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OZET

Katkisiz dogal iiriinlerin ticari antibiyotiklere karsi alternatif bir tedavi olabilecegi
diistincesiyle yapilan bu ¢alismada, rezene (Foeniculum vulgare Miller) esansiyel yagmin
Enterik Kizil Agiz Hastaliginin etkeni olan Yersinia ruckeri’ye karst inhibitor etkileri in
vitro olarak arastirilmistir. Rezene esansiyel yaginin kimyasal bilesenleri GC ve GC—MS
analizi ile belirlenmis ve ana bileseninin trans-anetol (% 67,99) oldugu saptanmistir.
Rezene esansiyel yaginin antimikrobiyal etkisi olup olmadigini belirlemek tizere ise disk
difiizyon metodu kullanilmis, olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiistiir. Bu amacla
rezene esansiyel yaginin iki deneysel konsantrasyonu (5 ve 10 pL) uygulanmis, kontrol
grubu olarak ise antibiyotik (Streptomisin ve Tetrasiklin) kullanilmistir. Rezene esansiyel
yag1 5 pL/disk uygulamasi ile Y. ruckeri’nin inhibisyon zonu 10,52 + 1,04 mm; 10 pL/disk
ile muamale edilen konsantrasyonda ise 13,10+1,67 mm oldugu gézlenmistir. Streptomisin
ve Tetrasiklin ise swasiyla 21,05+£3,23 ve 27,7242,02 mm zon olusumuyla giiglii bir
antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Denenen iki konsantrasyon kontrol
grubu antibiyotiklerle karsilastirilmis ve daha zayif bir inhibisyon zonu olusturduklari
anlasilmistir. Bu arastirma ile rezene esansiyel yagimin Y. ruckeri’ye karsi antibakteriyel
etkili oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Disk diflizyon metodu, GC-MS analizi, Foeniculum vulgare,
Inhibisyon zonu, Yersinia ruckeri.
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ABSTRACT

In vitro Investigation the Effect of Fennel Essential Oils on Yersinia ruckeri to be Fish
Pathogen

In this study, with thinking it may be an alternative to commercial antibiotics of
natural product without additives, inhibitor effects of fennel (Foeniculum vulgare Miller)
essential oil to Yersinia ruckeri, etiologic agent of Enteric Red Mouth Disease, were
investigated in vitro. The chemical components of fennel essential oil (F. vulgare) were
determined by GC and GC-MS analysis and the main component was found to be
transanethole (67.99%). The antimicrobial effect of F. vulgare was determined by disk
diffusion method and inhibition zones were measured. For this purpose, two experimental
concentrations of F. vulgare (5 and 10 puL) were applied and antibiotics (Streptomycin and
Tetracycline) as the control group used. In application of 5 pL / disc of F. vulgare, the
inhibition zone of the Y. ruckeri was 10.52 £ 1.04 mm; was 13,10 =+ 1,67 mm in the
concentration treated 10 pL / disc. Streptomycin and Tetracycline had strong antibacterial
activity with 21,05 + 3,23 and 27,72 + 2,02 mm zones, respectively. When compared to
control group two concentrations tested, a weaker inhibition zone was observed. The data
obtained indicated that F. vulgare essential oil had an antibacterial effect to Y. ruckeri.

Key Words: Disc diffusion method, GC-MS analysis, Foeniculum vulgare, Inhibition
zone, Yersinia ruckeri
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1. GIRIS

Su {irtinleri isletmelerinin en dnemli problemlerinin basinda enfeksiydz hastaliklar
ve bu hastaliklara bagli olarak olusan ¢liimler sonucunda ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar
yer almaktadir. Bu kayiplar neredeyse toplam tiretimin % 10’nu olusturmaktadir.

Yogun yetistiricilikte iiretim artisiyla ayni seyreden hastalik problemleri cokga
yasanmaktadir. Yogun stok, balik hastaliklarinin (6zellikle bakteriyel) siklikla ortaya
cikmasima sebep olmakta ve iyilestirilmedigi taktirde balik 6liimleri ve yavas biiyiime
sebebiyle ekonomik olarak ciddi kayiplara sebep olabilmektedir. Bu sebeple yetistiricilik
sistemlerinde balik hastaliklarina karsi etkili tedavi metotlarinin 1yi tanimlanmasi
gerekmektedir (Noga, 2000; Arda ve ark., 2002).

Hastalik, canlilarda i¢ ve dis etkenlerden meydana gelen zararlar sonucunda,
normal fonksiyonlarm azalmasi, kaybolmasi veya canlinin bu zarar sonucu Glmesi
demektir. Hastaligin olusumunda cevre, etken ve baligin savunma mekanizmasi 6nemli
olmaktadir (Sarieyyiipoglu, 1996).

Enfeksiyoz hastaliklar, tedavilerinin giic ve pahali olmasi nedeniyle intensif balik
yetistiriciliginde biiyilk ekonomik sorunlar yaratabilmekte ve isletme ekonomisinin
olumsuz yonde etkilenmesine yol agmaktadir. Bu nedenle balik hastaliklarinin erken
teshisi, etkili tedavisi ve gerekli kontrol Onlemlerinin alinmasi, kiltiir baligi
yetistiriciliginde biiyiik 6nem tasimaktadir (Alpbaz, 1995; Rad, 1999; Arda ve ark., 2002;
Tanrikul ve ark., 2004).

