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OZET

_ ANDIZ (Juniperus sp) KOKU EKSTRAKTININ ANTIMIKROBIYAL
OZELLIGININ VE GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss)
YARA GELISIMI UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

AVCI, Ebru
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Siikrii ONALAN
Kasim 2020, 94 sayfa
Bu calismada, Andiz agacindan elde edilen oOziitiinii balik sagligi acgisindan
degerlendirilmistir. Ekstraktin bilesenleri GS-MS ile analiz edilmistir. Caligmada
kullanilan Lactococcus garvieae ve Staphylococcus epidermidis etkenlerinin fenotipik,
biyokimyasal ve molekiiler identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Antibiyogram
testindeekstrakt Florfenikol (F) ve Ampisilin (AM) antibiyotikleri ile mukayese
edilmistir. Ekstraktin kesik yaralar1 izerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in 80g agirliginda
6’sar adet gokkusagi alabaligindan olusan ekstrakt (EG), antibiyoik (AG), kesik (KG) ve
kontrol (CQG) gruplar1 olusturulmustur. Sagaltim sonrasinda karaciger ve kas dokularinda

yara iyilesmesinde rol alan MDA ve GST enzimlerinin aktiviteleri degerlendirilmistir.

Calismada kullanilan izolatlarin API testi sonucunda L. garvieae’nin %86, S.
epidermidis’in ise %90 oraninda identifiye edilmistir. Izolatlar, universal primerler ile
gerceklestirilen Real-Time PCR’da sigmoidal egriler vermistir. PCR amplikonlariin 16S
rRNA sekansi sonunda %99 {izerinde molekiiler identifikasyonlar gerceklestirilmistir.
Ekstraktin, L. garvieae lizerinde Amfisilin ile ayn etkiye sahip oldugu, Florfenikol’e gore
%4 daha etkili oldugu, S. epidermidis’e gore ise Amfisilin ve Florfenikol antibiyotiklerinden
%83 daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ekstraktin %1 konsantrasyonunun bakteri gelisimini
inhibe ettigi gbzlenmistir. Ekstrakt grubunda yara bolgesinin 2. giin kapandig1 gozlenmistir.
MDA ve GST aktivitelerinin ekstrakt grubunda diger gruplara gore pozitif farkliliklarinin
oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyogram, Balik hastaliklari, Enzim aktivitesi, Real-Time

PCR, Yara iyilesimi.






ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF ANDIZ
(Juniperus sp) ROOT EXTRACT AND ITS EFFECTS ON WOUND
DEVELOPMENT IN RAINBOW TREATS (Oncorhynchus mykiss)

AVCI, Ebru
MSec. Thesis Fisheries Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Siikriit ONALAN
December 2020, 94 pages

In this study, the extract obtained from Andiz tree was evaluated in terms of fish
health. Components of the extract were analyzed by GS-MS. The phenotypic,
biochemical and molecular identifications of Lactococcus garvieae and Staphylococcus
epidermidis agents used in the study were performed. In the antibiogram test, the extract
was compared with Florfenicol (F) and Ampicillin (AM) antibiotics. In order to determine
the effect of the extract on cut wounds, extract (EQG), antibiotic (AG), cut (KG) and control
(CG) groups consisting of 6 rainbow trout each weighing 80 g were formed. The activities
of MDA and GST enzymes, which play a role in wound healing in liver and muscle
tissues, were evaluated after the treatment.

As aresult of the API test of the isolates used in the study, 86% of L. garvieae and
90% of S. epidermidis were identified. Isolates gave sigmoidal curves in Real-Time PCR
performed with universal primers. At the end of the 16S rRNA sequence of PCR
amplicons, more than 99% molecular identifications were performed. It was observed
that the extract had the same effect on L. garvieae as Ampicillin, 4% more effective than
Florfenicol, Extract was 83% more effective than Ampicillin and Florfenicol antibiotics
compared to S. epidermidis. It has been observed that a 1% concentration of the extract
inhibits the growth of both isolates. In the extract group, it was observed that the wound
area was closed on the 2nd day. It was determined that MDA and GST activities had

positive differences in the extract group compared to the other groups.

Keywords: Antibiogram, Enzyme activity, Fish diseases, Real-Time PCR, Wound
healing.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi, sinirli olan gida kaynaklarinin daha
verimli kullanilmasint zorunlu hale getirmektedir. Giliniimiizde gida maddelerinin
hijyenik ve ekonomik olmasinin yaninda protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve mineral
maddeleri gibi besinsel igeriklerini korunmus olarak tliketiciye ulastirilmasi 6nem arz
etmektedir. Su iirlinleri icerdigi protein, esansiyel yag asidi, mineral madde ve vitaminler
nedeniyle ¢cok 6nemli bir gida maddesidir ve bu gida grubu icinde de 6n siray1 balik
almaktadir. Balik eti, besin degerinin ve 6zellikle protein kalitesinin yiiksek olmasinin
yaninda vitamin, mineral ve bliyiime faktorii igermesi agisindan da miikemmel bir gidadir
(Varlik ve ark., 2004). Su iriinleri yetistiriciligi, diinyada en hizli biiyliyen gida iiretim
sektorli olarak belirlenmis olup, sektor hemen her bolgede gelisip yayginlasmaktadir
(Subasinghe ve ark., 2009). Yeryiiziinde dogal kaynaklardan etkin ve rasyonel bigimde
yararlanmak ekonomik bir zorunluluk iken, bunu yeterince basaramayan iilkelerin
gelisimi siirl kalmaktadir. Ug tarafi sularla gevrili olan ve 8.333 km’lik kiy1 seridine
sahip olan nehir, gol ve barajlar da dikkate alindiginda 25 milyon hektarlik su kaynagina
sahip olan Tirkiye’nin balik¢ilik alaninda da gerek tliretim gerekse tiikketim ve dis ticaret
yoniinden 6n siralarda olmasi gerekmektedir (Mert, 1991; Kayapmar, 2007). FAO
kayitlarina gore 2017 yil1 Diinya su tiriinleri tiretimi yetistiriciligi 80.138,782 ton/y1l olup,
Tiirkiye nin TUIK verilerine gore 2018 yil1 avcilik ve yetistiriciligi 628.631 ton/y1l olarak
bildirilmistir (TUIK, 2017).

Diinyada kiiltiirii en fazla yapilan gokkusagi alabaligi diger salmonid baliklara
gore kulucka siiresinin kisaligi, cevre kosullarina adaptasyonunun kolay olmasi, dogal ve
yapay yemden yararlanma yeteneginin yiiksek olmasi ve hastaliklara kars1 dayaniklilig
sebebiyle tercih edilmektedir (Edwards, 1978). Gokkusag1 alabaligr (Oncorhynchus
mykiss) Salmonidae familyasinin Oncorhynchus genusuna mensup Kuzey Amerika
kokenli bir baliktir. Salmonid baliklarin viicutlar1 ince uzun olup 1sinl dorsal yiizgeci ile
kuyruk yiizgeci arasinda 1sinsi1z adipoz yiizgeci bulunmaktadir. Sirt yiizgeci 10-12, anal
ylizgeci ise 8-12 yumusak 1s1na sahiptir. Pullari, sikloit ve kiiciiktiir. Yanal ¢izgide 100
ile 150 adet pul yer almaktadir. Biyiklar1 yoktur. Viicut kenarlar1 giimiisi, beyaz veya

soluk sari-yesilden griye egilimli bir skalaya sahiptir. Viicut kenarlarinda bulanik pembe,



mavimsi veya genis acik bir pembe bant ile ¢ok sayida kii¢iik lekeler mevcuttur.
Anaclarda yumurtlama zamani renk ¢ok koyu ve yanal ¢izgi ise cok kirmizi renk alir. Bu
baliklarin Avrupa’da en fazla 70 cm boya ve 7 kg agirliga ulastig: bildirilmistir (Arabaci,
2007).

Alabalik yetistiriciliginde ideal yetistirme ortami, aynmi Ozellikteki suyun ayni
miktarda ve siirekli saglanabilmesiyle miimkiindiir. Ayrica, suyun miktar: ile kalitesi
arasindaki iligski de ¢cok 6nemlidir. Bu bakimdan su miktarindaki ani degisimler suyun
kalite degerlerini pozitif veya negatif yonde etkileyebilmektedir. Alabaliklar igin

optimum su kalite kriterleri asagidaki ¢izelgede verilmistir (Horst-Emme, 1990).

Cizelge 1. 1. Gokkusagi alabaliginda optimum su kalite kriterleri

Su Kalite Kriterleri Optimum Degerler
Sicaklik 20 °C’a kadar
Oksijen 7 mg/L’nin lizerinde
pH 5,5-8,5

Asit Baglama Kapasitesi 1,5 Vol/m? *iin iistiinde
Amonyum 1,0 mg/L’e kadar
Demir 0,5 mg/L’e kadar
Nitrit 0,2 mg/L’e kadar
Nitrat 10 mg/L’e kadar
Potasyum permanganat tiikketimi 40 mg/L’e kadar
Kimyasal oksijen gereksinimi 40 mg/L’e kadar
Biyokimyasal oksijen gereksinimi 15 mg/L’e kadar
Oksijen tiiketimi 6 mg/L’e kadar
Serbest CO» 30 mg/L’nin altinda

Kiltiir balikgiligiin hizli yayilip gelismesiyle birlikte baliklarin hastalik
problemlerine maruz kalma orani artmakta, bilinen patojen tiirlere yenileri eklenmektedir
(Austin ve Austin, 1999; Woo ve Bruno, 2003). Kiiltiir balik¢iliginda ¢ok sayida baligin
bir arada bulunmasi, dogada serbest yasayanlara oranla, daha fazla hastaligin ortaya

cikmasina neden olmaktadir. Baliklarin dogal yasam ortamlarinin besleyici, fiziksel,



kimyasal, biyotik ve abiyotik optimum yasam kosullarinin olumsuz yonde degisimi
bunlarin kisa siire i¢inde diizelmemesi ve devam etmesi birgok hastalik etkeninin ortaya
ctkmasina neden olmaktadir (Arda ve ark., 2005).

Hastalik sorunlari i¢erisinde bakteriyel etkenler 6nemli bir yer tutmakta olup, son
on yil igerisinde gram pozitif koklar 6nemli balik patojenleri olarak tanimlanmislardir.
Diinyanin ¢esitli yerlerinde gram pozitif patojenlerin neden oldugu bir¢cok epidemik ve
sporadik vakalar rapor edilmistir (Arda ve ark., 2005).

Dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bilesenleri olan makrofajlar, monositler,
graniilositler ve lizozim gibi humoral elementler baliklarda patojenlerin mevcudiyetine
kars1 ilk savunma mekanizmasini olustururlar. Tibbi bitkiler bir immunostimulantolarak
spesifik ve non-spesifik savunma mekanizmasiyla hastaliklara kars1 direnci
artirabilmektedirler. Bitkilerin aktif bilesenleri lizozim, B ve T lenfositleri, dogal
Oldiiricii hiicreler ve fagositoz gibi bagisiklik sisteminin ¢esitli komplementlerini
etkinlestirebilirler. Bu baglamda, bitkiler ve yan d{rlinleri bagisiklik sistemini
giiclendirmek i¢in tercih edilebilmektedir. Bitkiler; fenolik, polifenolik, alkoloid, kinon,
terpenoid, lektin ve polipeptit bilesikleri igermektedirler. Bu bitkilerin ¢ogu
antibiyotiklere, kimyasallara, agilara ve diger sentetik bilesiklere oldukca etkili alternatif
maddeler olarak bilinmektedirler. Su iirlinleri yetistiriciliginde bitkisel ilaglarin ayni
zamanda antimikrobiyal aktivite gosteren, gelismeyi kolaylastiran ve kiltlir edilen
tirlerin olgunlagmasinda etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica, yogun yetistiricilikyapilan
ciftliklerde stres faktorii olusturmadan kullanildiklar1 da bildirilmistir. Bitki ekstraktlari
ya da onlarin irlinlerinin ¢esitli konsantrasyonlarda oral ya da enjeksiyon yolu ile
uygulanmasi farkl: tatli su ve deniz baliklarinda bakteriyel, viral ve parazitik hastaliklara
kars1 dogustan ve adaptifimmiin cevabi artirdigi bildirilmistir (Baba, 2017).

