden Lipid-A’nin sorumlu olduğu görülmektedir (Paterson and Fryer, 1974; Baba 

ve ark., 1988). LPS’nin lipid A bileşeni birçok inflamatuvar öncü hücreyi aktive eder 

(Salyers ve Whitt, 1994). 

 

Resim 1.1. Lipopolisakkaritin yapısı (URL-1)  

Kültür balığı yetiştiriciliğinde mikroorganizmaların, organizmada en önemli hedef 

hücreleri endotel hücreleri, glial hücreler, makrofajlar, lenfositler ve diğer parankimal 

hücrelerdir. Mikroorganizmanın değişik antijenik yapılarına veya toksinlerine bu hücreler 

enflamatuvar yanıt oluştururlar. Endotoksin molekülü hücre membranında kaldığı sürece 



biyolojik olarak inaktiftir, ancak hızlı hücre bölünmesi ve hücre yıkımı sırasında salıverilir ve 

LPS (lipopolisakkarit) bağlayan protein (LBP) ile birleştikten sonra monosit ve makrofajlara 

CD14 reseptörü aracılığı ile bağlanırlar (Ortatatlı ve ark., 1999). Bu bağlanma sonucunda 

sitoplazmik sinyal sistemi işlemeye başlar ve dakikalar içinde tümör nekroz faktör (TNF), 

interlökin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-8, platelet aktive edici faktör (PAF) ve interferon gamma gibi 

sitokinlerin transkripsiyonu gerçekleşir (Resim 1.2). Organizmaya ait toksin veya antijenik 

yapıların bizzat etkisi veya bu sitokinler aracılığı ile enfeksiyon hastalığı semptomları ortaya 

çıkar. Sitokinler başlıca 3 etkiye sahiptirler. Birincisi sistemik akut faz reaksiyonlarını 

tetikleyici etkileridir. Aktive olmuş makrofajlardan salınan IL-1 ve TNF-α akut faz 

proteinlerinin kan değerlerindeki artışı, ateş oluşumu ve iştah kaybından sorumludurlar. 

İkincisi; endotelyal etkilerdir. Lökositlerin adezyonuna, prokoagülan aktivitesine ve TAF 

aktivasyonuna etki ederler. Üçüncüsü; fibroblastik etkileridir. Kollagen sentezi ve fibroblast 

proliferasyonunu arttırırlar (Drenth ve ark., 1995).  

  

Resim 1.2. Sitokinlerin transkripsiyon mekanizmaları (URL-2) 

Yapılan çalışmalarda, TNF-α’nın akut inflamasyonda ve antitümöral bağışıklıkta en 

önemli sitokin olduğunu göstermektedir. Nötrofil ve endotel hücrelerini uyararak adezyon ve 

kemotaksisin gerçekleşmesini sağlar. TNF-α, monositler, makrofajlar, T hücreler, B hücreler, 

mast hücreler, fibroblast, keratinosit, kupfer hücreleri, düz kas, sinovyal örtü hücreleri, 

alveolar hücreler ve bazofiller gibi birçok hücre tipinden salgılanmaktadır (Gardner ve ark., 



2003). İL-18; IL-1 ailesinin bir üyesi olup, yangının başlamasında önemli etkiye sahiptir. 

İmmun ve inflamatorik hastalıkların gelişim sürecinde ekspresyonu artar. Chandrasekar ve 

ark. (2003) kardiyomyositlerde H2O2 uyarımlı oksidatif streste NF-kβ aktivasyonuna bağlı 

olarak İL-18 mRNA transkripsiyonunun uyarıldığını göstermişlerdir. Reaktif oksijen türleri 

yangı başlamasında etkili olan TNF-α gen transkripsiyonuna neden olur. TNF-α hücresel 

sinyal yolaklarından iK-B’nin NF-kB’den ayrılmasına ve bunun sonucu olarakta NF-kB’nin 

hücre çekirdeğine geçişi gerçekleşerek gen ekspresyonu şekillenir (Rimal ve ark., 2005).   

Balık yetiştiriciliğinde uzun süredir tedavi amaçlı kullanılan antibiyotikler, 

mikroorganizmaların zamanla direnç kazanması, rezidü oluşumu gibi nedenlerden dolayı 

yerini doğal ürünlere bırakmış ve bunların kullanımını yaygınlaştırılmıştır.  

Doğada bol miktarda bulunan aromatik bitkiler yüzyıllarca hastalıkların tedavisinde 

ilaç olarak kullanılmıştır. Antibiyotiklere alternatif olarak düşünülen ve doğal büyüme 

uyarıcılar içerisinde incelenen kaynaklardan bitkisel ekstraktların ve bitki özünden elde edilen 

esansiyel yağlarının kullanımı, binlerce yıl önceye, eski Mısır, Çin, Hint ve Yunan 

medeniyetlerine kadar uzanmaktadır. Doğada yapısında bulunan mikro düzeyde aktif madde 

içeriği ile makro düzeyde etkinliğe sahip birçok bitki türü bulunmakta ve yüzyıllardır 

bunlardan daha çok tıbbi amaçlarla yararlanılmaktadır. Örneğin bitki yapısında yer alan 

alkoloidler, morfin, atropin ve kodein gibi modern ilaçların üretiminde, acımsı veya aromatik 

bitkiler, sedative etkileri, antimikrobiyal özellikleri ve aynı zamanda sindirime yardımcı 

özsuların miktarını artırıcı, etkileri, saponin içeren bitkiler ise steroid benzeri etkileri, 

sarımsak ve turp ise antimikrobial etkileri nedeniyle yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Anonymous, 2006b). 