Giiniimiizde hastalik insidensi ¢ok yiiksek olan Yersinia ruckeri, Ulkemizde dahil
olmak iizere son yillarda diinyanin bir¢ok iilkesinde balik populasyonlarini enfekte eden
oportunist (firsat¢t) bir patojendir. Etken, baliklarda, olumsuz ¢evre kosullarinda hastaliga
neden olmakta ve Yersiniozis veya Enterik Kizilagiz Hastaligi’n1 olusturmaktadir (Rucker,
1966). Yersiniozis, alabalik yetistiricilik iinitelerinde yavru asamasinda ciddi kayiplara
sebep olan ve septisemi ile seyreden bakteriyel kdkenli bir hastaliktir. Y. ruckeri, baliklarda
lezyon (6zellikle deri), iilser, kanamalar ve doku yikimlari, ayrica karaciger ve bobrekte
nekrotik odaklar ile karakterize edilen hemorajik septisemi hastaligma sebep olmaktadir
(Austin ve ark., 1985; Timur ve Timur, 1991). Y. ruckeri suslar1 serolojik 6zellikleri
dikkate alindiginda farkliliklar gosterse de biyokimyasal agidan benzerlikler s6z konusudur

Y. ruckeri’nin en bilinen ve en siddetli tipi serotip 1 (Hagerman susu) olarak bildirilmistir



(Ross ve ark., 1966; Austin ve Austin, 1999). Y. ruckeri suslar1 TSA besi yerine 22°C’de
48 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm c¢apinda, yuvarlak, kenarlar1 diiz goriiniimde,
beyazdan krem rengine kadar degisen renklerde, yar1 seffaf koloniler olusturmaktadir
(Busch, 1982).

Ulkemiz dogal su kaynaklarinda ve yetistiricilik iinitelerinde oldugu gibi ydremiz
sucul habitatinda hakim tiir olan gokkusag1 alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) yapilan
mikrobiyolojik ¢alismalarda Y. ruckeri enfeksiyonunun olduk¢a yogun insidense sahip
oldugu gosterilmistir (Ispir ve ark., 2004; Kilig ve ark., 2007). Ik kez 1950’1 yillar1
takiben Amerika’nin Idaho Eyaletinin Hagerman Vadi’sinde ortaya c¢ikan bu hastalik,
giinimiizde Avrupa, Giiney Amerika, Bat1 Afrika ve Avustralya kitalarinda g¢esitli
bolgeleri kapsayan lilkelerde dagilim sergilemektedir (Bullock ve ark., 1978; Alvarez ve
ark., 1992). Y. ruckeri ilkemizde ise 1991 yilinda ilk olarak Denizli Bolgesinde bir
gokkusagi alabalig1 yetistiricilik tinitesinden identifiye edilmistir (Timur ve Timur, 1991).
Bu tarihten giinlimiize kadar hizla diger alabalik isletmelerine yayilan yersiniozis,
iilkemizde ciddi bir problem haline gelmistir.

Sucul canlilarin birgok patojenden ari kalmasi, bliylimeye katki saglamasi ve temin
edilen {iriiniin arttirilmast dolayisiyla epey zamandir antibiyotikler kurtarici rol
istlenmislerdir. Ancak patojenlere karsi hayvanlarda direng gelisimi riskinin artirmasi
(Cabello, 2006; Moftitt ve Mobin, 2006; Benchaar ve ark., 2008; Navarrete ve ark., 2008)
nedeniyle, gida giivenligi acisindan, basta AB {ilkeleri olmak iizere Tiirkiye’de de
antibiyotiklerin baliklarda biliylime performansini arttirict olarak yemlere ilavesi
yasaklanmistir (Anonim, 2007). Bu durum antibiyotiklere alternatif yeni yem katki
maddelerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar1 hizlandirmistir. Arastirmacilar, 6zellikle
dogal kaynakli bitkilerin (kekik tiirleri gibi) yapisindaki ekstraktlar olan esansiyel yaglara
(timol, trans-anetol, euganol gibi) odaklanmislardir (Sartoratta ve ark. 2004).

Insanligmn baslangicindan bu yana hayatin vazgecilmez unsurlarmdan birisi
bitkilerdir. Tibb1 amaglarla bircok hastaligin iyilestirilmesinde ve tedavisinde dogal bitkisel
driinler kullanilmigtir. Giliniimiizde ise ayrica yetistiricilik sistemlerinde verim attrrmadan
sorumlu ve yem katki maddeleri gibi bir¢ok alanda da yararlanilmaktadir. Bununla birlikte
bu iriinlerin (6zellikle esansiyel yag formlar1) bakteri, mantar, protozoa gibi birgok
mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal etkili oldugu ifade edilmektedir (Dean ve Ritchie,

1987; Chao ve Young, 2000; Cetin ve Yildiz, 2004).