Bitki ekstraksiyon yontemleri ugucu yaglarin elde edilmesi i¢in kullanilan
yontemlerdir. Bu yoOntemler sirasiyla Destilasyon yontemi; sivilarin kaynama
noktalarindaki farklardan yararlanilarak gergeklestirilen bir ayirma yontemidir.
Destilasyon yontemleri, su destilasyonu, buhar destilasyonu ve vakum destilasyonu
olmak tizere 3’e ayrilmaktadir. Ekstraksiyon yontemi; Ekstraksiyon islemini geleneksel
ve yeni metotlar olmak {izere iki gruba ayirilmaktadir. Sokselet ekstraksiyonu islemi
geleneksel yontemler arasinda olup islem siiresi uzundur ve biiylik miktarlarda ¢evreyi

kirletici ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Stiperkritik sivi ekstraksiyonu ve mikrodalga



ekstraksiyonu ise son yillarda gelistirilen hizli, etkin ve modern yontemler arasindadir
(Moyler, 1993). Etkin bir ekstraksiyon i¢in sicaklik 6nemli bir faktordiir. Ugucu ve yari
ucucu bilesiklerin olustugu sicaklik degerleri siras1 ile 40-60 °C ve 80-100 °C arasinda
olmalidir. Sicakligin artmasi1 artifak olusumlarma neden olmaktadir. Cok yonli
ekstraksiyon yontemleri; 1964 yilinda Likens ve Nickerson tarafindan ortaya konulanbu
yontemde hem zaman hem de harcanan kimyasal miktar1 bakimindan ciddi azalmalar s6z
konusudur. Yontemin ¢alisma prensibine gore ornek, aparatin sol tarafina su dolu cam
balonun igerisine konularak kaynatilmaktadir. Ucucular, buharla destile olarak sol
kolondan yukariya dogru hareket ederken ayni zamanda aparatin sag tarafindaki
coziiclide buharlagtirllmaktadir. Ekstraksiyon islemi aparatin iist kisminda yer alan
sogutucunun cidarlarinda su ve ¢oziicii buharinin yogunlagsmasiyla gergeklesmektedir.
Yogunlasan su ve ¢oziicii tekrar bulunduklari cam balonlara donmekte, su ve ¢oziici
kismi ayr1 ayr1 yogunlastirilarak ugucu bilesikler elde edilmektedir. Mekanik yontem;
limon ve portakal gibi baz1 turuncgillerin kabuklarindaki ugucu bilesikle, destilasyon
yontemi uygulandiginda bozunmaktadir. Bu gibi meyvelerin kabuklar1 bez bir torbaya
koyularak soguk hidrolik preslerde sikilarak ugucu yaglar elde edilebilmektedir (Ceylan,
1983; Kilig, 2008). Su iiriinleri alaninda hastaliklarin tedavisi ve yetistiricilik alanlar
basta olmak lizere farkli amaglarla bitki ekstraktlari kullanilmaktadir. Bu ¢alismalar; kan
parametreleri (Talas ve Giilhan, 2009), bakteriyel hastaliklar (Goudarzi ve ark., 2011;
Onalan ve Cevik, 2019; Bilen ve ark., 2019), viral hastaliklar (Valdes ve ark., 2003;
Rodriguez-Gandarilla ve ark., 2020) ve paraziter enfestasyonlar (Zahir ve ark., 2009)
iizerine biiylime ve hastalik direncini pozitif olarak etkiledigini gdsteren sonuglar ortaya
konmustur (Turan, 2006; Terzioglu ve Diler, 2016; Fadeifard ve ark., 2018).

Balik derisi viicudun dis Ortiisiinii olusturmaktadir. Derinin yapis1 balik tiirlerine
gore baz1 degisiklikler gosterse de temelde epidermis ve dermis olmak iizere iki ana
tabakadan olugsmaktadir. D1s tabaka veya epidermis baligin viicudunu orterken, igtabaka
diger adiyla dermis epidermisin altinda yer almaktadir. Deride, deriye 6zgii yardimci
organ olarak duyu reseptorleri, pullar, mukus, zehir bezleri ve 151k organlar
bulunmaktadir. Ektodermden kdken alan epidermis, iki tabakadan olugmaktadir. Cok
katli yass1 epitelyum hiicrelerinden meydana gelen birinci tabaka dokiilme nedeniyle
normal kalinligint korumak i¢in devamli c¢ogalmaktadir. Epidermisin bu ¢ok katli

epitelyum tabakasinin altinda yer alan ikinci tabaka olarak epitelyum hiicrelerini 6rten



bazal membran bulunur ve epidermisi dermisten ayirir. Bazal membran tabakasi
farklilasmamis hiicrelerden olusmaktadir. Derinin altindaki hipodermis bag dokusu
septalarla lobiillerle ayrilmis degisken miktardaki yag dokusunu igermektedir. Iyi
beslenmis ve soguk iklimlerde yasayan baliklarda yag dokusu cok kalin olabildigi
bildirilmistir (Timur, 2013). En iist tabakay1 olusturan epidermis, tipik olarak ¢ok incedir.
Epidermiste, glikoprotein yapisinda mukoid madde salgilayan hiicreler (goblet hiicreleri,
mukus hiicreleri) bulunmaktadir. Bu nedenle iist deri mukoid bir tabakayla kaplanmistir ve
cok kaygandir. Bu tabaka tipik olarak yiizeysel birkag¢ kat yass1 epitel hiicrelerden olusup,
ortalama kalinlig1 250 pm kadardir. Epidermis altta stratum bazale ve onun iizerindeki
stratum germinativumdan olusmaktadir. Baliklarda genellikle epidermisi tiimiiyle orten bir
stratum korneum (keratin tabaka) tabakasi yoktur ve epidermisin ylizeyinde daima canli
hiicreler bulunur. Dermis tabakasi epidermisden daha kalin ve daha komplike bir yapiya
sahiptir. Genellikle epidermisin hemen altinda bulunan stratum spongiyosum (sponjiyoz
stingerimsi tabaka) ile daha alttaki stratum kompaktumdan olusur. Dermis tabakasinda,
pigment hiicreleri, kan damarlari, sinirler, kutan duyu organlari ve bag doku bulunmaktadir.
Bu tabaka pullarin olusumunda 6nemli role sahiptir. Epidermisin yass1 hiicreleri arasindaki
daginik bir sekilde bulunan mukoz bez hiicrelerinin dermise kadar da uzandig bildirilmistir

(Sarieyyiipoglu ve ark., 2017).
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Baliklarda deneysel olarak kesik yarasi olusumu farkli sebeplerden meydana
gelebilmektedir. Bunlarin baglicalari, cografik bilgi sistemleri ¢aligmalar1 kapsaminda
balik takibi ve hastalik teshisi alaninda doku 6rneklemesi gosterilebilir. Bunun diginda
dogal olarak hastalik etkenlerinden meydana gelen deri yaralanmalari, baliklar arasinda
sahiplenme sebepli deri yaralanmalari, su kalite kriterlerindeki bozukluklardan meydana
gelen deri yaralanmalar1 veya pul dokiintiileri sebebiyle olusabilmektedir (Paweena ve
ark., 2008).

Omurgali hayvanlarda, yara iyilesmesinin primer ve sekonder formu
bilinmektedir. Primer form iyilesme veya epitelizasyon, epidermiste olusan derin
olmayan yaralardan ve sekonder form ise dermise kadar uzanan derin yara agilmasindan
meydana gelmektedir (Phromsuthirak, 1977; Bullock ve ark., 1978).

Baliklarda meydana gelen bu deri hasarlarinin incelenmesinde enzim aktiviteleri
siklikla kullanilmaktadir. Enzim ¢alismalarinda MDA aktivitesi lipit peroksidasyonu ile
dogrudan iliskilidir. Bu iliskide serbest radikallerin; hiicre zar yapisinda bozulma, enzim
caligma kapasitesinde degisiklikler yapma, protein ve diger molekiiller ile kovalent baglar
olusturma, koenzimlerin etkilerini yavaslatma, sinir iletisini azaltma, DNA zedelenmesi
ve buna bagli mutasyonlar olusumuna ve lipit peroksidasyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Biiylikuslu ve Yigitbasi, 2015).

MDA proteinin amino gruplarina, niikleik asitlere ve fosfolipitlere baglanarak
etkilesim gostermektedir. Bununla birlikte, membran bilesenlerinde capraz baglanma ve
polimerizasyona neden olmaktadir. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA
yapisinda yer alan nitrojen bazlarla reaksiyona girerek mutajenik ve genotoksik etkiler
gostermektedir. Serbest radikallerden en fazla etkilenen bilesik lipitlerin oldugu
bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasarin geri
doniisiimsiiz oldugu bildirilmistir (Akkus, 1995). Lipid peroksidasyonunun Sl¢iilmesi
doku hasarinin iyi bir gostergesi kabul gordiigiinden; peroksidasyon sirasinda olusan
konjugedienlerin 6l¢limii, hiicre i¢i lipit peroksidasyonun o6l¢iimii i¢in kullanilan bir
yontemdir. MDA miktarinin tiyobarbitiirik asit testi ile Ol¢iimi bu amagla
kullanilmaktadir (Glimiistas ve Atukeren, 2008).

Serbest radikaller, elektronlarini arttirabilecekleri atomu bulmak i¢in, proteinlere
ve DNA’ya zarar vermektedir. Canlilarda devamli olarak kontrollii bir sekilde reaktif

oksijen tiirleri (ROT) ve antioksidan iiretimi ger¢eklesmektedir. Doku biitlinliigiiniin



saglanabilmesi i¢in, olusan ROT un endojen glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GPO), glutatyon S transferaz (GST), glutatyon reduktaz (GRx), katalaz, siiperoksid
dismutaz (SOD) ve diger antioksidanlar (A, C ve E vitaminleri gibi) tarafindan nétralize
edilmeleri gerekmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). GST izoenzimleri elektrofilik
ksenobiyotik detoksifikasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Bu ksenobiyotiklere
antikanser ilaglar, kanserojenler, pestisitler drnek verilebilir. Bu 6zellikleri GST nin
dogal koruyucu olarak nitelendirilmesini saglamaktadir (Gyamfi ve ark., 2004).

Bu tez ¢alismasinda, gokkusagi alabaliklarinda deneysel olarak olusturulan kesik
yaralarinin tedavisi amaciyla daha once hi¢ denenmemis andiz kok ekstraktinin
(Juniperus sp) ticari olarak bilinen preparatlardan Teramisin antibiyotigi ile kiyaslamasi
gergeklestirilmistir. Bu amagla ekstraktin antibakteriyel etkisini belirlemek i¢in
bakteriyel etkenlerin (L. garvieae ve S. epidermidis) izolasyon ve identifikasyonu
yapilmistir. Identifiye edilen bakteriler ile andiz kok ekstraktinin antimikrobiyal
ozellikleri karsilastirilmis ve MIK testi ile konsantrasyon araliklar1 belirlenmistir. Yara
iyilesim siirelerinin makroskobik incelenmesi amaciyla andiz ekstrakt grubu (E),
antibiyotik (Teramisin) grubu (A), tedavi uygulamas1 gerceklestirilmeyen kesik grubu
(K) ve ensizyon islemi yapilmamis olan kontrol grubu (C) olacak sekilde denemediizeni
olusturulmustur. Caligmada ortalama agirliklart 80 gr olan toplam 24 adet gokkusagi
alabalig1 kullanilmistir. Calismada kullanilan baliklarin linea lateralise yaklasik 0.5 cm
uzakliktan 1 cm genisliginde tiim deri katmanlar1 ensize edilmistir. Yara iyilesim siiresi
boyunca her grupta yer alan baliklarin yara dudaklarinin kapanma siireleri belirlenmis,
her gruptan giinliik nekropsi islemi ardindan alinan balik 6rneklerinin MDA ve GST

enzim aktivite testleri gergeklestirilmistir.






2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

Gokkusagr alabalig cinsi olgunluga genellikle 2-3 yilda ulasmaktadir. Ureme
donemindeki alabaliklarda cinsiyet farki kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Erkek
bireylerde renkler daha parlak olurken daha yaslh bireylerde tireme doneminde alt ¢cenede
bir ¢engel olusumu meydana gelmektedir. Disi bireylerde ise karin kismi oldukg¢a
siskindir. Ayrica genislemis olan aniis, ireme doneminde kirmizi bir renk almaktadir.
Cinsi olgunluga ulasan baliklarin tireme donemi Kasim-Nisan aylar1 arasindadir ve canli
agirhiga gore degismekle birlikte 1500-2000 adet yumurta verirler. Karnivor olan bu balik
ozellikle hayvansal gidalarla beslenir. Alabalik g6l ve nehirlerde zooplanktonla
beslenirken daha sonraki donemlerinde bdcek, krustase ve diger baliklarla
beslenmektedirler (Purser ve Forteath, 2005).