Bitkisel ekstraktların kendilerine özgü bilinen esas etkilerinden birisi bunların 

antimikrobiyal aktiviteleridir. Gerçekten de hayvansal ve/veya yem kaynaklı patojenlere karşı 

birçok ekstraktın antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkilerinin kanıtı olabilecek 

laboratuvar çalışmalarından oluşan oldukça fazla bilimsel kaynak mevcuttur. MIC (bakteri 

üreme ve gelişmesini önleyici bir indeks; Minimum İnhibitör Konsantrasyon) çalışmaları bu 

ekstrakların, ticari olarak temin edilen bazı antibiyotiklere bazen çok yakın veya benzer 

değerler gösterdiğini bildirmektedir. Bütün bu kanıtlarla birlikte, uygulamada birçok farklı 

bitki eksraktları yüksek konsantrasyonlarda karıştırılarak etkileri antibiyotiklerle mukayese 

edilmelidir. Çoğu ekstrakt, birçok sayıda aktif madde içerdiğinden dolayı bu mantıksaldır. 

Bunların gözlenen antimikrobiyal etkileri kimyasal yapıları ile bağlantılıdır. Önemli bir faktör 

olarak bu aktif maddeler bitkiler âleminde değişik konsantrasyonlarda bulunmaktadır (Kamel, 

2000). 



Anadolu'da "Mercanköşk" adıyla bilinen Origanum türleri, tüm dünyada eski 

çağlardan beri ilaç ve baharat olarak kullanılan bitkilerdir. Dünya piyasasında önemli bir yere 

sahip olan "Türk Oreganosu" Batı ve Güney Anadolu'da yaygın olarak yetişen Origanum 

onites L.'den elde edilmektedir (Ravid ve Putievsky, 186; Lawrence, 1984). "Kekik" olarak 

belirtilen drog, ülkemizde Origanum'lar dâhil "Kekik" olarak tanınan tüm bitkileri içine 

almaktadır (Resim 1.3). Origanum genusuna ait olan türler üzerinde daha önce edinilen 

literatür incelemelerinden de görüldüğü gibi balık patojenlerine karşı antimikrobial etkiler 

gösterdiği bildirilmiştir (Cabello 2006, Kajita ve ark., 1990, Navarrete ve ark. 2008). 

 

Resim 1.3. Origanum spp. 

Yapılan bir çalışmada, Origanum türlerinin esensiyel yağ içeriklerinin her bitkinin 

kalitatif bileşiklerinin total miktarlarına göre değişim gösterdiği bildirilmiştir. Buna göre O. 

calcaratum gibi türler % 0,5’den daha az esansiyel yağ içeriği gösterdiği için zayıf (Karousou, 

1995), O. microphyllum (mercan köşk) gibi türler % 0.5-2 arasında esansiyel yağ içeriğine 

sahip olduğu için orta (Karousou, 1995), O. vulgare subsp. hirtum (Yunan kekiği) ve O. 

onites (İzmir kekiği) gibi türler ise % 2’den daha fazla esansiyel yağ içerdiği için zengin 

olarak gruplandırılmıştır  (Kokkini ve ark., 1991; Vokou ve ark., 1988 ve 1993). 

Ekici ve ark. (2011) yaptıkları bir çalışmada, kekik (Origanum vulgaris), melisa 

(Melissa oleum), karabaş (Lavandulae romanae oleum), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve 

zencefil (Zingiber officinale) bitkisel uçucu yağlarının kimyasal bileşimlerini Yersinia 

ruckeri, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Flavobacterium 

psychrophilum ve Lactococcus garvieae üzerinde in vitro ortamda antibakteriyal etkileri 



yönünden incelenmişlerdir. Kekik ve melisa uçucu yağlarının diğer bitkisel yağlara oranla 

daha güçlü bir antimikrobiyal etki gösterdiğini, ayrıca kekik yağının spektrumunun geniş bir 

etkiye sahip olduğunu tespit etmişlerdir.  

Origanum genusunun kimyasal bileşenleri ile ilgili literatür incelemelerine göre 

linalool, terpinen-4-ol, and sabinene hydrate, karvakrol ve/veya timol gibi fenolik bileşenler 

içerdiği bildirilmiştir (Fischer ve ark., 1987; Kokkini ve ark., 1991; Ruberto ve ark., 1993) 

Origanum türleri uçucu yağlarında ana bileşenler olarak genellikle karvakrol ve timol taşırlar 

(Ravid ve Putievsky, 1986; Şarer ve ark., 1985; Farag ve ark., 1989). 

Karvakrol (2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol] önemli antibakteriyel, antifungal ve 

insektisit özelliğe sahip monoterpenik bir fenoldür (Lee ve Jin, 2008). Antimikrobiyal 

aktivitesi olan belirli esansiyal yağların ana bileşiklerinden biri olan düşünülen fenolik bir 

kimyasal olan karvakrol, keklik otu ve kekik yağlarının ana bileşenidir (Resim 1.4). 

 

Resim 1.4. Karvakrolün kimyasal yapısı  (URL-3) 

Karvakrol lezzet arttırıcı ve/veya antimikrobiyal olarak çeşitli ürünlerde sıklıkla 

kullanılır (Liolios, 2009). Karvakrol, diğer esansiyel yağ komponetleri ile karşılaştırıldığında 

spesifik bir antimikrobiyal aktiviteyede sahip bir komponenttir. (Arrebola ve ark., 1994; 

Sökmen ve ark., 2004). Hemen hemen bütün gram pozitif ve gram negatif bakterilere karşı 

antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Dorman ve ark., 2000; Friedman ve ark., 2002). Karvakrol 

antimikrobiyal etkisinin yanı sıra antifungal (Chami ve ark., 2005; Tampieri ve ark., 2005), 

antitoksijenik (Ultee ve ark. 2001), insektisidal (Ahn ve ark. 1998; Panella ve ark. 2005) ve 



antiparasidik (Lindberg ve ark., 2000) aktiviteye sahiptir. Temel bileşen olarak karvakrol 

içeren bütün esansiyel yağlar antiviral aktivite gösterirken (Allahverdiyev ve ark., 2004; 

Garcia ve ark., 2003) karvakrol tek başına düşük antiviral aktivite göstermektedir (Sökmen ve 

ark., 2004). 

