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0z

Bitki dzleri, geleneksel tipta yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasi, tip, gida, ilag endiistrisinde
kullanilan aromatik bitkileri icerir. Bu tiirler gida olarak tiiketilirken, aromatik o6zellikleriyle de gelencksel tibbin
vazgegilmez pargast olarak degerlendirilmektedir. Saglik ve endiistriyel iriinlerde GRAS (Giivenli) kabul edilen
Lamiaceae tiirleri ekonomik botanik agisindan da énemlidir. Izmir kekigi (Origanum onites), Anadolu adacay1 (Salvia
fruticosa), Mercankdsk (Origanum majorana) gibi Lamiaceae bitkilerinin giiglii bakterisidal, antifungal 6zellikleri
bilinirken, bu bitkilerden saglanan yag ve hidrosol formdaki ekstraktlarin anti-biyofilm, antiquorum sensing 6zellikleri
dikkat ¢ekmektedir. Calismada bu ekstraktlarin; kimyasal icerik analizleri, bakteriyel viriilansin temelini olusturan
Quorum sensing (QS) ve biyofilm aktivitelerinin inhibisyonuna odaklamlmistir. Sonug olarak Izmir kekigi, Anadolu
adacay1 ve Mercankogk bitki ekstraktlarinin hidrosol formlarina karst Vibrio spp.’nin direngli oldugu belirlenmistir.
Vibrio spp.’ye kars1 en etkili formun Izmir kekigi ve mercankdsk yag ekstrakt1 oldugu ortaya konmus ve %> MIC (Subletal)
konsantrasyonunda biyofilm inhibisyonu %85 tespit edilmistir. Izmir Kekigi ve Mercankosk’iin ¢aligmadaki tiim Vibrio
tirleri {izerinde antimikrobiyal, anti-biyofilm etkisi gdsterirken ayrica AHL biyosensér susu CV026’da QS
mekanizmasini inhibe etmistir. Akuakiltiir ¢iftliklerinde toplu balik 6liimleriyle iliskilendirilen Vibrio spp. patojen
suslariyla miicadelede dogal bir yaklasim olarak bitki ekstraktlarinin etkinligi gosterilmistir. Bulgular bu yaklagimin
antimikrobiyallere direngli balik patojenlerine yonelik, bitkisel ekstraktlarin kemoterapétiklere alternatif tedavi edici
araglar olarak kullanilmasini1 desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direng, antiquorum sensing, biyogesitlilik, vibriosis
Anti-Virulence Potential of Some Medicinal Plants from the Lamiaceae Family Against Bacterial Fish Pathogens
ABSTRACT

Plant extracts have been widely used in traditional medicine for centuries. The Lamiaceae family, including plants such
as Turkish oregano (Origanum onites), Anatolian sage (Salvia fruticosa), and marjoram (Origanum majorana), is highly
valued for its antimicrobial properties. These plants are recognized as GRAS (Generally Recognized as Safe) and are
significant in the food, pharmaceutical, and healthcare industries. Their strong bactericidal, antifungal, anti-biofilm, and
anti-quorum sensing activities make them notable for both traditional and modern applications. This study investigated
the chemical composition of the extracts derived from Turkish oregano, Anatolian sage, and marjoram, focusing on their
effects against Vibrio spp., a major pathogen in aquaculture. Results showed that while Vibrio spp. were resistant to the
hydrosol forms, the oil extracts of Turkish oregano and marjoram exhibited strong antimicrobial and anti-biofilm activity.
Biofilm inhibition reached up to 85% at sublethal concentrations, and quorum sensing (QS) inhibition was observed in
the AHL biosensor strain CV026. The findings suggest that these plant extracts, particularly in oil form, could serve as
effective alternatives to traditional chemotherapeutics for managing Vibrio spp. infections in aquaculture. This approach
offers a natural, sustainable solution to combat antimicrobial resistance in fish pathogens.
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GIRiS