Juniperus sp, andiz ya da andiz agaglar1 olarak da simiflandirilmaktadir. Andizlar,
Cupressaceae familyasindan olup genellikle 10—15 m boyunda olup bazi tiirlerinin 25 m
ye kadar boylandiklar1 bilinmektedir. Dogu Akdeniz bdlgesinde, Yunanistan, Bat1 Suriye
ve Liibnan’da 800-1700 m ytikseklikteki kayaliklarda dagilim goéstermektedir (Anonim-
a, 2019).

Tirkiye’de ise andiz agaglar1 900-1200 m rakimlarda goriilmektedirler. Ardig,
mese, kizilgam, sedir agaclariyla birlikte bulunabildikleri bilinmektedir. Ulkemizde en
cok Anamur, Giilnar, Silitke, Tarsus, Karaisali, Aladaglar ve Kozan'da yayilim
gostermektedirler. Andiz tiirlinlin tomurcuklar1 yumurta, yapraklar ise igne seklinde,
uclart sivri, yapraklarin iist ylizeyinde stoma ¢izgisi olup, koyu yesil goriinlime
sahiptirler. Olgun kozalaklar1 oldukca biiyiik ve etlidir. Kozalak pullar1 odunlagsmis sert
muhafaza icerisinde sakli olup, etli kisminda seker bulunmaktadir ve etli kisimi1 buruk tat
vermektedir. Ardig¢ odunu ¢ok sert, dayanikli ve az kokulu oldugundan mobilya elde
edilmekte daha fazla kullanildig1 gériilmektedir (Anonim-b, 2019).

Kisin yapraklarint dokmeyen andiz tiiriiniin ise, Adana ve Antalya ydrelerinde
meyvelerinden pekmezi, odunundan katrani, kozalaklarindan ise tespihi yapilmaktadir.
Diger tiirlerinden farkli olarak tomurcuklar: sivri pullarla ortiilii; erkek cicekleri yaprak

koltuklarinda, 3-6’s1 bir arada demet halinde; disi ¢i¢ekler yine yaprak koltuklarinda kisa
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bir slirgliniin ucunda tek tek yer almaktadir. Meyvelerinin kozalak formlu, yuvarlak, 1.5-
2.5 cm gapinda ve tohumlu oldugu bildirilmektedir (Anonim-b, 2019).

L. garvieae’nin neden oldugu Laktokokkozis diinyanin bir¢ok iilkesinde yaz
aylarinda su sicakligr arttifinda yetistiriciligi yapilan tatli su ve deniz baliklarinda
ekonomik kayiplara neden olan septisemik bir hastaliktir (Cagirgan, 2004; Vendrell ve
ark., 2006). Lactococcus genusuna ait tiirler Streptococcaceae familyasi iginde yer
almaktadirlar. Gokkusagi alabaliginda Streptokokkozis ilk defa 1958 yilinda Japonya’da
Hoshina tarafindan bildirilmistir. Tiirkiye’de ilk defa Eyliil 1992°de Aydin’in Karacasu
ilgesindeki kiiciik bir aile isletmesinde goriilmiistiir (Cagirgan, 1994). Ayn1 yil isletmede
5 ayn epizooti gorilmiistir. 1993 yilinda su sicakligt 12 °C iken izolasyonlar
gergeklestirilmistir. Su sicakligi 15 °C’ye yiikseldiginde 3 giin igerisinde %60 mortaliteye
neden olmustur. Laktokokkozis 2000 yilinda su sicakligi 15 °C ve lizerine ¢iktiginda
diger alabalik isletmelerinde de goriilmeye baslamis, patojen balik nakilleri ile hemen
tim alabalik isletmelerine yayilarak ciddi kayiplara neden olmustur. Halen alabalik
kiiltiirtinii tehdit eden en 6nemli balik patojenlerinden biri olma 6zelligini korumaktadir
(Cagirgan, 2007).

Staphylococcus ailesine ait bakterilerin neden oldugu bir enfeksiyon olan
Stafilokokkozis ilk defa Japonya’da kiiltiirli yapilan sar1 kuyruk (Seriola quinqueradiata)
ve kirmizi ¢ipura (Chrysophrus major) baliklarinda bildirilmistir (Austin ve Austin,
1999). Daha sonra hastalik farkli {ilkelerde farkli balik tiirlerinde goriilerek, hasta
baliklardan daha ¢ok Staphylococcus epidermidis (Kusuda ve Suguyami, 1981; Kubilay
ve Ulukdy, 2004; Mousavi ve ark., 2004) izole edilmis olmakla birlikte giiniimiizde farkli
Staphylococcus tiirlerinin de baliklarda hastaliga neden oldugu rapor edilmistir (Austin
ve Austin, 1999). Staphylococcus biiyiikk ¢ogunlugu zararli degildir ancak bazi tiirleri
iirettikleri toksinler ve enzimler vasitasiyla konak hiicre ve dokulara yerleserek cesitli
hastaliklara sebep olmakta ve canlinin bagisiklik sistemini baskilayici etki gosterdigi
bildirilmistir (Kloos ve Bannerman, 1995). Genellikle bahar donemlerinde su sicakligi ve
diger cevresel faktorler ile ortaya ¢ikan semptomlar ile seyrettigi bildirilmistir
(Varvarigos, 2001).

Su iiriinlerinde bakteri identifikasyonu amaciyla PCR metodunun kullanildig:
birgcok arastirma bildirilmistir. Gokkusagir alabaliklarinda L. garvieae suslarin

identifikasyonunu tiir spesifik primerler dizayn ederek 16S rRNA spesifik gen bolgelerini
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cogaltan caligmalar bildirilmistir (Durmaz ve Kilicoglu, 2015). Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinden balik patojenlerinin PCR yontemi ile genotiplendirme ¢alismalarinin
yapildigi da bildirilmistir (Kostereli ve Onuk, 2019). L. garvieae izolatlarinin
antimikrobiyal direng profillerinin fenotipik ve genotipik olarak PCR metoduyla
belirlenmis oldugu bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Hanc1 ve Onuk, 2018).
Bagka bir caligmada kiiltiir gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) bazi kok
tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tespiti iizerine bir ¢galigma yapildig: ve izolatlarin
PCR yontemi ile tanimlandigi bildirilmistir (Korun ve Yardimei, 2018). Gokkusagi
alabaliginda goriilen Motil aeromonas (Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae), Y.
ruckeri ve L. garvieae bakterilerinin antimikrobiyal duyarhiliklar1 ve duyarlilikta rol
oynayan genlerin tespitinde izolatlar1 tanimlamak icin PCR testi yapildigi ve ayrica
calismada kullanilan tiim izolatlarin sulfanomid, tetrasiklin, florfenikol ile
sulfamethoksazol-trimetoprim antibiyotiklerinde MIK testleri ve antibiyotiklere kars
gelistirdikleri direng genlerinin PCR yontemi ile arastirildigi bildirilmistir (Duman,
2017).

Su {riinlerinde yapilan calismalar, gokkusagi alabaligindan izole edilen Vibrio
anguillarum suglarinin antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi icin disk difiizyon
yontemi kullanildig1 ve duyarliliklarinin belirlendigi bildirilmistir (Balta ve Dengiz,
2017). Yapilan baska bir calismada gokkusagi alabaligindan izole edilen Y. ruckeri’nin
antimikrobiyal duyarliligmni disk difiizyon yontemi ile MHA besiyerinde saptandigi
bildirilmistir (Balta ve ark., 2016). Bir diger ¢alismada, 25 adet L. garvieae izolatinin 14
antibiyotige karst duyarhiliklarin Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlendigi
bildirilmistir (Hanc1 ve Onuk, 2018). Arastirmacilarin yapmis olduklar1 bu ¢aligmalarda,
ilag direncinin yiiksek oranda saptanmasi balik hastaliklariin tedavisinde uygun
antimikrobiyal ajanlarin secilmesinin Onemini ortaya koydugu goriilmektedir. Bitki
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi i¢in bitki
ekstraktlar1 hazirlanip bos antibiyotik disklerine emdirilerek hazirlanan bakteri ve maya
ornekleriyle petri kabinda inkiibasyona birakilmis, besiyeri {izerinde olusan inhibisyon
zonlar1 mm olarak degerlendirildigi ve belirlendigi bildirilmistir (Ilgim ve ark., 1998).
Bagka bir ¢alismada, kekik bitkisinin antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirildigi ve disk
difiizyon yontemi ile damlatma seklinde olusturulan zon ¢aplarmin karsilastirlarak

belirlendigi bildirilmistir (Benli ve Yigit, 2005). Juniperus ve diger 4 farkl bitki
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ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin 6l¢iimii i¢in bakteri ve mayalar kullanilmais,
yapilan calismada disk difiizyon yontemiyle zon ¢aplar1 karsilagtirilarak belirlendigi
bildirilmistir (Esen ve Digrak, 2009).

Baliklarda deri yaralanmalar1 {izerine yapilmis bazi calismalarda jelatin 6zellikleri
(Sarabia ve ark., 2000), infrared 6zellikli ¢alismalar (David ve ark., 1995), mukus ve
mikrograf calismalar1 (Buchmann, 1999), parazit kaynakli (Larneae sp) hastalik etkenleri
(Urkii ve Onalan, 2018), deri iizerindeki kollajen kaynakli calismalar (Paweena ve ark.,
2008) ve deri lizerinde hormon ¢aligsmalar1 gibi birgok ¢aligma arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Gabbiani ve ark., 1976; Pissios ve Eleftheria-Maratos, 2003). Bir baska
calismada, baliklarda deri yaralarinin 3 mm'den kisa olanlarinda deri alt1 ignesi veya
cerrahi bir bicak kullanildigi, epidermisde 3 saat i¢inde kiiciik yaralar olustugu ve
ensizyondan 5 giin sonra dermiste fibroblastlar belirginlestigi, 22 giin sonra yaralarin
histolojik olarak normale dondiigii bildirilmistir (Billingham ve Russel, 1956; Montandon
ve ark., 1977). Bir diger calisma neticesinde ise (Marly ve Summerfelt, 1988),
olgunlagsmamis graniilasyon dokusunda miyofibroblastlarin sitoplazmasinda bol aktin
filamanlarinin bulundugunu bildirilmistir. Beyaz bulut dag baliklarinda (Tanichthys
albonubes) ve Atlantik somonu (Salmo salar)'da integliment ve kas igeren yara iyilesme
oraninin sicaklikla orantili oldugunu bildirmistir (Roubal ve Bullock, 1988). Atlantik
somonunda yiiksek seviyelerde hidrokortizonun dermal onarim (fibrozis) geciktirdigini,
ancak epidermal migrasyon ile yara kapanmasi lizerinde hicbir etkisi olmadigini
gostermistir. Kanal yayin bali§ina vericilerin implanti amaciyla gergeklestirilen insizyon
calismasinda verici kapsiil bagirsaktan atildiktan sonra ameliyattan 14 giin sonra ayr1 bir
insizyon hatt1 sekillendigi bildirilmistir (Marty, 1990). Baliklarda yara iyilesmesinin
dogasimi anlamak i¢in temel degerin yani sira, yara bolgesinde epidermal hiicrelerin,
graniilasyon dokusunun ve kollajenin kapsam ve tipinin Olc¢lilmesi, sicaklik ve stres
etkilerinin saglanmasi, yara iyilesmesi tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Anderson ve
Roberts, 1975). Deride tam kalinlikta yaralar, kan kaybini ve altta yatan dokularin yabanci
partikiiller ve patojenler tarafindan kontaminasyonunu oOnlemek ig¢in onarilmasi
gerekmektedir. Yetigkin memelilerde kutandz yara iyilesmesi, genellikle piht1 olusumu,
iltihaplanma, yeniden epitelizasyon, graniilasyon doku olusumu, neovaskiilarizasyon ve
yeniden modelleme gibi bircok asamadan olustugu bildirilmektedir (Martin, 1997; Singer
ve Clark, 1999; Shaw ve Martin, 2009).
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Yara olusturulan dokular arasinda yeni dokular sekillenerek sikatrizasyon
meydana gelmektedir. Sikatrizasyonun yaralanmis dokularin iyilesme ¢abalarina destek
vererek bu siireci hizlandirdigr bildirilmektedir. Yara dudaklarin arasinda yabanci bir
cismin bulunmasini1 engellemek ve yara dudaklarimi birbirine yaklasmasini saglamak
amaciyla iyilesme siirecine olumlu katki sagladig1 da bildirilmektedir (Samsar ve Akin,
2003). Dikislerde bu amaca yonelik olarak biitiinliigli bozulan dokularda sikatrizasyonu
hizlandirmaya yardimci olmak, dokularin anatomik yonden normal haline dénmesine
katki saglamak ve fizyolojik fonksiyonunu tekrardan eski haline getirmek i¢in yapilan
uygulamalardir (Onalan ve Sancak, 2020).

