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Oz
Bu calismada, su iriinleri yetistiriciliginde mortalitelere sebep olan
Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Photobacterium damselae,
Lactococcus garvieae, Staphylococcus warneri ve Vagococcus
. salmoninarum patojenlerine kars1 Origanum onites (OEQ) ve Foeniculum
vulgare (FEO) ugucu yaglarmim ve nanoemiilsiyonlarinin antibakteriyel
aktivitesi, viriilens faktorii olan biyofilm iiretiminin tespiti ve antibiyofilm
aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. OEO ve FEO ugucu yag ve

Sorumlu Yazar nanoemiilsiyonlarinin antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi ile

Oznur OZIL incelenmistir. Tim patojenlere karst OEO giiclii antibakteriyel etki
oznurgormez@isparta.edu.tr gostermistir. Bu etkinin nanoemiilsiyon formunda daha da gii¢lendigi
goriilmiistiir. Ozellikle OEO ugucu yag nanoemiilsiyonunun pozitif

Yazarlara ait ORCID kontrol grubuna gore daha giiclii etkisi nedeniyle A. hydrophila, L.
O.D: 0000-0003-0330-3448 garvieae, V. anguillarum ve P. damselae bakterilerinin neden oldugu
L.A: 0000-0001-5990-4440 hastaliklarda dogal bir tedavi edici {irlin olarak kullanilabilecegi
0.0: 0000-0002-7863-2943 belirlenmistir. Bakteriyel balik patojenlerinin biyofilm tretimi tiip

yontemi ile incelenmis olup V. salmoninarum ve S. warneri tiirlerinde
biyofilm iiretimi pozitif olarak tespit edilmistir. OEO ugucu yaginin

Received: 30.09.2024 antibiyofilm aktivitesi i¢in mikroplak yontemi uygulanmistir ve
Accepted: 31.01.2025 konsantrasyonlara bagli olarak biyofim aktiviteyi engelledigi
belirlenmistir.
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Antibacterial and Antibiofilm Activity of Foeniculum vulgare and Origanum onites
Essential Oil Nanoemulsions Against Bacterial Fish Pathogens

_'sparta Uygulamalh Bilimler Abstract
Universitesi, Egirdir Su Uriinleri ~ The present study was conducted to determine the antibacterial and

Fakiiltesi, Su Uriinleri antibiofilm activity of Origanum onites (thyme, OEO) and Foeniculum
Yetistiriciligi Bolimii, Isparta,  vulgare (fennel, FEO) essential oils and nanoemulsions against bacterial
Tiirkiye species (Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Photobacterium

damselae, Lactococcus garvieae, Staphylococcus warneri and
Vagococcus salmoninarum) that cause mortality in aquaculture.
Antimicrobial activities were determined using the disc diffusion method.
It was found that the essential oil of OEO exhibited strong antibacterial
activity against bacterial fish pathogens. It has been determined that this
antibacterial effect is further increased in the nanoemulsion form of the
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oils. Especially, the nanoemulsion form of OEO essential oil showed a
stronger impact than the positive control group, indicating its potential as
a natural therapeutic agent for treating bacterial diseases caused by A.
hydrophila, L. garvieae, V. anguillarum and P. damselae species. The
biofilm production of bacterial fish pathogens was examined using the
tube method, with positive biofilm production detected in V.
salmoninarum and S. warneri species. The well plate method was applied
to determine the antibiofilm activity of OEO. It was determined that it was
Bu calisma Creative Commons effective on the decrease in activity.
Attribution 4.0 International
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method, biofilm, well plate method