Karvakrolun besiyerinde Bacillus cereus tarafından üretilen toksini engellediği 

bulunmuştur (Ultee, 1999). Karvakrol üzerine son zamanlarda yapılan kapsamlı araştırmalara 

rağmen karvakrolün bakterilere karşı etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Bileşiğin 

hidrofobik karakteri, bu bileşiğin ilk hedefinin bakteriyel membran olmasının olası olduğunu 

gösterir. Buna ek olarak, karvakrolun öncelikle proton itici gücü etkisiyle bakteriyel 

membranı parçaladığını ve hem pH gradientini hemde membran boyunca elektron akışını 

bozduğunu göstermektedir (Baydar ve ark., 2004; Beer ve ark., 2007). Karvakrolün iki önemli 

karakteristik özelliği hidroksil grubu ve delokalize benzen halkasıdır. Veldhuizen ve ark. 

(2006), yapmış oldukları çalışmada karvakrolün alifatik grupları uzaklaştırıldığında 

antimikrobiyal özelliğinin azaldığını ortaya çıkarmışlardır. Karvakrolün geniş spektrumda 

gram negatif veya pozitif bakterilere karşı antibakteriyel etkilere sahip olduğu görülmüştür 

(Burt ve Reinders, 2003; Sağdıç ve Özcan, 2003; Solomakos ve ark., 2008). Karvakrol 

bakteriyel membranda tahribata yol açan biyosidal bileşik olarak düşünülür. Karvakrol 

bakteriyel hücre membranlarına girerek hücre içerisinde antimikrobiyal aktivite gösterirler 

(Ultee ve ark., 1999; Cristani ve ark., 2007; Cao ve ark., 2008).  

Bacillus cereus bakterisi ile yapılan bir çalışmada, karvakrolun B. cereus hücre 

membranı ile etkileşime girdiği ve bu membranın iki katmanlı fosfolipit yapısını yok yettiği 

görülmüştür (Ultee ve ark., 2000a). Kordalı ve ark. (2008), Türkiye’de yetişen Origanum 

acutidents türünden hidrodistilasyon yöntemiyle elde edilen uçucu yağ ve onun ana bileşeni 

olan karvakrol (% 87), p-cymene ve timol’un antifungal, fitotoksik ve insektisel etkilerini 

araştırmışlardır. Origanum acutidents türünden elde edilen p-cymene’in düşük antifungal 

özellik göstermesine rağmen karvakrol’un ve timol’ün 17 fitopatojenik mantarın gelişmesini 

tamamen engellediğini ve ticari fungisit olan benomyl’den daha yüksek oranda etkili 

olduğunu bulmuşlardır. P-cymene’in hiçbir fitotoksik etki göstermediğini ancak karvakrol ve 

timol’ün aynı zaman da Amaranthus retroflexus, Chenopodium album ve Rumex crispus 

tohumlarının çimlenmesini tamamen engellediğini ve fitotoksik etki gösterdiğini 

bildirmişlerdir. Özellikle uçucu yağda yüksek oranda bulunan karvakrol’ un fungisit, herbisit 

ve insektisit özelliklere büyük katkı yaptığı sonucuna varılmıştır. Karvakrolun aynı zamanda 

antikanserojen bir bileşik olarak faaliyet gösterdiği bilinir. Karvakrolun bu özelliğinden dolayı 

gıda koruyucu katkı maddesinden kozmetiğe kadar ürünlerde birçok uygulama alanına sahip 



olduğu belirtilmiştir (Lee ve ark., 2008). Mahmoud ve ark. (2004), yapmış oldukları 

çalışmada % 1’lik karvakrol ve % 1’lik timol’a daldırılıp 5 
o
C’ de depolanan sazan 

filetolarının raf ömürlerinin 8 gün uzadığını bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada gökkuşağı alabalıkları üzerinde Lipopolisakkarit (LPS) ile oluşturulan 

deneysel infeksiyon sonrası, pro-inflamatuar sitokinlerdeki misli değişimlerle karvakrolün 

etkinliği araştırılmıştır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. MATERYAL ve YÖNTEM 

2.1. Materyal  

2.1.1. Balık 

Balık materyali olarak, Türkiye iç sularında en yüksek oranda bulunan ve önemli 

derece ekonomik değere sahip Salmonidae familyasından gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) 

kullanıldı (Resim 2.1). Ayrıca, bu tür üniversitemizin bağlı bulunduğu Tunceli ili ve çevre 

işletmelerinde de balık popülâsyonuna hâkim bir türdür. Araştırma, ortalama ağırlıkları 45-60 

gr arasında değişen 4 deneme grubunun her birinde 15 adet olmak üzere 3 tekrarlı yapılan 

çalışmalarda (toplam 180 balık) ve ön deneme çalışmaları (220 balık) da dâhil toplamda 400 

balıkla yürütüldü. Çalışmada balık materyali olarak kullanılan gökkuşağı alabalığı Tunceli de 

bulunan yerel bir balık çiftlikten temin edildi. Temin edilen alabalıklar Tunceli Üniversitesi 

Su Ürünleri Fakültesi Laboratuvarında hazırlanmış deney düzeneğine yerleştirilerek ortama 

adaptasyonları sağlandı ve deney düzeneği için toplam 6 adet akvaryum ve 10 adet fiberglas 

tank kullanıldı. 

Deneysel çalışmada bir enfeksiyon modeli oluşturulacağı için laboratuvarda kapalı 

sistem düzenek kurularak herhangi bir enfeksiyon riski önlendi. Deneme süresince su 

sıcaklığı, pH, çözünmüş oksijen değerleri günlük olarak ölçüldü. 