Serbest radikaller, bu radikallerin yapilari, organizmadaki zararlari ve bu zararlar
ortadan kaldiran antioksidan savunma sistemi, bu savunma sisteminde yer alan alt gruplar
ve antioksidanlarin biiyltime faktorleri ile iligskisi konusunun incelendigi bildirilmistir
(Aydemir ve Sar1, 2009).

Su iirtinleri alaninda yapilan MDA enzim ¢aligsmalari normal ve albino baliklardan
alman Orneklerle enzim karsilastirmalar1 gergeklestirilmistir (Karatas ve Kocaman,
2012). Bagka bir ¢alismada, DMN toksisitesinin (norotoksik etkilere ve metabolik
bozukluklara) kan biyokimyasi, malondialdehit (MDA) diizeyleri iizerindeki etkilerini
bildirmektedir (Karatag ve ark., 2019). Diger bir calismada balik larvalarinin bisfenol A
toksisitesinin antioksidan savunma MDA ve GST iizerindeki etkileri bildirilmistir
(Kankaya ve ark., 2015). Biyopestisit ile gerceklestirilen bir diger calismada,
stiperoksitdismutaz (SOD), glutatyonperoksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve malondialdehit
(MDA) seviyelerinin, oksidatif DNA hasar1 (8-hidroksi-2), antioksidan enzim
parametreleri ve toksisite mekanizmalarinin belirlenmesinde 6nemli rol aldig:
bildirilmistir (Alak ve ark., 2017). Balik dokularinda meydana gelen tahribat sonrasinda,
lipid peroksidasyon ve protein karbonil bilesiminin arttig1 bildirilmistir. Civaya maruz
birakilan dokularda gelisen oksidatif stres, bu metalin baliklarda toksisitenin en 6nemli
gostergesi oldugunu bildirmislerdir (Monteiro ve ark., 2010).

Agir metal ve pestisitlerin baliklarda birikmesi oksidatif strese nedeni olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) artmasina sebep olmaktadir. Bu tip ¢evresel kirleticiler, reaktif
oksijen tiirlerin hiicrelerde direkt olarak artmasina neden olur ve antioksidan kapasiteyi
azaltti1 bildirilmistir (Akbulut ve ark., 2014). Kongo kirmizis1 kullanilarak yapilan bir

diger calismada Gammarus pulex’un GST, Sitokrom-Al enzimleri ile MDA
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seviyelerinde artiric1 bir etkide bulundugunu bildirilmistir (Tatar ve ark., 2019).
Karboksinin gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) antioksidan savunma sistemi
iizerindeki etkileri bildirilmistir (Ugar ve ark., 2012). Agir metallerin solunga¢ ve
karaciger dokularindaki oksidatif strese neden olduklar1i ve MDA seviyelerini
degistirdikleri bildirilmistir (Kaya, 2016). Gokkusagi alabaligi yavrularinin yem
rasyonlarina beta-karoten (B-karoten) katkisinin serum, kas, karaciger ve bdbrek
dokularinda MDA iizerine pozitif etkili oldugunu belirtmistir (Kelestemur, 2012).
Gokkusag1 alabaliginda stres faktorlerinin ve bagisiklik sistemi {izerine etkili
maddelerin MDA ve GST {izerine etkilerinin oldugu MDA aktivitesinin yaz aylarinda ve
stres kosullarinda arttigi, GST enzim aktivitesinin spesifik olmayan bagisiklik sistemi

etkilesmesinde yiikseldigi bildirilmektedir (Al1, 2019; Onalan, 2019).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri izolasyonu ve Identifikasyonu

3.1.1. Bakteriyel izolasyon

Calisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik
Boliimii, Hastalik Laboratuvari ve Biyoteknoloji Uygulama ve Arastrma Merkez
Laboratuvarlari’nda ortak olarak yiiriitiilmiistiir. Calismada kullanilacak bakteri izolatlar
kiiltiire alinmis olan bakteriler olduklarindan identifikasyonlar1 gergeklestirilmemis yalnizca
morfolojik olarak siniflandirilmig bakterilerdir. Bu amagla bakterilerin izolasyonlar1 ve
sekans analizleri gergeklestirilerek calismada kullanilan bakterilerin tiir teshisleri
gerceklestirilmistir.  Bakterilerin izolasyonlar1 Tryptic Soya Agar (TSA) besiyerinde
gerceklestirilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir
(Austin ve Austin, 1999; Bilgehan, 2004).
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Sekil 3. 1. Calismada kullanilan bakterilerin izolasyon ve mikrobiyal identifikasyonunun
sematize gosterimi.

3.1.2. Bakteriyel identifikasyon

TSA besiyerinde gelisen bakteriler morfolojik koloni yapilarina gore
degerlendirilmistir. Ardindan, antibiyogram testinde kullanilacak olan bu bakterilerin
biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Molekiiler identifikasyon amaciyla DNA izolasyonu

ve universal 27F-1492R primerleri kullanilarak otomatik izolasyon robotu (QIACube)
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kullanilmistir. Real-Time PCR sonucunda PCR amplikonlarinin sekans analizi ile tiir

bazinda identifikasyon islemi tamamlanmuistir.

3.1.2.1. DNA izolasyonu

TSA besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan gelisen kolonilerden DNA
Mini Plus Kit (Qiagen) ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda QIACube cihazinda
total genomik DNA’lar izole edilmistir. DNA safliklar1 nano-spektrofotometre (QIaxpert)
ile dl¢iilmiistiir (Onalan ve Yavuz, 2019).

3.1.2.2. Real-Time PCR islemi

Izole edilen DNA’lar, bakteri spesifik Forwad ve Reverse primerler (27F-1492R),
2x SYBRGreen Master mix, DNase-Rnase free su kullanilarak 25 ul toplam hacim olarak
ayarlanmistir. Ardindan, gerceklestirilecek Real-Time PCR igleminde 95 °C 6n
denatiirasyon islemini takiben 94 °C’de denatiirasyon, 55 °C’de baglanma ve 72 °C uzama
islemi 45 cycle olarak tamamlanmistir. Son basamak olarak 72 °C de 7dk son uzama
basamagi ile PCR islemi tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak non-template kontrol
tiipleri hazirlanarak kullanilmistir. Rotor Gene Q 9000 yazilimda grafikler degerlendirilmistir
(Giilaydin ve ark., 2018). Real-Time PCR grafiginde esik degerinin (0.5) iizerinde olan
sigmoidal egriler pozitif olarak degerlendirilmis ve PCR amplikonlar1 sekans analizi icin

hazirlanmigtir.
3.1.2.3. Sekans analizi

PCR amplikonu ve kullanilan primer c¢iftleri ile hedef bdlgenin sekans analizi
gerceklestirilmistir. Bu amagla PCR amplikonu temizleme amaciyla Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmis ve melting curve HRM analizi sonuglar1 ile ¢alismanin dogrulugu
belirlenmistir. Sanger metodu ile gerceklestirilen ¢ift yonlii sekans analizi sonuglar1 pdf ve
sekans dosyasi (ABI) formatinda alinmistir. Fasta formatina doniistiiriilen sekans sonuglari
NCBI web sayfasinda Blast ile blastlama islemine tabii tutulmustur. Blastlama sonucunda
sekans verisine en yakin 5 verinin erisim numarasi alinmis ve CLC Main Workbench

yazilimi ile ayni tiirler aras1 benzerlik oranlari belirlenmistir (Balta ve Balta,2017).



17

27F-1492R
5 3
—_— é e v,!“e,nﬂ \
]

NCBI Blast :;g(c; =
ATCG i |
ATCG

Sekans Analizi ( Sanger Metodu ) PCR Amplikonu

Sekil 3. 2. Caligmada kullanilan bakterilerin molekiiler identifikasyon semas.

3.2. Andiz Kok Ekstrakti (Juniperus sp) identifikasyonu

Akdeniz bolgesinde daglarin yiiksek kesimlerinde yetisen andiz agaci kullanilarak
elde edilen ekstrakt, aile isletmecisi Ali Bey’den iicretsiz temin edilmistir. Ekstraksiyon elde
etmek icin kullanilan islemler 6zetle su sekilde ifade edilmistir. Bu agacin kesilmis eski
kokleri cikarilarak parmak boyunda parcalanmustir. Alti demir delikli tenekler icerisine
kokler yerlestirilmistir. Tenekenin etrafi 6zel bir malzeme ile cevrelenerek topraga
yerlestirilmigtir. Tenekenin etrafinda ve g¢evresinde belirli bir sicakliga maruz birakilarak
akan 0ziit temiz kaplara alinmistir. Bu calismada kullanilan andiz kok ekstrakti ticari
olmayan ve kendi iiretimini gerceklestiren {iretici tarafindan bu ¢aligmada kullanilmak tizere
almmustir. Ekstrakt ile ilgili agacin tam ozellikleri, tam ekstraksiyon metodu ve bolgesi,
temin edilen kisi talebi ve patent bagvuru siirecinin devam etmesinden dolay1 agik olarak
verilmemistir.

Andiz kokiinden (Juniperus sp.) elde edilen ekstrakt 0,05 M oraninda DMSO ile
diltie edilmistir. Stispansiyondan 1 ml 6rnek GS-MS cihazinda spesifik kolonlar ile fenolik

bilesikleri yoniinden incelenmistir (Fetter ve ark., 2019). GS-MS analizi Atatiirk
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Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Merkezi’'nde (DAYTAM) hizmet alimi
seklinde gerceklestirilmistir.

Sekil 3. 3. Calismada kullanilan ekstraktin hazirlanmasi ve GC-MS analizi sematize
gosterimi.

3.3. Antibiyogram Testi

Calismada kullanilan L. garvieae ve S. epidermidis izolatlar1 TSB besiyerinde 37
°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan 600 nm’de 0.6 OD yogunluguna esitlenmistir.
Ardindan, Miiller Hinton Agar (MHA) besiyerine 10 ul olacak sekilde inokiile edilmis ve
drigaski ile yayillmistir. MHA besiyerlerine bakteri ekiminin ardindan esit uzakliklarda
Ampisilin, Florfenikol ve c¢alismada antimikrobiyal etkinligi arastirilan andiz kok
ekstarktinin %17 oraninda DMSO ile sulandirilmis sekli bos antibiyotik disklerine otomatik
pipet yardimi ile 10 ul eklenmisti. MHA besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmislardir.  Inkiibasyon sonrasinda olusan zon ¢aplarmin  anlamli  hale
doniistiiriilebilmesi amaciyla ¢alismada Antibiotic Zone Diameter Table’de bulunan
Florfenikol (F) ve Ampisilin (AM) antibiyotiklerinin diren¢ durumlar ile ekstrakt zon
caplar1 karsilastirilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan zone alanlari Antibiyotik Zone
Diameter Table ile antibiyotiklerin olusturduklari zon alanlarina gore etken maddenin

duyarlilik ve direnclilik oranlar1 kiyaslanmstir (Onalan ve Cevik, 2019).



19

37°C 24 Saat

25 mi MHA lil
- - B @ -

MHA MHA

37 °C 24 Saat

’\25 - 10 ul

%25 g "4 —
VIHA ““ - ey M HA
1 S. eprdermidis \
25 ml
= 10 ul
% 5 ¥ e —
< = e
- MHA
MHA e
25 ml
- 10 ul Ve
% 1 ' M o i -
MEEA MHA
I S. epidermidis

Sekil 3. 4. Antibiyogram ve MIK testi sematize gosterimi.

