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OZET

Tibbi ve aromatik bitkilerin antimikrobiyal aktivitesi, alternatif tip agisindan oldukga
bliyiik bir oneme sahiptir. Bu bitkilerin kedine has kokulari, aromalar1 uzun yillardir
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tezde, infeksiy6z etkenlerin basinda gelen
bakteriyel kokenli hastaliklara karsi yeni tedavi stratejisi olarak degerlendirilebilme
potansiyeli yiiksek bitkisel ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligi iizerinde durulmustur. Bu
amagla, zahter (Thymbra spicata L.), karabas (Lavandula stoechas L.) ve defne (Lauris
nobilis L.) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin gram negatif (P. aeruginosa ve K.
pneumoniae) ve gram pozitif (Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus) bakteriler
tizerindeki antibakteriyel etkinligi disk diflizyon ve mikrodiliisyon broth yontemleri ile
arastirilmistir.

Bu calismada, defne ugucu yagi K. pneumoniae hari¢ P. aureginosa, E. faecalis
tizerinde 10.3+0.3 mm, S. aureus’da 8.6+0.3 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile dar etki spektrumu
gosterdi. S. aureus, P. aureginosa ve E. faecalis, K. pneumoniae iizerinde zahter ugucu yagi
elde edilen zon gaplari sirasiyla 12,3 mm; 10,3 mm; 10,3 mm ve 8,6 mm olarak saptanmuistir.
Karabas ugucu yagmin K. pneumonie disindaki bakterilerin tiremesini durduran inhibisyon
zon capi ile antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmis, zon ¢ap araliklar1 10,3-8,6 mm
inhibisyonzon ¢ap1™® olarak incelenmistir. Standart antibiyotik ile kiyaslandiginda P.
aureginosa tizerinde defne ugucu yagi inhibitor etki agisindan ampisilinsulbaktama benzer
dar bir etki spektrumu gostermis, E. faecalis ve S. aureus iizerinde ise diistik (p<0.01) yada
etkisiz (p>0.05) oldugu incelenmistir. Zahter ve karabas ugucu yaglar1 ise P. aureginosa
tizerinde ayni etkiyi gostermis; digerlerinde ise daha diisiik etki incelenmistir.
Mikrodiliisyon broth yontemi sonuglarina géstermistir ki defne ugucu yaginin P. aureginosa
tizerinde 100 pL, E. faecalis ve S. aureus da 50 uL konsantrasyonunda bakteri tiremesinin
gerceklestigi fakat etkili olmadig1 tespit edilmistir. Zahter ugucu yagmin MiK degerleri P.
aureginosa (iireme engellenmedi) hari¢ K. pneumoniae, E. faecalis i¢in 50 pL; S. aureus
i¢in 25 uL olarak izlenmistir. Karabas bitkisi ise K. pneumonie disindaki mikrorganizmalarin
biiytimesini 25-50 pL de inhibe ettigi saptanmustir.

Calismamizda defne ve karabas ucgucu yaglar1 K. pneumoniae i¢in antimikrobiyal
etki gostermemisken; digerleri (P. aureginosae, E. faecalis ve S. aureus) iizerinde
bakteriyostatik etki gostermistir. Zahter ugucu yagi P. aureginosa ve E. faecalis, K.
pneumoniae tizerinde inhibitér, S. aureus’da ise bakterisid etki belirlenmistir. Calisma
bulgularimiz goésteriyor ki bitki ugucu yaglar1 patojen bakterilerin tiremelerini durduracak
inhibitdr konsantrasyonlarda, hastaliklar iizerinde etkili bir tedavi sekli olusturabilecek profil
Ozelligi tasimaktaysa da konu iizerinde daha kapsamli ¢aligmalarla desteklenmesi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Defne ugucu yagi, zahter ugucu yagi, karabas ugucu yagi,
antibakteriyel aktivite, bakteri
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ABSTRACT

Antimicrobial Activity of Essential Oils of Zahter, Laurel and Blackbase on Some
Pathogens

The antimicrobial activity of medicinal and aromatic plants is of great importance in
terms of alternative medicine. The scents and aromas of these plants have been used in the
treatment of diseases for many years. In this thesis, the antibacterial activity of herbal
essential oils with a high potential to be evaluated as a new treatment strategy against
bacterial diseases, which is one of the leading infectious agents, is emphasized. For this
purpose, gram negative (P. aeruginosa and K. pneumoniae) and gram positive (Enterococcus
faecalis and Staphylococcus) essential oils obtained from thyme (Thymbra spicata L.), black
head (Lavandula stoechas L.) and laurel (Lauris nobilis L.) plants. aureus) bacteria were
investigated by disc diffusion and microdilution broth methods.

In this study, laurel essential oil showed a narrow spectrum of action with an
inhibition zone diameter of 10.3+0.3 mm on P. aureginosa, E. faecalis, and 8.6+0.3 mm on
S. aureus, except for K. pneumoniae. Zone diameters of zahter essential oil on S. aureus, P.
aureginosa and E. faecalis, K. pneumoniae were 12.3 mm, respectively; 10.3mm; It was
determined as 10.3 mm and 8.6 mm. It has been determined that black head essential oil has
an antibacterial effect with its inhibition zone diameter that stops the growth of bacteria other
than K. pneumoniag, and the zone diameter ranges are examined as 10.3-8.6 mm inhibition
zone diameter-1. When compared to the standard antibiotic, laurel essential oil showed a
narrow spectrum of inhibitory effect similar to ampicillinsulbactam on P. aureginosa, but
low (p<0.01) or ineffective (p>0.05) on E. faecalis and S. aureus. Zahter and blackhead
essential oils showed the same effect on P. aureginosa; in others, a lower effect was studied.
The results of the microdilution broth method showed that laurel essential oil was grown at
a concentration of 100 uL on P. aureginosa, and 50 pL on E. faecalis and S. aureus, but it
was not effective. MIC values of zahter essential oil were 50 uL for K. pneumoniae, E.
faecalis except P. aureginosa (growth not inhibited); It was traced to 25 pL for S. aureus. It
was determined that black head plant inhibited the growth of microorganisms except K.
pneumoniae at 25-50 pL.

In our study, laurel and blackhead essential oils did not show an antimicrobial effect
for K. pneumoniae; showed a bacteriostatic effect on others (P. aureginosae, E. faecalis and
S. aureus). Zahter essential oil has an inhibitory effect on P. aureginosa and E. faecalis, K.
pneumoniae, and a bactericidal effect on S. aureus. Our study findings show that although
plant essential oils have inhibitory concentrations to stop the growth of pathogenic bacteria,
they have a profile feature that can create an effective treatment method on diseases, but it
needs to be supported by more comprehensive studies on the subject.

Keywords: Laurel essential oil, thyme essential oil, blackhead essential oil, antibacterial
activity, bacteria
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1. GIRIS

Degerli bir besin olan balik eti, insan tiiketiminde 6nemli bir paya sahip hayvansal
protein kaynaklarindan bir tanesi olup doymus yaglar, karbonhidratlar ve kolesterol
acisindan diigiik besin igerigine sahiptir. Bunun yaninda c¢esitli vitaminler, mineraller ve
coklu doymamis yag asitleri gibi dnemli besin maddelerini igermekle birlikte yiliksek
oranlarda kaliteli bir protein kaynagidir (Fao, 2012). Su iiriinleri tiretimi 2017 yil1 igin 172,7
milyon ton olarak bildirilmistir. Bu iiretimin ise 92,5 milyon tonu (%53,6) avcilik yoluyla,
80,1 milyon tonu (%46,4) ise yetistiricilikten temin edilmistir (OECD, 2016). Uzun yillardir
avcilik ile yapilan balik¢ilik, balik popiilasyonlarinin yildan yila degisimiyle siirdiirebilirlik
acisindan stireklilik gosterememis; bu duruma akuakiiltiir {iretiminin hizla artmasina olanak
saglamistir. TUIK verilerine gore, su iiriinleri yetistiriciligi yillik ortalama %8 (%1-%13
arasinda) biiyiimektedir (TUIK, 2015). Ulkemizde en fazla yetistiriciligi yapilan tiir %56 ile
gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’dir. Bunu %29 ile levrek (Dicentrarchus
labrax) ve %15 ile ¢ipura (Sparus aurata) izlemektedir (Akova, 2015).

Akuatik ortamda meydana gelen kirlilik, yiiksek yogunlukta yetistirme, su
kalitesinde azalma, dengesiz besleme gibi nedenler hastalik problemlerini yogun olarak
ortaya c¢ikarmaktadir.1970°1i yillarda i¢ sularda iiretimi baslayan akuakiiltiir liretiminin
bircok isletmede intensif {iretime ulagsmasindan sonra bu isletmelerde bakteriyel, viral,
paraziter epizootikler goriilmeye baslamistir (Arda ve ark., 2005; Jacobs ve ark., 2009;
Gomez-Casado ve ark., 2011; Frans ve ark., 2011; Oidtmann ve Stentiford, 2011; Vega-
Heredia ve ark., 2012). Bu hastaliklar ile paralel seyreden ekonomik kayiplar ise isletmeler
i¢in en 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir.

Akuatik cevre acisindan ise ciddiyetle ilizerinde durulmasi gereken etkenlerin
basinda, canli disinda da uzun siire canli kalabilme yetenekleriyle biiyiik risk olusturan
bakteriler gelmektedir (Klesius ve Pridgeon, 2011).Bilindigi {izere Tiirkiye’de bakteriyel
balik hastaliklar1 yaygin olarak goriilmektedir. Yiiksek mortalitelere sahip olan bakteriler
ozellikle iilkemizde yetistiriciligi siklikla yapilan gokkusagi alabaliklarinda arastirilmais,
Aeromonas spp.,Edwardsiella spp., Flavobacterium spp., Flexibacter spp., Pseudomonas
spp., Streptococcus spp., Yersinia spp., Renibacterium spp. tiirlerinin 6nemli kayiplara
neden oldugu bildirilmistir (Klesius ve Pridgeon, 2011; Kum ve ark., 2004; Schmidt ve ark.,
2000).



Birgok durumda ortaya c¢ikan balik hastaliklarinin tedavisinde uzun yillardir
kullanilan antibiyotik uygulamalar1 zamanla bakteriyel patojenlerin antibakteriyellere kars1
direng gostermesi, rezidii sorunu gibi birgok problemi de beraberinde getirmis boylelikle
yeni tedavi stratejileri ile koruyucu onlemlere balik iireticilerini tesvik etmistir (Kum ve ark.,
2004).

Tibbi ve aromatik bitkilerin antibakteriyel etkisi, alternatif tip acisindan oldukca
bliyiik bir oneme sahiptir. Bu bitkilerin kedine has kokulari, aromalar1 uzun yillardir
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilmakta, tedavi edici etkileri ise icerdikleri
flavonoid,alkaloid, terpenoid, tanen, berberin, kinin ve emetinler gibi kimyasallarla
olmaktadir ki giinlimiizde kullanilan ilaglarin hammaddesini ise zaten bu icerikler
olusturmaktadir (Hussainve ark., 2011; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011; Giil, 2015;
Jamshidi-Kia, 2018).