Giris

Diinya capinda hizla biiyliyen tarim sektorlerinden birisi olan su iiriinleri yetistiriciliginde, infeksiyoz
etkenlerin neden oldugu hastaliklar nedeniyle ekonomik kayiplar meydana gelmektedir.
Antibiyotiklerin yogun kullanimi, bakteriyel direng, gida giivenligi ve ekolojik risklerin ortaya
¢ikmasina neden olmustur. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin patojen bakterilere
kars1 antimikrobiyal etkisi nedeniyle [1, 2] enfeksiyonlarin tedavisi i¢in giivenli alternatif bir
uygulamadir. Ugucu yaglarin ¢ogu terpenler, terpenoidler ve diisiik molekiil agirlikli diger aromatik ve
alifatik bilesenlerden olusur. Dogal monoterpenlerin yani sira sentetik formlari da antifungal,
antibakteriyel, antioksidan, antikanser, antibiyofilm, antiaritmik, antiagregan, lokal anestezik,
antinosiseptif, antiinflamatuar, antihistaminik ve antispazmodik aktiviteler gibi ¢esitli farmakolojik
ozelliklere sahiptir [3, 4]. Apiceae (Umbelliferae) familyasina ait rezene (Foeniculum vulgare Mill.)
diinyada yaygin olarak bulunmakla birlikte, Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetismektedir. Son
yillarda tohumlarinin (meyvelerinin) yiiksek besin degeri nedeniyle 1liman ve tropik iklim bdlgelerinde
yetistiriciligi yapilmaktadir. Rezene yapraklarindan elde edilen ekstraktlar, vitaminler (A, C, tiamin,
riboflavin ve niasin), mineraller (potasyum, sodyum, kalsiyum ve manganez) [5] ve n-3 yag asitleri
(6zellikle yapraklarda bulunur) [6] agisindan dnemli kaynaklardir. Biyoaktif bilesikler (fenolik asitler,
tokoferoller, flavonoidler, terpenoidler, karotenoidler) ve ugucu yaglar agisindan zengin olan bu
ekstraktlarin eczacilik ve gida sanayisinde kullanildig1 ve antibakteriyel, antifungal ve antioksidan gibi
biyoaktif 6zellikleri oldugu bilinmektedir [7-9]. Origanum onites L. (O. onites) Lamiaceae familyasina
ait cok yillik ve otsu bir bitki tiiriidiir. O. onites L. Tiirk kekigi olarak bilinir ve Akdeniz kiyilar1 boyunca
yayimustir. Tirkiye'de yerel halk tarafindan ‘kirkbas kekik’, ‘koca leali kekik’, ‘tokali kekik’, ‘bilya
kekik’, ‘ar1 kekigi’, ‘esek kekigi’, ‘deli kekik’, ‘kara kekik’, ‘tas kekigi’, ‘dag kekigi’ ve ‘akbas kekik’
gibi isimlerle de anilmaktadir [10]. Origanum tiirleri, esas olarak karvakrol ve timol igeren ugucu yaglar
bakimindan zengindir. S6z konusu bitkiden elde edilen ucgucu yagin antifungal, antimikrobiyal,
antioksidan, insektisidal, hepatoprotektif ve sitotoksik aktiviteleri bulunmaktadir [10]. Ayrica, bitkinin
ucucu yaglarinin enfeksiyon etkeni, A. salmonicida, Bacillus subtilis, Escherichia coli, P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Streptococcus mutans ve Micrococcus luteus tiirleri tizerinde

onemli in vitro antibakteriyel aktivite sagladigi belirlenmistir [11]. Nanoteknoloji, 0.1 nanometre ile 100
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nanometre arasindaki boyutlarda fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylarin arastirildigr bir teknolojidir

[12]. Biyoaktif molekiillerin diisiik olan biyoyararlanimi, kararlilig1 ve ¢6ziiniirliigiiniin, 6zellikle nano
formiilasyonlarla iyilestirilebilecegi one siiriilmiistiir. Nanoteknolojik bir {iriin olan nanoemiilsiyon
sistemler ortalama damlacik c¢aplarinin 50 ile 1000 nm arasinda degistigi yag i¢inde su emiilsiyonlari
olarak tanimlanmaktadirlar. Nanoemiilsiyonlar, FDA tarafindan “Genel Olarak Giivenli Olarak
Tanmman” (GRAS) insan tiiketimi i¢in onaylanmis yiizey aktif maddelerden ve yaygin gida
maddelerinden {iretilmektedirler. Nanoemiilsiyon haline getirilmis {irlinlerin ¢oziiniirligli artmakta,
daha yiiksek fiziksel stabilite saglanmakta ve diisiik konsantrasyonlarda bile daha gelismis
antimikrobiyal etki sunabilmektedirler [13, 14]. Ayrica bu iriinler genis spektrumlu antibakteriyel,
antifungal ve antiparaziter ajan olarak kullanilabilmekte ve mukozal asilarda, hastalik tedavilerinde ve
dezenfektan olarak da genis bir kullanim alami bulmaktadirlar [15-17]. Bakteriler i¢in bir virulens
faktoril olan biyofilmler, hiicrelerin birbirine baglandig1 ve biyotik ya da abiyotik bir ylizeye yapistig
karmagik bir mikroorganizma matrisidir. Diinyadaki mikrobiyal biyokiitlenin %80°ni biyofilm halinde
bulunur ve bu nedenle, dogadaki mikroorganizmalar i¢in baskin yasam bigimi olarak kabul edilirler
[18]. Biyofilmler, klinik ve endiistriyel ortamlardan gida isleme tesislerine ve igme suyu dagitim
sistemlerine kadar gesitli ortamlarda bulunan polisakkaritler, proteinler ve diger organik bilesenlerden
olusan yapigkan bir jel olustururlar [19, 20]. Biyofilmler, mikroorganizmalari antibiyotiklere kars1 daha
direngli kilan hiicre dig1 matris tarafindan korunur. Biyofilmleri parcalamak ve ortadan kaldirmak igin
biyofilm matrisini hidrolize etmek gereklidir. Biyofilmler igindeki bakteriler, siispansiyondaki
planktonik hiicrelere gore antibiyotiklere ve kimyasal ajanlara daha direnglidir [21, 22]. Sonugta
geleneksel antimikrobiyal ajanlar ve antibiyotikler, biyofilmlere kars1 etkisiz hale gelir ve daha yiiksek
antibiyotik kullanim dozlar1 nedeniyle antibiyotiklere direng riski artar [23]. Bu nedenle su tiriinleri
yetistiriciliginde balik hastaliklariyla miicadelede bakterilerin biyofilm {iretimini dnleyen gilivenilir
iriinlere ihtiya¢ vardir. Bu c¢aligmanm amaci, OE ve FEO ugucu yaglarit ve nanoemiilsiyon
formiilasyonlarinin bakteriyel balik patojenlerine kars1 (A. hydrophila, V. anguillarum, P. damselae, L.
garvieae, S. warneri ve V. salmoninarum) antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti ve OEO ugucu yaginin

antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot

Bitkisel Ucucu Yaglar ve Nanoemiilsiyonlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada, OEO ve FEO ugucu yaglari ticari bir firmadan (Manolya Dogal ve Aromatik Uriinler Gida
San. ve Tic. Ltd. $ti) satin alinmigtir. Ugucu yaglarin nanoemiilsiyonlari, yag fazinin kekik ve rezene
ucucu yaglarindan olusan, etanol ve siirfektan (Tween 80) kimyasallarinin ilave edildigi bir su-yag
emiilsiyonu seklinde hazirlanmigtir. Stok emiilsiyon ¢ozeltisinin %80°ni yag ve %20’si su olacak sekilde

Hamouda ve ark. [24] tarafindan kullanilan yonteme gore formiile edilmistir. Daha sonra emiilsiye
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edilmis yag karisiminin nanoboyuta gegebilmesi amaciyla ultrasonik homojenizator kullanilmis ve yag

formiilasyonlar1 15 dakika boyunca homojenize edilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. OEO ve FEO uc¢ucu yaglarinin nanoemiilsiyonlarinin hazirlanmasi

Bakteriyel Balik Patojenleri

Arastirmada, Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Hastalik
Laboratuvari’nda balik giftliklerinde goriilen hastalik salginlarindan izole edilen A. hydrophila, V.

anguillarum, P. damselae, L. garvieae, S. warneri ve V. salmoninarum bakteri suslar1 kullanilmustir.
Antibakteriyal Aktivitenin Tespiti

Antibakteriyel aktivite tespiti i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla, ugucu yaglar 1000-
7.8 ul/ml konsantrasyon araliklarinda Dimetil siilfoksit (DMSO) ile, nanoemiilsiyonlar ise steril saf su
ile homojenize edilmistir. Daha sonra her bir konsantrasyon 3 paralel olacak sekilde steril disklere 25 pl
emdirilmistir. Pozitif kontrol grubunda, standart olarak kullanilan hazir antibiyotik diskleri kullanilmig
olup her patojen igin etkili olan (A. hydrophila igin gentamisin-10 pg/disk, L. garvieae igin streptomisin-
10 pg/disk, V. anguillarum igin tetrasiklin-30 pg/disk, P. damselae igin eritromisin-15 pg/disk, S.
warneri i¢in enrofloksasin-5 pg/disk, V. salmoninarum igin flor fenikol-30 pg/disk) antibiyotikler
secilmigtir. Negatif kontrol grubunda ise DMSO ve steril saf su kullanilmistir. Disk diflizyon testinde,
A. hydrophila, L. garvieae, S. warneri ve V. salmoninarum bakterileri i¢in triptik soy agar (TSA), V.
anguillarum ve P. damselae i¢in ise NaCl ilaveli (%1) TSA kullanilmistir. Yogunluklari, Mc Farland
0.5’e gore ayarlanan bakteriler (10® kob/ml) 100 u1/100 ml besiyeri seklinde eklenerek petri kaplarina
dokiim yapilmistir. Agar katilagtiktan hemen sonra ugucu yag ve nanoemiilsiyon ilaveli diskler
yerlestirilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda disk etrafinda olusan zonlarin

caplari Olgiilerek ortalamalari alinmustir [25].
Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi

Christensen ve ark. [26] tarafindan bildirilen tiip yontemine gore, test edilecek bakteri suslarinin agar’da

iireyen saf kiiltiiriinden tek bir koloni alinarak, iginde 5 ml %0.25 glukoz igeren triptik soy broth (TSB)
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besiyerine inokule edilerek 25°C’de, 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiip igerikleri

bosaltilmis, %0.1’lik safranin soliisyonu ile oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Boya dokiilerek, tiipler
steril pepton buffer soliisyon (PBS) ile iki defa yikanmis ve ters cevrilerek kurutma kagidi iizerinde
kurumaya birakilmistir. Ertesi giin tiipiin i¢ yiizeyinde renkli bir film tabakasinin olusumu gézlenmistir.

Tim patojenler 3 paralel olarak ¢aligilmigtir [27].
Antibiofilm Aktivitenin Belirlenmesi

Antibiyofim aktivitenin tespiti i¢in, mikroplak yontemi kullanilmistir. TSB’ye McFarland standardina
gore 0.5’e¢ ayarlanmig 100 pl bakteri hiicre siispansiyonu eklenmistir ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Daha sonra 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pl/ml gibi farkli konsantrasyonlarda bitki ugucu
yag1 eklenerek 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir [28]. Inkiibasyondan sonra sivi siispansiyon
uzaklastirtlmig ve 100 ul %1°lik kristal viyole ¢6zeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika
siireyle boyamanin ardindan boya uzaklastirilarak kuyucuklar %95 etanol ilave edilerek yikanmig ve 15

dakika siireyle inkiibe edilmistir. Reaksiyon karisimi 570 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur.
Veri Analizi