3.4. Deneme Diizeni

Deneysel calisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su
Canlilar1 Deneme Unitesi ve Yerel Etik Kurulunun 25.07.2019 tarih ve 2019/07 nolu karari
ile gerceklestirilmistir. Ortalama 80 gr agirh@indaki gokkusagi alabaliklar1 7 giin boyunca
adaptasyona maruz birakilmistir. Bu siirenin ilk 3 giinlinde baliklar a¢ birakilmistir.
Ardindan, yem alimlar1 kontrol edilerek adlibitum yemleme ile baliklar beslemeye
baglanmistir. Akvaryum tabaninda olusan yem ve digki artiklar1 her aksam sifonlama ile
temizlenmistir. Adaptasyon siiresinin ardindan deneme akvaryumlarinda her bir akvaryuma
3 balik konulmustur. Calismada 50x40x30 cm ebatlarinda esit hacimli cam akvaryumlar
kullanilmustir (Sarieyiipoglu ve ark., 2017).
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Baliklarin yemlemesi amaciyla Ozpekler marka ticari yem kullanilmistir. Kullanilan

yemin bilesenleri agagida (Cizelge 3.1) verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Denemede kullanilan yem bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Miktarlar
Ham protein %44
Ham yag %18
Ham seliiloz %1.99
Ham kiil %9.32
Kalsiyum %1.39
Fosfor %0.75
Sodyum %0.57
Vitamin A 8.000 IU/kg
Vitamin D3 3.000 IU/kg
Vitamin E 350 mg/kg
Manganez (Mangan oksit) 30 mg/kg
Cinko 60 mg/kg
Demir 20 mg/kg
Iyot 2 mg/kg
Bakir 6 mg/kg
Selenyum 0.2 mg/kg

Calismada kullanilan ekstraktin yara iyilesimi tizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla 4 grupta ve 2 tekerriirden olusan bir deneme ortami olusturulmustur. Bu amagla
80 g agirlikta gokkusagi alabaligindan her grupta 6 adet (3+3) olmak iizere toplam 24 balik

ile deneme diizeni kurulmustur.

Cizelge 3. 2. Calismada olusturulan deneme gruplari

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4
Kontrol Kesik Grubu Antibiyotik Ekstrakt Grubu
© (K) Teramisin Grubu (BE)
3 balik 3 balik (A) 3 balik
3 balik
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4
Tekerriir Tekerriir Tekerriir Tekerriir
Kontrol Kesik Grubu Antibiyotik Ekstrakt Grubu
© (K) Teramisin Grubu (B)
3 balik 3 balik (A) 3 balik
3 balik

Birinci grupta saglikli bireylerden olusan kesik yarasinin olusturulmadigi kontrol

(C) grubu, 2. grupta yara olusturulan ve herhangi bir tedavi uygulanmayan Kesik grubu (K),
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3. grupta kesik yarasi olusturulup teramisin antibiyotigi uygulamasi gergeklestirilen
Antibiyotik (A) grubu ve 4. grupta kesik yarasi olusturulup ekstraktin uygulandigi Ekstrakt

grubu (E) olarak deneme diizeni hazirlanmustir.

3.5. Kesik Yarasi Olusumu

Deneme diizeninin hazirlanmasi ve adaptasyon siiresinin bitiminin ardindan kesik
olusturulmasi amaciyla baliklar anestezi altina alimmuslardir. Anestezi 6ncesinde baliklar
aksamdan a¢ birakilmislardir. Anestezi islemi 2- fenoksietanol ile gergeklestirilmistir
(Nemli ve Cagirgan, 2017). 10 L’lik kovalarda 0.4 ml/L oraninda 2-fenoksietanol eklenmis
suya 1’er dakika araliklarla ayn1 gruptaki baliklar sirasiyla alinmistir. Anesteziye giren her
balik 6rnegi hemen kesik yarasi olusturulmasi amaciyla operasyon odasina almmustir.
Kesikler 1 cm eninde ve deri katmaninin tamami kesilinceye kadar ortalama 0.5 cm
derinliginde ensize edilmistir (Sarieyyiipoglu ve ark., 2017).

Kesik olusturulmus baliklar bol oksijen ilavesi yapilmis 53 L’lik akvaryumlarda
anesteziden cikis siiresinde bekletilmistir.  Anesteziden ¢ikan baliklar kendi grup
akvaryumlarma birakilmistir. Akvaryumlara birakilan baliklar anestezi ¢ikis siirecinden
sonraki ilk 15 dk boyunca konjesyon ve hemoraji olusumu gozlenmistir. Kesik olusturulan

gruplara 7 giin boyunca pansuman amaciyla ayn1 anestezi prosediirii tekrar edilmistir.

3.6. Enzim Aktivite Testleri

Calismada olusturulan kesik gruplariin yara iyilesimi siiresince rol oynayan MDA
ve GST enzim aktivite diizeyleri her gruptan giinliikk alinan balik 6rneklerinde karaciger
dokularinda 6l¢tilmiistiir.

Enzim aktivite diizeylerinin belirlenmesi amaciyla gruplardan olusturulan

orneklemeler ve kodlar1 asagida verilmistir.
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Cizelge 3. 3. Enzim aktivitesi amaciyla alinan onekler ve 6zellikleri

Kod Grup Ad1 Doku Adi Giin sayis1
1 Kontrol Karaciger 1. giin
2 Kesik Karaciger 1. giin
3 Antibiyotik Karaciger 1. giin
4 Ekstrakt Karaciger 1. giin
5 Kontrol Karaciger 3. giin
6 Antibiyotik Karaciger 3. giin
7 Ekstrakt Karaciger 3. giin
8 Kontrol Karaciger 6. giin
9 Kesik Karaciger 6. giin
10 Antibiyotik Karaciger 6. giin
11 Ekstrakt Karaciger 6. giin
12 Kontrol Kas 1. giin
13 Ekstrakt Kas 1. giin
14 Ekstrakt Kas 2. giin
15 Ekstrakt Kas 3. giin

3.6.1. Malondialdehit (MDA) testi

Lipit peroksidasyonunda aldehit {irlinlerinden biri olan MDA’nin 6l¢timii
tiobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu esasina dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda
MDA’nin TBA ile etkilesimi sonucunda pembe renkli kompleks olusumu ve bu
kompleksin absorbansinin 532 nm’de spektrofotometrik dl¢iimii ile lipit peroksidasyonun
derecesi saptanmaktadir.

Bu calismada MDA olgiimlerinde Yoshoiko ve arkadaslarmin (1979) lipit
peroksidasyon Ol¢ciim metodu olarak bildirdikleri metot uyguland1 ve Olgilimler
gerceklestirildi. Analiz icin numunelerden 250 pl vidali kapakli cam tiiplere konuldu, tizerine
1.25 ml triklorasetikasitin (TCA) %10’luk ¢ozeltisinden ilave edilip karistirildi ve
0.5 ml %0.67’1ik tiyobarbitiirik asit ilave edildi. Kor tiiptine ise TCA’dan 1.5 ml ve TBA’dan
0.5 ml konuldu. Tiiplerin agizlar1 sikica kapatilip 30 dakika kaynar su banyosunda
tutulduktan sonra ¢esme altinda sogutuldu ve 2 ml n-butanol ilave edilip karigtirilarak 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz 535 nm’de okundu. Standart olarak 1,1,3,3-
tetraetoksipropan kullanildi ve sonuglar pmol/gr doku olarak hesaplandi (Alak ve ark., 2017).
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Cizelge 3. 4. MDA aktivite 6l¢limii i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Omek 0.250
Standart - 0.250
Serum Fizyolojik  0.250 -
Ayirag 2.250 2.250 2.250

3.6.2. GST (GlutatyonS-Transferaz) aktivite olciimii

Baliklarin karaciger doku orneklerinden 0.5 gram tartilip cam tiiplere konuldu.

Doku 6rnekleri on kati oraninda fosfat tamponu ile homojenize edildi. Kullanilan fosfat

tamponu (50 mM KH2PO4 ve 10 mM EDTA) pH 7’ye ayarlanarak hazirlandi.

Homojenizator ile homojen hale getirilen doku 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dk santrifiij

edildi. Santrifiijleme isleminden sonra iistte kalan sivi kisim alinip 4 °C’de biyokimyasal

analizler i¢in saklandi. GST aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve drnek olmak tizere

farkl1 kiivetlere asagidaki sekilde eklendi. Numune kiivetine GST kaynagi olan

stipernatant numunesinden 25:1 oraninda ilave edilerek, hafif¢e karistirildi ve 340 nm’de

3 dk boyunca meydana gelen absorbans artislar1 dlgiildii. U¢ dakika sonunda &lgiilen

absorbans 3’e boliinerek dakika basina diisen absorbans degeri tespit edildi (Habig ve ark.,

1974).

Cizelge 3. 5. GST enzim aktivite testinde kullanilan tamponlar ve 6zellikleri

Cozeltiler Numune Kor
Fosfat Tamponu 2.1 mL 2.15mL
CDNB 25 ul 25 ul
GSH 25 ul 25 ul
Stipernatant S0l e

Dokuda GST aktivitesi, Glutatyon ve 1-2 dikloro,4 nitrobenzenin (CDNB)

konjugasyonu

sonucu olusan {iriiniin 340 nm dalga boyunda verdigi absorbansin

spektrofotometrede Ol¢giilmesi esasina dayanan metotla gerceklestirildi (Habig ve ark., 1974;

Ciltas ve Balik, 2016).
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3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sonucunda elde edilen sayisal veriler Microsoft Excell, GraphPad (V8) ve

CLC Main Workbench yazilimlari kullanilarak degerlendirilmistir.






4. BULGULAR

4.1. Calismada Kullanmlan Bakteri izolatlarimn izolasyon ve identifikasyonu
4.1.1. Bakterilerin izolasyonu

Kiiltiire alinmis olan S. epidermidis ve L. garvieae izolatlar1 TSA besiyerine ekilerek
37 %C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda izole edilen bakterilerin
goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1. S. epidermidis ve L. garvieae izolatlarinin TSA besiyerinde olusturdugu
koloniler.

TSA besiyeri ekimleri sonucunda tipik kolonilerin her iki bakteri tiiriinde de olustugu
goriilmiistiir. S. epidermidis kolonilerinin dagimik sekilli sarimsi renkte 1mm’den biiyiik
koloniler olusturduklar1 goriilmiistiir. L. garvieae kolonilerinin ise Imm’den kiiclik diizgiin
kenarli krem renkli olduklar1 gozlenmistir.

TSA besiyerinde gelistirilmis bakterilerin, bazi mikrobiyolojik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla, katalaz, oksidaz ve Gram boyama islemleri gergeklestirilmistir.
Katalaz testi sonucunda, S. epidermidis izolatinin hidrojen peroksit ile etkilesime girerek O
aciga cikardigr gozlenmistir. L. garvieae izolatinin ise hidrojen peroksit ile etkilesime

girmedigi ve O, agiga ¢ikarmadigi gézlenmistir.
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Sekil 4. 2. S. epiderimis ve L. garvieae izolatlarinin katalaz testi sonucu elde edilen
goriintiileri (S. epidermidis: pozitif, L. garvieae negatif)

Oksidaz testi amaciyla Bactident (Merck) ticari kiti kullanilarak bakteri izolatlarmin
Tetremetil-parafenilen diamin di-hidroklorit (Kovac reaktifi) ile etkilesimi sonucunda renk
degisimi yoniinden incelenmistir. Her iki bakteri i¢in ayni test kagidinda elde edilen oksidaz

testi sonuclar1 agagida verilmistir (Sekil 4.3).

N

Sekil 4. 3. S. epidermis ve L. garvieae izolatlarinin oksidaz testi sonuglar1 (Her iki bakteri
negatif sonug vermistir)
Oksidaz testi sonucunda her iki bakterininde 1-2 dk bekleme siiresinin ardindan renk
degisimi olmadig1 ve negatif sonug verdigi goriilmiistiir.
Gram boyama testi amaciyla S. epidermidis ve L. garvieae etkenleri TSA
besiyerinde taze kiiltiir olarak elde edilmistir. Sirasiyla; kristal viole, lugol, alkol ve
sulufuksin reaktifleri ile 1’er dk boyama sonucunda elde edilen goriintiiler asagida

verilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. S. epidermidis (A) ve L. garvieae (B) izolatlarinin Gram boyama sonucu pozitif
goruntusu

Gram boyama testi sonucunda her iki bakterininde hiicre duvarmin polisakkarit
yapisindan dolayr mavi-mor renk aldigt ve her iki bakterinin gram pozitif oldugu
goriilmiistiir. Saflastirilan ve bazi mikrobiyolojik 6zellikleri belirlenen bakteriler, PCR ile
identifikasyonunun ardindan ¢aligmada yara iyilesimi amaciyla kullanilan ekstraktin
antimikrobiyal 6zelliginin belirlenmesinde kullanilmistir.