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen 6zler,
ge¢misten giinlimiize hem insanlar hem de hayvanlar
iizerinde g¢esitli tedavi amagclaryla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giinimiizde bu bitkiler, insan ve
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cevre sagligl icin risk tasiyan sentetik maddelere
alternatif olarak modern tip uygulamalarinda giderek
daha fazla tercih edilmektedir [1]. Bu bitkisel
triinlerin ¢ogu, "Generally Recognized As Safe"
(GRAS) yani giivenli olarak kabul edilmektedir [2].
Hem besin hem de tibbi kullanim acisindan dikkat
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ceken Lamiaceae familyasi, yaklagik 236 cins ve
7.000°den fazla tiir ile angiospermler arasinda altinci
en biiylik bitki ailesidir [3]. Bu ailenin iiyeleri,
ozellikle antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
sayesinde farmasotik alanda biyiik bir ilgi
gormektedir. Biberiye, kekik, mercan kdsk ve adacay1
gibi bu ailenin altinda yer alan tiirler, gastrit,
enfeksiyon, dermatit, brongit ve iltihap gibi
hastaliklarin ~ tedavisinde  geleneksel  olarak
kullanilmaktadir. Kekik ve adacayr ise ozellikle
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle
kapsamli bir sekilde arastirilmasi gereken aromatik
bitkiler arasinda yer alir [4]. Lamiaceae liyesi bitkiler
tarafindan tiretilen ugucu yaglar hem ekonomik hem
de ekolojik agidan biiyiik bir 6neme sahiptir [5].
Aromatik bitkiler, bu ugucu yaglar bakimindan
olduk¢a zengindir ve bu yaglar genellikle buhar
damitma yontemiyle elde edilir. Cigek, yaprak, sap,
dal, tohum, meyve, kok, odun veya kabuk gibi tiim
bitki dokularinda sentezlenip salgi hiicrelerinde,
kanallarda, epidermik hiicrelerde veya glandiiler
trikomlarda depolanabilir [6]. Ucgucu yaglar,
seskiterpen ve monoterpen hidrokarbonlar, alkoller,
ketonlar, aldehitler ve oksitler gibi bilesiklerin yam
sira yag asitleri ve kiikiirt tiirevlerini iceren kompleks
karigimlardan olusur [7]. Bu kimyasal bilesiklerin
Oonemli  bileseni ugucu yaglar, antioksidan,
antibakteriyel, antidiyabetik, antimutajenik ve
antimikotik ozellikler gostermekte ve bilimsel
arastirmalarin odak noktasi olmaktadir [8]. Tibbi
bitkiler yalmizca insan saghigi igin degil, aym
zamanda hayvan sagligi i¢in de onemli bir role
sahiptir. Ornegin, bitkisel ugucu yaglar ve ozler,
bagisiklik sistemini giiclendirme potansiyelleri
sayesinde su iirilinleri yetistiriciliginde kemoterapotik
madde ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Bu kullanim, balik sagh@ ve siirdiiriilebilir
yetistiricilik uygulamalar1 igin alternatif bir ¢6ziim
sunmaktadir [9].

Su friinleri yetistiriciligi, dengeli beslenme ve
saglikli yasam igin hayvansal gida {iriinleri
tedariginde ana kaynaklardan biridir. Bu sektorde
gerceklestirilen balik iiretimi, diger tiim hayvansal
besin kaynaklarina kiyasla en hizli biiyliyen gida
sektorii konumundadir [10]. Ancak, su trinleri
yetistiriciliginde  gdzlemlenen yogun iiretim,
periyodik islemler, asir1 sicaklik degisiklikleri, kot
su kalitesi ve yetersiz beslenme gibi faktorler balik
sagligi lizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir [11].
Artan tiretim hacmi, balikk yogunlugunu ve koti
fizyolojik cevre kosullarini artirarak, patojenlerin
yayillmasina ve baliklarin mikrobiyal ajanlara
(bakteri, mantar, virlis vb.) karsi direncinin
diismesine neden olmaktadir. Bu durum, yiiksek

mortalitelere ve sonu¢ olarak ciddi ekonomik
kayiplara yol agmaktadir [12].

Su {riinleri yetistiriciligi sektoriinde son 10 yilda
kargilagilan en onemli salginlardan biri Vibriosis’tir.
Vibriosis, Vibrionaceae familyasina ait bakteri
tirlerinin neden oldugu ve baliklarda cesitli
semptomlara yol acarak Gliimle sonuglanabilen bir
enfeksiyon siirecidir [13]. Vibrio spp., bir¢ok balik
tiirli, kabuklu, yumusakca, mercan ve rotiferlerde
ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Vibriosis’ten
etkilenen baliklar, ylizgeclerde kanama, egzoftalmi,
korlik ve kuyruk clirlimesi gibi semptomlar
gostermektedir [14]. Amoksisilin, eritromisin,
enrofloksasin, oksitetrasiklin ve furazolidon gibi bazi
antibiyotikler, birgok balik hastaligini kontrol altina
almak icin basariyla kullanilmaktadir [15]. Ancak,
antibiyotiklerin yaygin kullanimi, piyasada mevcut
antibiyotiklerin yetersizligi, profilaktik kullanimlar
ve yeni terapotik ajanlarin yavas gelisme hizi son
yillarda antibiyotik direnci krizine yol agmistir. Bu
durum, kemoterapdtiklerin etkinliginin azalmasina
sebep olmaktadir [16]. Ayrica, antibiyotiklerin
cevreye yayillimi ve balik dokularindaki kalintilar
son tiiketiciye kadar ulagsmakta ve direng gelisimine
yonelik potansiyel riski artirmaktadir [17].

Hizla yayilan antimikrobiyal direng, su anda
kiiresel halk saghgr icin acil bir tehdit
olusturmaktadir. Bu sebeplerle, su friinleri
yetistiricili§i de dahil olmak iizere antimikrobiyal
direng biiyiik bir sorun haline gelmistir ve glinlimiizde
daha once kolayca tedavi edilebilen hastaliklar,
birgcok bakterinin ¢oklu ilaca direngli olmasi
nedeniyle biiylik bir sorun haline gelmektedir [18].

Ayrica bazi durumlarda, antibiyotik tedavisi
laboratuvar denemelerinde etkili olsa bile in vivo
etkinligi  diisiik olabilmektedir [19]. Gelisen

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), yatay gen transferleri
gibi genetik aktarim siirecleri ile bakteriler arasinda
yayilabilmekte ve giderek ciddi bir hal almaktadir
[20].