Calismada, Duncan ¢oklu karsilastirma testleri ile varyasyon analizleri yapilmis ve test gruplarindan
elde edilen veriler arasindaki iliskileri degerlendirmek i¢in gruplar arasi farklar SPSS 18 istatistik

program ile hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak segilmistir.
Bulgular
Antibakteriyel Aktivite

Disk difiizyon testi sonucunda, S. warneri’ye karst OEO test edilen tiim konsantrasyonlarda giiglii bir
antimikrobiyal aktivite gostermistir. 1000 ul/ml konsantrasyonda ise pozitif kontrolden daha etkili
olmustur. V. salmoninarum tiiriinde ise OEO, 1000 ve 500 ul/ml konsantrasyonda giiglii antimikrobiyal
etki géstermesine ragmen pozitif kontrole gore daha az etkili olmustur (Tablo 1). A. hydrophila i¢in en
iyi antibakteriyel etkinin OEO nanoemiilsiyon formunun 1000 ve 500 pl/ml konsantrasyonunda oldugu
goriilmustiir. Tespit edilen bu etkinin antibiyotiklerle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (P<0.05) (Tablo 1). OEO’nun A. hydrophila’ya karsi antibakteriyel etkisinin oldugu
ancak bu etkinin pozitif kontrole gére daha diisiik oldugu goériilmiistiir. L. garvieae bakterisinde en iyi
antibakteriyel etki OEO nanoemiilsiyon formunun 1000, 500 ve 250 ul/ml konsantrasyonlarinda tespit
edilmis ve standart olarak kullanilan antibiyotiklere gore daha etkili oldugu belirlenmistir (P<0.05).
OEO’nun L. garvieae’ye karsi antibakteriyel etkisinin oldugu ancak bu etkinin pozitif kontrole gore

daha disiik oldugu goriilmistiir (Tablo 1).
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Tablo 1. OEO ve FEO u¢ucu yaglar: ve nanoemiilsiyonlarmn farkll konsantrasyonda antibakteriyel etkileri

Diler ve ark.

(inhibisyon zonu, mm)

Konsantrasyon OEO OEO FEO FEO
(nl/ml) (Nanoemiilsiyon) (Nanoemiilsiyon)
1000 20.00+0.00¢ 36.00+1.412 0.00+0.00" 8.50+0.00"
500 13.00+1.41° 22.50+0.70° 0.00-£0.00" 0.00:£0.00
250 11.00+1.419 17.00+1.41¢ 0.00+0.00! 0.00:£0.00
A. hydrophila 125 10.50+0.709 15.50+0.70¢ 0.000.00" 0.000.00!
62.5 8.00£2.82" 15.00+0.00¢ 0.00+0.00" 0.00+0.00
Gentamisin 22.50+0.70P 22.50+0.70P 22.50+0.70P 22.50+0.70P
Negatif Kontrol 0.00£0.00" 0.00£0.00" 0.00£0.00" 0.00£0.00!
1000 16.50+0.70% 26.00+1.412 0.00+0.00i 7.00+0.00!
500 15.50+0.708 22.50+3.53b 0.00+0.00i 0.00+0.00!
250 15.50+£2.12¢ 22.50+3.530 0.00+0.00 0.00+0.00
L. garvieae 125 15.00+0.00¢f 19.50+0.70¢ 0.00+0.00! 0.00+0.00!
62.5 11.50+2.12¢h 19.00+1.41¢ 0.00+0.00i 0.00+0.00!
Streptomisin 18.50+0.70°% 18.50+0.70% 18.50+0.70% 18.50+0.70°%
Negatif Kontrol ~ 0.00+0.00} 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
1000 17.50+0.709 35.50+0.702 8.50+0.00 15.5042.12M
500 17.00+0.009" 34.00+1.412 0.00+0.00™ 0.00+0.00™
250 16.50+0.70¢™ 26.50+0.70° 0.00+0.00™ 0.00+0.00™
Zr-]gui”arum 125 16.00ﬂ:0.008h.‘j 25.00£0.00b° 0.00+£0.00™ 0.00£0.00™
62.5 15.00+1.419 23.50+0.70% 0.00+0.00™ 0.00+0.00™
Tetrasiklin 21.00+1.41¢ 21.00+1.41°¢ 21.00+1.41¢ 21.00+1.41°¢f
Negatif Kontrol 0.00£0.00M 0.00+0.00™ 0.00+0.00™ 0.00+0.00™
1000 24.00+1.41¢ 38.50+0.702 0.00+0.00" 0.00+0.00"
500 22.50+3.53% 35.00+0.00° 0.00+0.00" 0.00+0.00"
250 22.50+3.53% 32.50:+0.70° 0.00+0.00' 0.000.00'
P. damselae 125 21.00+1.419 29.50+0.70° 0.00+0.00" 0.00+0.00"
62.5 16.50+0.70" 29.00+£1.41¢ 0.00+0.00" 0.00+0.00"
Eritromisin 26.50+0.70% 26.50+0.70% 26.50+0.70% 26.50+0.70%
Negatif Kontrol ~ 0.00+0.00' 0.00+0.00' 0.00+0.00' 0.00+0.00'
1000 34.50+0.50° nd nd nd
500 31.00+1.00° nd nd nd
250 29.00+1.00¢ nd nd nd
S. warneri 125 27.00+0.009 nd nd nd
62.5 25.00+0.00° nd nd nd
Enrofloksasin 32.00+0.00° 32.00+0.00° 32.00+0.00° 32.00+0.00°
Negatif Kontrol ~ 0.00+0.00" 0.00=0.00f 0.00+0.00f 0.00+0.00°
1000 29.00+1.00° nd nd nd
500 25.00+0.00° nd nd nd
250 13.50+0.50¢ nd nd nd
V. 125 9.50+0.50° nd nd nd
salmoninarum
62.5 9.00+0.00° nd nd nd
Flor fenikol 32.00+0.002 32.00+0.002 32.00+0.002 32.00+0.00?
Negatif Kontrol ~ 0.00+0.00" 0.00=0.00f 0.00+0.00f 0.00+0.00°