Tim bu veriler 15181nda, balik yetistiriciliginde isletme igin biiylik problem olan
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in koruyucu amaclh ast uygulanimi, kemoterapi gibi
uygulamalarin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve daha dogal olmasi ile bitkisel tedavi
stratejileri gelistirilmis ve uygulanabilirligi bircok calismayla ortaya konmustur (Logambal
ve ark., 2000; Peddie ve Secombes, 2003; Kiiciikgiil ve ark., 2019a-b).

Bu tezde, infeksiy6z etkenlerin basinda gelen bakteriyel kokenli hastaliklara karsi
yeni tedavi stratejisi olarak degerlendirilen bitkisel tedavi tizerinde durulmustur. Bu amagla,
zahter (Thymbra spicata L.), karabas (Lavandula stoechas L.) ve defne (Lauris nobilis L.)
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin gram negatif (P. aeruginosa ve K. pneumoniae) ve
gram pozitif (Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus) bakteriler iizerinde

antibakteriyel etkinligi disk diflizyon ve mikrodiliisyon broth yontemleri ile aragtirilmistir.



1.1. Literatiir Bilgisi

Maliyet artisi, iiriin kalitesi, olas1 bir hastalik durumunda gézlenen balik 6liimleri gibi
bircok problemden dolay1 balik hastaliklarini arastirmak, teshis etmek ve tedavi yontemleri
gelistirmek balik iiretim tesislerinde oldukca onemlidir. Gerek dogal ortamda gerekse
yetistiricilik kosullarinda baliklar1 hasta edebilecek bircok etmen bulunmaktadir. Dogal
sartlarda olas1 hastalik durumlar1 tolere edilebilirken, yetistiricilik kosullarinda yogun
stoklama, su parametrelerinde ani degisimler, olas1 stres faktorleri vb. birgok faktor
hastaliklarin olusmasina ve kontrolsiiz yayilmasina neden olabilir (Scholz, 1999).

Baliklarda enfeksiyona yol agan pek c¢ok bakteri tiirii bulunmaktadir. Patojenik
karakterleri arastirilan bu bakteriler virulans yetenekleri, baligin cinsi, yasi, beslenme
durumu ve c¢evre sartlarina baglhh olarak degisik tarzda hastalik tablolari
sergileyebilmektedirler (Evelyn, 1996). Patojenik mikroorganizma kaynakli infeksiy6z
hastaliklardan bakteriyel hastaliklar gram negatif yada gram pozitif bakteriler tarafindan
olusturulmaktadir. Her iki grup i¢inde bulunan bakteriler morfolojik (¢comak, yuvarlak,
spiral vb.), fizyolojik (aerobik, anaerobik, mikroaerofilik vb.), biyokimyasal ve patojenik
ozellikler tasimaktadirlar (Arda ve ark., 2005).

Ulkemizde balik iiretim ¢iftliklerinde en sik rastlanan patojen bakteriyel etkenler
arasinda Aeromonas spp.,Pseudomonas spp., Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp.,
Streptococcus spp. sayilabilir (Kum ve ark., 2004).

Pseodomonas enfeksiyonlart baliklar igin patojen olabildigi gibi viicut yilizeyinde
normal olarak bulunmasi ile patojen karakter gdstermeyebilir. Daha ziyade baliklar tizerinde
deri, solungag, yumurta ve bagirsaklarda kolonize olup hastaliklara sebep olabilmektedirler.
Baliklardan izole edilen bir¢ok tiir (Pseudomonas anguilliseptica, P. chlororaphis, P.
fluorescens, P. aeruginosa vb.) bulunmaktadir (Algammalve ark.,2020; Timur ve Timur,
2003). Pseudomonaslar baliklarda genellikle spontan enfeksiyonlara yol agar. Genellikle
gram negatif, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz tek tek comaklar yada kisa flamentler halinde
tireme gosterebilirler. Enfeksiyonlar genellikle yilan baligi, sazan, kadife baligi, morina
balig1, gokkusagi alabaligir gibi birgok balik tiirlinii etkileyebilmektedir (Algammal ve
ark.,2020; Austin, 2010). Su ve toprakta yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar baliklarda hemorajik septisemilere neden olurlar
(Resim 1.1. ve 1.2.). Ozellikler ¢evresel kosullarda goriilen herhangi bir uygunsuzluk, stres

faktorlerinden ileri gelen durumlar hastaligin gikis ve yayilisinda dnemli rol oynar. Ozellikle,



¢cozlinmiis oksijen seviyelerinde azalmalar, su sicaklik parametrelerinde yiikselmeler,
yetersiz beslenme ve diger faktorler hastaliga zemin hazirlayici faktorlerdir (Post, 1987).
Pseudomonas spp. hastalik ile infekte durumlarda giiglii viriilans faktorlere sahip olup pili,
flagella, lipopolisakkarit (LPS) bakteri kolonizasyonu ve motilitesinde, aktif proteinlerin
konakgi1 hiicrelere verilmesinde ve kalici enfeksiyonlarin olusumunda yaygin olarak rol
oynar. Ayni sekilde salgilanan viriilans faktorleri, inflamatuar siiregleri giiclendirir, ciddi
doku hasarlarina neden olur, bakteri istilasin1 ve yayilmasini kolaylastirir ve hastaliklarin

ilerlemesini hizlandirir (Zeng, 2004).

Resim 1.1. P. Aeruginosa ile enfekte baliklarda [a) Tilapia b) kedibaligi] klinik inceleme:
Viicut yiizeyinde gozlenen diizensiz hemorajiler (Algammal ve ark., 2020)

Resim 1.2. P. aeruginosa ile enfekte baliklarda [a) Tilapia b) kedibaligi] post-mortem

inceleme: Solgun karaciger, negrotik solungag, tikali bobrek (Algammal ve
ark., 2020)

Gram pozitif mikroorganizmalardan ileri gelen hastaliklar gram negatif olanlara gore
daha az olsa da yine de baliklarda goriilebilmektedir. Bu etkenler baliklarda daha ¢ok
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spontan ve kronik seyir izleyebilmektedir. Ozellikle stafilokoklardan ileri gelen
enfeksiyonlar gozlenebilmektedir (Arda ve ark., 2005). Genellikle hastalik olgularindan
Stafilococcus aereus izole ve identifiye edilmistir (Resim 1.3). Stafilokoklar oval ya da
yuvarlak tarzda kiimeler olusturmus bir goriinlime sahiptirler. Gram pozitif, kapsiilsiiz,
hareketsiz olan etken kat1 besi yerinde sar1 pigmentli koloniler olusturmaktadir. Genellikle
baliklarda alabaliklar1 etkilemekte balik yiizeyinde grimsi lezyonlar, i¢ organlarda ise
dalakta biiyiime, bagirsakta yangisal reaksiyonlar ile karakterize edilmektedir (Arda ve ark.,

2005).

Resim 1.3. S. aereus ile enfekte olmus tilapianin viicut tizerinde goriilen doku erozyonu
(Gaafar ve ark., 2014)

Su iriinleri sektoriinde kiiltlir balik¢igindaki  gelismeler ile bakteriyel
enfeksiyonlarindan ileri gelen problemler Onemini arttirmakta, bunlar arasinda son
zamanlarda enterokokkal enfeksiyonlarda bu nedenle dikkat ¢cekmektedir. Ozellikle genis
bir konak dagilimi gdstermeleri, antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin yiiksek olmasi ve
yogun mortalite gibi sebepler enterokoklar tizerinde arastirmacilarin odaklanmasina sebep
olmustur. Entekoklar bircok hayvan ve insanda 6zellikle gastrointestinal kanal, agiz ve deri
tizerinde bulunabilen ve hastaliklara neden olabilen enfeksiyonlardir (Quednau ve ark.,
1998). Enterokok enfeksiyonlarinda klinik semptom hemorajik septisemidir (Resim 1.4.).
Bilateral eksoftalmi, operkulumda ve kaudal ylizge¢ kan damarlarinda goriilen petesiler en

fazla gbzlenen belirtilerdendir (Actis ve ark., 1999).



Resim 1.4. Enterokok enfeksiyonu: A) Goz ve operkulumda izlenen hemorajiler; B)
Kafatasindaki kanama; C) Karaciger hemorajisi; D) Beyinde goriilen
hemorajik izler (Rizkiantino ve ark., 2020)

Balik hastaliklarinda tedavide basar1 yiizdesi genellikle azdir. Bu nedenle
yetistiricilik kosullarinda her daim profilaktik onlemler 6nemli yer kaplamaktadir (Le
Breton, 2009). Fakat hastaliklarin 6nlenmesinde yalnizca bu tedbirler yeterli olmayip bir¢cok
tedavi yonteminin aragtirilmasi ve uygulanmasi 6nem kazanmuistir.

Balik ciftliklerinde birincil sirada yer alan bakteriyel enfeksiyonlarda suyun
kalitesinin iyilestirilmesi, stok yogunlugunun azaltilmast ile stres olusturabilecek durumlarin
diizeltilmesi enfeksiyonlarin yayilisini 6nleyebilmektedir. Bunun yaninda her 6nleme
ragmen ortaya ¢ikmis enfeksiyonlarda ise ¢esitli antibiyotik (eritromisin, oksitetrasiklin,
kanamisin vb.) uygulamalarindan yararlanilmaktadir (Timur ve Timur, 2003). Ancak,
bakteriyel patojenlerin ciddi boyutlarda enfeksiyonlara yol agmalari, mortalite oranlarinin
yeksek olmasi dikkat ¢ekmis ve buna neden olarak antibiyotik direnglilikleri gosterilmistir
(Schouten ve ark., 1999; Endtzve ark., 1999). Enterokoklar klinik mikrobiyolojide
antibiyotik direngliliginin en ¢ok izlendigi mikroorganizmalarin basinda gelmektedir.
Peterson ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Enterecoccus faecalis’in
streptomisine direng gosterdigi bildirilmistir (Peterson ve ark., 2002). Bir diger aragtirmada
ise, bircok hayvandan izole ettikleri enterokoklarin, ampisilin, streptomisin ve direng
gosterdikleri raporlanmistir (Thal ve ark., 1995).

Bunun yanmda siklikla kullanilan profilaktif yontemlerden bir digeri  as1
uygulamalandir (Kamelia ve ark., 2009). Asilamada birgok avantaj oldugu gibi

dezavantajlarda mevcuttur. Asilarin 6nemli sikintilarindan biri pahalilik bir digeridespefisik



olmasidir (Sakai, 1999; Robertson, 1999). Ticari olarak iiretilen asilar pahali olduklari igin
tireticiler tarafindan handikap olarak degerlendirilebilir, ayrica 6nemli hastaliklara karsi
(bakteriyel, viral vb.) bir¢ok ticari as1 etkisiz kalabilmektedir (Raa, 1992).