Tiim bu kapsamda antibiyotik direnci hem insan
saglig1 hem de su tirlinleri yetistiriciligi gibi 6nemli
sektorler i¢in kiiresel bir tehdit haline gelmistir. Bu
durum, patojenlerle miicadelede yeni, etkili ve
sirdiiriilebilir yontemlerin gelistirilmesini zorunlu
kilmaktadir. Bitkisel iiriinler hem ¢evre dostu hem de
ekonomik olmalariyla antibiyotik  kullanilarak
yapilan tedavilere giiclii bir alternatif sunmaktadir.
Bu calisma, 0Ozellikle su iriinleri yetistiriciligi
sektoriinde ciddi enfeksiyonlara neden olarak
ekonomik kayiplara yol agan Vibrio spp. tiirlerine
odaklanmaktadir. Izmir kekigi, Anadolu adacay1 ve
Mercankdsk bitki ekstraktlarimin anti-biyofilm ve
antiquorum  sensing  Ozelliklerini  inceleyerek,
yalnizca patojenitenin baskilanmasini degil, ayni

223



U. DEVECI, Y. UYANIK, I. YASA / BAHCE 54 (Ozel Say1 1): 222-230 (2025)

zamanda antibiyotiklere karsi alternatif yenilik¢i
coziimler sunmay1 hedeflemektedir. Calisma, bitki

ekstraktlarinin ~ patojenler iizerindeki etkilerini
derinlemesine  degerlendirerek, su  riinleri
sektoriinde  karsilasilan  bakteriyel  salginlara
sirdiiriilebilir ve etkili bir ¢oziim saglamayi
amaclamaktadir.

MATERYAL VE METOT

Vibrio spp. Izolatlarinin Aktivasyonu

Bu calismada kullanilan Vibrio spp. izolatlar
2022 yilinda Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Projesi (FYL-2021-23352) kapsaminda izole edilip,
molekiiler yontemler ile tanimlanmistir. Liyofilize
stok halde muhafaza edilen 7 farkli Vibrio spp.
izolati, aktivasyon amaciyla %]1,5 NaCl igeren
Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyerine ekilmis
ve 27°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda bulamiklik gdzlemlenen
tiiplerden, %1,5 NaCl iceren segici ve ayirt edici
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS, Merck) agar
besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir. Petriler, 27°C’de
24-48 saat inkiibe edilmistir.

Kullanilan TCBS agar besiyeri, Vibrio cholerae
ve diger enteropatojenik Vibrio tiirlerinin izolasyonu
ve gelisimi igin selektif bir kati besiyeridir. 27-
35°C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra Vibrio spp.
hiicreleri diiz ve sar1 renkli koloniler olusturmaktadir.

Bitki  Ekstraktlarinin Icerik
Analizlerinin Gergeklestirilmesi

Bitki ekstraktlarinin kimyasal icerik analizleri
Boruga vd. [21] tarafindan belirtilen yOntemlere
uygun olarak BACEM tarafindan gergeklestirilmistir.
Bu kapsamda yapilan analizler HP 6890 gaz
kromatografisi cihazi ile buna bagli HP 5973 Kkiitle
spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Gaz
kromatografisi sistemi, %35 fenil-metilpolisiloksan
kaplamali Factor Four™ VF-35 ms kapiler kolon (30
m uzunluk, 0,25 mm i¢ ¢ap, 0,25 pm film kalinligi)
ile donatilmigtir. Boliinmiis-bolinmemis tarz ile
calisan bir enjektor sistemi kullanilmstir.

Gaz kromatografisi  kosullarinda  Sicaklik;
50°C’den 250°C’ye, dakikada 40°C’lik artiglarla
uygulanmistir. Enjektdr sicakligi; 250°C, Tastyict
gaz, 1,0 mL/dakika akis hizinda helyum (inert gaz),
Enjeksiyon hacmi; boliinmemis modda 1 pL ve
¢oziicli gecikme siiresi; 5 dakika uygulanmistir.

Kiitle spektrometrisi (MS) kosullarinda ise
iyonizasyon enerjisi; 70 eV., dort kutuplu sicaklik;
100°C, taratma hizi; 1,6 tarama/saniye, kiitle agirligi;
40-500 amu. olarak gerceklestirilmistir.

Ugucu bilesiklerin ylizdesel bilesimleri, her bir
bilesigin gaz kromatografisinde elde edilen tepe
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Kimyasal

noktalarinin yiizde alanina gore hesaplanmistir. Nitel
analiz, her bir bilesigin kiitle spektrumunun, ABD
Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiistine (NIST 98
kiitiiphane yazilimi) ait spektrumlarla
karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir.