-nd: belirlenmeyen deger
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V. anguillarum i¢in OEO nanoemiilsiyon formunun galisilan tim konsantrasyonlarda gii¢lii bir

antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir ve antibiyotiklere gore daha etkili oldugu tespit edilmistir
(P<0.05). OEO’nun V. anguillarum’a kars1 antibakteriyel etkisinin oldugu ancak bu etkinin pozitif
kontrole gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Tablo 1). FEO nanoemiilsiyon formunun ise 1000 pl/ml
konsantrasyonda 15.50+2.12 mm zon capi ile diisiik bir etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 1) (Sekil
2).

p-" dena.

Sekil 2. OEO ve FEO ugucu yagi ve nanoemiilsiyonlarmmin V. anguillarum bakterisinde olusturdugu
inhibisyon zonlar:
P. damselae bakterisi i¢in OEO nanoemiilsiyon formunun 1000, 500, 250 ve 125 ul/ml konsantrasyonda
giiclii bir antibakteriyel aktivite gosterdigi ve antibiyotiklere gore daha etkili oldugu belirlenmistir
(P<0.05). OEO’nun P. damselae’ya karsi antibakteriyel etkisinin oldugu ancak bu etkinin pozitif

kontrole gore daha diisiik oldugu goériilmiisttir (Tablo 1).
Biyofim Uretimi ve Antibiyofim Aktivite

Antibakteriyel etkisi belirlenen balik patojenlerinin biyofilm {iretimlerinin tespiti amaciyla yapilan tiip
yonteminde, sadece S. warneri ve V. salmoninarum bakteri tiirlerinde biyofim tiretimi belirlenmistir
(Sekil 3). L. garvieae, A. hydrophila, Y. ruckeri ve V anguillarum tiirlerinde biyofilm tiretimi tespit
edilmemistir. Antibakteriyel etkisi yiiksek olan OEO ugucu yaginin, biyofilm aktivitesi bu ¢aligma ile
tespit edilen S. warneri ve V. salmoninarum bakterinde antibiofilm aktivitesi belirlenmis olup bu etkinin

yagin konsantrasyonuna bagli olarak degisim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4, 5).

79



Diler ve ark. Sinop Uni J Nat Sci 10(1): 73-88 (2025)
E-1SSN: 2564-7873

0.35
0.3 T
{ ]
Z 025 T I [— 0284
£ ! oe— (g 0257
= 0.235 ’
20 0.225
2 02 - /
b @
So15 =0
= 0.155
2 01
0.05
0
1000 500 250 125 62.5 31.25 Kontrol

Konsantrasyonlar

Sekil 4. Konsantrasyona bagl olarak OEO ug¢ucu yagimn S. warneri’nin biofilm iiretimi
lizerine etkisi

V. salmoninarum

0.25
.
L]
0.2 / 0.219
= T
g @
’Sﬂ 0.15 /0_174
= T
w L)
3 ﬂ.lZG
£ 01 s
g T T_—
2 I 0.097
K 0.079
* 0.078
0.05
0.064
0
1000 500 250 125 62.5 3125 Kontrol

Konsantrasyonlar

Sekil 5. Konsantrasyona bagh olarak OEO ug¢ucu yaginin V. salmoninarum 'un biofilm
tiretimi tizerine etkisi