Bitkilerin ¢esitli kisimlarindan (yaprak, ¢igek, tohum ve kok vb.) elde edilen
esansiyel yaglar oda sicakliginda cogunlukla sivi halde ve hizlica kristalize olabilen
genellikle renk icermeyen veya acik sar1 olabilen bilesimlerdir. Ayni zamanda temin
edildigi bitkiye has karakteristik etkiler gosterip bir¢cok kimyasal komponente sahip ve
ucucu Ozellikli ve kokuludur (Sivropoulou ve ark., 1996). Ugucu yag bilesiminde bulunan
birgok komponent ekseriye terpenoidler (isoprenoidler) ve siklikla monoterpenler ve
sesguiterpenlerdir. Bunun yaninda diterpenleri, molekiil agirligi diisiik olan alifatik
hidrokarbonlari, asitleri, alkolleri, aldehitleri, asiklik esterleri veya laktonlari, istisna olarak
azot ve siilfiir igeren bilesikleri, kumarinleri ve fenilpropanoidlerin homologlarmi da
kapsarlar (Dorman ve Deans, 2000; Grassmann ve Elstner, 2003). Esansiyel yaglarin elde
etme yontemleri ise damitma, ekstraksiyon ve mekanik olarak bilinmektedir (Tablo 1.1)

(Sankarikutty ve Narayanan, 1993; Kilig, 2008).

Tablo 1.1. Esansiyel yag elde edilmesinde kullanilan yontemler (Sankarikutty ve ark., 1993;
Kilig, 2008)

1. Damtma  metodu: Kaynama  dereceleri|a.Suyla damitma

ayrimlarindan faydalanilarak yapilan ayirma b Buharla damitma

olayidir.

¢.Vakumla damitma

a.Coziicl ekstraksiyon

2. Ekstraksiyon metodu: Coziicii iginde ugucu |b. Siiper kritik s1vi ekstraksiyonu

yagin ektraksiyonudur. c. Mikrodalgayla ekstraksiyon

d.Sikistirilmis ¢oziicti

e. Kati-faz mikro ekstraksiyon

f. Cok yonlii ekstraksiyon

3. Mekanik metot: Baz1 meyvelerin (limon, portakal vb.) kabuk kisimlarinin bez torba
icersine koyarak ve hidrolik soguk presleme yapilarak ugucu yag elde etme

yontemidir.

Esansiyel yaglar ya da ucucu yaglar antibiyotiklere alternatif olabilme kabiliyeti
dolayisiyla antimikrobiyel etki gostermektedirler. Birgok arastirici tarafindan bu konu uzun

yillardir iizerinde durulan Onemli bir c¢aliyma alan1 olmustur. Esansiyel yaglarin




antimikrobiyal etkisi aromatik ve fenolik vb. bilesiklerinden kaynaklanmaktadir (Tablo
1.2). En fazla sitoplazma zarinda goriilen bu antimikrobiyel etki, yapi ve fonksiyon
degisikligine ve ozellikle sitoplazma zarinin segici gegirgenliginin kaybi ile hiicre 6liimiine
neden olmaktadir. Ayrica mikrobiyel matabolizmanin enzimatik reaksiyonlarini
durdurmakta, ortamdaki besin maddelerinin alimini engellemekte hatta c¢ekirdek ve
ribozomal seviyede enzim sentezini durdurabilmektedir (Celik ve Celik, 2007). Costa ve
ark. (2008), tar¢in (Croton zehntneri) yapraklarindan elde ettikleri esansiyel yagm Shigella
flexneri, Salmonella typhimurium,  Escherichia  coli, Staphylococcus  aureus ve
Streptococcus f-hemolyticus tiirlerin iizerinde antibakteriyel etkilerini incelemislerdir.
Croton zehntneri’nin 25 pg/mL minumun inhibitér konsantrasyonun tiim bakterilere kars1
etkin oldugunu, en yiiksek ise S. flexneriiizerinde antibakteriyel etki gdsterdikleirini

bildirmislerdir.



Tablo 1.2. Antimikrobiyel aktivitede rol oynayan bitki kompanentlerinin ana gruplart (Cowan, 1999)

Simif Altsimif Ornekler Mekanizma
Basit Katekol Subtrat kaybi
fenoller Epikatesin Membran bozulmasi
Fenolik asit | Sinamik asit ?
Kinonlar Hiperisin Adezyonu kolaylastirma
Hiicre duvarina karisma
Enzim inaktivasyonu
Flavanoid Krizin Adezyonu kolaylastirma
Flavon - Hiicre duvarina karigma
Abisinon Enzim inaktivasyonu
HIV rezerve transkriptaz
inhibisyonu
Fenolikler Flavanol Totarol ?
Tanenler Elajitanen Protein baglama
Adezyonu kolaylastirma
Enzim inhibisyonu
Subtrat kaybi1
Hiicre duvarina karigma
Membran bozulmasi
Metal-iyon kompleksini
olusturma
Kumarin Varfarin Hiicre duvar1 ve/veya DNA ile
etkilesim
Terpenoitler, - Kapsaisin Membran bozulmasi
Esansiyel Yaglar
- Berberin Hiicre duvar1 ve/veya DNA ile
Alkaloitler Piperin etkilesim
Lektinve Polipeptit - Mannoz-spesifik | Viral fizyon (erime) yada
agliitinin adsorbsiyonun (tutunma)
blokesi
Falksatin Disiilfid (2 S) koprii olusturma
Poliasetilen - 8s-heptadeka- ?
2(Z2), 9(Z)-dien-
4,6-din-1,8-diol