Disk Difiizyon Yontemi

Antibakteriyel aktivitenin disk difiizyon yontemi
ile belirlenmesi i¢in TSB besiyeri kullanilmistir. ilk
is paketinde, kat1 besiyerinde safliklar1 kontrol edilen
izolatlar, 5 mL %1,5 NaCl igeren TSB’ye inokiile
edilmistir. Vibrio spp. suslari, 24 saat boyunca
27°C’de kiltiire edildikten sonra, bu kiiltiirlerden 0,1
mL alinarak TSA (%]1,5 NaCl) besiyeri {izerine
yayma plaka yontemi ile ekim yapilmistir. Bitki
ekstraktlarinin (Izmir kekigi, adacay1 ve mercankdsk)
hidrosolleri dogrudan, yag ekstraktlar1 ise %25°lik
seyreltme ile diskler lizerine damlatilmig ve steril
pens yardimiyla petri kaplarina yerlestirilmistir. Bitki
ekstraktlarina ait yaglarin %100 konsantrasyonunda
biiyiime gozlemlenmedigi icin %25 seyreltme
kullanilmistir.  Ekimi  yapilan ve  disklerin
yerlestirildigi petri kaplari, 27°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda,
disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar
Olclilmiistiir.

Bitki Ekstraktlarimin  Vibrio spp. Izolatlar
Uzerinde Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlarinin (MIK) Arastirilmast

Vibrio spp. izolatlarina karsi bitki ekstraktlarina
ait ucucu yag ve hidrosollerin minimal inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MiK), mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak 96 kuyucuklu plakalarda, Yasa vd. [22]
tarafindan gelistirilen yontemde kii¢iik degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Test edilecek her bir ekstrakt
kuyucuklara 50 pl hacminde eklenmistir. Negatife
kontrol grubu olarak TSB besiyeri (25 pl) ile bitki
ekstraktlar1 (yag veya hidrosol) kullanilirken, pozitif
kontrol grubu olarak sadece bakteri suslar1 (25 pl)
kullanilmigtir. Hazirlanan mikroplakalar, 24 saat
boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi, bitki ekstraktlarmin aktiviteleri, test
bakterilerinin inhibisyonunu %0,1 TTC
(trifeniltetrazolyum kloriir, Merck) ¢ozeltisi 50 pl
aktarildiginda kirmmzi/beyaz renk olusumu ile
degerlendirilmistir. Bulaniklik ve renk olusumu
gbzlenmeyen ilk kuyucuktaki bilesik
konsantrasyonu, ilgili mikroorganizma igin MIK
degeri olarak kabul edilmistir.

Bitki Ekstraktlarimin  Antiquorum  Sensing
Aktivitesinin Belirlenmesi

QS inhibisyonunu Bulut vd. [23] tarafindan
gerceklestirilen metoda uygun olarak
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gergeklestirilmistir. Bu kapsamda QS inhibisyonunu
belirlemek amaciyla Chromobacterium violaceum
biyosensor susu kullanilarak disk difiizyon deneyi
gergeklestirilmistir. Oncelikle, steril LB agar besiyeri
petri kaplarina dokiilmiistiir. Daha sonra, uygun
sekilde seyreltilmis (yaklasik 2,5%10¢ CFU/ml) taze
bliyiitilmiis C.violaceum kiiltiirli, yan1 kati (%0,5
agar) LB besiyerine agilanmig ve bu karigim steril LB
agar Dbesiyerinin ylizeyini kaplayacak sekilde
yayllmustir. Steril kagit diskler petri kaplarina
yerlestirildikten sonra, disklerin {izerine 10 pl bitki
ekstraktlarinin kimyasallar1 (ugucu yag ve hidrosol)
damlatilmistir. Inkiibasyon 30°C’de 24 saat siireyle
gergeklestirilmistir.  Anti-QS  aktivitesi, disklerin
etrafinda mor olmayan (seffaf) bir zon olusumu ile
belirlenmistir.

Bitki Ekstraktlarimin  Vibrio spp. Izolatlart
Uzerinde Antibiyofilm Etkinliklerinin Belirlenmesi

Vibrio spp. izolatlarinda biyofilm inhibisyon
kapasiteleri, Bulut vd. [23] tarafindan gergeklestirilen
metoda gore mikroplaka yontemi kullanilarak
aragtirllmustir.  Vibrio spp. kiiltiirleri, %1,5 NaCl
iceren TSB besiyerinde {iiretilmis ve McFarland 0,5
standardina gore hazirlanan bakteri siispansiyonlari,
96 kuyucuklu mikroplakalara 100 pl olarak ilave
edilerek 27°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, kuyucuklardaki sivi bakteri
kiiltiirleri bosaltilmis ve kuyucuklar distile su ile
yikanmistir. Biyofilmle iligkili hiicre kalintilari,
%1°lik kristal viyole ile 15 dakika boyunca
boyanmistir. Boya fazlalhigi dikkatlice distile su ile
yikanmig ve bakterilerin olusturdugu biyofilm, 96
kuyucuklu plakalar iizerinde fotograflanmustir.
Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek
amaciyla, mikroplakalara %95 etanol-saf su karigimi
eklenmistir. Plakalarin optik yogunluklari, 546 nm’de
bir Microplate Reader ile ii¢ tekrarli olarak
Olciilmiistiir. Her bir bakteri i¢in OD (optik yogunluk)
degerlerinin ortalamalari alinmistir. Test sirasinda,
steril TSB negatif kontrol olarak, Vibrio spp.
izolatlart ile steril TSB’nin birlikte bulundugu
kuyucuk ise pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir.
Sonuglar, inhibisyon ylizdesi olarak asagidaki
esitlikle hesaplanmigtir.  Elde edilen veriler,
GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) yazilim
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuclar standart
sapmalar ile ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik
seviyesi %5 olarak belirlenmis olup, p<0.05 degeri
anlamli kabul edilmistir.