 

Resim 2.1. Denemede kullanılan balık materyali (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) 

 

 



2.1.2. Lipopolisakkarit - LPS (E.coli O55:B5 suşu endotoksini- Sigma/USA)  

Deneysel LPS infeksiyon modelin oluşturmak için; LPS (Escherichia coli, serotip 

O26:B6) (Sigma, USA) üç farklı konsantrasyonda (12.5, 25 ve 50 µg/ml) uygulanarak ön 

deneme düzenekleri hazırlandı. Her bir grupta bulunan toplam 21 adet (n=7x3) balığa i.p. 

olarak enjekte edildi. Kontrol grupları PBS ile enfekte edildi. Mortalite oranları 48 saatlik 

zaman diliminde izlendi ve sublethal doz belirlendi (Tablo 2.1). Tüm gruplar kontrol grupları 

ile karşılaştırıldığında ilk grupta (12,5 µg/ml)  % 1,3 mortalite oranı saptandı. Diğer gruplarda 

ise 25 µg/ml için % 35, 50 µg/ml için % 75 mortalite oranları gözlendi. Deneysel çalışma için 

sublethal doz olarak 25 µg/ml deneysel infeksiyon dozu olarak belirlendi.  

Tablo 2.1. Deneysel LPS infeksiyon modeli 

LPS Kons. 

 

(µg/ml)* 

Mortalite Oranları (%) 

Grup (n=7) Grup (n=7) Grup (n=7) Ortalama 

12,5 1 2 1 1.3 

25 32 39 34 35 

50 70 80 75 75 

     

*48 saat sonunda ortalama değerler 

 

2.1.3. Karvakrol  

Karvakrol, sıvı olacak şekilde (ana stok miktarı, 1 g/ml) Sigma’dan temin edildi. 

Çalışmada kullanılan karvakrol konsantrasyon oranı literatür taraması neticesinde 100 ppm 

(100µg/ml/1 kg yem) olarak belirlendi (Hashiem ve Abd El-Galil, 2012).   

2.1.4. Deneysel Düzenek 

Deneysel düzenek 3 tekrarlı olarak 4 grup ile oluşturuldu. İlk grup kontrol grubu 

olarak sadece ticari balık yemi beslendi. İkinci grup enfeksiyon grubu olarak değerlendirildi 

ve E.coli lipopolisakkariti (ön çalışmalarla belirlenen LD50 doz değerine denk gelen 

konsantrasyondan 0,1 ml’lik doz, gökkuşağı alabalıklarına ventral yüzgeçlerin orta 

noktasından i.p. enjekte edildi) ile enfekte edildi (Resim 2.2). Yemleme işlemine 

enfeksiyondan 1 gün sonra başlandı ve ticari balık yemi ile beslendi. Üçüncü grup balıklar 

enfekte edilmedi fakat karvakrol destekli yem ile beslendi. Dördüncü grup ise enfekte 

balıklardan oluşturuldu ve karvakrol destekli yemleme yapıldı. Deneme peryodu 48 saat 

sonunda tamamlanarak akut değişimler saptandı (Resim 2.3 ve 2.4). Deneme süresi sonunda 

alınan karaciğer, böbrek doku örneklerinden RNA eldesi sonucu Real Time-PCR yöntemiyle 



yangısal sitokinlerin transkripsiyon düzeyleri ölçülerek karvakrolun LPS ile oluşturulan 

enfeksiyon üzerinde antiinflamatuvar etkinlikleri karşılaştırmalı olarak ortaya konuldu.  

 

Resim 2.2. LPS konsantrasyonun intraperitonel  uygulanımı       

 

Resim 2.3. Deneysel düzenek 



 

Resim 2.4. Deneysel düzenek  

 

Tablo 2.2. Deneme grupları 

1. Deneme Grubu:  Kontrol grubu (C)  

2. Deneme Grubu:  LPS  ile enfekte grup (E) 

3. Deneme Grubu:  Karvakrol destekli diet grubu  (K) 

4. Deneme Grubu:  Enfekte balıkların karvakrol destekli diet grubu (E+K) 

 

2.1.5. Balıklardan Doku Örneklerinin Alımı ile Homojenat Hazırlama 

Her bir deneme sonunda 0,4 ml/L fenoksietanol (2-Phenoxyethanol) anestezisi 

altındaki balık bireylerinden çalışmanın 3. günlerinde karaciğer doku örnekleri uygun koşullar 

altında alınıp soğuk PBS ile yıkanarak poşetlenerek buz içerisine konuldu. Dokular proteaz 

inhibitör (aprotinin, fenilmetansülfonilflorid (PMSF), leupeptin, sodyum florid (NaF) 

karışımını içeren uygun homojenizasyon çözeltisi içinde homojenize edildi. Sitoplazmik 

içerik ayrıştırılan örnekler ependorf tüplere konulup 12000 g, 4ºC’de 10 dakika santrifüj 

edilerek homojenatlardan elde edilen süpernatantlardaki protein düzeyleri Bradford metodu 

ile tespit edildi. Plazma ve homojenatlar analize kadar -86
o
C’de saklandı.  

 

 

2.2. Yöntem  



2.2.1. Sitokin Gen Ekspresyon Analizleri 

2.2.1.1. RNA İzolasyonu 

Moleküler analizlerde kullanılacak RNA eldesi şu şekilde yapıldı. Yaklaşık 100 mg 

doku steril ependorflar (nükleaz free-eppendorf) içerisine alınıp, üzerine 1 ml RNA izolasyon 

reaktifi (Trizol Reagent, Sigma-USA) konuldu ve vorteksle karıştırıldı. Homojenat oda 

ısısında 5 dakika bekletildikten sonra 12 000 g, 4º C’de 10 dakika santrifüj edilerek, açık 

renkli süpernatant temiz bir tüpe aktarıldı. Oda ısısında 5 dakika bekletildikten sonra herbir 

örneğin üzerine 0, 2 ml kloroform ilave edilip, 15 saniye süreyle vortekste karıştırıldı. Oda 