Balik yetistiriciliginde hastaliklarda korunmada as1 uygulanimi, kemoterapi gibi
uygulamalarin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve daha dogal olmasi ile bitkisel tedavi
stratejileri gelistirilmis ve uygulanabilirligi bircok calismayla ortaya konmustur (Logambal
ve ark., 2000; Peddie ve Secombes, 2003; Kiigiikgiil ve ark., 2019 a-b). Gegmis yillardan bu
giine dek siiregelen bitkisel tedavi, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesi gibi amaglara
hizmet eden dogal iiriinler ve tibbi bitkiler olarak bilinmektedir (Abdul-Ghani ve ark., 1987;
Kigiikgiil Giileg ve ark., 2014).

Tiirkiye gerek cografik ozellikleri gerekse iklim cesitliligi ile zengin bir bitki
florasina sahiptir. Endemik tiirler acisindan ise {istiin potansiyel gdstermektedir (Asil ve
Taskin 2018; Urhanve ark., 2016). Tiirkiye’nin florasi oldukga zengin olup (1000°den fazla
bitki) bolgesel farklilik ve gesitlilik sergilemektedir. Bu zengin floranin 6énemli bir kismin
(1/3°ii) tibb1 kokenli aromatik bitkiler saglamaktadir. Uc bin den fazlasi ise endemik tiir
ozelligi tasimaktadir. Tiirkiye de yetistiriciligi yapilan 6nemli bitkiler gay, giil, nane, rezene,
defne, karabas, kekik vb. bitkilerdir.

Onemli bir ticaret iiriinii olup zahter (Thymbra spicata L.) Lamiaceae (Labiatae)
familyasinda yer almaktadir. Tiirkiye de 6zellikle Glineydogu Anadolu Bolgesinde Kilis,
Hatay ve Gaziantep yorelerinde uzun yillardir gida ve tibb1 kdkenli ilag olarak kullanilan
bitkinin giiniimiizde de ticari olarak bir¢ok kullanim alan1 (Bitkisel ¢ay, kekik ugucu yagi,
kekik suyu, kahvaltilik vb.) oldugu bilinmektedir (Resim 1.5).

Resim 1.5. Hatay ili zahter (Thymbra spicata L.) tarlasi (Ulusoy, 2018)
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[Ikbahar doneminde toplanan zahterin taze siirgiinleri ve kurutulmus yaprak ve cicek
kisimlar1 baharat olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1999; Sekeroglu, 2008). Kurutulan bu
tirtinlerin su buhan distilasyonu ile elde edilen keskin kokulu ugucu yagi ve yagin altina
kekik suyu olarak bilinen kismi1 daha ziyade halk arasinda soguk alginligi, astim, bronsit,
Oksiiriik, kolik ve ishal gibi rahatsizliklarin tedavinde kullanilmaktadir (Dirican ve ark.,
2012; Kaya ve ark., 2013; Baytop, 1999; Sekeroglu, 2008, 2010). Zahter ugucu yag
bilesenleri iginde en fazla karvakrol, y-terpinen ve p-simen oldugu bildirilmektedir. Diger
bilesenlerden bazilar1 ise mirsen, a-terpinen, B-karyofillen, a-pinen, timoldiir (Baydar ve
ark., 2004; Kilig, 2006; Kizil, 2010; Markovic ve ark., 2011; Kaya ve ark., 2013).

Koparal ve Zeytinoglu (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Origanum, Satureja,
Thymbra, Thymus ve Corydothymus cinslerine ait bitkilerin ucgucu yag bilesenleri
degerlendirilmistir. Ana bilesenin karvakrol oldugu ve antibakteriyal, antifungal,
antihelmintik, insectisidal, analjezik ve antioksidan etkinligin ise kavrakrolden
kaynaklandig1 bildirilmistir. Isparta yoresinden toplanan Coridothymus capitatus (L.)
Reichb., Thymbra spicata L., Salvia triloba L. ve S. fructicosa Mill. tiirlerinde ait ugucu yag
verim ve komposizyonu arastirildig1 bir diger ¢alismada, O. minutiflorum ortalama %1.45,
C. capitatus %2.46 ve T. spicata’nin ise %2.03 ugucu yag igerdigi, her ii¢ tiiriin ugucu
yaginda da en 6nemli kompanentin karvakrol oldugu (sirasiyla %89.17, %69.00 ve %76.01)
saptanmistir (Baydar ve ark., 1999). Irtem (2003), Lamiaceae familyas1 Thymus cinsi birkag
bitkinin toprak iistii kisimlarinin hidrodistilasyonu sonucu ugucu yaglarinin ana bilesenlerini
saptadi ve antibakteriyel aktiviteleri degerlendirdi. Timoliin (%56.6, %42.8, %36.9)
sirastyla Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii (kemotip I ve Il), Thymu
szygioides var. Lycaonicus’un ana bilesenleri oldugunu rapor etti. Bunun yaninda Thymus
longicaulis subsp. longicaulis var. siibisophyllus (%60) da karvakrol, Thymus pulvinatus ise
ana bilesen olarak borneol (%27.9) icerdigi bildirdi.

Bitkilerin farkli bir kullanim alan1 olan ugucu yag eldesi bitki 6ziitleri olarak kabul
edildigi i¢in 6nem arz eder. Ayrica ucucu yaglar icerdikleri kimyasal bilesenler sayesinde
antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan vb. Ozellik kazanip fitoterapotik olarak
kullanimlar1 miimkiin olur. Alternatif tipta degerlendirilen giiglii bir antimikrobiyal etki
gosteren zahter bitkisi uzun yillardir kullanilmaktadir. Son yapilan c¢alismalar
gostermektedir ki zahter antibiyotiklere karsi alternatif bir tedavi olarak degerlendirilebilir.
Fitoterapik 6zelligi bulunan bitki (nane, ¢ordiik otu, zahter, yabani kekik, Izmir kekigi)

ucucu yaglarinin bazi mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etkinligi ve etkin bazi



antibiyotiklerle karsilastirilmasinin amaglandigi bir arastirmada, antimikrobiyal aktivite igin
disk difiizyon metodu uygulanmustir. inkiibasyon siireleri sonunda 5, 10 ve 15 pl ugucu yag
emdirilmis disklerin inhibisyonzon caplar1 Ol¢iilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde
inhibisyonzon ¢api ile konsantrasyon artisinin paralel oldugu gozlenmistir. Zon g¢aplarinin
Ise 8-50 mm arasinda degisim gosterdigi ve en giiclii bakterilerin Streptococcus pyogenes ve
S. aureus oldugu bildirilmistir (Akcan ve ark., 2007). Bir diger arastirmada, zahter
ekstresietanol ve kloroform ¢ozeltileri ile 4 farkli konsantrasyonda (25 mg/ml-50 mg/ml-75
mg/ml ve 100 mg/ml) ¢alisilmis, Escherichia coli, Pseudomona saeruginosa ve Klebsiella
pneumoniae bakterileri {lizerinde antimikrobiyal etkinligi saptanmistir. 25 mg/ml
konsantrasyonda K. pneumoniae’ya karsi 15 mm zon, 50mg/ml konsantrasyonda 26mm
zongapt olustugu gozlenmistir. Diger bakteriler {iizerinde herhangi bir etkinlik
saptanamamustir (Dalkili¢ ve ark., 2020).Tiirkmen ve ark. (2016), zahterin metanol ve etanol
ekstrelerinin 100pul hacminde oyuk agar yontemiyle K. pneumoniae (19 mm-14 mm), S.
aureus ‘a (20 mm-18 mm) etki ettigi tespit etmislerdir.

Akuakiiltiirde balik patojenleri ile miicadelede bitkisel tirlinlerin kullanimi alternatif
ve glincel uygulamalarin basinda gelmektedir. Uzun yillardir halk ilaci olarak kullanilan
zahter bitkisinin 6zellikle yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarinda bulunan karvakrol ve
timol gibi bilesenlerin giiclii antimikrobiyal, antifungal, antioksidan etkileri nedeniyle balik
hastaliklarinda 6zellikle kemoterapdtiklere altrenatif olabilmesi diisiincesiyle Balligiller
familyasi tiyeleri ile birgok ¢alisma (Birinci Yildirim ve Tiirker, 2018; Mousavive ark., 2011;
Baydar ve ark., 2004). Gokkusagi alabaligi kulugkahanelerinde ekonomik kayiplara
sebebiyet veren Saprolegniasis hastaliginin etkeni olan Saprolegnia parasitica etkenine
karst Lamiaceae familyasindan ii¢ oOnemli kekik tiiriiniin (Thymbra spicata L.,
Origanumonites L., Satureja tymbra L.) antifungal etkinliginin arastirildigi ¢alismada, her
ti¢ kekik tiirliniin ugucu yag bilesenlerinde karvakroliin major komponent oldugu, karvakrol
igerigi yliksek olan T. spicata (%82,68) ve O. onites (%82,2)’in antifungal etkisinin S.
tymbra (%53,38)’ya gore daha iyi oldugu tespit edilmistir (Gormez, 2012). Gérmez ve Diler
(2014) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise, T. spicata ve O. onites ugucu yaglarinin S.
parasitica mantaria karst timol ve karvakroliin tek kullanimlarindan daha biyoaktif
oldugunu ve bunun bitki biyoaktif kompanenlerin sinerjistik etkisinde kaynaklandigini
bildirilmislerdir.

Halk arasinda Karabag otu, karabas lavanta, gargan veya kesis otu olarak bilinen

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait bir diger aromatik bitki Lavandula stoechas



L.’dwr. Kendiliginden dogal olarak yetisebilen bu bitki uzun yillardir giiclii bir antiseptik ve
yara tedavi edici 6zelligi ile alternatif tipta kullanilmaktadir (Ayral, 1997; Oztiirk ve ark.,
2005). Bunun yani sira yatistirici, iltihap giderici, balgam soktiiriicli, idrar yollar
iltihaplarini giderici vb. birgok 6zelligiyle epey genis bir kullanim alan1 edinmistir (Baytop,
1999). Bunun yaninda, ugucu yag ozellikleri nedeniyle diinyada yaygin olarak yetistirilen
bitkilerden de birisidir. Ozellikle Avrupa, Orta Dogu, Asya ve Kuzey Afrika’da yetistiriciligi
yapilmakta ve yaklasik 40 farkl tiirii bulunmaktadir (Aprotosoaie ve ark., 2017). En yaygin
yetistirilin {ig tiir; L. angustifolia Mill., L. stoechas, L. latifolia ve bunlarin melezleridir.
Lavandula stoechas L. 45-50 cm yiikseklikte, giizel gorlintisli, tiyli, kuvvetli
kokulu, cali formunda ve ¢ok yillik bir bitkidir (Resim 1.6.).Ulkemizde 6zellikle izmir,
Mugla, Datga, Antalya Tekirova, Igel-Anamur, Hatay-Samandagi, Yayladag: ydrelerinde
yetisebilmektedir (Ayral, 1997; Yenici, 1999). Kuru ve asiditesi az olan topraklarda yetisen
karabas otunun tohumu Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda olgunlagsmakta; Mayzs,

Haziran, Temmuz aylarinda ise ¢igeklenmektedir (Yenici, 1999).