[(ODk — ODt) / ODKk] x 100

ODk: Pozitif kontrol olarak kullandigimiz
kuyucuklarin 546 nm’de optik yogunlugu,
ODt: Bitki yaglari ile muamele edilmis kuyucuklarin
546 nm’de optik yogunlugu.

BULGULAR

Vibrio spp. Izolasyonu

Bu ¢alismada kullanilan Vibrio spp. suslar1 (2023,
D1-3, VetB2, VetB3, G1-4, VAATCC, VH), TSB
besiyerinde 27°C’de 24 saat aktive edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, Vibrio spp. icin segici ve
ayirt edici bir besiyeri olan TCBS Agar ortamina
cizgi ekim yapilmis ve 27°C’de 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda, yesil besiyerinde sar1 kolonilerin olusumu
Sekil 1°de gosterilmistir.

Origanum onites (Izmir kekigi), Majorona
hortens (Mercankosk), Salvia oficinalis (Adagay1)’in
hidrosol ve ugucu yaglar Vibrio spp. bakteri izolatlart
iizerinde antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in
disk difiizyon yoOntemi, minimum inhibisyon

konsantrasyonu (MIC), antiquorum sensing aktivitesi
ve anti-biyofilm kapasitesinin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. Mercankdsk, kekik ve adacayinin
icerdigi bilesik ylizde miktarlar
sunulmustur.

Cizelge 1’de

Sekil 1. Inkiibasyon sonrast TCBS agarda Vibrio spp-
izolatlariin karakteristik goriintiisii

Sekil 2. Bitki ekstraktlarinin (hidrosol ve ugucu yag)
Vibrio spp. suslan tizerinde disk difiizyon
calismas1 goriintiileri

Disk Difiizyon Yontemi

Kekik yagmin tiim Vibrio spp. suslarina karsi
etkili oldugu bulunmustur (Cizelge 2). En yiiksek
antimikrobiyal etki, 2023 susuna kars1 28 mm zon
cap1 ile gézlenmistir. Bunu takiben VH susuna karsi
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21 mm zon ¢ap1 ve Vet-B2 susuna karst 19 mm zon
capi ile inhibisyon gozlemlenmistir. Adacay1 yagina
ve hidrosoliine karsi tiim suslarin direngli oldugu
tespit edilmistir. Mercankosk bitkisine ait yag,
yalnizca G1-4 susunda 6 mm zon ¢ap1 ve VAATCC
susunda 7 mm zon c¢ap1 ile etkili olmustur.

Mercankosk hidrosolii ise yalnizca D1-3 susunda
inhibisyon zonu olusturmayr basarmistir. Disk
difiizyon  calismasi  sonucunda, en yiksek
antimikrobiyal etki gosteren bitki ekstraktinin kekik
yag1 oldugu saptanmustir.

Cizelge 1. Mercan kosk, kekik ve adagayinin igerdigi bilesik miktarlari (%)

Mercankosk Kekik Anadolu Adagay1
Bilesik Yiizde Miktar Bilesik Yiizde Miktar Bilesik Yiizde Miktar
Alpha pinene 2,132 Alpha pinene 1,977 Cis-Salvene 0,470
Canphene 0,241 Camphene 0,855 Trans Salvene 0,073
Beta pinene 0,588 Beta pinene 0,267 Tricyclene 0,285
Sabinene 8,777 Sabinene 0,063 Alpha Pinene 6,618
Myrcepe 2,488 Delta-3-Carene 0,259 Camphene 6,654
Alpha Phellandrene 0,596 Myrcepe 3,680 Beta Pinene 3,792
Alpha Terpinene 11,573 Alpha Phellandrene 0,755 Sabinene 0,312
Limonene 2,382 Alpha Terpinene 4,988 Myrcene 2,125
Beta Phellandrene 2,400 Limonene 0,812 Alpha Terpinene 0,441
1,8 Cineole 0,258 Beta Phellandrene 0,725 Limonene 2,882
Gamma Terpinene 15,306 1,8 Cineole 0,102 Phallandrene 0,248
Trans Beta Ocimene 0,111 Cis-Beta Ocimene 0,437 1,8 Cineole 16,267
Cymene 1,501 Gamma Terpinene 13,356 Gamma Terpinene 0,796
Alpha terpinolene 3,796 Trans Beta Ocimene 0,125 Cymene 1,236
Trans Sabinene Hydrate 2,429 Cymene 19,010 Alpha terpinolene 0,426
Linalool 0,981 Alpha terpinolene 0,549 Beta Thuione 19,752
Cis Sabinene Hydrate 11,362 3 Octanol 0,097 Alpha Thuione 9,225
Linalyl Acetate 2,954 Trans Sabinene Hydrate 0,576 Alpha Copaene 0,194
1-Terpineol 1,305 Linalool 5,653 Amyl Vinyl Carbinol 0,192
Bornyl Acetate 0,112 Amyl Vinyl Carbinol 0,565 Camphor 15,058
Caryophyllene 2,012 Linalyl Acetate 0,077 Linalool 0,225
Terpinen-4-O1 17,224 1-Terpineol 0,102 Borpyl Acetate 0,916
Cis-P-2 Menthen 1-Ol 0,739 Caryophyllene 2,763 Terpinen-4-Ol 0,602
Alpha Humulene 0,259 Terpinen-4-O1 2,153 Caryophyllene 3,474
Piperitol Isomer 0,738 Aromandendrene 0,534 Sabinyl Acetate 0,190
Alpha Terpineol 4,653 Pinocarveol 0,081 Isothuiol 0,144
Bomeol 0,514 Viridiflorence 0,294 Alpha Humulene 2,004
Neryl Acetate 0,078 Alpha Terpineol 0,209 Alpha Terpineol 0,273
Elixene 1,950 Bomeol 2,108 Borpeal 2,210
Piperitol Isomer 0,301 Beta Bisabolene 0,550 Myrtepol 0,139
Alpha Terpineol 4,653 Caryone 0,139 Caryophyllene oxide 0,404
Bomeol 0,514 Delta Cadinene 0,072 Humulene epoxide-2 0,210
Neryl Acetate 0,078 Gamma Cadinene 0,101 Veridifloral 1,832
Elixene 1,950 Thymyl Acetate 0,101 Sclareol 0,421
Gernyl Acetate 0,130 Caryacryl Acetate 0,145
Geraniol 0,103 Caryophyllene Oxide 0,086
Spathulenol 0,091 Alpha Humulence 0,089
Diger Bilesikler 0,217
Cizelge 2. Bitki ekstraktlarinin (hidrosol ve ugucu Bitki Ekstraktlarimin  Vibrio spp. Suslart