ısısında 15 dakika bekletildikten sonra örnekler 12 000 g, 4ºC’de 15 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası oluşan üç fazdan üstteki renksiz faz (RNA içerir) yeni bir ependorf tüpe 

alınıp, üzerine 0.5 ml izopraponol ilave edildi. Tüpler oda ısısında 5–10 dakika süreyle 

tutulduktan sonra 4ºC 12 000 g 10 dakika süreyle santrifüj edildi. Pelet üzerindeki süpernatant 

alınıp pelet RNA % 75’lik etil alkol ile yıkandı. Vorteks edilip, 7 500 g’de 5 dakika süreyle 

santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra RNA 10–15 dakika süreyle havada kurutulup 50–

100 µl su (DEPC water-dietilpirokarbonatlı su) RNA peleti üzerine ilave edilip, birkaç kez 

pipetlenerek çözünmesi sağlandı. Total RNA miktarı ve saflığı spektrofotometrede (OD260 

ve OD280 nm absorbanslarda) ölçüldü. RNA/DNA oranı 1.7–2.0 aralığındaki örneklerin 

saflığı yüksek kabul edilip cDNA (komplementer DNA) sentezinde kullanıldı. 

  



Resim 2.5. RNA izolasyonunun gerçekleştirildiği laboratuvar ortamı 

2.2.1.2.  cDNA(komplementer- tamamlayıcı DNA) Sentezi  

Elde edilen total RNA’dan hazır cDNA sentez kiti ile (Fermentas-USA); otoklav 

edilmiş 0.5 ml eppentorf tüplere 2 µg/ml total RNA, 1 µl oligo(dT)18 primer konulup 12 

µl’ye DEPC uygulanmış su ile tamamlandı. Karışım 3–5 saniye 13000 g’de santriüj 

edilip termal sayklırda 70ºC’de 5 dakika reaksiyona tabi edildi. Süre sonunda karışım buz 

içinde soğutulup, santrüfüj edilerek tüpün dibinde toplanması sağlandı. Tüpün üzerine 5x 

reaksiyon tampon çözeltisi, ribolock ribonüclease inhibitör (20 U/µl) ve 10 µl dNTP 

karışımı konulup karıştırıldı ve 10 saniye santrifüj edilerek ve termal sayklırda 37 º C’de 5 

dakika tutuldu. Tüplere 1 µl revertAid m-multi-v reverz transkriptaz ilave edildi. Termal 

sayklırda 42ºC’de 60 dakika süre ile RNA’lar cDNA' ya dönüştürüldü. cDNA sentezinin 

tamamlanması için tüpler 70ºC’de 10 dakika inkübe edildikten sonra PCR metodu için 

kullanımına hazır hale getirildi ve örnekler kullanılıncaya kadar -20ºC’de muhafaza edildi. 

 

 

2.2.1.3. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yöntemi, genetik materyaller (DNA ve RNA) 

üzerinde seçilmiş bir bölgenin in vitro şartlar altında ilgili gen bölgelerine spesifik 

oligonükleotid primerler ve Taq polimeraz enzim kullanılarak bir otomatik termal sayklırda 

çoğaltılması metodudur. PCR reaksiyonunda temel olarak üç basamaktan oluşmaktadır. 

Birincisi denatürasyon (DNA çift zincirinin açılması), ikincisi primerlerin spesifik oldukları 

gen bölgesine yapışması (annealing) ve üçüncüsü ise zincir uzaması (extention)’dır. Spesifik 

olmayan yapışmaların olmaması için döngü sayısı genellikle 30–40 olacak şekilde 

sınırlandırılır. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas, Germany) boyası çift 

iplikcikli DNA parçasına bağlanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan ışıma yapar ve 

bu ışıma sistemin lazer dedektörü tarafından alınarak bilgisayar ortamında grafik formatına 

çevrilir. Ölçülen floresans şiddeti PCR ürününün miktarı ile doğru orantılıdır. 

Reaksiyonda 100 ng düzeyinde İL–1β ve IFN-γ spesifik primerleri l i t e r a t ü r d e  

belirtilen baz dizgeleri sentezlettirilerek kullanıldı (Tablo 2.3.). Bu genlerin ekspresyon  

seviyeleri Real Time-PCR sistemi kullanılarak tespit edildi (Resim 2.6 ve 2.7). 

 

Tablo 2.3. PCR analizlerinde kullanılacak primer baz dizgeleri ( Oncorhynchus mykiss 

spesifik) 



Transkript Primer sekansları 

IL-1β R 

F 

5’ CCGACTCCAACTCCAACACTA 3’ 

5’ TTGCTGGAGAGTGCTGTGGAAGAA  3’ 

IFN-γ R 

F 

5’ TCA CTG TCC TCA AAC GTG 3’ 

5’ GCT GTT CAA CGG AAA ACC TGT TT 3’ 

GAPDH R 

F 

5’ TCCTC,GATGC,CGAAG,TTGTC,G 3’ 

 

5’ ATGTC,AGACC,TCTGT,GTTGG 3’ 

 

 

Resim 2.6. Transkripsiyon analizlerinde kullanılan Real-Time System (Bio-Rad) 



 

Resim 2.7. Doku örneklerinin Real-Time Systeme yerleştirilmesi 

Amplifikasyon işleminden sonra elde edilen amplifikasyon eğrilerine ait kopya eşiği 

(Ct) değerleri karşılaştırılarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon düzeylerinin nisbi 

değişimleri 2
-DDCt 

metodu ile hesaplandı (Paffl, 2001).  Daha sonra gruplar arasındaki farklar 

relatif misli değişimler cinsinden tablolarda verildi (Resim 2.8). 