Resim 1.6. Karabas (Lavandulastoechas L.) (URL-1, 2020)

Karabag otu bitkisinin toprak iistii kisimlarindan (bitkinin taze ve kurutulmus ug
kisimlar1) su buhari distilasyonu ile elde edilen karabas ugucu yagi, karakteristik bir kokuya
sahip renksiz veya soluk sar1 bir stvidir. Kimyasal kompozisyonu ise iyi bilinmektedir. Ana
bilesenler, linalool (%20-45) ve linalil asetatin (%25-46) R enantiyomerleridir. Bu
bilesenlerin yiiksek icerigi yagin kalitesini belirlemektedir. Yapilan ¢alismalarda diger

bilesenler ise limonen (>%1.0), okaliptol (<%?2.5), kafur (>%1.2), terpin-4-ol (%0.1-6.0)),
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lawandulol (<0.1 %), lavandulil asetat (<%0.2) ve a-terpineol (>%2.0) olarak raporlanmistir
(Gora ve Lis, 2012; Lis, 2013).

Alternatif tipta siklikla kullanilan karabag otu bitkisinin antiseptik ve yaralarda
kullanimi1 uzun yillardir bilinmektedir. Yapilan bir arastirmada, Izmir yoresine ait yabani L.
stoechas L. subsp. Stoechas taksonundan elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal ve
antifungal etkisi incelenmis, % 1,1 oraninda ugucu yag icerdigi tespit edilmistir. Kimyasal
bilesenleri icerisinde 26 bilesik saptanmis ana bilesen olarak % 43,47 ile kafur tespit
edilmistir (Oztiirk ve ark., 2005). Balligiller familyasindan bir baska tiir olan L. Angustifolia
Mill'in ugucu yaginin Staphylococcus aureus ve Enterococcusspp. tiirlerine Kkarsi
antibakteriyel etkisi arastirilmis gii¢lii bir antiseptik etki gozlenmistir (Roller ve ark., 2009).
Yapilan arastirmalar gostermistir ki, karabas otu ugucu yaginin antibakteriyel 6zelliginin
icerisinde  barindirdigit  minér ve major kompanentlerin sinerjistik etkisinden
kaynaklanmaktadir (Krasniewska ve ark., 2017; Jianu ve ark., 2013).

Ulkemizde gelismekte olan sektdrlerden birisi haline gelen akuakiiltiirde balik
hastaliklarin tedavisinde bilingsiz kullanilan antimikrobiyal maddelerin olumsuzluklarini
ortadan kaldirmak i¢in daha ucuz, giivenilir ve uygulamasi daha kolay ayni zamanda dogal
olmalar1 yoniiyle bitkilerden yararlanma 6zellikle bitkilerden elde edilen dogal maddelerin
kullanim1 dikkat ¢ekmektedir. Karabas otu ugucu yagimnin giiclii terapotik etkileri birgok
calisma 1ile ortaya kondugu ic¢in akuakiiltirde de bu bitki antibakteriyel, biiyiime
performansi, antifungal vb. etkileri yoniiyle degerlendirilmistir. Yilmaz (2019) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, karabas otu (Lavandula stoechas) yaginin sazan (Cyprinus carpio)
balig1 yemlerine ilavesinin biiyime performansi, hematolojik ve serum biyokimyasal
parametreleri iizerine olan etkileri incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, karabas
otu yag iceren diyetin ( 5 g/kg) kontrol diyetine gére hemoglobin seviyelerinin olumlu
yonde etkilendigi, ancak serum glikoz seviyelerinde diisiisler izlendigi bildirilmistir. Ticari
olarak temin edilen kekik (Origanum vulgaris), melisa (Melissa oleum), karabas (Lavandula
eromanaeoleum), biberiye (Rosmarinus officinalis), zencefil (Zingiber officinale) ugucu
yaglarinin  Yersinia ruckeri, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Vibrio
alginolyticus, Flavobacterium psychrophilum ve Lactococcus garvieae tiirleri iizerine olan
antibakteriyel etkinliginin ortaya kondugu bir diger ¢alismada, tim ugucu yaglarin etkin
oldugu ancak kekik ve melisa ugucu yaglarinin digerlerine oranla daha giiclii bir

antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Ekici ve ark., 2011).
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Yaprak ve meyvelerinin i¢erdigi degisik yapidaki ucucu ve sabit yaglara sahip olan
defne (Lauris nobilis L.), fitoterapdotik {irlin olarak degerlendirilen ekonomik degere sahip
bir diger 6nemli bitkidir (Resim 1.7.). Uzun yillardir yapraklarindan yararlanilan bitkinin
kurutulmus yapraklar1 yemeklerde koku ve tat verici olarak degerlendirilmektedir. Hatay ve

Mersin yorelerinde de liretilen defne agaci iilkemiz ihracatinda da 6nemli paya sahiptir.

Resim 1.7. Defne (Laurisnobilis L.) (URL-2, 2018)

Lauraceae familyasi Laurus cinsine ait olan defne yaklasik 40 cins 2500 tiir
icermektedir. Tropikal Asya, Amerika, Afrika ve Akdeniz iilkelerinde yayilis gostermekte
olup iilkemizde tek tiirli bulunmaktadir (Segmen ve ark., 1995). Akdeniz bitki Ortiisiiniin
karakteristik bitkilerinden olan defne tiim kiy1 seridi boyunca yayilis gostermekte ve 600-
800 m yiiksekliklerde rastlanmaktadir (Parlak, 2006). Defne yapi itibariyle maki bitkisidir,
her dem yesil olup kokleriyle giiclii bir donanima sahiptir. Cok miktarda kok ve gévde
stirglinli verir, ayn1 zamanda gévde kabugu koyu gri, siyaha yakin renkte ve piiriizsiizdiir.
Taze siirgiinleri yesil, sonralari kirmizimsi siyah renkte ve tiiysiizdiir (Zeybek ve Zeybek,
1994; Baytop, 1999; Yazici, 2002). Yapraklarinin hasadi Temmuz ve Ekim aylar1 arasinda
olup, meyveleri Eyliil ve Ekim arasindadir. Defne yaprag: hasat sonrast kurutulmasi, igerdigi
etkili kimyasal bilesimin daha uzun siire dayanmast i¢in yapilmaktadir (Erden, 2005).

Defne bitkisi bir¢ok kullanim alanina sahiptir. Kurutulmus yapraklari1 gida endiistrisi
icin 6nemli olup, yapraklarindan temin edilen ugucu yag tat ve cesni verici olarak
degerlendirilmektedir. Meyvelerinden elde edilen sabit yag ise gida ve kimya endiistrisinde,
ilag, kozmetik alanlarinda kullanilir. Ozellikle prina yag: ile karistirilip imal edilen defne

sabunu sa¢ dokiilmesi, cilt hastaliklari i¢in kullanilmaktadir (Baytop, 1999).
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Defne yapraklarinin giiclii bir antibakteriyel etki gosterdigi bircok ¢alisma ile ortaya
konmustur (Sangun ve ark., 2007; Karadeniz, 2001). Bunun yaninda agr kesici, antiseptik
ve mide rahatsizliklarinda da oOnemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu etkilerin ise
yapraklarindan temin edilen ugucu yag bilesenlerinden kaynaklandigi tespit edilmistir.
Bitkinin yapraginda bulunan ugucu yag orani %0,5-4,69 arasinda degisim gostermektedir.
En Onemli kimyasal bileseni 1,8 sineol (0kaliptol) (%35-70) olup digerleri o-
terpinenilacetate, a-pinen (%4-8), B-pinen (%3-5), limonen (% 1-4), terpinen-4-ol (% 2-3),
metil 6jenol (% 1-3), para-simen (% 0,04-3), linalool ve sabinene’dir. Sangun ve ark. (2007),
Hatay’da farkli bolgelerde defne yaprak ucucu yagin kimyasal i¢erigini belirledigi calismada
ana bilesen olarak 1,8- cineole (% 46,61-59,94), a-terpinylacetate (% 11,94-25,70), a-pinene
(% 3,66-2,61) sabinene (% 14,05-7,83) ve terpinen—4-ol (% 1,82-2,20) olarak tespit
etmislerdir. Hatay yoresinde yapilan bir diger arastirmada ise en 6nemli bilesen 1,8-cineole
(% 43,37- 59,94) olarak gozlenmistir (Karadeniz, 2001).

Su triinleri yetistiriciliginde bakteriyel balik hastaliklarina karst antimikrobiyal
ajanlarin yerine alternatif olarak degerlendirilebilmesi hususu, defne gibi ugucu yag igerigi
zengin ve gliclii bir antiseptik 6zellik tasimasi ile balik hastaliklar1 alaninda birgok arastirici
tarafindan incelenmesine olanak saglamistir. Tural ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir
calismada, kekik (Thymus vulgaris L.), defne (Laurus nobilis L.), biberiye (Rosmarinus
officinalis L.) ve maydanoz (Petroselinum crispum L.) ugucu yaglarinin balik patojenleri
tizerindeki antibakteriyel aktivitesi aragtirilmigtir. Arastirma sonuglarina gore, test edilen
tiim ucucu yaglar balik patojen bakterilerine karsi inhibitor etki gostermis ve inhibisyon
zonlar1 6,00 ile 36,00 mm arasinda degismistir. En duyarli bakterilerden birisinin defne
oldugu bildirilmistir. Bir diger ¢alismada, Aeromonas hydrophila’nin da dahil oldugu 7
bakteri tiirine karsi L. nobilis ugucu yag: test edilmis ve en giiglii antibakteriyelaktivite
gosterdigi bildirilmistir (Snuossi ve ark., 2016). Birinci Yildirim ve Tiirker (2018), bir¢cok
bitkiye ait hidrodistilasyon yontemi ile elde ettikleri ugucu yaglari, yedi balik patojeni
tizerinde denemisler ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Yedi ugucu yagin
[zahter, (T. spicata), kekik (T. vulgaris), defne (L. nobilis), tar¢in (Cinnamomum verum),
altin otu (Helichry sumplicatum) ve yalancit melisa (Aloysiaci triodora Palau)] iyi bir

antibakteriyel aktivite sergilediklerini raporlamislardir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki ornekleri

Hatay yoresinden sonbahar doneminde bitki o6rnekleri ¢igceklenme baslangici
zamaninda toplanmistir (EKim-Kasim- Aralik). Bitki 6rneklerine (Thymbra spicata L.,
Lavandula stoechas L., Lauris nobilis L.) ait yapraklar 35 °C’de kurutularak muhafaza
edilmistir. Antimikrobiyal etki analizi i¢in bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ise

hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilmistir.