Onemli bir baharat ve ilag bitkisi olan rezene birgok arastirici icin 6nemli bir
calisma bitkisi olmus ve c¢okca arastirilmistir. Apiaceae familyasindan olan rezene
(Foeniculum vulgare Miller) Rezene iilkemizin Kuzey Anadolu bdlgesinde (Ordu ve

Trabzon) yabani olarak bulunur (Zeybek, 1960). Tiirkiye de en ¢ok Akdeniz ve Ege



bolgesinde yetistiriciligi yapilip, diger baz1 iilkelerde ise (Misir, Cin, Hindistan, Italya,
Almanya, Bulgaristan ve Romanya) kiiltiiri yapilmaktadir (Davis, 1978; Baytop, 1999).
Rezene halk arasinda “Arapsagi, Irziyan, Mayana, Raziyane ve Tatli Rezene” olarak
bilinen iki metre boyu olabilen iki yillik kokulu bir bitki tiiriidiir. Rezene eskiden beri halk
hekimliginde de kullanilmakta ve bir¢ok rahatsizlik (dispeptik rahatsizliklar, oksiiriik ve
bronsitte, midevi, gaz soktiiriicii ve siit artirict vb.) igin alternatif oldugu bilinmektedir
(Baytop, 1999; Gruenwald ve ark., 2004).

Rezene ac1 (Foeniculum vulgare var. vulgare) ve tath rezene (Foeniculum vulgare
var. dulce) olmak iizere iki kisimda ele alinmistir. Ac1 rezene meyvelerinin ugucu yag
bilesenlerinden en fazla transanetol (% 50-75), fenkon (% 12-33) ve estragol (% 2-5), tath
rezene ucucu yag bilesenlerinde ise trans-anetol (% 80-90), fenkon (% 1-10) ve estragol (%
3-10) bulunmaktadir (Gruenwald ve ark., 2004). Tiirkiye de tath rezenenin tohumlari ile
ilgili yapilmig bir baska calismada; ugucu yag ana komponentlerinin bitkinin olgunlasma
seviyesi-hasat siiresine gore degiskenlik igerdigi belirtilmistir. Ana bilesen olan transanetol %
81,63-87,85 arasinda degismistir. Diger 6nemli bilesenler ise estragol (% 4,19-5,53), limonen
(% 2,96-4,69), fenkon (% 1,17-2,65) ve trans-osimen (% 0,83-1,49) olarak belirlenmistir (Telci
ve ark., 2009).Y1iksek transanethol icermesi sebebiyle tath rezene ugucu yagi daha kaliteli
kabul edilir (Baydar, 2007). Ucucu yagin ana bileseni trans-anetol’iin Gstrojenik, lokal
anestezik, anti-tiimor ve anti-genotoksik etkilerinin bulundugu goérilmektedir (ESCOP,
2003).

Rezeneden bir¢ok formda yaralanilmaktadir. En 6nemli yararlanma formlarindan
birisi tohumlaridir. Tohumlarindan ¢esitli metotlarla temin edilen ugucu yag bilesenleri
gida sanayi ve eczacilikta, parfiimeri ve kozmetik gibi c¢esitli alanlarda siklikla
kullanilmaktadir.

Son zamanlarda bircok durumda siklikla tiiketilen bitkisel caylarin bilesimlerinde
de rezene tohumlarindan faydalanilmaktadir (Baranska ve ark., 2004). Barros ve ark.
(2010), tarafindan yapilan bir ¢aligmada rezenenin degisik kisimlarindan (stirgiin, yaprak,
sap ve cicek) kimyasal bilesimini incelenmis en az su i¢eren kismin ¢icek (% 71,31), en

fazla sulu bolgenin sap (% 77,46) oldugu tespit edilmistir (Tablo 1.3).



Tablo 1.3. Rezenenin farkli kisimlarin kimyasal bilesimi % (Barros ve ark., 2010)

Rezene Siirgiin Yaprak Sap Cicek
Nem 73,88 76,36 77,46 71,31
Kiil 2,39 3,43 1,62 3,23
Yag 0,49 0,61 0,45 1,28
Protein 1,33 1,16 1,08 1,37

Bir¢ok calismada biiylimede hizlandirici, sindirimde uyarici, antimikrobiyel etkili
ozelliklere sahip olan esansiyel yaglar antibiyotiklerin kullanimini smirlandirabilecek
kapsamda olmasi1 sebebiyle alternatif olabilmektedir. Bununla birlikte igeriginde bulunan
bircok kompanentin sinerjistik ve/veya antagonistik etkisinin tam bilinmemesi gibi
durumlardan dolayi tedavi edici, antimikrobiyel ve antioksidan 6zellikleri {izerine daha ¢ok
calisilmasi gerekmektedir (Mcintosh ve ark., 2003).