 

DDCT= (Ct hedef gen –Ct GAPDH) denek grubu - (Ct hedef gen –Ct GAPDH) control grubu 

 

Her örnek için kontrol gen olarak kabul edilen GAPDH geni (house-keeping gen) 

düzeltme için kullanılarak transkripsiyon seviyesi istenilen genlerdeki transkripsiyon 

seviyeleri hesaplanarak kaydedildi. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas, 

Germany) boyası çift iplikçikli DNA parçasına bağlanarak elektriksel impuls ile birlikte 

floresan ışıma yapar ve bu ışıma sistemin lazer dedektörü tarafından alınarak bilgisayar 

ortamında grafik formatına çevrilir. Ölçülen floresans şiddeti PCR ürününün miktarı ile doğru 

orantılıdır. Daha sonra gruplar arasındaki farklar misli (katı) cinsinden tablolarda verildi.  



 

Resim 2.8. Amplikasyon sıcaklık değerleri  

 

 

 

2.2.2. İstatistiksel Analizler  

Araştırmada elde edilecek veriler, SPSS 9.05 (Statistical Package for Social Sciences) 

programında, One-way ANOVA varyans analizi yöntemi kullanılarak yapıldı. Gruplar 

arasındaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi.  p<0.05 ve altı istatistiksel olarak 

önemli kabul edildi. Değerler ortalama ± standart hata (S.E) şeklinde verildi.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ANALİZ ve BULGULAR 

Çalışmada Salmonidae familyasından gökkuşağı alabalığı (O. mykiss) kullanıldı. 

Deneysel balıkların ortalama uzunluğu 16,57 cm, ortalama ağırlığı ise 44,71 gr olarak 

belirlendi. Toplam 400 balık ile yürütülen çalışmada deneme boyunca su sıcaklığı, pH, 

çözünmüş oksijen değerleri günlük olarak ölçüldü. Sırayıyla 15,5 
o
C, 8.01,  9,57 mg/L olarak 

belirlendi.  

3.1. LPS İnfeksiyon Modeli 

E. coli lipopolisakkaritinin deneysel balıklar üzerindeki sublethal dozunu belirlemek 

için üç farklı konsantrasyon (12.5, 25 ve 50 µg/ml) uygulandı. 48 saatlik süre sonunda her bir 

konsantrasyonda mortalite oranları tespit edildi ve kaydedildi. Tüm gruplar kontrol grupları 

ile karşılaştırıldığında ilk grupta (12,5 µg/ml)  48 saat sonunda % 1,3 mortalite oranı saptandı. 

Diğer gruplarda ise 25 µg/ml için % 35, 50 µg/ml için % 75 mortalite oranları gözlendi. 

Deneysel çalışma için sublethal doz olarak 25 µg/ml deneysel infeksiyon dozu olarak 

belirlendi (Şekil 3.1.).   



 

Şekil 3.1. LPS sublethal konsantrasyonu (doz-zaman)  

LPS ile enfekte edilen balık örneklerinden otopsi sonunda alınan karaciğer, beyin, kalp 

örneklerinin nutrient ve triptik soy agar besiyerlerine ekimleri sağlandı uygun inkübasyon 

süresi sonunda koloni morfolojileri incelendi (Resim 3.1.). 

 

Resim 3.1. TSA besiyerinde üreme (orijinal) 
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LPS uygulanımı sonunda balıklarda meydana gelen postmortem değişiklikler 

fotoğraflanarak gösterildi (Resim 3.2 ve 3.3).  

 

Resim 3.2. LPS uygulanan balıkta gözlenen pul dökülmeleri (orijinal) 

 

Resim 3.3. A-LPS uygulanan balıkta gözlenen hemorajik kuyruk; B-Gözde görülen 

hemorajik odaklar (orijinal) 

3.2.  Dokularda Sitokin mRNA Transkripsiyon  Düzeyleri 

Bu çalışmada, 25 µg/ml E. coli LPS’si ile enfekte edilen balıklardan 

enfeksiyonun 3. gününde karaciğer ve böbrek örnekleri alınarak bu örneklerde RNA 

A B B 



izolasyonu ve cDNA sentezi gerçekleştirildi. Real time PCR analizleriyle proinflamatuar 

sitokinleden IFN-γ ve IL-1β gen ekspresyon seviyeleri araştırıldı. IFN-γ, IL-1β 

genlerine spesifik dizayn ettirilen primerlerin en uygun yapışma (annealing) sıcaklıkları 

55-60 
o
C arasında farklı ısı dereceleri uygulanarak, gradient PCR yöntemiyle analiz 

edildi. 

Gradient PCR uygulandığında IL-1β geni için en iyi primer yapışma ısısının 60,3 
0
C 

olduğu tespit edildi (Şekil 3.2.). Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1β karaciğer dokusu 

ekspresyon seviyeleri LPS uygulanan grupta kontrol grubuna göre yaklaşık %53 oranında 

uyardığı, LPS uygulamasına ilaveten karvakrol uygulanan grupta ise bu artışın %13 oranında 

baskıladığı tespit edildi (Şekil 3.3). Böbrekte ise IL-1β ekspresyonu LPS uygulana grupte 

12,9 misli değişimlerle uyardığı ancak karvakrolün bu artışları % 85 oranında baskıladığı 

tespit edildi (Şekil 3.4). 

 

 

Şekil 3.2. IL-1β gen gradient PCR amplifikasyon eğrileri 



 

Şekil 3.3. IL-1β mRNA transkripsiyon seviyeleri-Karaciğer dokusu 

 

Şekil 3.4. IL-1β mRNA transkripsiyon seviyeleri-Böbrek dokusu 

IFN-γ geni için en iyi primer yapışma ısısının 60,5 
0
C olduğu tespit edildi (Şekil 3.5.). 