Izolatlarm biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla API Kkitleri
(Biomerioux) ile ger¢eklestirilen biyokimyasal test sonucunda elde edilen test sonuglari

asagida verilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4. 1. Izolatlarin API kitleri kullanilarak elde edilen biyokimyasal test sonuglari

PHS URE GLS MNE MAN TRE
S. epidermidis + + - - - -
SAL GLC ARG NGP NOV COAG
- - + - - -
B B B A
ADH GLU GAR GUR GAL PAL
L. garvieae + + - - - -
RIB MAN SOR LAC TRE RAF
+ + - - + -
SAC LARA DARL CDEX VP APPA
+ - - - + +
BGAL PyrA bNAG GTA HIP GLYG
- + - - + -
PUL MAL MEL MLZ MbDG TAG
- + - - + +
bMAN URE

O/F: oksidasyon/fermentasyon, ADH: L-arjinin, fGLU: p-glukosidaz, PGAR: p-galaktosidaz, PGUR: [5-
glukuronidaz, aGAL:a-galaktosidaz, PAL: alkalin fosfataz, RIB: D-riboz, MAN: mannitol, SOR: sorbitol,
LAC: laktoz, TRE: D-trehaloz, RAF: D-rafinoz, VP: voges proskaur, APPA: L-alanil-L-fenilalanil-L-
proline-f-nafiahalamid, fGAL: p-galaktosidaz, PYRA: piyroglutamik asit-f3-naftalamid, 3-NAG: N-asetil
f-glukosaminidaz, GTA: gliseril-triptofan arilamidaz, HIP: hippurat hidrolizi, GLYG: glikojen;, PUL:
pullalan, MAL: D-maltoz, MEL: D-melibioz, MLZ: D-melezitoz, SAC: D-sakkaroz, LARA: L-arabinoz,
DARL: D-arabitol, MBDG: metil-sD-gluko-pyranosid, TAG: D-tagatoz; BMAN: f-mannosidaz, CDEX: D-
siklodekstirin, URE: Ureaz.

API testi sonucunda L. garvieae’nin %86, S. epidermidis’in ise %90 oraninda
identifiye oldugu goriilmiistiir. API identifikasyonu islemleri APItm web sayfasindan

online olarak gerceklestirilmistir.

4.1.2. Calismada kullanilan izolatlarin molekiiler identifikasyonlari

Calismada ekstraktin antimikrobiyal 6zelligini belirlemek amaciyla kullanilan S.
epidermidis ve L. garvieae izolatlarinin bazi mikrobiyoloik testlerinin ardindan molekiiler
olarak identifikasyonu amaciyla Real-Time PCR testi gerceklestirilmistir. Bu amagla, her iki
bakteriden DNA izolasyonlart DNA Mini Plus Kit (Qiagen) ile gerceklestirilmistir. Elde
edilen DNA’larin A260/280 nm saflik oranlar1 L. garvieae i¢in 1.84, S. epidermidis igin 1.89
olarak ol¢iilmiistiir.

DNA izolasyonunun ardindan tiniversal bakteri primerleri ile Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR amplikonlari sekans analizine gonderilerek elde edilen niikleik asit

dizilimleri NCBI blastlama sonuglarina gore yiizdelik identifikasyonlart belirlenmistir.
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Antimikrobiyal testte kullanilan bakteri identifikasyonlarinin Real-Time PCR sonucunda

elde edilen sigmoidal egrilerin goriildiigii pozitif sonuglar asagida verilmistir.

W L. garvieae B S. epidermidis

Sekil 4. 5. Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin Real-Time PCR goriintiisii.
Real-Time PCR grafigine gore her iki bakteri DNA’sininda iiniversal primerlerle

pozitif sonu¢ verdigi ve 0.5 esik degerine gore sigmoidal egri vererek pozitif olduklar

goriilmiistiir. Sekans analizi sonucundan S. epidermidis ve L. garvieae‘ye ait niikleik asit

dizilimleri ve blastlama sonuglar1 asagida verilmistir (Cizelge 4.6).
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Staghyioooocys epidermids sirain A-1-6B-AP 165 ribasomal RNA gens, partial sequence 2005 2006 68% 00 S8.67% MT4920751
Staphyioooccys epidenmids strain A-2-TB-AP 168 ribasomal RNA gene, partial sequence 2004 2004 T73% 00 96.48% MT4920%.1
Staghyiococeus epidenmidss strain 2322 16S ribosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 68% 00 ©8.50% MTE04781.1
Staphyioooccus saprophyious strain LS15) 16S ribosomal RNA gene, parial ssouence 2001 2001 68% 00 9S8.59% MT4099071
Staphylococcus epidenmids strain LS040 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2001 2001 8% 00 GS6.59% MT4098% 1
Staphyloococus epidermids strain NAS 16S ribosomal RNA gene, parfial sequence 2001 2001 68% 00 G859% MT2704331
Staphyfococcus epidermids strain NA3 16S ribosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 68% 00 S8.59% MT269545.1
Staphyioonccus epidermids strain OsEnb HZB E3 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2001 2001 68% 00 S8.59% MNBBIIT41
Staphyioooocys epidsrmids strain Kalar! 165 ribasomal RNA gens. partial ssquence 2001 2001 68% 00 SB59% MTOEBA21
Staphyfococeus sp. strain EnB-sy1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2001 2001 68% 00 S859% KUBGZ329.1
Staphyloooccus epidenmids strain PCK168 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 2001 2001 ©8% 00 98.59% MNG13358.1
Staohylococcus epidermids strain EDH 168 ribosomal RNA gzne, parfial sequence 2001 2001 ©68% 00 S859% MNTI57S6.1
Staphyloooccus epidermids strain NRLFFDG01 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2001 2001 68% 00 S8.59% MNS1S417.1
Staphyfoccccus epidermids strain brh 250 168 ricosomal RNA gene, parial sequence 2001 2001 67% 00 9B8.76% MN4276z8.1
Staphyioooccus sp. CSQXZRB 4.12 gene for 16S rbosomal RNA, parfal sequence 2001 2001 68% 00 98.59% LCAB4TES!
Bacterium s¥ain S-1 16S ribosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 68% 00 S859% MN14BAZT1
Staphyiococcus sp. strain RABA? 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2001 2001 68% 00 $8.59% MN02253S.1
Stachyloooocus epidermids strain P32 BATH 16S rbosomal RNA gene, partial sequence 2001 2001 65% 00 S8.59% MKB&070.1
Staphyfoooccus epidermids strain IAE 142 16S ribosomal RNA gere, parfial sequence 2001 2001 ©8% 00 ©8.59% MK414837.1
Staphyfoocccus epidermidis strain CG17 16S rbosomal RNA gene, partial sequence 2001 2001 68% 00 S8.59% MKG18611.1
Staphyiococcys sp. strain A16 16S rbosomal RNA gene, garial sequence 2001 2001 68% 00 9850% MHaMET1
Staphyfococeus sp. strain KGS-43-13 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2001 2001 ©5% 00 S859% KUBLD4ET.1
Staphyioooccus epidenmids strain L15 16S ribosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 ©8% 00 9B8.59% MGT195421
Staphylococcus epidenmids strain CLC-F3 16S rbosomal RNA gene. partial sequence 2001 2001 68% 00 $859% MH518188.1
Stachyfoonecus epidenmids strain Hi1 185 rbosomal RNA gene. partial ssquence 2001 2001 68% 00 S8.59% MHO45848.1
Staphyioooccus epidermids sirain $1-38 16S rizosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 65% 00 98.50% MF327691.1
Staphyfococcus epidenmids strain $1-25 168 ricosomal RNA gene, parfal sequence 2001 2001 65% 00 S8.59% MF327630.1