yag) Vibrio spp. suslari lizerinde inhibisyon
zonlari (R: resistant, direngli)

_ Bitki Ekstraktlari
Vibrio Mercan Mercan
spp- Ada(,:ayl Kekvik Kosk Adagayi .Kekik | kesk
suslari yagi yagi yap hidrosolii| hidrosolii hidrosolii
2023 R 28 mm R R R R
D1-3 R 14 mm R R R 6 mm
Vet-B2 R 19 mm R R R R
Vet-B3 R 9 mm R R R R
Gl1-4 R 8§mm| 6 mm R 8 mm R
VAATCC| R 11lmm| 7mm R R R
VH R 21 mm R R R R
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Uzerindeki MIK Degerleri

Calismada kullanilan 7 farkli Vibrio spp. izolatina
kars1 antimikrobiyal etki gdsteren ugucu yaglar ve
hidrosollerin minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) degerleri mikroplaka ydntemi ile belirlenerek
sonuglar Sekil 3 ve Cizelge 3’de sunulmustur.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu bulgulari
disk difiizyon yontemi ile uyumlu sonuglar
vermektedir. Bu kapsamda sonuglar
degerlendirildiginde adacay1 bitki ekstraktinin en
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi bakteri
susu, ortamin < %0,39 MIC degeri ile Vet-B2, kekik
ve mercankogk bitki ekstraktlarinin yag formunda
G1-4 ve 2023VA suslart haricinde ise kalan tiim
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suslar iizerinde % <0,39 MIC degeri ile yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosterdigi

gozlemlenmektedir. 1lgili degerler Cizelge 3’te
gosterilmektedir.

Sekil 3. Bitki hidrosollerinin ve ugucu yaglarinin
Vibrio spp. suslar1 iizerindeki minimum
inhibisyon  konsantrasyonlarinin ~ (MIC)
belirlendigi mikroplakalar

Cizelge 3. Lamiaceae iiyesi bitki hidrosollerinin

iretimi kapasitesi deneylerinin sonucunda Kekik
yaginin ¢alismada test edilen tiim Vibrio spp.
izolatlar1 lizerinde yiiksek oranlarda anti-biyofilm
aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Adagay1 ve
mercankosk yag formlarmin ise ¢ok daha diisiik
oranlarda biyofilm inhibisyonu gdsterdigi sonucuna
ulasilmistir (Sekil 5).

Bitki  ekstraktlarimin  biyofilm  inhibisyon
kapasiteleri, tiim izolatlar iizerindeki ortalama yiizde
inhibisyon  degerleri ile  degerlendirilmistir.
Mercankosk ekstraktinin Vibrio spp. lizerindeki etkisi
%S5 ile %27 arasinda degismekte olup, ortalama
biyofilm inhibisyon oran1 %17,57 (+0,6) olarak tespit
edilmistir. Anadolu adagayi ekstraktinin antibiyofilm
kapasitesi ise %5 ile %22 arasinda bir varyasyon
gostermis ve ortalama inhibisyon oram1 %11,86
(£0,06) olarak belirlenmistir. Izmir kekigi ekstrakti
diger Dbitkilere kiyasla olduk¢a yiiksek bir
antibiyofilm etkinlik sergilemis, suslar tizerindeki
etkisi %69 ile %93 arasinda degisen inhibisyon
oranlariyla kendini  gostermistir.  Vibrio  spp.
iizerindeki ortalama inhibisyon kapasitesi ise %82,21
(£0,36) olarak hesaplanmistir. Sonuglar Mercankdsk,
Anadolu adagayr ve Izmir kekigi ekstraktlarmin
biyofilm inhibisyon etkileri arasinda istatistiksel