Uzun yilllardir rezene analjezik, antioksidan, anti-spasmadik, anti-inflamator,
diiiretik olarak kullanilmaktadir (Oktay ve ark., 2003; Mimica-Dukic ve ark., 2003). Son
zamanlarda ise rezene bitkisinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen ekstrat ve esansiyel
yaginin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir (Ozcan ve ark., 2006; Mata ve ark., 2007).
Gulfraz ve ark. (2008), Bacillus cereus, Bacillus magaterium, Bacillus pumilus, Bacillus
substilis, Eschericha coli, Klebsiella pneumonia, Micrococcus lutus, Pseudomonos pupida,
Pseudomonas syringae, Candida albicans karsi rezene esansiyel yaginin antibakteriyel
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda tiim bakteriler {izerine etki gosterdiklerini
saptamiglardir. Rezene ucucu yag komponentleri ve antibakteriyel aktivitesi iizerine
yapilan bir diger c¢alismada, Cin’deki Sichuan’dan elde edilen rezene tohumlarindan
yararlanilmistir. Rezene tohumlarmm ugucu yag verimi %1,74 (hacim/kiitle) oldugu
bildirilmis, major bilesen olarak ise % 68,13 oraninda trans-anetol belirlenmistir. Bunu %
10,42 ile estragol, % 6,24 ile limonen ve % 5,45 ile fenkon izlemistir (Diano ve ark.,
2013).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyel aktivitesini belirlemek icin en sik kullanilan disk
diftizyon yontemidir. Agar diflizyon ve broth diliisyon teknikleri diger kullanilan
yontemler olup birgok arastirici tarafindan arastirmalarda kullanilmustir (Iscan ve ark.,

2002; Oussalah ve ark., 2006; Celik ve Celik, 2007).




Disk diffiizyon yontemi agar besi yeri iizerine uygun diliisyonda mikroorganizma
kiiltiiriinden ekim yapilmasi ile agarin bakteri soliisyonunu emmesi ve takibinde esansiyel
yag emdirilmis steril diskler yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir. Yeterli siire ve
sicaklikta inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zonlarmin 6lgiimii ile antibakteriyel
aktivite belirlenmektedir (Adigiizel ve ark., 2005; Benli ve Yigit, 2005).

Tepe ve ark. (2005), modifiye ederek tanimladiklart agar disk diflizyon metodu ile
esansiyel yaglarin  antibakteriyel kapasitesini  belirlemiglerdir.  Test edilecek
mikroogranizmalarm uygun silispansiyonlarin1 kati besi yeri iizerine yayma ydntemi
kullanim1 ile ekimi gergeklestirmisler, steril filtre kagit diskleri inokiile ettikleri petriler
lizerine emdirmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zon gaplarmi milimetrik
Olemiislerdir.

Bu arastirmada, tibbi 6zellikler1 bilinen rezene esansiyel yagin, icerdigi bilesenlerin
oranlart GC-MS analiziyle tespit edilerek, iilkemiz ve yoremiz balik yetistiricilik
tesislerinde onemli risk faktorii olusturan Yersinia ruckeri enfeksiyonuna antibakteriyal
etkileri agar diflizyon metodu kullanarak antibiyotiklere alternatif olarak dogal kaynakli

rezene (Foeniculum vulgare Miller) esansiyel yaginin in vitro etkileri saptanmistir.



2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Bakteri (Yersinia ruckeri ATCC cat no: 29473)

Calismamizda, ATCC 29473 katolog no’lu gokkusagi baligindan izole edilen
Yersinia ruckeri susu kullanildi. Bakteri susu Pendik Veteriner Arastirma Entitiisii’nden
temin edildi (Istanbul, Tiirkiye). Y. ruckeri triptik soy agar besiyerinde inokiile edildi ve 22
°C’de 24 saat inkiibe edildi (Resim 2.1). Elde edilen saf kiiltiirden 1 ml’ lik fizyolojik tuzlu
su (FTS) igeren tiiplerde 0.5 Mcfarland bulanikligina karsili gelen (UV spektrofotometre
ile OD600nm=0.132 absorbans) 1.5x10% cfu/ml konsantrasyonunda bakteri siispansiyonu

hazirland1 (Mcfarland, 1907) (Resim 2.2).

Resim 2.1. Yerisina ruckeri (ATCC 29473, orijinal)



Resim 2.2. Deneysel ortam (orijinal)

2.1.2. Bitki Esansiyel Yag1 Rezene (Foeniculum vulgare Miller)

Calismada kullanilan rezene esansiyel yagi yerel bir isletmeden temin edildi

(Kirkambar/Elaz1g).

2.2. Yontem

2.2.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi

Rezene esansiyel yagmin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla
ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon islemi gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC—
MS) analiziyle Tubitak Marmara Arastirma Merkezi (Istanbul, Tiirkiye) laboratuvarmin
destegi ile saglandi. Gaz kromatografisi analizleri Thermon-600 T (30mx0,25 mmx 0.25
um film kalmhgi) ekipmani yardimiyla Shimadzu GC-9A kromatografisi kullanilarak
belirlendi (Bagamboula ve ark., 2004). 5 farkl1 konsantrasyondaki kalibrasyon ¢ozeltileri

gaz kromotografisine 3 tekerriirlii enjekte edilmis ve elde edilen piklerin alanlar1 temel



alinarak her bir bilesik i¢in cevap faktorii hesaplanmistir. Rezene esansiyel yagmin

miktar1 cevap faktori ile tayin edilmistir (Anon, 2002).