L CCTACATTGT AAATCCAGCG CCTCATATGG AAATATGGAG ACAATAAGTA GTGCATACAT

B bBL ATATTCATCT TCACTTTCTC TTCCTCCTCT CCTCTCTATT TCATACAATC ACAACTCCGC

L2k CCATGTATTC TCATCCAGCC ACTCACCCAC ACGCGCGCTT AAATTTTATA TTTTGTTGTG

L1811 CACACACGTG TGCTAAGTAC ATCACCGCAC CGTACGTTTT GTTCTACATT AACCAACTAT

241 TTCACAGCAC CCGCGCGCTC GTCTCACTTG ACACATACGT TTGCTCCGGT CATTATAGGT

301 CTGTTATTCT AGTACACAAT CGTATCTCAT ATGTGATGTG CAGTGGACAA CAGTCTGAGT

3bl CATGAAATAC CATTCGTGTC GCGCGCTTTG TTCCAATTTA GTCAAGTTCC GTATTCAGTA

421 ATACGTAAGA TCTCTCCTCC TACTATCGGT CGCAAGATAT CCTAAGAACG AAAAAAAAGC

48L TCAGTTCTCC TTCTGTTCAC ATTTCTGTTT TCATCGTCTT ACCCTTCTCA TCTACTCTTA

541 ATATCATCGT CCAGTGGCCC TGTTCAAGAA CGCGGCATTA GTAAACTAAA CTAGCTTCAC

b0l CACATCTTTC GCTGCTCACT ATCTTCCGTT GTAGTTGATC GTAAACAGAG TGAAATGAGT

bbbl GCGAAGTAGC CATACCACTA CTTAATTATT TTTCACTGCT TCACTCCTTC TTCTAAATTC

7?21 ATCATCCACA TTGCGCGCAT TCATTGTCAA ACAAAATTTT CCTTTCTTAG TGTTCAATAT

?8L ATGGTTACAC ACGTTCGTTA AACGAACATA AGTTTCAATT CTTCTGCTTT ATATCTTTCC

841 CGTTTTATTT TCCATTAAAA CTAGGAGATG GTCAGAGCAA CAAAATAGAC CACAACACCC

901 TTCTTTCTTT TTTCCTCAGT TTTCTCTGCA TATAATAAAC TTCTTGTCTA AACGTGAAAA

9kl GAACTGGCAA AACAAACAGA AGTGGTCAGA GCGATCTCGC GTTACCTCTA CCTTATTCTC

1,02L ATTATGTTGT TCCTCTTTCC CTTTCTCTTC CTTCTATCCA CAGCTGAAAA ACCGTGCGCA

1081k GCTACCGTAA CATAGTATCT ATAAGCCCTC TCTTTCTTTC GAGATCCATC TTCCGCCCAT

LL4L AACCGTTTCA TACATGGCTT TGTTATCTTG GACCGACGAT GGTAAGTGAG CAAAGAGTTA

1201k GTAGGAGGTG GTACCTATTC TTTTTTCTTT CCGAGAATCG ATGTTCTATA AGTATTGATG

12bL GAAGGAGAAA GCAGGAGACC GCTATAGCAA CTTTATATAT CATATTGACA CTAGATCTTT

1324 TTCGTTTCTT CACCTCAAGA GGAATCTTAC GATACATTGG AAGCACTCGC CTCTCAAATG

138L CAGTAAGAGA TAAGACTACT GGTCCGGCTG GCTTTTAACC CCGGTGGACT AGTAAGATTA

L44L AAACTCGTGA GGCATTCCAC CTTGGGTAGG GGGGGCGCGA CCTCGTAACA AAGCAGCAAA

Sekil 4. 6. L. garvieae ve S. epidermidis 16S rRNA sekans ve blast analiz sonuglari (A: S.
epidermidis blast sonucu, B: Calismada kullanilan S. epidermidis’e ait sekans
sonucu, C: L. garvieae blast sonucu, D: L. garvieae’ye ait sekans sonucu)
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Laclococous gandieae strain HND1 183 ribosamal RNA gene, partial sequence T2 T2 25% 00 9077% MKeowme 1
Lactococoys ganieae strain CAV.172 16S rbosomal RNA gane. partial sequence T2 T2 25% 00 907M MF36%832.1
Lactococous garvizae strain CMGB-L2S 16S ricosomal RNA gere, parial ssquence T8 Te 25% 00 9061% MF3LEITA
aciococous garvieae strain CMGBL.24 16S ribosomal RNA gere, parial sequence e Te 25% 00 9061% MFIAE61
Acipcocous ganiean strain CMGE-L23 165 ribosomal RNA gere, parial sequence T8 T8 25% 00 O9061% MF34E235.1
Lactococous garvieae strain SU148 16S rbosomal RNA gene, partial sequence 78 78 25% 00 9061% KXE8038Z.1
Laciococous garvieae strain FT255 16S rbosomsl RNA gene, partisl saquence TNE e 25% 00 9061% KMITEM 1
Lactococous garvieas strain P32 16S rbosomal RNA gene. partial sequence e T8 25% 00 9161% JNIOI30R
Lactococous ganvsae strain 2542 165 ribosomal RNA gene, partal ssouence 706 706 25% 00 9059% MTG11574.1
Laciococrus garvieae strain 2332 163 ribosomal RNA gene, parfal secuence T8 706 25% 00 9059% MTB047%0.1
Laclococous ganvieae strain 2311 18S rbosomal RNA gene, partial sequence 706 706 25% 00 9058% MTG04772.1
Lactozocous ganvieae sirain 1853 165 ribcsomal RNA gene, partal sequence 76 706 25% 00 9059% MT597707.1
Ladococtus garvisae sirain 63 ribosomal RNA gene, parfal secuence 76 76 25% 00 9059% MTSIME231
Laciococous garvieae sirain 165 ribosomal RNA gene, parfal sequence T6 T06 25% 00 9050% MT507585.1
Lactococous garvieae strain 1726 165 nbosomal RNA gens, paral sequence 706 706 25% 00 9059% MT587580.1
Ladlococous garvieae slrain 1654 163 ribosomal RNA gene, parfal secuence e 706 25% 00 9059% MTS9TSETA
Laciococous garvigae strain 1651 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 6 T6  25% 00 0050% MISOTS81
Lactococous garvieas strain 1518 165 nbosomal RNA gene, pardal sequence 76 T06 25% 00 9050% MTS07460.1
Laciococous garvieae strain 1517 165 ribosomal RNA gere, partal sequence e 76 25% 00 9050% MT507450.1
Lactozocoys garvisae strain 1516 168 ribosomal RNA gene, parial sequence 76 706 25% 00 0050% MIS87458.1
Lactococous ganazae strain 970 168 ribosomal ANA gana. partial sequence 6 706 25% 00 9058% MT585625.1
Lactococous garvieae strain 841 16S basomal RNA gens. partial sequence 706 706 25% 00 9059% MT585602.1
Ladiococous garvieae sirain 930 16S ribasarmal RNA gens. partial sequence N6 T6 25% 00 0050% MT58558¢1
Laciozocous garvieas strain 825 165 ribosomal RINA gana. partial sequence 76 706 25% 00 9059% MT585526.1
Lactococtus garvieae strain 793 165 nbosomal RNA gens, partial sequence 76 706 25% 00 9059% MT585517.1
Laclococous garvieae sirain 756 16S ribasomal RNA gens. partial sequence T8 76 25% 00 9059% MT585486.1
Lastosocnys garveae straim 703 16S rbosomal RNA gene. partial sequence TE 706 25% 00 9059% MI585456.1
Lactococous garvieae strain 1451 168 ribosomal RNA gene, partal secuence 76 T8 25% 00 9059% MI5TIES11
Ladococous garvisae strain 1480 163 ribosomal RNA gene, parfal secuence T8 T8 25% 00 9059% MISTES0.1
Lasiosocnys garviae sirain 1418 165 ribosomal RNA genw, parfal sequence 6 T6 25% 00 0050% MTST3E26.1
L AATTCAACAA TACGCCACAT TATCCCCCCG CTCCCCTACC CCCCACACCA AACGGGCCCG
D bl CGCCGGGCCA CCACCACCAA CCAAACCACG CCTCACGCGG AGAGGAGAGA GAGAGGGAAG
12k GCAGCGTATC TTTTTTTTTT TTATTTTATT TTCTGTTTCT TCTTTCCTCG CTCCTCCCTT
181 TCCTCGCGCC CCACGACAGC GCGCACCACA GAAAACAAAA CAACATCTTT ATTCTTCCCT
24k TCTCGGGGGG GGGGGGGGGG GGGGAACCAG CGAAAATACT CTTTTTTAAG GGGGGGGAAA
30k ATTCGGAAAA ACGGGGAAAT ATAACTCAAA AAAAATATAA ACCCGGGGGT TCAAAAGTGG
3kl AAGAGGTTTT TTTTTTGATA TTAAGGGGGG TCCCCCGCCG CCTTTTGGTT GGTTGGGAAG
421 TGTTACCGGT TTACCCAAAG GAAACGGGCG CCTAGCCCGA CTGGGGGAGG TGATTCGCCC
481l CCAACGGAAA CCAAACCACC GTTCCCGATT CCTCCGGGAG GCAGCAGTAG GGATTCTTCT
541k GCAATGGGGC AAAGCCTGAA CGAAGCAACC GCCGCTTGAG TGATGAAGGT CTTCGGATCG
bOL TAAAACTCTG TTATTAGGGA AGAACAAATT TGTAAGTAAC TATGCACGTC TTGACGGTAC
bbbl CTAATCAGAA AGCCACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTGGCAAG
7?72k CGTTATCCGG AATTATTGGG CGTAAAGCGC GCGTAGGCGG TTTTTTAAGT CTGATGTGAA
?8L AGCCCACGGC TCAACCGTGG AGGGTCATTG GAAACTGGAA AACTTGAGTG CAGAAGAGGA
84l AAGTGGAATT CCATGTGTAG CGGTGAAATG CGCAGAGATA TGGAGGAACA CCAGTGGCGA
901k AGGCGACTTT CTGGTCTGTA ACTGACGCTG ATGTGCGAAA GCGTGGGGAT CAAACAGGAT
9L TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCCGTAAACG ATGAGTGCTA AGTGTTAGGG GGTTTCCGCC
1021 CCTTAGTGCT GCAGCTAACG CATTAAGCAC TCCGCCTGGG GAGTACGACC GCAAGGTTGA
1081 AACTCAAAGG AATTGACGGG GACCCGCACA AGCGGTGGAG CATGTGGTTT AATTCGAAGC
L1141l AACGCGAAGA ACCTTACCAA ATCTTGACAT CCTCTGACCC CTCTAGAGAT AGAGTTTTCC
1201 CCTTCGGGGG ACAGAGTCAC AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT
12kl TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TCAGCTTAGT TGCCATCATT AAGTTGGGCA
1321 CTCTAAGTTG ACTGCCGGTG ACAAACCGGA GGAAGGTGGG GATGACGTCA AATCATCATG
1381 CCCCTTATGA TTTGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGACAA TACAAAGGGC AGCGAAACCG
L441l CGAGGTCAAG CAAATCCCAT AAAGTTGTTC TCAGTTCGGA TTGTAGTCTG CAACTCGACT

Sekil 4.6. L. garvieae ve S. epidermidis 16S TRNA sekans ve blast analiz sonuglari (A: S.
epidermidis blast sonucu, B: Calismada kullanilan S. epidermidis’e ait sekans
sonucu, C: L. garvieae blast sonucu, D: L. garvieae’ye ait sekans sonucu)
(Devamu)
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Sekans analizi sonucunda %99.8 oraninda L. garvieae identifikasyonu ve % 99.3
oraninda S. epidermidis identifikasyonu molekiiler olarak gergeklestirilmistir. Sekans verileri
elde edilen bakterilerin ayn tiir bakteriler ile benzerlik oranlar1 ve filogenetik agaci agagida

verilmistir.

L. garvieae_cahymada kullanilan izolat

S. epidermidis_MT409896_%98.59

S. epidermidis_MT604781_%98.59

S. epidermidis_MT492075_%98.67

S. epidermidis_MT492086_%96.48

S. epidermidis_MT270438_%98.59

L ————e5. epidermidis_galismada kullanilan izolat

& L. garvieae_MF369832_%90.77

‘ L garvieae _MK989998_%90.77

L. garvieae _MF348236_%90.61

L garvieae _MF348237_%90.61

L garvieae _MF348235_%90.61
0.130

Sekil 4. 7. L. garvieae ve S. epidermidis izolatlarina ait dendrogram (L. garvieae %99.8, S.
epidermidis % 99.3)
Elde edilen dendrogram sonuglarina gore ¢calismada kullanilan L. garvieae izolatinin
blastlama sonucunda en yakin 5 sonuca gore %99.8 oraninda benzer oldugu goriilmiistiir. S.
epidermidis izolatinin ise blastlama sonucunda en yakin 5 sonuca gore %99.3 oraninda

benzer oldugu gorilmiistiir.
4.1.3. Calismada kullanilan ekstraktin GS-MS analizi sonuclari

Calisgmada kullanilan ekstraktin fenolik bilesiklerinin belirlenmesi icin 0.5 ul
numune (%17 DMSO ile sulandirilmig) Atatiirk Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek
Teknoloji Merkezi’nde (DAYTAM) tiim igerik yoniinden analizi gerceklestirildi. Ekstraktin
GS-MS analizi sonucunda % alan seklinde temin edilen icerik verileri agagida verilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. Calismada kullanilan ekstraktin GS-MS analizi sonucu elde edilen bilesenleri

Elde edilen GS-MS sonuglarina gore ekstrakt igeriginin 46 farkli bilesenden
olustugu ve her bir bilesenin oranin biitline oranla birbirine yakin olduklar1 gérilmiistiir.
4.2. Antibiyogram Testi Sonuclari

Calismada, gokkusagi alabaliginin yara iyilesiminde rol alan ekstraktin Ampisilin

ve Florfenikol antibiyotikleri ile birlikte edilen sonuglar1 asagida verilmistir.

“ \—‘ = o - ;(,,
S —

Sekil 4. 9. Antibiyogram testi sonrasinda ¢alismada kullanilan ekstrakt ve antibiyotiklerin
L. garvieae (A) ve S. epidermidis (B)’e kars1 olusturduklar1 zon alanlar1 ve
uzunluklari.

Cizelge 4. 2. Calismada kullanilan ekstraktin disk difiizyon sinir degerlerine (CLSI ve
EUCAST) gore olusturdugu zon alanlari

Test edilen Olgiilen CLSI Sinir Degerler (mm)
maddeler siir disk *CLSI *FEUCAST
d‘élgne;'l‘;“ "f'flrg‘)g‘ Du Orta Di Du Di
Ampisilin 25 10 >17 - <16 >10 <8
Florfenikol 24 30 >18 - <18 >10 <8
Andiz ekstrakti 25 10 - - - - -

*CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute, EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Du:
duyarli, Orta: orta duyarli, Di: direngli.

250
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Ekstraktin, L. garvieae etkeni (A) lizerinde Amfisilin ile aym etkiye sahip oldugu,
Florfenikol antibiyotigine gore %4 daha etkili oldugu, Ekstraktin, S. epidermidis etkenine
gore ise Amfisilin ve Florfenikol antibiyotiklerinden %83 daha etkili oldugu gortilmiistiir.

4.3. MiK Testi Sonuclari

Yara iyilesimi amaciyla kullanilan ekstraktin ¢alismada kullanmilan L. garvieae

etkenine karst minumum inhibisyon konsantrasyonunu belirlemek amaciyla gerceklestirilen

teste ait gortintiiler asagida verilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4. 10. MHA besiyerine katilan ekstraktin MIK testi sonuglari (A: %25, B: %35, C: %1)

Andiz ekstraktinin minumum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
hazirlanan MHA besiyerine L. garvieae etkeni katilarak gerceklestirilen test sonucunda
bakteriyel gelisim gozlenmemistir. Yiizde 1’°e diisiiriilen konsantrasyonda hazirlanan MHA
besiyerinde bakteri gelisiminin olmadig1r goriilmiistiir. Antibiyogram testinde diske

emdirilen ekstraktin etkisinin s1vi halde kullanimina gére daha az oldugu gézlenmistir.
4.4. Yara Olusumu ve lyilesim Siireci Boyunca Meydana Gelen Degisimler

Anestezi; yaklagik 80 gram agirhigmdaki gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus
mykiss) ¢alisma kapsaminda yara olusturulmasi i¢in 2-fenoksietenol ile (4 ml/L) anestezi
islemi yapilmistir. Caligmada tek tek anesteziye alinan baliklarin anesteziye giris stirelerinin

2-3 dakika anesteziden c¢ikis siirelerinin ise yaklasik 4-6 dakika oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 11. Gokkusagi alabaliklarinin anesteziye giris ve ¢ikislart esnasindaki goriintiileri.

Gilinlik pansuman islemlerinin 1 saat sonrasinda yemleme esnasinda tim

gruplardaki baliklarin yem aldiklar1 gozlenmistir.

Sekil 4. 12. Gokkusagi alabaliklarinin anestezi ve pansuman sonrasi yem alma anlari.