Vibrio spp. suslar1 lzerindeki minimum . .
inhibisyo l’Il) P kons;ntrasyonu (MIK) degerleri olarak anlamli farklar bulundugunu desteklemektedir
(%) (ANOVA, p<0.05) (Sekil 5).
Adagay1 Kekik Mercankosk
Hidrosol| Yag |Hidrosol| Yag |Hidrosol| Yag
2023VA | 50 3.2 [ <039 | 312 [ <039 | <039
D1-3 50 039 | <039 | 039 25 <0,39
Vet-B2 25 <039 | <039 | <039 | <039 | <039
Vet-B3 50 0,78 [ <039 | 3,12 [ <039 | <039
Gl-4 50 6.25 25 125 | <039 | 125
VAATCC | 25 125 | <039 | <039 | <039 | <039
VH 25 1,56 | <039 | <039 | <039 | <039
Bitki Ekstr. ¥ Antiquor ' . . "
’lfkl . kstraktlarinin ntiquorum  Sensing Sekil 4. Adacayi, kekik ve mercan kogk
Aktivitesi ekstraktlarinin C.violaceum lizerinde
Bitki  ekstraktlarinin  anti-QS  aktivitelerini :

belirlemek adina adagayi, kekik ve mercankosk’iin
yag formlar1 damlatilan disklerin yerlestirildigi
petrilerde C.violaceum violacein pigment lretimini
gerceklestirememistir (Sekil 4-a). Her ti¢ bitkininde
yag formlar1 anti-QS aktivitesi gostermistir adacay,
kekik ve mercan koske ait hidrosol damlatilmig
disklerin yerlestirildigi petrilerde violacein pigment
iiretiminde inhibisyon gdzlemlenmemistir (Sekil 4-
b).

Bitki Ekstraktlarimin  Vibrio spp. Izolatlart
Uzerindeki Antibiyofilm Aktivitesi

Adacay1, kekik ve mercankdsk’e ait yag
formlarmin Vibrio spp. izolatlar1 {izerinde anti-
biyofilm aktiviteleri arastirilmistir. Kristal viyole
yontemi  kullanilarak  gergeklestirilen  biyofilm

antiquorum sensing aktivitesi (4A; KY: kekik
yagi; AY: adagayi yagi; MY: mercankdsk yagi-
4B; KH: kekik hidrosolii; AH: adagayi
hidrosolii; MH: mercankosk hidrosolii)

100 = ~
90 = mercankosk
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70 <

60
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== adacay

% Biyofilm

10+
0
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Sekil 5. Bitki yag ekstraktlariin Vibrio spp.
izolatlar tizerinde biyofilm inhibisyonu
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TARTISMA

Bitkiler alemi, yalnizca bitkiler ve ekosistemler
icin degil, ayn1 zamanda insanoglunun yani sira
diinya capindaki arastirma ve endiistri icin de
potansiyel faydalar1 olan paha bicilemez bir dogal
tiriin kaynagidir. Cesitli sayida yagda ¢oziinebilen
metabolitlerin bir karigimi olan ugucu yaglar, patojen
mikroorganizmalara karst antimikrobiyal
Ozelliklerinin de bulundugu sayisiz biyolojik
uygulamalari nedeniyle son yillarda olduk¢a dikkat
¢ekmektedir.

Lamiaceae familyas1 ylizyillardir alternatif tipta
yaygin olarak kullanilan birgok tiirii igermektedir. Bu
tiirler arasinda yer alan adacay1, kekik ve mercankdsk
farkli formlarda lezzet arttirici, gida preparatlar1 ve
alternatif tipta bitkisel ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde her gegen giin hizla artan antimikrobiyal
direncle miicadele kapsaminda siirdiiriilebilir ve doga
dostu yeni alternatif ¢oziimlere ihtiyacimiz giderek
artmaktadir. Bu kapsamda bitkilerden elde edilen
dogal antimikrobiyallerle ilgili bircok ¢aligma
yapilmstir. Ornegin, Oramadike ve Ogunbanwo [24]
tarafindan yapilan bir ¢calismada, T .vulgaris’in Vibrio
tirlerine kars1 yiliksek oranda antibakteriyel etkisi
oldugu ortaya konmustur. Bu etkinin bitki
ckstraktinda yer alan sekonder metabolitlerin
varligina bagli olabilecegi One siriilmiistiir. Bitki
ekstraktlarinin igerisinde yer alan; 6jenol, karvakrol
ve timol gibi fenolik bilesiklerin yiiksek
antibakteriyel etki gosterdigi ve T.vulgaris’inde timol
iceriginin yliksek oldugu onceki c¢aligmalarda rapor
edilmistir [25]. Metisilin direngli 14 klinik S.aureus
izolatina ve 5 standart (gram (+) ve gram (-))
bakteriye karsi T.vulgaris ve E.globulus esansiyel
yaglar1 antibakteriyel aktiviteler agisindan test
edildiginde her iki esansiyel yag ekstraktinin da farkli
derecelerde antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Arastirmacilar gozlemlenen antibakteriyel
etkiyi, yag ekstraktlarindaki en karakteristik
bilesenler olan Timol (%48,1, T.vulgaris) ve
Okaliptol (%47,2, E.globulus) ile iliskilendirmistir
[26]. Calismamizda da Mercankosk bitki ekstrakti
kimyasal igerik analiz sonucuna gore igeriginde
%17,224 oraminda Terpinen-4-O1, Izmir kekik bitki
ekstrakti igeriginde %19,010 oraninda Cymene ve
Anadolu adacay1 bitki ekstrakti igeriginde %1,8
Cineole igermektedir. Bu bulgular literatiir ile dogru
orantida olup bitki ekstraktlarimin antimikrobiyal
etkisinin artmasinda 6nem arz etmektedir.