__ Standardin Pik Alani Bilesigin Konsantrasyonu

RF =

Bilesigin Pik alani i¢ Standardin Konsantrasyonu

2.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Analizi (Disk Difiizyon Yontemi)

Antimikrobiyal aktivite analizinin temelini esansiyel yag igceren ve inokiilasyon
sahasina etki eden rezervuarm (6rnegin filtre kagidi) cevresinde, inkiibasyon siiresinin
bitiminde gozlenen zon ¢apinin belirlenmesine dayanmaktadir (Janseen ve ark., 1987). Bu

calismada yayma ekim yontemi ve Triptic Soy Agar besiyeri kullanilmaistir.

Yersinia ruckeri 0.5 McFarland’a esit tiirbidite olusana kadar Triptik soy broth
(TSB) buyyona asilanmig ve inkiibasyon peryoduna (22 °C, 24 saat) tabi tutulmustur.
Sonrasinda uygun bakteri siispansiyonundan 0,1 ml alimarak 9 cm c¢apindaki steril petri
kaplarindaki triptic soy agara yayma ekim yapilmistir. 5 ve 10 pl esansiyel yag emdirilmis
steril diskler disk dagiticis1 kullanilarak bu petri plaklara yerlestirilmistir. Deneysel ¢alisma
sonrasi tiim petriler +4 °C de 2 saat bekletilerek inkiibe (22 °C’de 24 saat) edilmislerdir.
Inkiibasyon islemininden sonra inhibisyon elektronik dijital kaliper yardimiyla zon ¢aplar1
Olciildi. Pozitif kontrol olarak Streptomisin 10 mcg ve Tetrasiklin 30 mcg kullanilmistir.
Tim testler (Y. ruckeri’ye kars1 yapilan antimikrobiyal aktivite) 3 tekrarli olacak sekilde
yapildi (Resim 2.3). Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde mm cinsinden

verilmistir (NCCLS, 1993).
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Resim 2.3. Disk difiizyon metodu ¢aligmasi (orijinal)
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3. BULGULAR

Calismada Yersinia ruckeri (ATCC 29473)’nin rezene esansiyel yagma karsi

antibakteriyel etkinligi disk diflizyon yontemi temel alinarak belirlenmistir.

3.1. GC ve GC-MS Analiz Sonuclan

Rezene esansiyel yagmin kimyasal komponentleri GC-MS analiziyle saptandi. GC

ve GC/MS analizlerine gore rezene esansiyel yaginin ana bileseninin trans-anetol (% 67,99)

oldugu ve toplamda ise 5 bilesen varlig1 saptanmistir (Sekil 3.1) (Tablo 3.1).
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Sekil 3.1. Rezene esansiyel yaginin kromatogrami



Tablo 3.1. Rezene (Foeniculum vulgare Miller) esansiyel yagiin kimyasal kompozisyonu

Cevap Konsantrasyon
Numara Komponentler Faktori Pik Alan %)
(RT)

1 Fenchone 10,05 1113831854 16,03
2 Benzene, 1-methoxy-4-(2- 15,27 484400216 6,97

propenyl) - (CAS)
3 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl- 16,67 372032722 5,35

5-(1-methylethenyl)-, (S)-
4 dl-Limonene 17,16 254578110 3,66
5 Trans-anethole 17,89 4725541671 67,99

3.2. Disk Diifiizyon Degerleri

Deneysel konsantrasyon olarak belirlenen 5 ve 10 uL rezene esansiyel yaginin
etraflarinda olusturduklar1 zon caplar1 ile Yersinia ruckeri’ye karsi etkili olduklar1
saptanmustir (Resim 3.1). Kontrol grubu antibiyotikler (Streptomisin ve Tetrasiklin) rezene
esansiyel yagi ile karsilastirilmis ve daha falza zon c¢apia sahip olduklar1 gézlenmistir

(Resim 3.2).

Resim 3.1. Foeniculum vulgare esansiyel yaginin (5 ve 10 puL) antibakteriyel etkinligi (orijinal)



Resim 3.2. Streptomisin ve Tetrasiklin’nin antibakteriyel etkinligi (orijinal)

Rezene esansiyel yag1 5 ul/disk uygulamasi ile Y. ruckeri’nin inhibisyon zonu
10,52 £ 1,04 mm olarak Sl¢iilmiis; 10 pL/disk ile muamale edilen konsantrasyonda ise
13,10+1,67 mm degerini gostermistir. Kontrol olarak kullanilan Streptomisin ve
Tetrasiklin’in sirasiyla 21,0543,23 ve 27,7242,02 mm zon olusumuyla gii¢li bir
antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Foeniculum vulgare esansiyel yagmin (5 ve 10 pL) inhibisyon zon degerleri

Bitki Adi Inhibisyon zonlar1 (mm) Kontrol
Sul 10 pnl Streptomisin mcg | Tetrasiklin mcg
Rezene (F. vulgare) | 10,52 +£1,04 | 13,10+1,67 21,05+3,23 27,72+2,02

F. vulgare’nin etkinligi 5 pL ve 10 uL konsantrasyon i¢in sirastyla 10,52 + 1,04 ve
13,10+1,67 mm olarak belirlenmis, konsantrasyon arttik¢a antibakteriyel aktiviteninde

artt1ig1 incelenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Foeniculum vulgare’ nin Inhibisyon zonlar1 (mm) [(S:Streptomisin; TE:Tetrasiklin)]
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4. TARTISMA