2.1.2. Bitki ucucu yaglarinin elde edilmesi

Bitki orneklerinden ugucu yag temini Hidrodistilasyon
metoduyla gergeklestirilmistir. Distilasyon islemi Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii Tibbi ve Aromatik Bitkiler Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Bu metotta, bitki Ornekleri Clavenger aparatinin balon igerisine
tartilarak konulmustur. Isitma islemine ge¢gmeden evvel denge haznesine kadarpiset
yardimiyla su eklenmistir. Isitilan materyalin kaynamasiyla olugsmus su buhari ile ugucu yag
soguk su sisteminin gegtigi yere ulagmis, buharlasan su ve gaz haldeki ucucu yag
yogunlagmis ve yag toplama kabinda birikmeye baslamigtir. 2-3 saat sonra kaynama
sonlandirilmis soguma gerceklesmistir. Olgiimden sonra ¢esme yardimi ile ucucu yag
alinmis ve islem tamamlanmigtir (Resim 2.1) (Sarer ve ark. 1996, Rasooli ve Mirmostafa
2003). Elde edilen ugucu yaglar koyu renkli kapakli cam siselere alinarak, denemelerde

kullanilmak iizere +4 °C’de tutulmustur.
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Resim 2.1. Ugucu yagin elde edilmesi

2.1.3. Bitkilerin analize hazirlanmasi

Bitki u¢ucu yaglarmin (defne: Laurus nobilis, karabas: Lavandula stoechas, zahter:
Thymbra spicata) tizerilerine 4 ml hekzan ilave edilmistir. Sonra bu yaglarin antimikrobiyal

aktiviteleri belirlenmistir.

2.1.4. Test mikroorganizmalari

Bu ¢alismada 2 gram pozitif ve 2 gram negatif mikroorganizma kullanilmigtir. Gram
negatif bakteri olarak; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klepsiella pneumoniae
klinik izolatisuglar, Gram pozitif olarak Enterococcus faecalisATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanilmistir. Bakteri suslar1 Istanbul Medical Park
Goztepe Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin
edilmistir. Bu mikroorganizmalar, 6nemli patojenler olmalariyla beraber ¢ok sayida
arastirmaci tarafindan ¢alisma konusu olan antibakteriyel kapasiteleri nedeniyle secilmistir.
Mikrobiyolojik analizler Munzur Universitesi Pertek Sakine Geng Meslek Yiiksek Okulu

Laboratuvarinda yapilmistir (Resim 2.1).
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Resim 2.2. Munzur iiniversitesi Pertek Sakine Geng meslek yiiksekokulu laboratuvari

2.1.5. Mikroorganizma Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi ve ekim

Bakteri suglari; Nutrient Buyyon’a asilanacak 35+£1°C’de 24 saat siire ile inkiibe
edilecektir. Sivi besiyerinde gelisen kiiltiirler, McFarland (0.5) standart tiipiine gore
bulaniklik ayari yapildiktan sonra buyyon tiiplerine aktarilmistir. Erlenmayerde steril edilen
ve 45-50°C’ye kadar sogutulan Miller Hinton Agar, yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanarak bakterilerin buyyonda ki kiiltiirii ile %1 oraninda asilanarak (10° bakteri/ml)
iyice calkalandiktan sonra 9 cm ¢apindaki sterilpetri kutularina 15’er ml konularak ve

besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmustir.

2.2. Yontem

2.2.1. Ucucu yaglarin gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) analizi

Ugucu yag kimyasal kompozisyonlari, Gaz Kromatografi Kiitle Spektrofotometresi
(GC-MS) kullanilarak saptandi. Analizi yapilacak ugucu yaga hekzan ilave edilerek 1:100
oraninda seyreltilmesi saglanmis, 6rnekler bu konsantrasyonda cihaza verilmistir. Ugucu
yaglarin bilesenleri, Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii,
Tibbi ve Aromatik Bitkiler Analiz Laboratuvarinda gaz-kromatografi yontemi ile

saptanmuistir.
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Ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi ThermoScientific 1SQ SingleQuadrupole
model gaz kromatografi cihazi ile agagidaki sartlar altinda gerceklestirilmistir. TG-Wax MS-
A model, 5% PhenylPolysilphenylene-siloxane, 0.25 mm i¢ ¢ap x 30 m uzunlukla, 0.25 um
film kalinligina sahip kolon kullanilmistir. Tasiyic1 gaz olarak 1 mL/dak akis hizinda helyum
(%99,9) kullanilmistir. Iyonizasyon enerjisi 70 eV, kiitle aralig1 m/z 1,2-1200 amu olarak
ayarlanmigtir. Veri toplamada tarama modu (ScanMode) kullanilmistir. MS transfer line
sicaklig1 250°C, MS iyonizasyon sicakligi 220 °C, enjeksiyon port sicakligi 220 °C, kolon
sicaklig1 baslangicta 50°C olup 3°C/dak 1s1 artis orani ile 220°C ye kadar yiikseltilmistir.

Her bilesigin yapist Xcalibur programu ile kiitle spektrumlart kullanilarak tanimlanmastir.

2.2.2. Disk diffiizyon metodu

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yapilmasinda ve sonuglarin belirlenmesinde
etkin olarak Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) Standartlar1 uygulanmaktadir. Duyarlilik analizlerinde (antimikrobiyal)
diliisyon ve diflizyon olarak iki metottan faydalanilir (NCCLS, 2000). Calismamizda disk
difiizyon metodu uygulanmistir.

Katilasan agar iizerine daha 6nceden 200 pL bitki ugucu yag ornekleri emdirilen
diskler birakilmistir. Petri kutular1 bekleme peryodu sonunda (4°C’de 1.5-2 saat) bakteri
asilanarak plaklar inkiibasyona birakilmistir (37+1°C’de 24 saat). Calisma 3 paralel olarak
yiriitilerek ve sonuglar ortalama deger olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde
degerlendirilmistir (Collins ve Lyne, 1987; Ozgelik, 1992). Kontrol i¢in standart antibiyotik
disk olarak ampisilin sulbaktam kullanilmistir. Tiim test mikroorganizmalarina karsi yapilan

antimikrobiyal aktivite 3 kez tekrarlanmigtir.

2.2.4. Mikrodiliisyon broth yontemi (MIK)

Bitki esansiyel yaglarinin mikroorganizmalara karsi minimum inhibisyon
konsantrasyonu’nu (MIK) belirlemek amaciyla mikrodiliisyon broth yontemi kullanilmistir
(NCCLS, 2000). Bakteriler i¢in Mueller Hinton Broth (Accumix® AMI1072) besiyeri
kullanilmigtir. Mikroorganizmalarin pasajlari 37+1°C'de 18-24 saatlik broth kiiltiirlerinde
25+0.1°C'de hazirlanmistir ve bulaniklik 0.5 McFarland standardina gore ayarlanmistir. Bu

esansiyel yaglar once maksimum 100uL konsantrasyonda incelenmistir ve ardindan 100 pL
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den 6.25 puL ye kadar 5 sefer seri 2 katli diliisyonlar broth igeren aseptik mikrotitre plakalar
tizerinde yapilmistir. Seyreltmeler optik yogunluk dlgerde okunmus, buyyon kiiltiirlerde
kontrol edilmistir. Daha sonra iireme acisindan mikroplaklar degerlendirilebilmesi igin
bakteriler inkiibe edilmistir (37+1°C'de 18-24 saat).Her kuyucuga 50 pL mikroorganizma
siispansiyonu 5x10° CFU / mL bakteri olacak sekilde ilave edilmistir. Mikroorganizmalarin
¢ogalmasini onlemek i¢in kullanilan bitkilerin nominal degeri i¢in o numunenin en kiigiik
degeri olarak tanimlanmistir. Kuyucuklarda renk degisiminin olmadigi yani mikrobiyal
bilyiime olmayan son tiip kullanilan bitki &rneklerinin MIK degeri olarak kabul edilmistir

(mg mL™Y). Testler ii¢ tekerriirlii yapilmustir.

2.2.4. istatistiki analiz

Istatistiksel ~analizler SPSS 20 (Windows) paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu ShapiroWilk testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasindaki farkliliklarin ~ belirlenmesinde OneWay ANOVA ve c¢oklu
karsilastirmalarda Tukey testi kullanildi. Nicel veriler ortalama + standart hata (Ort.£SH)
olarak ifade edildi ve p<0.05 degerligi anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. GC-MS Analiz Sonuclari

Su distilasyonu sonucu elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu Tablo 3.1
de verilmistir. Analiz sonucunda ugucu yaglardaki ana bilesenlerin oransal biiytikliikleri g6z
ontinde tutuldugunda Zahter ugucu yaginin ana bileseninin Gamma-Terpinene (%35.27),

defnenin Eucalyptol (%43.82), karabas otunun ise Fenchone (%46.12) oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.1. Ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu (%)

Bilesenler Thymbraspicata | Laurisnobilis(De | Lavandulastoechas(K
(Zahter) fne) arabas otu)

a -Pinene 1,34 6,18 3,99

o -Thujene 3,45 1,47

Camphene 14,02 3,09

Myrcene 3,27 1,29

o -Terpinene 6,46 1,99

D-Limonene 0,84

Eucalyptol 43,82 16,13

Chamazulene 0,37

v -Terpinene 35,27 0,66

P-Cymene 13,30 2,34 0,63

Terpinolene 0,22

Fenchone 46,12

Geranylacetate

Linalool 11,32

LinalylAcetate 3,18 2,25

Caryophyllene 0,84

3-Cyclohexen-1-ol 2,06 1,55 2,28

Terpineol 1,40

Borneol 0,18 0,33 0,30

j -Bisabolene 0,30 1,54

Carvone 0,82

Benzaldehyde

Geraniol

1-Phenylaziridine

[ -Caryophylleneoxide 2,24

Spathulenol

Thymol 5,25

Carvacrol 25,04

Sabinene 12,57

Trans-Sabinenehydrate 0,34 1,01

B - Pinene 0,70 3,33

4-carvomenthenol 2,71

Norbornan 2,74

Eugenol 2,84

Terpinen-4-ol 0,73

Total 98,53 98,22 97,35
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3.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Defne, karabas ve zahter bitki ugucu yaglarmin antimikrobiyal etkileri, diger bir
deyisle mevcut calismada incelenen bakterilerin sebep oldugu hastaliklara kars1 gosterdikleri
iyilestirme potansiyelleri, agar disk diffiizyon metoduna goére inhibisyon zon ¢ap1 (mm
inhibisyon zon ¢ap1?), Mikrodiliisyon broth ydéntemine gére mikroorganizma iiremesinin
olmadig1 minimal inhibisyon konsatrasyonu (uL) niteliksel olarak degerlendirilmistir (Tablo

3.2-3, Sekil 3.1-2).