Benzer bir sekilde Yilmaz vd. [28] tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada da biberiye, kekik ve
cemen otu tozlarmin Tilapia (Nil tilapiyasi)
yavrularinda Streptococcus iniae’ye karst hastalik
direncini artirdig1 kanitlanmistir [27]. Miladinovi¢ ve
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Miladinovi¢, adagay1 yapraklarindan elde edilen
ucucu yagin, B.subtilis, S.aureus ATCC 6538, E.coli,
Salmonella  enterica  serovar  Enteritidis ve
Aspergillus niger’e karsi antimikrobiyal aktivite
sergiledigini bildirmistir [28].

Lamiaceae 1iyesi bitkilerden elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal direngli (AMR) suslar
lizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Ornegin
P.barbatus  ekstraktinin, Salmonella typhi ve
P.aeruginosa’ya karst MIK degerinin 3,12 mg/mL
oldugu sonucuna ulasilmistir. Benzer sekilde,
P.barbatus’un esansiyel yaglari, E.coli, Proteus
vulgaris, Bacillus cereus ve MDR S.aureus’a (¢oklu
ilaca  direngli) karsi  antibakteriyel aktivite
gostermistir [29, 30]. Gones vd. [32] tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada ise Satureja montana ve
Origanum majorana bitki ekstraktlari, genis bir
patojen yelpazesinde denendiginde E.coli harig, diger
Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere kars1 yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergilerken Candida spp.’ye
kars1 etkileri sinirlt kalmigtir.

Literatiirdeki benzer caligsmalarla uyumlu sekilde,
dogal bitki ekstraktlarinin bu etkileri, siirdiirtilebilir
ve doga dostu antimikrobiyal stratejiler gelistirme
gerekliligini bir kez daha vurgulamaktadir. Ozellikle
mercankOsk iizerine iilkemizde yapilan
caligmalardaki eksiklikler goz oniine alindiginda, bu
bitkinin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi
gerekliligi aciktir. Bulgularimiz Izmir Kekigi ve
mercankOsk  yag  ekstraktlarinin,  akuakiiltiir
sektoriinde Vibrio spp. kaynakli enfeksiyonlarla
miicadelede umut verici dogal ajanlar olarak
kullanilabilecegini isaret etmektedir. Elde edilen
sonuglar, antimikrobiyal direng sorununun ¢oziimiine
yonelik daha genis capli ¢aligmalarin 6niinii agmakta
ve bitkisel tedavi yaklagimlarimin = 6nemini
pekistirmektedir.

SONUC

Bu c¢alismada Lamiaceae tiyesi bitki tiirlerinden
adagay1, kekik ve mercan kogk ekstraktlarinin hem
yag hem de hidrosol formlarinin Vibrio spp. izolatlar
tizerindeki antimikrobiyal etkisi karsilagtirmali bir
sekilde arastirilmistir. Calismamizda bu ekstraktlarin
anti-biyofilm ve antiquorum sensing aktivitelerine
odaklanilmistir. Sonug¢ olarak her {i¢ bitkininde
hidrosol formlarma karsi Vibrio spp.’nin direng
gosterdigi tespit edilmistir. Vibrio spp.’ye karsi en
etkili formun Izmir kekigi ve mercan kosk yag
ekstraktr oldugu gosterilmistir. Izmir kekiginin yag
formu c¢alismadaki tiim Vibrio tiirleri tizerinde
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisi gosterirken ayni
zamanda AHL biyosensor susu CV026’da quorum
sensing mekanizmasii inhibe etmistir. Buna ek
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olarak mercankosk bitki ekstrakti yag formu da
Vibrio  spp. izolatlarma karsi yiliksek  bir
antimikrobiyal etki gostermis ve AHL biyosensor
susu CV026’da quorum sensing mekanizmasini
inhibe etmistir. Akuakiiltiir ciftliklerinde siklikla
toplu balik 6limleriyle iliskilendirilen Vibrio spp.
patojen suslariyla miicadelede dogal bir yaklagim
olarak bitki ekstraktlar1 kullanilabilir. Bulgularimiz
bu yaklasimin antimikrobiyal direngli balik
patojenleri ile miicadelede, bitkisel ekstraktlarin
kemoterapdtiklere alternatif bir tedavi yontemi olarak
kullanilmasini desteklemektedir.
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