Akut faz proteinlerinden olan IFN-γ karaciğer ekspresyonu seviyeleri, LPS uygulanan grupta 

kontrol grubuna göre 2,87 kat misli değişimlerle uyardığı, ancak LPS uygulanan gruba 

karvakrol eklenen grupta bu artışların 4,78 kat misli değişimlerle baskılandığı tespit edildi 

(Şekil 3.6). Bununla birlikte IFN-γ böbrek ekspresyonu seviyeleri LPS uygulanımıyla 4,82 kat 

misli değişimlerle uyarılırken, LPS’e maruz bırakılıp karvakrol eklenen grupta bu artışların 

8,11 kat misli değişimlerle baskılandığı görülmüştür (Şekil 3.7).  
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Şekil 3.5. IFN-γ  gen gradient PCR amplifikasyon eğrileri 

 

Şekil 3.6. IFN-γ  mRNA transkripsiyon seviyeleri-Karaciğer dokusu 
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Şekil 3.7. IFN-γ  mRNA transkripsiyon seviyeleri-Böbrek dokusu 
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TARTIŞMA 

Doğal ürünler, insanlar arasında binlerce yıldır birçok hastalığın tedavisinde kullanıla 

gelmiştir. Bu doğal ürünler arasında önemli yere sahip kekik ülkemizde Origanumlar olarak 

bilinen tüm bitkileri kapsamaktadır. Kekik esansiyel yağların fenol bileşenleri olan, timol, 

karvakrol, eugenol ve terpineol’un güçlü antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip 

olduğu rapor edilmiştir (Friedman ve ark., 2002; Lee ve ark., 2005; Koul ve ark., 2008). 

Aeschbach ve ark. (1994) timol ve karvakrol ve 6-gingerol’un önemli derecede antioksidan 

etkilerinin olduğunu ve sentetik antioksidan katkı maddelerinin yerine kullanılabilecek doğal 

birer antioksidan madde olduğunu belirtmişlerdir. 

Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) Gr (-) bakterilerin en dış hücre duvar memranı olup 

bakterinin virulansından sorumludur (Paterson ve Fryer 1974; Baba ve ark., 1988). Düşük 

dozlarda LPS, balıklarda B ve T lenfositlerin ve makrofajların fagositik aktivitesinin artmasını 

sağlaması ile immün savunma mekanizmasını aktive ederek yararlı olabilmekte ve aşılama 

çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır (O’Donnell ve ark., 1994; Velji ve ark.,1990; Iwama 

ve Nakanishi, 1996; Fulop ve ark., 1995; Sakai, 1999). Balıklar, LPS (50 mg/L) ile 

intraperitonel olarak ve banyo tarzında aşılanmış, sonrasında 9.8×10
6
 cell/ml konsantrasyonda 

Yersinia ruckeri enfekte edilmişlerdir. 45 günlük deneme peryodunun sonunda balıkların 

yaşam oranları saptanmıştır.  LPS grubunun ölüm oranlarının kontrol grubuna göre daha 

düşük seviyelerde olduğu bildirilmiştir (İspir ve Dörücü, 2014). Gökkuşağı alabalıklarından 

izole edilen Gram-negatif karakterdeki bakterilerin identifikasyonu ve bu izolatların LPS 

profillerinin tespiti üzerine yapılan bir çalışmada, LPS uygulanımı sonrası hasta balık 

örneklerinin dış bakı muayenesinde genel olarak deride pul kaybı, yüzgeçlerde erime, vücut 

yüzeyinde hemoraji ve ülserlerle seyreden bakteriyel hemorajik septisemi tablosu 

gözlenmiştir (Akaylı ve ark., 2015).  LPS doz-zaman çalışmalarında elde ettiğimiz veriler (pul 

kaybı,  kuyruk ve sırt kısmında meydana gelen hemorajik odaklar ile gözlerde gözlenen 

kızarıklıklar) Akaylı ve ark. (2015)’nın çalışmaları ile benzerlik göstermektedir.   

Balıkların çeşitli stresörlere verdiği yanıtlardan birisinde inflamasyondur. 

İnflamasyonun vasküler ve hücresel yanıtları, plazma hücrelerinden çıkan ve inflamatuar bir 

uyaranla meydana gelen kimyasal faktörlerle ortaya çıkmaktadır. Bu gibi kimyasal 

medyatörler bir arada veya sırayla etki ederek inflamatuar yanıtın oluşmasını etkilerler. 

Özellikle LPS gibi inflamatuar ajanlar sitokin gen ekspresyonlarını arttırmaktadır (Maeda, 

1998). Sitokin ailesinin interlökin-1 (IL-1) ailesi dört üyeden (IL-1, IL-18, IL-1β, IL-1α) 

oluşmaktadır (Dinarello, 1997). IL-1, TGF (transforme büyüme faktörü), TNF (tümor 

nekrozis faktörü) ve interferon (IFN) gibi bazı memeli sitokinlerinin balık sistemlerinde 



biyolojik aktivite göstermeleri, balıklarda bu moleküller için reseptörler bulunduğunu ortaya 

koymuştur (Magnadottir ve ark., 2005). Özellikle birçok araştırmacı spesifik olarak salmonid 

immün sistemde rol oynayan alabalıkların sitokin ve diğer immünite ile ilişkili genlerin 

tanımlamasını çalışmışlardır (Secombes ve ark. 2001, Wang ve ark. 2002, Laing ve ark. 2002, 

Zou ve ark. 2003). İn vitro bir çalışmada,  alabalıklar Aeromonas samlonicida bakterisi ile 

enfekte edilmiş ve bu bakteriye karşı IL-1β geninin stimüle edildiği bu stimülasyonun ise 

fagositik ve bakterisidal aktivitenin attışıyla meydana geldiği bildirilmiştir (Peddie ve ark.  

2002). Chen ve ark. (2005), kanal kedi balıklarının dalak ve baş böbreğinde IL-8 genini 

belirlemişler, bu ekspresyonun Edwardsiella ictaluri ile enfeksiyondan sonra 3-5 misli 

arttığını rapor etmişlerdir. Çalışmamızda infeksiyon modeli oluşturmak için E. coli LPS (25 

µg/ml) kullanılarak balıklara enjekte edilmiş proinflamatuar sitokinleden IFN-γ ve IL-1β  gen 

mRNA transkripsiyon seviyeleri, böbrek ve karaciğer dokularında karşılaştırmalı olarak 

incelenerek akut değişimler belirlenmiştir. Bulgularımız göstermiştir ki infekte karaciğer ve 

böbrek dokudan izole edilen IFN-γ gen ekspresyon seviyelerinde 3-5 misli artışlar saptanmış 

iken; infekte karaciğer dokudan izole edilen IL-1β 2 misli, böbrek dokudan izole edilen ise 12 

misli artışlar rapor edilmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlar,  Chen ve ark. (2005) ve Peddie ve ark.  