80



Diler ve ark. Sinop Uni J Nat Sci 10(1): 73-88 (2025)
E-1SSN: 2564-7873

Tartisma ve Sonug¢

Antibiyotik ve kemoterapotik ajanlar su driinleri yetistiriciliginde hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu uygulamalar ¢evreyi olumsuz etkilemenin yaninda bakterilerde
antimikrobiyal diren¢ olusturmaktadir. Bu nedenle, hastaliklarla miicadelede etkin bir sekilde
kullanilabilecek alternatif ve giincel uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir [29]. Ugucu yaglar, tibbi ve
aromatik bitkilerden elde edilen, giiglii antimikrobiyal etkileri sayesinde mikroorganizmalarin
cogalmasini 6nleyen trilinlerdir [3, 4]. Tyagi ve Malik [30] ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin
yapilarinda bulunan alkol, fenol, terpen ve keton gibi fonksiyonel gruplar ve bunlarin bilesimdeki
oranlarindan ileri geldigini bildirmistir. Ugucu yaglarm hidrofobik o6zellikleri sayesinde
mikroorganizmalarin hiicre membranlarinda birikerek gegirgenligin artmasina neden olduklar tespit
edilmistir [31]. Ugucu yag nanoemiilsiyon formlari ise, artan yiizey alani ve kiiciik damlacik boyutu
nedeniyle ucucu yaga kiyasla daha yiiksek antibakteriyel etkinlik gostermektedir. Nanoemiilsiyonlarin
antimikrobiyal 6zelliklerinin, yiiksek yiizey gerilimine sahip kiiciik yag parcaciklarindan kaynaklandigi
ve prokaryotik hiicreler, viriisler ve okaryotik mantar hiicre zarlarimi pargalayarak bu etkiyi yaptigi
bildirilmistir [32]. Nanoemiilsiyonlar patojenlerin hiicre zarindaki ¢ift lipid tabakasina zarar vermekte,
depolanan enerjiyi serbest birakmakta ve hiicre lizisi yoluyla istilaci mikroorganizmalar
oldiirmektedirler. Nanoemiilsiyonlarin en O6nemli ozellikleri, konakg¢i hiicreye zarar vermeden,
mikroorganizmaya kars1 gosterdigi secici toksisitedir. Ayrica nanoemiilsiyonlarin antimikrobiyal
aktivitesi, antibiyotiklerin aksine spesifik degildir ve bu ozellikleri ile genis spektrumlu aktivite
saglamakta ve mikroorganizmalar bu iiriinlere kars1 direng gelisimi gdsterememektedirler. Ilag olarak
kullanilan nanoemiilsiyonlarin, yiiksek emilim oranlar1 ve stabil olmalari, hidrofobik ila¢ etkenlerinin
¢Oziiniirligiini  kolaylastirmalar1 ve biyoyararlanimlarini artirmalari, kolay uygulanabilirlikleri,
gelismis penetrasyon potansiyelleri gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Ayrica, nanoemiilsiyonlar ilag
molekiillerinin hidroliz ve oksidasyona kars1 giiclendirme 6zelliklerine de sahiptirler [33, 34]. Wei ve
ark. [35] yaptiklar1 galismada, ¢ay agaci ucgucu yagi nanoemiilsiyonunu antibiyotiklerle birlikte
mikroorganizmalari  6ldirmek  amaciyla kullanmislardir. Calisma sonunda ugucu yag
nanoemiilsiyonlarinin ¢oklu ilag direncine sahip Escherichia coli bakterisine karsi antibiyotiklerin
etkinligini artirdig1 ve 30 pasaj boyunca bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesinin degismedigini
gormiislerdir. Ayni zamanda s6z konusu bu etkiyi bakterinin dis ve i¢ zarlarim bozarak ve zar
gecirgenligi ile ilgili olan AcrAB—TolC efflux pompasini inhibe ederek sagladigini tespit etmislerdir.
Bu arastirma sonuglarinda, balik patojenlerinden A. hydrophila, L. garvieae, V. anguillarum ve P.
damselae tiirlerine karsi, OEO ugucu yaginin nanoemiilsiyon formunda standart antibiyotiklerden daha
giicli bir antibakteriyel etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica farkli konsantrasyonda (62.5, 125, 250,
500 ve 1000 pl/ml) kullanilan ugucu yaglarda doz artisina paralel olarak antibakteriyel etkinin arttig
belirlenmistir. Ayn1 zamanda OEQO ve FEO ugucu yaglarinin nanoemiilsiyon formlarinin ugucu yaglara

gore daha yiiksek antibakteriyel aktivite sergiledigi belirlenmistir (P<0.05). FEO ugucu yagi ve
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nanoemiilsiyon formunun ise test edilen patojenlere karsi ¢ok diisiik bir antibakteriyel etki gosterdigi