Gliniimiizde de balik hastaliklarinda biiyiilk sorunlardan birisi olan bakteriyel
patojenler genis bir spektruma sahiptir. Ulkemizde oldugu gibi, ydremizde de yetistiricilik
iinitelerinde biiylik sorun olusturan bakteriyel patojenlerden en 6nemlisi olanlarindan birisi
Yersinia ruckeri’dir. Bagirsagin opak, sari, mukoid yada sulu bir materyal ile dolmasi,
intestinal yapmin sarkik olmasi, internal organlarda petesiyal ve subkutan hemorajilerin
goriilmesi gibi semptomlarla ve 6zellikle agiz ve bogaz kizarikliklar: ile karakterize bir
hastalik olarak enterik kizilagiz hastaligi (ERM)’nin etkeni Y. ruckeri’dir (Austin ve
Austin, 2007). Yapilan bir ¢alismada, iilkemizde degisik alanlarda yetistiriciligi yapilan
alabalik isletmelerinden (19 adet) Y. ruckeri susu identifiye edilmis fenotipik ve serotipik
karakteristikleri arastirilmistir. S0z konusu arastirmada karsilastirma 2 referans susla
(serotip 1 ve serotip 2) yapilmistir (Altun ve ark., 2010).

Balik yetistiriciliginde balik hastalik salginlarini kontrol altinda tutmak ve 6nlemek
icin ¢esitli kimyasallar ve antibiyotiklere alternatif olarak bitki 6zleri ve bitkisel esansiyel
yaglarin kullanimi bir¢ok arastirmaciin da dikkatinin bu konu iizerinde odaklanmasina
neden olmustur (Harikrishnan ve ark., 2010a, 2010b) ve akuatik hayvanlar i¢in bitkisel
yaglarin kullanilimi ile ilgili arastirmalar giin gectikge artarak devam etmektedir.

Halk dilinde arapsag1 olarak bilinen rezene Apiaceae familyasia dahildir. Akdeniz
ve Yakin Dogu’dan koken alan rezene iilkemizde de Trabzon yoresinde yabani olarak
bulunmaktadir. Gliney bdlgeleri ve Bati Anadolu’da ise yetistiriciligi yapilmaktadir
(Ozbek, 2006). Onemli bir baharat bitkisi olup eskiden beri halk hekimliginde de
rezeneden faydalanilmaktadir. Konu ile ilgili yapilmig ¢alismalar gostermistir ki rezene
birgok yoniiyle etkili kullanim alanlarma sahiptir. Son yillarda bilim insanlar1 rezene
bitkisinin meyvelerinden elde edilen esansiyel yag bilesenlerinde major rol oynayan trans-
anetol’lin Ostrojenik, gaz soktiiriicli, antimikrobiyal etkileri oldugunu vurgulamislardir
(Baydar, 2007; Gruenwald ve ark., 2004).

Kan ve ark. (2006), yaptiklar1 bir ¢aligmada rezene bitkisinin ugucu yag
bakimindan zengin bir bitki oldugunu ve ana bilesenlerinin trans-anetol (% 60.6-87.0),
anisaldehit (% 6.1-21.3), estragol (% 3.2-11.7), fenkon (% 0.7-3.2), limonen (% 0.3-2.5),
karvon (% 0.3-1.0) ve cis-anetol % (0.2-0.9)’den olustugunu bildirmislerdir. Telci ve ark.

(2009), Tiirkiye’de rezene esansiyel yaginda major bilesen olarak trans-anethole saptamus,



bunu ise sirayla metil-kavikol, limonen ve fenkon izlemistir. Bir diger c¢alismada
Hirvatistanda yetistirilen rezene esansiyel yagmin kimyasal kompozisyonu ¢aligilmustir.
Ana kompanent olarak trans-anetol (% 77,6) kayitlara gegmistir (Polliteo ve ark., 2006).
Major bileseninin trans-anetol olarak bildirdildigi bir diger ¢alismada Cerpa Chevez
(2007), fenkon, fenchone, a-pinene, methyl-chavicol, a-phellandrene ve d-limoneni rezene
esansiyel yagmin diger kimyasal bilesenleri olarak rapor etmislerdir. Napoli ve ark. (2010),
ise Sicilyadan temin ettikleri rezene esansiyel yaginin kimyasal kompanentlerinde trans-
anetol saptamiglar fakat limoneni (% 34) major bilesen olarak bildirmislerdir. Yapilan bir
calismada Dadalioglu ve ark. (2004), yayla kekigi (Origanum minutiflorum), akdeniz
defnesi (Laurus nobilis), karabasotu (Lavandula stoechas L.) ve rezene (Foeniculum
vulgare) ugucu yaglarini buhar destilasyonu yontemi ile elde etmisler ve elde ettikleri
ucucu yaglar1 GC-MS analizine ve antibakteriyel aktivite testine tabi tutmuslardir. GC-MS
analizi sonuglarina gore sirasiyla yayla kekigi, akdeniz defnesi, karabasotu ve rezenenin
major bilesenlerini carvacrol (%68,23), 1,8- Cineole (%60,72), fenchone (%55,79) ve
trans-anethole (%85,63) olarak tespit etmislerdir. Bizim calismada rezene esansiyel
yagiin trans-anethol (% 67.99) ve fenchone (% 16.03) ile ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Ana
bilesen olarak trans-anethol (% 67.99) bulgumuz diger calismalarla benzerlik gostersede
diger bilesenler farkliliklar arz etmektedir. Bu farkliligin muhtemelen ugucu yag orani,
ucucu yag bilesenleri ve gelisme donemleri boyunca bitki organ farkliligi ayrica bitkinin
toplanma yeri, zamani ve ¢esidinden kaynaklandigi sdylenebilir.