3.2.1. Disk difiizyon metodu

Uygulanan antimikrobiyal duyarlilik testlerine gore; Defne ugucu yagi P.
aureginosa, E. faecalis ve S. aureus bakterilerinin gelisimini statik hale doniistiirerek
(durdurarak) 10.3+0.3 mm inhibisyon zon ¢ap1™ ve 8.6 £0.3 mm inhibisyonzon ¢ap1™ile dar
etki spektrumuna sahip bir antimikrobiyal 6zellik gostermistir (Tablo 3.2., Sekil 3.1.)
(p<0.01). Standart antibiyotik ampisilin sulbaktam ile kiyaslandiginda P. aureginosa
lizerinde ayn1 spekturum da (10.3 mm inhibisyon zon ¢ap1™), K. pneumoniae, E. faecalis ve
S. aureus iizerinde ampisilin’nin gésterdigi 29.3-29.6 mminhibisyon zon ¢apr ile daha
diisiik (p<0.01) ya da olmayan (p>0.05) bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu veriler defne
esensiyal yaginin; denenen miktarlarda K. pneumoniae iizerinde antimikrobiyal etki
spekturumunun olmadigi, P. aureginosae, E. faecalis ve S. aureus iizerindeki etkisi ise,
bakteriyostatik ilaglarin etkilesimi ile ayn1 grupta oldugunu kanitlamaktadir.

Zahter ucucu yag1 250 puL’lik konsantrasyonunun bakteriler iizerinde gosterdigi
inhibisyon zon ¢ap1™ sirasiyla; P. Aureginosa ve E. faecalis’de 10,3 mm, K. pneumoniae’de
8,6 mm ve S. aureus lizerinde 12,3 mm olarak saptanmustir. Standart antibiyotik ampisilin
sulbaktam’ a gore; P. aureginosa iizerinde ayni etkiye sahip digerlerinde ise daha diisiik
etkiye sahip inhibisyon zonu goriilmistiir (Tablo 3.2.). Elde edilen veriler zahter ugucu
yagiin P. aureginosa ve E. faecalis, K. pneumoniae bakterilerinin iiremelerini durduracak
inhibitor etkiye (p<0.01), S. aureu sbakterisini ise tamamen yok eden bakterisid etkiye
(p<0.01, p<0.001) sahip oldugu ispatlanmistir.

Karabas bitkisinden elde edilen esansiyel yagin antimikrobiyal duyarlilig1

incelendiginde; K. pneumonie digindaki tim test edilen bakterilerin tiremesini durduran
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inhibisyon zon ¢ap1™ ile antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (10,3-8,6 mm
inhibisyon zon cap1™).

Tablo 3.2. Disk diffiizyon yontemi kullanilarak200 Mikrolitre konsantrasyonda Defne,
Zahter, Karabas ugucu yaglart emdirilmis disklerin mikroorganizmalar
tizerindeki antibakteriyel etkileri

Inhibisyonzon Cap1

Balik Patojeni (mm inhibisyon zongap1?)
Mikroorganizmalar

Bitki esansiyel yaglar Pozitif Kontrol

Defne Zahter
Bakteriler esansiyel yag1 | esansiyel yagi Karabag AStag-d artk
(4) ) esansiyel yagi (9) ntibiyoti
P. aeruginosa 10.33+0.3¢ 10.33+0.3 10.33+0.3¢
10.33+0.3°¢

K. pneumoniae - 8.66+0.3¢ - 29.66+0.3 <
E. faecalis 10.33+0.3¢ 10.33+0.3 8.66+0.3¢ 29.33+0.33
S. aureus 8.66+0.3¢ 12.33+0.3¢ 10.33+0.3¢ 29.33+0.33°¢

Pozitif Kontrol: ampisilinsulbaktam20 pg disk™. Negatif kontrol kullanilmadi. Zon ¢aplarmin yorumlanmasi
(mm); zon ¢ap1 >11 mm (bakterisid; p<0,0001; cd, p<0.001; d), bakteriyostatik= 8-10 c: p<0.01, duyarli degil
() (a: p>0.05)

3.2.2. Mikrodiliisyon broth yéntemi (MIK)

Defne ugucu yaginin gosterdigi bakteriyostatik etkiyi dogrulamak ve en diisiik
konsantrasyondaki degerini 6grenmek i¢in MIK degerine bakildiginda P. aureginosa
tizerinde 100 pL, E. faecalis ve S. aureus’ un gelisimleri iizerinde Mik: 50 uL oldugu ve
daha diislik konsantrasyonlarda ise bakteri liremesinin gerceklestigi fakat etkili olmadig:
tespit edilmistir (Tablo 3.3., Resim 3.2.).Bu ugucu yag’in 250 uL’ den baslayip 6.25 puL’ ye
kadar olan tiim konsantrasyonlarinda K. pneumoniae iizerindeki antimikrobiyal etkisi her iki
metot ile incelendiginde: herhangi bir antibakteriyel etkinin olmadig1 goriilmiistiir (Tablo
3.2,3.3. ve Resim 3.1., 3.2.) (p>0.05).

Zahter ugucu yag1 icin MIK Degeri degerlendirildiginde bu esensiyal yagim 100, 50,

25, 12.5, 6.25 pL’lik konsantrasyonlarinin P.aureginosa‘nin iiremesini engelleyemedigi, K.
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pneumoniae, E. faecalis bakterilerinin gelisimini engelleyen en diisiik konsantrasyonun
(MIK) 50 pL, S. aureus’ un ise 25 uL oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.3.,Resim3.3.).

Karabas ucucu yaginin MiK degerine bakildiginda bu esensiyal yagin K. pneumonie
disindaki bakterilerde en diisiik konsantrasyonun 25-50 puL oldugu saptanmistir (Tablo 3.3,
Resim 3.3).

Etkili bir tedavi i¢in infeksiyon yerinde antibiyotigin, mikroorganizmanin en azindan
tiremesini durduracak (inhibitdr) konsantrasyonlarda bulunmasi gerekir. Bu nedenle
antibiyotik uygulamasinda, antibiyotik dozunun ve doz araliklarinin, antibiyotik
konsantrasyonu, minimal inhibitér konsantrasyon (MiK)’un altina diismeyecek sekilde
ayarlanmasi diigiiniilmektedir (Kaygusuz ve Toreci, 1998). Bu yiizden c¢alismamizda
kullanilan dogal bilesiklerin daha 6nceki literatiir ¢calismalarinda ifade edildigi gibi en az
toksik etkiye sahip oluslar1 ve elde etti§imiz sonuclarin patojen bakterilerin liremelerini
durduracak inhibitor konsantrasyonlarda olmasi bu ugucu yaglarin belirli dozlarinin
kullanilan patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklar lizerinde etkili bir tedavi

seklini olusturacak profil 6zelligi tasidigini kanitlamistir.

Tablo 3.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu ile (MIK:100 pL) 4: Defne, 5: Zahter ve 9:
Karabas esansiyel yaglarinin en diisiik dozajdaki antibakteriyel etkileri

Balik Patojeni Inhibisyon Bélgesi (uL)

Mikroorganizmalar MIK Degerleri

Bakteriler 4: Defne 5: Zahter 9: Karabas
esansiyel yagi esansiyel yagi esansiyel yagi

P. aeruginosa 100 - 50

K. pneumoniae - 50 -

E. faecalis 50 50 25

S. aureus 50 25 50
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P. aeruginosa

K. pneumoniae K. pneumoniae

E. faecalis E. faecalis

S. aureus S. aureus

Resim 3.1. Disk Diffiizyon Metodu ile 4: Defne, 5:Zahter, 9: Karabas esensiyalyaglari’nin
(250 pL disk?) antimikrobiyal &zelliginin petri kutularmdaki goriintiisii
ampisilinsulbaktam: 20ug disk™

23



E. faecalis S. aureus

Resim 3.2. Minimum inhibisyonkonsantrasyonu (MiK:100 uL) ile 4: Defne, 5:Zahter, 9:
Karabas esensiyalyaglari’ninantimikrobiyal 6zelliginin mikroplakdaki
goruntusu

Mikrotiter da 5 kuyu vardir. 1. kuyucuk; esensiyal yagm {izerine eklenmis
mikroorganizma kiltlirleri. Seyreltmeler mikroplak i¢indeki 2.3.4.5.6. kuyucuklarda
yapilmistir. 2. ile 6. Kuyucuklardan broth besiyeri ortami (100, 50, 25, 12.5, 6.25
puLesensiyal yag ilavesi + 50 puL. mikroorganizma kiiltiirleri). 4, 5, 9 ile isaretlenmis
kuyucuklar esensiyal yaglarin 100ul den 6.25 upl’ye kadar olarak adlandirilan

konsantrasyonlaridir.
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4. TARTISMA

Su iirtinleri yetistiriciligi iilkemizde dahil birgok iilkede énemli gecim kaynaklari
arsinda sayilmaktadir. Bu 6nem son yillarda giderek artmakta ve bilingli iiretici-tiiketici
dengesi ile iilke ekonominde yer almaktadir. Bunun yaninda her sektorde oldugu gibi bu
sektor icinde birtakim olumsuzluklar iiretimi dolayisiyla tiiketimi etkilemektedir. Bu
olumsuzluklarin basinda gelen balik hastaliklar1 ilk sirada bulunmaktadir. Ozellikle
Yetistiricilik faaliyetlerinde 6nemli olan optimal kosullarda gézlenen degisimler ile
baliklarda stres olusmakta ve strese bagli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaliklardan
infeksiy6z kaynakli olanlarin basinda bakteriyel enfeksiyonlar ciddi sorunlari da beraberinde
getirmektedir. Bakteriyel balik hastaliklar1 iginde Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio,
Yersinia ve Streptokokal enfeksiyonlar birgok arastirici tarafindan arastirilmis ve literatiire
onemli katkilar saglanmistir( Actis ve ark., 1999; Zeng, 2004; Arda ve ark., 2005; Algammal
ve ark., 2020).

Balik hastaliklar1 ile miicadelede su kalitesinde gerekli diizenlemeler alinabilecek en
yararli 6nlemlerin basinda gelse de bir hastalik ortaya ¢iktiginda yetistiricilerin dnemli bir
kismu ¢esitli antibiyotik uygulamalar ile problemin ortadan kaldirilmasi yoluna gitmektedir
(Timur ve Timur, 2003). Fakat bu uygulamalar antibiyotik direngliligi sonucu ¢ogu zaman
yarardan ¢ok zarar sebep olmaktadir. Bir¢ok calisma ile bu durum vurgulanmis ve
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in alternatif yontem arayisina girisilmistir
(Peterson ve ark., 2002; Schouten ve ark., 1999; Thal ve ark., 1995).