belirlenmistir. Benzer bir sekilde yapilan diger bir aragtirmada, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae,
Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas veronii ve Vibrio alginolyticus bakteri
tiirlerine kargt Origanum onites ugucu yagi ve nanoemiilsiyon formu ¢aligilmistir. Bu ¢alismada, O.
onites nanoemiilsiyon formunun Gram-negatif bir bakteri olan Aeromonas veronii’ye karsi ugucu yag
ve pozitif kontrole (enrofloksasin) gore daha gii¢lii bir antibakteriyel etkisi oldugu tespit edilmistir [36].
El-Ekiaby ve ark. [37] yaptiklari ¢alismada, feslegen ugucu yag nanoemiilsiyonunun Aeromonas
hydrophila’ya kars1 20.5£2.7 mm zon c¢api ile antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Calismamizda ise A. hydrophila’ya karst OEO ugucu yagi nanoemiilsiyonundan elde edilen
antibakteriyel etkinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Tasar ve ark. [38], Foeniculum vulgare Mill.
ve Pimpinella anisum L. bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal o6zelliklerini
incelemislerdir. Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri, Enterobacter aerogenes, Enterococcus
faecalis, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Escherichia coli ve Serratia
marcescens patojenlerine karsi incelenmistir. F. vulgare ucucu yaginda standart olarak kullanilan
antibiyotiklere paralel sonuglar elde edilmistir. Bir diger ¢alismada F. vulgare yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan etkinligi arastirilmis ve F. vulgare ugucu
yaginin hem Gram pozitif hem de Gram negatif suslara kars1 gii¢lii bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir [39]. F. vulgare ugucu yaglarinin antibakteriyel (Micrococcus luteus, Bacillus
megaterium, Bacillus brevis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas pyocyaneus, Mycobacterium
smegmatis, Escherichia coli Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis) ve antifungal aktiviteleri (Saccharomyces cerevisiae ve Kluvyeromyces fragilis)
disk diflizyon metoduna gore incelenmistir. Ucucu yagin, Gentamisin, Sefalotin ve Seftriakson
antibiyotikleriyle beraber kullanildiginda antibakteriyal veya antifungal aktivitesi oldugu tespit
edilmistir [40]. Bu calismada ise diger ¢alismalardan farkli olarak FEO ugucu yagmin sadece V.
anguillarum bakteri tiiriinde orta derecede etkili oldugu tespit edimistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada
FEO ugucu yaginin nanoemiilsiyon formunun A. hydrophila, L. garvieae ve V. anguillarum tiirlerindeki
antibakteriyel etkisi ilk defa belirlenmistir. Son yillarda biyofilm olusumunun ve bakteriyel patojenlerin
antibiyotik toleransim1 arttirmasi1 ve dolayis1 ile antibiyotik direncine neden olmasi, su iirtinleri
yetistiriciligi enfeksiyonlarinin kontroliinii zorlastirmaktadir. Biyofilm enfeksiyon siirecinde bakteriye
ciddi bir etkinlik kazandirmakta ve tedaviye engel olmaktadir. Mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmalarinda biyofilm olusturacaklar1 yiizeyin yapisi, hidrofilik veya hidrofobik karakterde olusu
onemlidir. Yiizeye yapisarak biyofilm olusturabilme, ayn1 zamanda bir bakterinin sahip oldugu yiizey
yapilarinin karakteristigi ile de ilgili olabilmektedir [41]. Characklis ve Marshall [42] yiizey piirtizliligii
arttik¢a mikrobiyal kolonizasyonun da arttigin1 géstermislerdir. Howell ve Behrends [43], mikrobiyal
yapisma ile yiizey piiriizlilligii arasindaki pozitif iliskiyi rapor etmiglerdir. Bunun sebebini yiizey

geriliminin azalmasi ve piiriizlii ylizeylerde yiizey alaninin daha fazla olmasiyla agiklamiglardir. Cai ve
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Arias [44] yaptiklart ¢alismada, onemli balik patojenlerinin (Flavobacterium columnare, Aeromonas