Dogal bitkisel diriinlerden elde edilen esansiyel yaglar ve ekstraktlarin
antibakteriyel etkileri iizerine bir¢cok c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalar gostiyor ki
esansiyel yag kimyasal bilesenlerinde bulunan etken maddeler (alkoller, aldehitler, fenoller
vb.) gram negatif bakteriler {izerinde gram pozitiflere oranla daha direnclidir. Bu direng
mekanizmasinin ise hiicre duvar yapisinda bulunan lipopolisakkarit tabakasindan
kaynaklandig1 bildirilmektedir (Nikaido, 2003; Trombetta ve ark., 2005).

Rezene yaglarinin antibakteriyal aktivitesi bir¢ok arastirma ile ortaya konmustur.
Antibakteriyel aktivite testi icin ise Escherichia coli (ATCC 35218), Listeria
monocytogenes (NCTC 2167), Salmonella typhimurium (RHSM 1996) ve Staphylococcus
aureus (43300) bakterileri kullanilmistir. 0 (kontrol), 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 80 pL/mL
gibi farkli dozlarda ucucu yag aplike edildikten sonra hayatta kalan bakterileri sayilarak
antibakteriyel aktivite sonucunu tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak biitiin ugucu yaglarin test

sirasinda kullanilan tiim bakterilere karsi giiclii bir antibakteriyel aktivite gosterdigini



bildirmiglerdir. Rezene ve adacgay1 ugucu yaglarinin antimirobiyal etkinliginin aragtirildigi
bir ¢alismada gram pozitif (Streptococcus pyogenes ve Streptococcus aureus) ve gram
negatif bakteriler (Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) deneysel bakteriler
olarak secilmistir. Rezene esansiyel yagi Pseudomonas aeruginosa diginda test edilen
bakteriler iizerinde orta diizeyde (inhibisyon zonu <20-12 mm); Pseudomonas aeruginosa
da ise diisiik seviyede (inhibisyon zonu <12 mm) bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir
ki bu degerler inhibisyon zon cap1 degerlendirmesinde diisiik bir inhibisyon seviyesi
izlenmesi bizim ¢alismamiz ile paralel seyir izlemistir (Hasimi ve ark., 2015). Amira ve
Okubadejo (2007) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, Foneiculum vulgare yagmin
Serratia marcescens’e kars1 gosterdigi antibakteriyal aktivite MIC ve disk difiizyon
metodu ile ortaya konmus ve Foneiculum vulgare yagnin Serratia marcescens’e karst 7-
20 mm arasmda gii¢lii bir inhibisyon zona sahip oldugunu saptanmislardir. Bu ¢alismada
ise F. vulgare esansiyel yag1 (5 ve 10 uL) Y. ruckeri bakterisine karsi test edilmis ve
sirastyla 10,52 £ 1,04 ve 13,10+1,67 mm arasinda bir inhibisyon zon gosterdikleri
saptanmugtir. Yapilan bir¢cok calismada esansiyel yaglarin aktivasyonu esansiyel yaglarin
tipine, kompozisyonuna ve konsantrasyonuna, etki ettigi mikroorganizmalarin cinsine ve
sayisina, substratin kompozisyonuna ve isleme ve depolama sartlarmma baghdir (Pandit ve
Shelef, 1994; Skandamis ve Nychas, 2000; Marino ve ark., 2001). Calismamizla diger

calismalar arasinda ortaya ¢ikan farkliliklar bu sebeplerden kaynaklanabilir.
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5. ONERILER

Bir¢ok hastaligin tedavisinde eskiden beri kullanilan dogal bitkiler giinlimiizde de
bircok formda kullamilarak etkinlikleri arastmrilmistir. Ozellikle esansiyel yag formda
antibakteriyel etkinlikleri calisilmistir. Esansiyel yaglarin kimyasal bilesimlerinde bulunan
etken maddelerle mikroorganizma tizerine etki mekanizmasi en fazla incelenen konularin
basinda gelmektedir. Bu etki mekanizmasi mikrobiyal solunumu engelleme, plazma zar
gecirgenligini arttirarak bakterilerin hiicre 6liimiine sebep olmasindan kaynaklanmaktadir.
Yapilan bu calisma ile balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde 6nemli bir patojen olan
Yersinia ruckeri lizerine rezene esansiyel yagiin antbakteriyel etkinligi ¢alisiimistir.
Kontrol olarak kullanilan antibiyotikler rezene esansiyel yaglari ile karsilastirilmig ve
olusan inhibisyon zon gaplari ile antibakteriyel etkinlik belirlenmistir.

Bu calisma konu ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda bir 6rnek teskil etmektedir.
Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisinde dogal iirtinlerin antibakteriyel, antioksidan
etkinligi ile ilgili daha detayli caligmalarin yapilmasi literatiirde yer alan bosluklarin

doldurulmasa onderlik edecektir.
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