(2002) ile benzerlik göstermektedir. Gen ekspresyon seviyeleri misli değerlerde elde edilen 

farklar ise stres uyaranın (LPS, bakteri infeksiyonu, düşük sıcaklık vb.) doz-zamana bağlı 

değer farklarından, denemede kullanılan türsel farklardan kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Son zamanlarda yapılan araştırmalar göstermiştir ki bakteri yada bakteri 

endotoksinleri-LPS) gibi inflamatuar ajanların sitokin gen ekspresyonlarının inhibisyonunu 

sağlamada çeşitli doğal ürünlerin esansiyel yağlarının koruyucu etkinlikleri bulunmaktadır 

(Küçükgül ve ark., 2014a; Küçükgül ve ark., 2014b). Yapılan bir çalışmada A. hydrophila ile 

enfekte gökkuşağı alabalıkları 2 ay süreyle %1 ve %2 oranlarında bakla, mango ve ısırgan 

destekli yem ile beslenmiş ve üç sitokinin (IL-1β, IL-8 ve TGF-ß1) seviyelerindeki değişimler 

araştırılmıştır. Sonuçlar göstermiştir ki; % 1 bakla katkılı yemlemenin tüm gruplarda söz 

konusu genleri regüle ettiği, fakat % 2 bakla destekli gruplarda herhangi bir değişimin 

olmadığı bildirilmiştir. Isırgan destekli yemlemenin tüm gruplarda IL-1β, IL-8 ve TGF-β1 

genlerini regüle ettiği saptanmışken; Mango destekli yemlemenin ise her hangi bir etki 

göstermediği bildirilmiştir (Awad ve Austin 2009).  Kaya ve Özbilge (2011) tarafından 

yapılan bir çalışmada Kayseri ve çevresinden toplanan propolisin etanolik ekstraktının, LPS 

ile uyarılmış makrofajlarda pro-inflamatuar sitokinlerin üretimi üzerine etkisi araştırılmıştır. 

LPS uygulanan hücre grubunda, IL-1β, IL-6 ve TNF-α düzeylerinde kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir artış saptanmış, LPS ve propolis uygulanan hücre grubunda yalnız LPS 



uygulanan hücre grubuna göre her üç sitokin düzeyinde de anlamlı bir azalma olduğu tespit 

edilmiştir (Kaya ve Özbilge, 2011). Yapılan bir diğer çalışmada Carvacrol ve Satureja 

Khozestanica (SKEO)’ün etkisi LPS ile regüle edilmiş makrofajlarda iNOS gen ekspresyon 

seviyeleri üzerinde denemiştir. Sonuçlar göstermiştir ki, SKEO bu genin ekspresyonu  

karvakrole göre daha fazla  inhibe etmiştir (Jalalvand ve ark., 2013). Bu çalışmada ise E. coli 

LPS (25 µg/ml) ile enfekte edilen gökkuşağı alabalıkları kekik esansiyel yağının ana 

kompanenti olan karvakrol (100 ppm/1 kg yem)  destekli yem ile beslenmiş, pro-inflamatuar 

sitokinlerdeki değişimlerin saptanmıştır. Elde edilen verilere göre, LPS ile enfekte edilen 

gruptan elde edilen karaciğer ve böbrek dokusu IL-1β ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna 

kıyasla sırasıyla % 53 ve % 12,9 oranında uyarılıldığı gözlenmiştir. Enfeksiyonu takiben 

karvakrol destekli yemleme yapılan grupta ise bu artışların sırasıyla % 13 ve % 85 

baskılandığı tespit edilmiştir. Enfeksiyon içeren grupta akut faz proteinlerinden olan IFN-γ 

karaciğer ve böbrek ekspresyonu seviyeleri ise kontrol grubuna göre 2, 87 ve 4, 87 misli 

değişimlerle uyarılmış, ancak karvakrolün bu artışları sırasıyla 4,78 ve 8,11 misli değişimlerle 

baskıladığı gözlenmiştir. Elde ettiğimiz bulgular Kaya ve Özbilge (2011) ve Jalalvand ve ark. 

(2013)’nin çalışmalarıyla benzer özellikler göstermektedir. Pro-inflamatuar sitokinlerindeki 

misli değişimlerdeki artış yada inhibisyon değerlerindeki farklar ise tür, gen expresyon 

değerlerindeki değişimlerden kaynaklanmaktadır. Ayrıca, LPS doz-zamana bağlı değişimlerde 

bir diğer farklılık kaynağı olarak düşünülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÖNERİLER 

E. coli LPS enfeksiyonu sonrası karvakrol destekli yemleme yapılan gökkuşağı 

alabalıklarında karvakrolün etkinliğini proinflamatuvar gen ekspresyonlarındaki değişimlerle 

ortaya koyan bu çalışmada, LPS enfeksiyonu ile oluşan yangısal durum karvakrol destekli 

yemeleme ile baskılandığı IL-1β ve IFN-γ karaciğer ve böbrek ekspresyonu seviyelerindeki 

inhibisyonlarla elde edilmiştir.  

Karvakrol, gökkuşağı alabalıklarında özellikle enfeksiyon durumlarında 

inflamasyonun beliteçlerinden olan sitokinler üzerinde etkin rol oynamıştır. Fakat karvakrolün 

koruyucu etkinliği yâda tedavi etkinliği ile ilgili daha detaylı çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  
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