hydrophila, Edwardsiella ictaluri, E. tarda ve E. piscicida) farkli yiizeylerdeki (bambu direk, gemi
yiizeyi, PVC ve daldirma ag1) biyofilm olusturma kapasitesini degerlendirmistir. Caligma sonucunda
test edilen tiim su drlinleri yetistiriciligi materyallerinde s6z konusu bakterilerin kolonilesip
cogalabilmesi nedeniyle c¢iftliklerdeki biyogilivenlik uygulamalarinda dezenfektanlarin yalnizca suda
degil, ayn1 zamanda ylizeylerde de etkilerinin incelenmesinin gerekli oldugu bildirilmistir. Yapilan bu
calisma ile test edilen bakterilerden S. warneri ve V. salmoninarum bakteri tiirlerinin biyofilm
olusturdugu goriilmiistiir. Benzer bir ¢alismada, Filik ve Kubilay [45], biyofilm tespiti i¢in kullandiklar
tiip yonteminde F. psychrophilum, A. sobria ve S. warneri bakteri tiirlerinde tiipiin i¢ yiizeyinde film
tabakasinin olustugunu, Y. ruckeri ve V. anguillarum tiirlerinde ise biyofilm iiretiminin olmadigini
bildirmislerdir. Biyofilmlerdeki bakteriler, siispansiyondaki planktonik hiicrelere gore antibiyotiklere ve
kimyasal ajanlara karsi daha direnclidir. Ciinkii biyofilmlere niifuz etmek ve parcalamak i¢in biyofilm
matrisini hidrolize etmek gereklidir. Ozellikle bitkisel iiriinlerin giiclii bir antibiyofilm aktivite
gosterdigi bildirilmistir [20, 46]. Zammuto ve ark. [47] yaptiklar1 ¢aligmada yeni ¢evre dostu
antibiyofilm molekiilleri tamimlamak icin Ganzirri' nin (Messina, italya) aci goliinden toplanan
Chaetomorpha aerea (Dillwyn) Kiitzing (Chlorophyta), Agardhiella subulata (C. Agardh) Kraft & MJ
Wynne (Rhodophyta) ve Hypnea cornuta (Kiitzing) J. Agardh'in (Rhodophyta) makroalglaerin su
ekstraktlar1 veya polisakkaritlerinin, su driinleri yetistiriciligi icin dnemli olan farkli patojenlerin (L.
anguillarum, V. harveyi, V. parahaemolyticus ve P. damselae subsp. piscicida) biyofilm olusumuna
kars1 aktivitelerini incelemistir. Tim bakteri suslarinin biyofilm iretebildigi ve en yiiksek
konsantrasyonda (400 pg/ml), C. aerea ve A. subulata ekstraktlarinin V. harveyi (%59 ve 53)’nin, H.
cornuta ekstraktinin ise P. piscicida (%52) ve V. parahaemolyticus (%28)’un biyofilm tretimini
azalttig1 belirlenmistir. A. subulata ekstraktinin ayrica P. piscicida (%48) ve L. anguillarum'un (%33)
biyofilm olusumuna karsi da etkili oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan alg ekstraktlarinin
patojenlerin yapismasimi engelleyebildigi ve hiicre yiizey 0Ozelliklerini ve hidrofobisitesini
degistirebildigi belirlenmistir. Ugucu yaglar, bakterilere, mantarlara ve viriislere kars1 genis spektrumlu
etkinliklere sahip dogal antimikrobiyal formiilasyonlardir. ATP {iretimini ve ATPaz aktivitesini inhibe
edebilmektedirler. Ayrica, zar gecirgenligini bozabilmekte, membran yag asitlerini degistirerek
metabolitlerin ve iyonlarin sizmasina yol agabilmektedirler. Bazi ugucu yaglar, Quorum sensing (QS)
genlerini engelleyerek ve diizenleyerek QS inhibitorleri (QSI) olarak islev goriirler ve bu da biyofilm
olusumunda ve viriilans faktori tiretiminde azalmaya yol agmaktadir [48, 49]. Yaptigimiz ¢alismada,
OEO ugucu yagimn, S. warneri ve V. salmoninarum bakteri tiirlerinde antibiofilm aktiviteye sahip
oldugu konsantrasyon artisina bagli olarak bu etkinin arttig1 belirlenmistir. Snoussi ve ark. [50], Vibrio
spp. suslarina kars1 Petroselinum crispum (6-17.33 mm) ve Ocimum basilicum (8.67-23.33 mm) bitkisi
ugucu yaglarmin antibakteriyel etkiye sahip oldugu ayni zamanda her iki ugucu yaginda disiik

konsantrasyonlarda bile polistiren yiizeyinde olusan olgun biyofilmi inhibe edebildigi ve ortadan
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kaldirabildigi bildirilmistir. Ozellikle O. basilicum ugucu yagmn giiglii bir antibiyofilm aktivite

olusturdugu ve bu etkinin de yagin kimyasal bilesiminde bulunan linalool bilesiginden kaynaklandig:
belirtilmistir. Ugucu yaglarin kimyasal bilesiklerinin antibiyofilm aktivitesi ile ilgili yapilan bir
calismada, Da Silva ve ark. [51], giimiis yayin baligindan (Rhamdia quelen) izole edilen baz1 bakterilere
(A. hydrophila, A. veronii, C. freundii, R. ornithinolytica ve S. maltophilia) kars1 R-(+)-limonen ve S-(-
)-limonen fitokimyasallarinin antibakteriyel aktivitesini analiz etmistir. Ayrica, biyofilm olusumunu
engelleme agisindan aktiviteleri arastirilmistir. Fitokimyasallarin A. hydrophila susunda en fazla etkiye
sahip oldugu ve biyofilm olusumunu gii¢lii bir sekilde engelledigi belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada,
OEO ugucu yagmin antibiyofilm aktivitesinin icerigindeki timol ve karvakrol gibi terpenlerden
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Daha 6nceki yillarda yapilan ¢alismalarda genel olarak, terpen igeren
ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayni zamanda, ugucu yaglarin ana
bilesenleri olan terpenlerin membran lipit katmanlarindan gecerek hiicrenin gecirgenligini degistirdigi
belirtilmistir [52]. Sonu¢ olarak bu c¢alisma ile kekik ve rezene bitkisi ugucu yag ve
nanoemiilsiyonlarinin bakteriyel balik patojenlerine (S. warneri, V. salmoninarum, A. hydrophila, L.
garvieae, V. anguillarum ve P. damselae) karsi etkileri degerlendirilmistir. Bakteriyel balik
patojenlerine karsi kekik bitkisi ugucu yaginin rezene bitkisi ugucu yagma gore daha gigli
antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir. Bu antimikrobiyal etkinin nanoemiilsiyon formunda daha da
artt1g1 tespit edilmistir. Ozellikle kekik bitkisi nanoemiilsiyon formunun A. hydrophila, L. garvieae, V.
anguillarum ve P. damselae bakterilerinin neden oldugu hastaliklara karsi dogal bir antimikrobiyal
madde olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Ayrica antibakteriyel etkisi yliksek olan kekik ugucu
yagimin S. warneri ve V. salmoninarum bakteri tiirlerinin biyofilm formasyonunu da inhibe ettigi

gorilmiistiir.
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