Tiirkiye’nin zengin bir bitki florasina sahip olmasi, 6zellikle antik ¢aglardan bu yana
tibbi ve aromatik bitkilerin farkindaligi ve tedavi edici etkinliklerinin bilinmesi gibi daha
sayilabilecek bir¢ok avantaj bilim insanlari bu konu iizerinde calismaya odaklamis ve
kimyasal ilaglarin ayrica kemoterapi gibi uygulamalarin olumsuzluklarini ortadan kaldirmak
icin alternatif olarak uygulanabilecegi sonucuna gotiirmiistiir. Bu baglamda su iiriinleri
sektorii iginde yeni bir tedavi stratejisi olarak son yillarda 6nemi kavranmaya baslamstir.

Lauraceae familyas1 meyve ve yapraklart yagca zengin olup en onemli tiirii olan
defne (Lauru snobilis L.) Akdeniz’in karakteristik bitkilerinden birisidir(Se¢gmen ve ark.,
1995). Birgok kullanim alani oldugu gibi antibakteriyel etkinligi ile 6n plana ¢ikmaktadir
(Sangun ve ark., 2007). Antibakteriyel etkinligin kaynagini olusturan bitkinin yapraginda
bulunan ugucu yag oram1 %0,5-4,69 arasinda degisim gostermektedir ki yapilan bircok

calismada yag icerikleri incelenmis major ve mindr kimyasal bilesikler belirlenmistir.
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Sangun ve ark. (2007) Hatay ili’nde defne yapragmin kimyasal bilesenleri iizerinde bir
arastirma yiriitmiisler ve major bilesen olarak 1,8- sineol (% 46,61-59,94) tespit etmislerdir.
Yine yapilan bir diger arastirmada ana bilesen olarak yine ayni etken belirlenmis ancak yag
oraninin % 43,37- 59,94 arasinda degistigi diger 6nemli bilesenlerin a-terpinenilacetate, o-
pinene, linalool, sabinene, terpinen-4-ol, B-caryophyllene ve a-terpineol oldugu gézlenmistir
(Karadeniz, 2001).Karik ve ark. (2015) Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz olmak tizere
dort bolgeden defne Ornekleri temin etmisler ucucu yag oranlarinin %0,4-4,5 arasinda
degisim gosterdigini raporlamislardir. Ugucu yag bilesenlerinin ise 1,8-sineol (%31,87-
67,56), a-terpinil asetat (%4,09-22,22), a-terpineol (%0,94-16,08), linalool (%0,40 — 13,04),
terpinen-4-ol (%2,31- 9,22) ve sabinene (%0,56-9,08) olarak tespit etmislerdir. Bizim
caligmamizda defne yapragina ugucu oranlarina ait veriler eucalyptol (1,8-sineol) (%43.82),
camphene (%14,02), o—pinen (%6,18), linelilasetet (%3,18), p-cymene (%2,34), o—terpinen
(%1,99)’dir. Verilerimiz ana bilesen olarak diger aragtirmalarla uyumlu bulunmustur, ancak
ucucu yag miktarlarinda gozlenen degisimler hasat, bitkinin toplandigi donem, ilkim
kosullari, yore farki vb. durumlarin etkisi ile olustugu tahmin edilmektedir.

Su frilinleri yetistiricileri i¢in defne yapraginin gii¢lii bir antiseptik olmasi balik
hastaliklarinin tedavisinde kullanimi igin iyi bir alternatif olarak degerlendirilmis bir¢ok
arastirict bu konu tizerinde ¢aligmalar yiiriitmiistiir (Snuossi ve ark., 2016;Y1ldirim ve Tiirker
2018). Balik patojenleri (Yersinia ruckeri two strains (a ve b), Lactococcus garvieae,
Pseudomonas fluorescens, Aeromonas sobria, Aeromonas salmonicida and Aeromonas
veronii) izerindeki antibakteriyel etkinligi belirlenmesi i¢in defne yapragi ugucu yaginin da
kullanildig1 bir ¢alismada inhibisyon zon c¢aplar1 6,00-36,00 mm arasinda degismekle
beraber balik patojenleri tizerinde inhibitdr etki saglandigi rapor edilmis ayrica kekik, defne
ve biberiyeden elde edilen ugucu yaglarin bakteriyel balik patojenlerine karsi dogal
antibakteriyel ajan olarak kullanilabilecegini ortaya konmustur(Tural ve ark., 2019). Tural
ve Turhan (2017), kekik, biberiye ve defne ugucu yaglarmin ayr1 ve miks olarak
antibakteriyel aktivisini arastirmis, S. aureus, E. coli ve L. monocytogenes'e karsi en yiiksek
aktivitenin 39.33 mm,28.00 mm ve 30.67 mm zon ¢apt ile kekik ugucu yaginin gosterdigini
raporlamislardir. Benzer sonuglar Saricaoglu ve Turhan (2018) tarafindan da bildirilmistir.
Calismamizda elde ettigimiz L. nobilis ugucu yagina ait sonuglar diger ¢alisma bulgulariyla
K. pneumoniae hari¢ denenen tiim bakteriler tizerinde nispeten daha dar bir etki spektrumu

(P. aureginosa, E. faecalis i¢in 10.3+0.3 mm, S. aureus i¢in 8.6+0.3 mm inhibisyon zon
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cap1l) gdstermistir. Inhibisyon zon capinda izlenen farkliliklar, ugucu yaglarm bakteri hiicre
zarmin lipid yapisina niifuz etmesi, yapisini bozup tahribatina yol agmasi ile muhtemeldir.

Santoyo ve ark. (2006) tarafindan yapilan calismada L. nobilis yapraklarinin
antimikrobiyal etkinligini S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli, Candida albicans ve
Aspergillu sniger tiirleri iizerinde minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 ve disk difiizyon
zon ¢ap Ol¢limleri ile belirlemis ve tiim suslarin oldukea yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bildirmislerdir. En yiiksek inhibisyon zonu (25 mm) ve en diisik MBC
(minimum bactericidal concentration) (1,25mg/ml) degerine sahip S. aureus’ un en duyarh
mikroorganizma oldugunu tespit etmislerdir. Bir diger aragtirmada, bitkisel yaglarin % 1, 10
ve 15lik konsantrasyonlarda birka¢ mikroorganizma iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
calisilmis ve L. nobilis ugucu yagi %1°lik konsantrasyonunda dahi B. cereus, E. faecalis
tizerinde antimikrobiyal etkinlik gosterdigi raporlanmistir. %15 ise Salmonella yphimurium,
S. aureus, E. coli ve Yersinia enterocolitica tizerinde de antimikrobiyal etkinlik saptanmistir
(Ozcan ve Erkmen, 2001). Dadalioglu ve ark. (2004) S. aureus'a kars1 inhibitér etkinligini
en yliksek kekik daha sonra ise sirasiyla lavanta ve defne olarak bildirmislerdir. Defne ugucu
yaginin bakteriyostatik etkisi elde ettigimiz bulgulara gére P. aureginosa’nin biiyiimesini
100 pL, E. faecalis ve S. aureus biiyiimesini ise 50 uL de inhibe ettigi goriilmiistir. K.
pneumoniae iizerinde ise herhangi bir antimikrobiyal etki gozlenmemistir. Nakahara ve
Alzoreky (2003), defne (Laurus nobilis) ugucu yagmin L. monocytogenes ve diger
patojenlere kars1 bakterisidal aktivitesinin oldugunu, Cenet vd (2006), defne ugucu yaginin
S. aureus, E. coli ve diger patojenlere antibakteriyal etkisinin oldugunu tespit etmislerdir.
Bu bulgular ¢galismamizda L. nobilis yaginin S. aureus iizerinde etkinlik (bakteriostatik etki)
gostermesi ile uyumlu olsada etki mekanizmalarindaki farkliliklar géze ¢arpmaktadir. Farkli
sonuglar hem ayni cinsin farkli tiirlerinden hem de igerdikleri etken bilesiklerin miktarindan
kaynaklanabilmektir. Bunun yaninda genotip, kemotip, cografi kdken, ¢evre ve toprak
kosullar1 etkin olan diger parametreler arasinda sayilabilmektedir (Hacioglu, 2005).

Calismamizda test mikroorganizmalar: iizerinde denedigimiz bir diger bitki olan
zahter (Thymbra spicata) Lamiaceae familyasinda yer alan onemli bir ticaret tiriintidiir.
Bir¢ok kullanim alanina (baharat, bitkisel ¢ay, bitkisel yag vb.) da sahip olmasi ile uzun
yillardir halk arasinda kullanilmaktadir. Bunun yaninda giiclii bir antiseptik olmas1 6zellikle
iceriginde yer alan karvakrol ve timol gibi etken maddelere sahip olmasi1 bir¢ok arastiricinin
bu bitki tizerinde yogunlasmasina sebep olmustur (Baydar ve ark., 2004; Kilig, 2006; Dirican
ve ark., 2012; Kaya ve ark., 2013).
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Zahter ugucu yagina ait bilesenler diger calismalarda ana bilesen olarak karvakrol, y-
terpinen ve p-simen, diisiik miktarlarda ise a-terpinen, f-karyofillen, a-pinen, timol gibi
bilesenlerden olugsmaktadir (Bayan ve ark., 2017; Kizil, 2010; Markovic ve ark., 2011).
Yapilan bir ¢alismada, zahter (T. spicata L.) bitkisinden elde edilen ugucu yagin major
bilesenleri cymene (%7.17), c-terpinene (%12.30), ocymene (%10.05), ve carvacrol
(%65.15) olarak tespit edilmistir (Koger, 2021). Maral ve Kiric1 (2019) tarafindan yapilan
arastirmada ise zahter ugucu yagina ait kimyasal bilesenlerin igerisinde en yiiksek oranda
(%29,08) karvakrol, onu ise sirayla y-terpinene (%18,11), P-cymene (%11.22) ve a-
Terpinene (%4.14) izledigi bildirilmistir. Bayan ve ark. (2017), Thymbra spicata ugucu
yaginda ana bilesenlerin % 78.53 ile carvacrol, % 10.42 ile y-Terpineneve % 5.49 oraninda
p-cymene oldugunu raporlamislardir. Maral ve ark. (2017) tarafindan zahter bitkisinin
kimyasal bilesimi ve antioksidan aktivitesi belirlenmis %27,40 ile karvakrol, %27,0 ile a-
terpinen, %14,50 ile P-simen ve %13,10 ile timoliin ana bilesen oldugu bildirilmistir. Kizil
(2010), Orta Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bdlgesinde florada dogal olarak biiyiliyen
Thymbra spicata L. ugucu yag varyasyonlarini belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismada, ana
bilesenlerin carvacrol, p-cymeneve y-terpinene oldugunu, carvacrol oraninin % 34.50 ve
% 94.20 arasinda degistigini, y-terpinene igeriginin % 3.04 ile % 52.98, p-cymene
iceriginin% 0.90 ile %15.97 arasinda degistigini bildirmistir. Calismamizda zahter ugucu
yagimin major bilesenleri y—terpinene (%35,22), karvakrol (%25,04), p-cymene (%13,30),
a—terpinene (%6,46), timol (%5,25) olarak bulunmustur. Thymbra spicata ugucu yag verimi
ve ugucu yag bilesenleri lizerinde bizim elde etigimiz sonuclar 6nceki ¢aligmalarla uyumlu
oldugu, Maral ve ark. (2017) ve Maral ve Kiric1 (2019) tarafindan yapilan galismalarla ise
benzer oldugu belirlenmistir.

Akcan ve ark. (2007) tarafindan yapilmis ¢alismada aralarinda zahterin (Thymbra
spicata var spicata) yer aldigi birgok bitki ugucu yagi bazi mikroorganizmalara karsi
denenmis, antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Ug farkli doz araliginda (5, 10 ve
15 pl) ugucu yag emdirilmis disklerin inhibisyon zon caplart Olciilmiistiir. Elde edilen
sonuglar gostermistir ki zon c¢aplari 8-50 mm arasinda degismis ve en dayanikl
mikroorganizmalar S. pyogenes ve S. aureus olarak raporlanmistir. Bir diger arastirmada, T.
spicata ugucu yagmin (0.5 ul) E. coli ve Staphylococcu saureus’a karsi antibakterisidal
etkinligi incelenmis farkli degerlerde inhibisyon zon ¢api1 belirlemisleridir. Uygulama dozu
arttirildiginda (1 pl) E. coli i¢in 28 mm, S. aureus i¢in 36 mm ¢ap inhibisyon zonu 6l¢iimleri

saptanmistir (Digrak ve ark., 2005).

28



Thymbra spicata ugucu yaginin bazi bakterilere (E. coli, S. typhimurium, S. aureus
ve L. monocytogenes) karsi antmikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada MIC
degerleri sirasiyla 0.30, 0.30, 0.60 ve 1.25, ug/mL olarak bildirilmistir (Marcovic ve ark.,
2011). Unlii ve ark. (2009) yaptiklar1 arastirmada T. spicata ugucu yagini, yirmi bir bakteri
ve yedi mantar iizerinde denemis ve genis spektrumlu gii¢lii antimikrobiyal etkinlik
saptamuglardir. 10-50 mm araliginda inhibisyon zon 6lgiimii, MIK degerleri araligini ise
0,60-4,5 mg/ml olarak bildirmislerdir. T. spicata ugucu yaginin mikroorganizma tizerindeki
etkinligi {izerine yapilan baska bir arastirmada (Oyardi, 2015), M. tuberculosis (MIK: 128
ug/ml) disindaki tiim mikroorganizmalara (M. tuberculosis, M. avium, C. parapsilosis, C.
krusei, C. albicans, C. tropicalis, T. rubrum, E. floccosum, K. pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa, A. baumannii, B. subtilis, S. aureus, S. epidermitis, E. faecalis) kars1 s6z konusu
ucucu yagin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye (MIK: 16-64 pg/ml) sahip oldugu
bildirilmistir. Bizim bulgulamazda MIK degerleri tiim konsantrasyonlarda (100, 50, 25,
12.5, 6.25 pL) P. aureginosa i¢in iiremenin engellenmedigi; K. pneumoniae ve E.
faecalis’in 50 uL, S. aureus’un 25 pL ile gelisimin engelledigi tespit edilmistir. Yapilan
calisma ile elde ettigimiz MIC degerleri antimikrobiyal olarak uyum sergilese de diger
calismalarla MIC degerleri arasindaki farklar ugucu yagin kimyasal yapisina etki eden
mevsimsel veya cografi farkliliklar ile olabilecegi tahmin edilmektedir (Sagdic ve Ozcan,
2003).

Karabas, karabas otu, karabas lavanta olarak halk arasinda eskiden beri bilinen bir
diger degerli aromatik bitki Ballibabagiller familyasina ait Lavandula stoechas L.’dir. Yara
tedavi edici, iltihap giderici, balgam soktiiriicii vb. birgok 6zelligi ile giiglii bir antiseptik
olan karabas bitkisi genis bir kullanim alanma sahiptir(Oztiirk ve ark., 2005; Baytop 1999).

Anavatan1 Akdeniz Bolgesi olan karabag bitkisinin ¢i¢cek kisimlarindan elde edilen
flavanoidler bakteroistatik ve spazmolitik aktivite gostermektedir (Nakipoglu ve Otan,
1994). Bunun yaninda ugucu yagin igermis oldugu B-pinen, linalool, campher, terpineol,
linalyl asetat, kafur, borneol, fenkan vb. kimyasal bilesikler karabasg bitkisinin uzun yillardir
tibb1 kullanimi agisindan 6nem teskil etmektedir (Baytop, 1984; Ceylan, 1987).

Karabas ugucu yagimin GC-MS analizi sonucu kimyasal bilesiklerinin incelendigi bir
calismada ana kompanentler olarak linalool (20-45%) ve linalil asetat (25 to 46%)
belirlenmis; mindr bilesenler ise limonen, okaliptol, terpin-4-ol ve lavandulol olarak
raporlanmigtir (Goéra ve ark., 2012). L. stoechas ugucu yagmin elde edildigi bir diger
arastirmada major bilesen kafur (% 23,29), fenkon (% 10,87), daha diisiik oranlarda ise
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okaliptol (% 4,07) ve linalol ve linalil asetat (% 1,5) bildirilmistir (Sarer ve ark., 1993).
Yapilan bir¢ok caligmada karabag bitkisine ait ugucu yag kimyasal bilesenleri yoniinden
incelenmis ve major bilesen olarak fenkon ve kafur igerdigi tespit edilmistir (Giray ve ark.,
2008; Hassiotis, 2010). Bizim yaptifimiz ¢alismada karabas bitkisine ait ugucu yag
analizinde major kompanent olarak fenkon (%46,12) tespit edilmis olup diger calismalarla
paralellik gdsterdigi goriilmiistiir.

Dadalioglu ve Evrendilek (2004) tarafindan yapilan bir arastirmada, karabas bitkisine
ait ugucu yagin bazi bakteriler E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium ve
S. aureus’a icin inhibitor etkisi ¢alisilmis ve giiclii antibakteriyel aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Bir diger ¢aligmada, L. angustifolia M. ugucu yagi Enterobacteriaceac
familyasindan gram negatif ve gram pozitif bakteri lizerindeki antibakteriyel etkinligi
denemis gram negatif bakterinin daha hassas oldugu raporlanmistir (Kra’sniewska ve ark.,
2017). Metisiline direngli S. aureus (MRSA) veya Enterococcussp'nin vankomisine direngli
suglar1 gibi antibiyotige direngli suslara karsi L. angustifolia’nin giiclii bir antiseptik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Roller ve ark., 2009). Oztiirk ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada
karabas u¢ucu yagimin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi ¢calisilmis Proteus vulgaris’e
kars1 kontrol antibiyotiginden daha gii¢lii bir etki belirlenmistir. Antimikrobiyal bir baska
calismada, L. stoechas ekstraktinin Staphlococcus aureus ve Staphlococcus epidermidis’e
kars1 antibakteriyel aktivitesi saptanmistir (Diilger ve Ugurlu, 1999). L. angustifolia ugucu
yagiin E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi antibakteriyel etkinligi olduk¢a yiiksek
bulunmustur. Bizim yaptigimiz ¢alismada, karabas ugucu yaginin disk diflizyon yontemine
gore degerlendirilmis, P. aeruginosa ve S. aureus bakterileri tizerinde 10.33 mm inhibisyon
zon ¢ap1 gostererek antibakteriyel etkinlik gostermistir. K. pneumonie ‘nin {iremesi iizerinde
bir etki saglanamamistir. Karabas ugucu yaginin MIK degerine bakildiginda ise bu ugucu
yagin K. pneumonie disindaki bakterilerde en diisiikk konsantrasyonun 25-50 pL oldugu
saptanmustir. Diger alismalarla dnemli bir paralellik gdsteren ¢alismamizda, MiK ve disk
difiizyon sonuglar arasindaki goriilen farklar muhtemelen tiir farkliliklari, uygulama dozlari,
ucucu yagm kimyasal yapisina etki eden mevsimsel farkliliklardan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Patojenik etkenler uzun yillardir insanoglunu etkilemis ve teknolojinin ilerlemesiyle
de ¢esitli tedavi yontemleri gelistirilmis ve hastaliklar biiyiik 6l¢iide tedavi edilebilmistir.
Tedavi stratejileri sadece insanlar i¢in degil her tiirlii canli i¢inde kendi konularinda uzman
bilim insanlar1 tarafindan denenmis ve tatmin edici sonuglar alinmistir. Bu sektorlerden birisi
olan su iirlinleri yetistiriciliginde de Ozellikle bakteriyel kokenli enfeksiyonlar oldukca
yaygin olup isletme agisindan 6nemli problemler olusturmus ve tedavide kemoterapotik
uygulamalar yapilmistir. Bunlarin baginda gelen antibiyotik uygulamalar1 daha sonralar
direng gelistirmeleri nedeniyle yerini daha dogal, daha zararsiz ve halk arasinda da
gecmisten bu giine kullanilan bitkilere tedavi yontemlerine birakmistir.

Cografik acidan uygun iklim cesitliligi ile zengin bir bitki florasina sahip olan
tilkemiz tibbi kokenli aromatik bitkiler agisindan da 6nemli bir konuma sahiptir. Bu
bitkilerin yetistiriciligi yapilabildigi gibi dogada kendiliginden de yetisebilmektedir. Bitkisel
iriinler daha ucuz, giivenilir ve uygulamasi daha kolay ayni zamanda dogal olmalar1 yoniiyle
giinden giine 6nem kazanmis son yillarda fitoterapi (bitkisel tedavi) terimi literatiire
girmigstir. Bitkilerle tedavi uygulamalari bitkilerin ¢esitli kisimlarinin kullanimi ile miimkiin
olup bunlarin basinda gelen bitki ucucu yaglar icerdikleri kimyasal bilesenlerle ile
antimikrobiyal, antioksidan, antiparaziter, antiseptik vb. 6zellikler saglamaktadir.

Bu tezde 6nemli ticaret bitkileri arasinda sayilan zahter, defne ve karabas bitki ugucu
yaglarinin gram negatif olarak Pseudomonas aeruginosa ve Klepsiella pneumoniae; gram
pozitif olarak Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Kullanilan dogal bilesiklerin daha Onceki literatiir
caligmalarinda ifade edildigi gibi en az toksik etkiye sahip oluslar1 ve elde ettigimiz
sonuclarin patojen bakterilerin liremelerini durduracak inhibitér konsantrasyonlarda olmasi
bu ucucu yaglarin belirli dozlarinin kullanilan patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu
hastaliklar tizerinde etkili bir tedavi seklini olusturacak profil 6zelligi tagidigini géstermistir.
Yaptigimiz ¢aligma ilerde konuyla ilgili ¢aligmalara literatiir teskil etmesi yoniiyle de faydali
olacagi disiiniilmektedir. Ancak, in vitro yaptigimiz bu calisma in vivo calismalarla da

desteklenmeli, uygulanabilirligi paralel olarak degerlendirilmelidir.
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