Kesik yaras1 olusturulmasi amaciyla aseptik sartlarda 10 numara bistiiri kullanilmis
Icm eninde agilan kesik yaralarinda 1 giinliik siirede herhangi bir apse olusumu

gozlenmemistir.
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Olusturulan kesik yaralarindan nekropsi 6ncesinde her 6rnekten steril transport swap
yardimiyla alinan numuneler TSA besiyerine ekilmis ve 21 ve 37 °C’lerde 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon periyodu sonunda yara bélgelerinde tiim balik &rnekleri igin herhangi
bir bakteriyel gelisme goriilmemistir. Kullanilan ekstraktin antimikrobiyal etkisinin

bakteriyel gelisimi engelledigi anlasiimaktadir.

Sekil 4. 13. Calismada kurulan deneme diizeni.

4.5. Yara Gelisimi Uzerine Ekstraktin Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada 4 farkli grupta (kontrol, kesik, antibiyotik ve ekstrakt) dizayn edilen
deneme diizeninde kontrol grubu hari¢ diger gruplardaki baliklar anestezi altina alindiktan
sonra tedavi amaciyla 1 cm uzunlugundaki kesik yaralarina pansuman yapilip tekrar
akvaryuma geri birakilmigtir. Tedavi amaciyla gerceklestirilen uygulamalar asagida

verilmistir (Sekil 4.14).
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S:kil 4. 14. Gokkusagi alabaliklarinin anestezi altinda tedavi uygulamaiarmm
gerceklestirilmesine ait goriintiiler (A: Kontrol Grubu, B: Kesik Grubu, C:
Antibiyotik Grubu, D: Ekstrakt Grubu).

Kesik yarast olusumunun 2. giiniinde ekstrakt muamelesi yapilan grup drneklerinde
yara dudaklarmin tamamen kapandigi goriilmistir. Teramisin uygulamasi yapilan
antibiyotik grubunda ise yara dudaklarinin tamamen birlesmesi 5. giiniin sonuna dogru
olusmustur. Kesik yarasi olusturulup tedavi amagli herhangi bir uygulama yapilmayan kesik
grubu Orneklerinde ise 7. giliniin sonunda yara dudaklarinda kismi birlesme oldugu
gozlenmistir. Kesik yarasinin tamamen kapanmadigi 6rneklerde gozlenmistir.

Calismada kesik yarasi olusumunun ardindan 24 saatte bir pansuman ve ardindan
tekrar uygulama gerceklestirilmistir. K, A ve E gruplarinda 1. giin ve 7. giin pansuman

uygulamasi sonrasi elde edilen yara bolgesi resimleri asagida verilmistir.
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Sekil 4. 15. Calismada K, E ve A gruplarina ait baglangi¢ ve bitis siirelerinde elde edilen
yara bolgesi resimleri (A: Kesik gurubu ilk giin, B: Kesik grubu 7. giin, C:
Antibiyotik grubu ilk giin, D: Antibiyotik grubu 7. giin, E: Ekstrakt grubu ilk giin,
F: Ekstrakt grubu 3. giin).

Aynmi anda ve aymi ebatlarda olusturulan kesik yaralarmin 2. giin sonunda yara
dudaklarmin E grubu disinda diger gruplarda agik oldugu goriilmektedir. E grubu
orneklerinde kesik yarasi bolgesi tamamen kapandig1 gozlenmektedir. Diger gruplara (K ve
A) ait baliklarda ayni sekilde yaranin kapanma stiresi farklilik gostermistir. K grubu
baliklarda 7. giinde kismi kapanma gozlenmis, A grubu 6rneklerde ise 6. giinde kapanma
gbzlenmistir.

Bu sonuglara gore, sikatrizasyon olusumunun ekstrakt uygulamasi yapilan
baliklarda yara iyilesimi siiresini ¢ok daha kisa siirede kapanmasina sebep oldugu

anlasilmaktadir.
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4.6. Enzim sonuclari

Enzim aktivite testleri, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya

Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirilmis olup, ¢alismada kullanilan malzeme,

cihaz ve ¢alisma diizenegi sirasi ile asagida verilmistir (4.16).

Sekil 4. 16. Karaciger ve kas dokularlndan MDA ve GST aktivite testleri i¢in
gerceklestirilen laboratuvar agamalari.
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4.6.1. MDA sonuclar

Lipid peroksidazindan sorumlu oldugu bilenen MDA aktivitesinin kontrol
grubuna gore en yiiksek diizeyde ve anlamli degisimi olan tek grup ekstrakt grubu olarak
gbzlenmistir. Birinci gliniin sonundan yara olusumunun viicutta meydana getirdigi
oksidatif stres ve savunma mekanizmasinin devreye girmesinden dolayr MDA
aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Ancak, bu aktivite diizeyindeki degisim aym
muameleye maruz kalmis farkli grup Orneklerinde farkli aktivite diizeyleri
gostermektedir. Bunun sebebi ise yara sagaltim siirecinin kisa oldugu grupta (E) aktivite
daha cabuk baslaylp daha kisa zamanda bitmesidir. Buna paralel olarak, iyilesim
stirecinin daha uzun siirdiigii K ve A gruplarinda ise C grubuna géore MDA aktvitesinin

artis1 daha uzun stirdiigii gérilmiistiir.

Cizelge 4. 3. Deneme grubu orneklerinde karaciger ve kas dokularinda MDA aktivitesinin
yara sagaltimi siiresince elde edilen spektrofotometrik sonuglari.

Karaciger dokusu MDA (nmol/g) Karaciger Dokusu MDA (nmol/g)
1. giin 3. giin

Kontrol 0,207744 Kontrol 0,235937

Kesik 0,191421 Kesik 0,219615
Teramisin 0,161743 Teramisin 0,261163
Ekstrakt 0,258196 Ekstrakt 0,182518
Karaciger Dokusu MDA (nmol/g) Kas Dokusu MDA (nmol/g)
6. giin

Kontrol 0,327938 Kontrol 0,158775
Kesik 0,222582 Ekstrakt 1. giin 0,169163
Teramisin 0,189937 Ekstrakt 2. giin 0,132066
Ekstrakt 0,154324 Ekstrakt 3. giin 0,10684

Yara olusumunun 3. giinli sonunda MDA aktivitesinin karaciger dokularindaki
degisimi ekstrakt grubunda anlamli olarak degistigi goriilmiistiir. Diger gruplardaki
degisim oranlar1 kontrol grubuna gére anlamsiz olmakla birlikte teramisin uygulamali
antibiyotik grubununun MDA aktivitesinin 3. giiniin sonuna dogru arttig1 goriilmiistir.
Ekstrakt grubundaki MDA aktivitesinin azalmasinin sebebi ise bir buguk giinde MDA
aktivitesinin ve iyilesim siirecinin baslayip, 2. giiniin sonunda iyilesim siirecinin

tamamlamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Yara olusumunun 6. giiniinlin sonunda K, A ve E gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli olarak degisimin oldugu goriilmiistiir. Teramisin grubunda makraskobik
olarak yara dudaklarinin iyilesimi 4. giiniin sonunda tamamlanmistir. Buna bagli olarak
MDA aktivitesinin sekilde goriildiigi gibi anlamli oranda diistiigli goriilmiistiir. K
grubunda ise 6. gliniin sonunda yara dudaklarinda makraskobik iyilesimi gozlenmistir.

Karaciger dokusunda MDA ve GST enzimi aktivitelerinin 6l¢timlerinin daha
anlamli olmasindan dolay1 tim gruplarda aktiviteler dl¢iilmiistiir. Kas dokularinda ise
daha ¢ok tedavi siirecinde etkinligini arastirdigimiz ekstrakt grubu 6rneklerinin en dnemli
olan ilk 3 giinii MDA ve GST aktivitesi dl¢iilmiistiir. Cizelge 4.3°te goriildigi iizere C
grubuna gore E grubu 6rneklerin aktivitesinin 1. giin daha ytiksek oldugu 2. ve 3. gilinlerde
ise kontrol grubuna gore dogrusal olarak azaldigi goriilmiistiir. Calismada kullanilan
ekstraktin yara {lizerindeki etkilerinde bir buguk giinde etkisi tamamen gosterdigi dikkate
almirsa MDA aktivitesinin degisiminde etki siireciyle paralel oldugu grafikten

anlagilmaktadir.

4.6.2. GST enzim aktivite testi sonuclari

Calismamizda kesik yarasi olusumu ve iyilesimi siirecinde hem viicudun savunma
sisteminde aktif rol alan hem de oksidatif stres kaynakli tiim viicut olaylarinda etkinligi

bilinen GST enzim aktivite sonuglar asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4. 4. Deneme grubu 6rneklerinde karaciger ve kas dokularinda GST aktivitesinin
yara sagaltimi siiresince elde edilen spektrofotometrik sonuglari

Karaciger dokusu GST (U/mg prot.) Karaciger Dokusu GST (U/mg
1. giin 3. giin prot.)
Kontrol 50,799 Kontrol 49,997
Kesik 52,250 Kesik 51,486
Teramisin 55,878 Teramisin 57,941
Ekstrakt 55,917 Ekstrakt 62,868
Karaciger Dokusu GST (U/mg prot.) Kas Dokusu GST (U/mg
6. giin prot.)
Kontrol 48,889 Kontrol 17,226
Kesik 43,160 Ekstrakt 1. giin 19,670
Teramisin 63,899 Ekstrakt 2. giin 17,378

Ekstrakt 19,326 Ekstrakt 3. giin 15,431
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Yara olusumunun 1. giiniinde kontrol grubuna gore diger tim gruplarda GST
enzim aktivitesinin anlamli sekilde arttig1 gozlenmistir. GST enzim aktivete diizeyinin E
ve A grubu orneklerinde daha yiiksek ¢ikmasi yara iyilesim siiresinin K grubuna gore
daha hizli olmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Yara olusumunun 3. giiniinde GST
enzim aktivitesinin E grubunda, diger gruplara gore anlamli olarak arttig1 gézlenmistir.
A ve K grubunun iyilesme siirelerinin daha uzun olmasi1 GST enzim aktivite diizeylerinin
daha pik seviyelerine ulagsmadigin1 gostermektedir. Yara olusumunun 6. giiniinde GST
enzim aktivitesinin ekstrakt uygulanan grupta anlamli olarak azaldigi, teramisin ile
muamele edilen grupta ise arttig1 goriilmiistiir. A 6rneklerinde ise, yara iyilesme siiresinin
tamamlanmamis olmasindan dolayr GST enzim aktivitesinin hala anlamli bir artista
oldugu gorilmektedir. K grubunda enzim aktivitesinin pik seviyeye gelmedigi
goriilmektedir. Bunun sebebi ise, kesik yarasinin iyilesme siiresinin daha uzun oldugu
diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4°te goriildiigii lizere kontrol grubuna goére E grubu 6rneklerinde GST
aktivitesinin 1. giin daha yiiksek oldugu 2. ve 3. giinlerde ise kontrol grubuna goére
dogrusal olarak azaldigi goriilmiistiir. Calismada kullanilan ekstraktin yara lizerindeki
etkilerinde bir bucuk giinde etkisi tamamen gosterdigi dikkate alindiginda GST enzim

aktivitesinin degisiminde etki siireciyle paralel oldugu grafikten anlasilmaktadir.



5. TARTISMA VE SONUC

Yara iyilesimi amaciyla ilk kez kullanilan Juniperus sp ekstraktinin
antimikrobiyal 6zelliginin belirlenmesi amaciyla Su iiriinleri alaninda siklikla karsilasilan
hastalik etkenlerinden L. garvieae ve S. epidermidis kullanilmistir. Ayni1 bakteriler
kullanilarak su {irtinleri hastaliklar1 alaninda yapilmis calismalar bazi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Turgay ve ark., 2015; Akayli ve ark., 2016; Ydriiten, 2018;
Onalan ve Yavuz, 2019).

Juniperus tiirlerinin akademik c¢alismalarda kullaniminin oldukg¢a az olmasi ile
birlikte kullanilan tiirlerinin ise c¢aligmamizda kullanilan juniperus tiiriinden farkli
olduklar1 goriilmektedir. Modern tip alaninda Juniperus oxycedrus tiirii ile yapilan
caligmalar bildirilmis (Kapdan ve ark., 2019) ancak etkinliginin ¢ok daha az oldugu
gorilmistiir. Benzer sekilde Juniperus oxycedrus ile antienflamatuar aktivite {izerine de
yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Rufino ve ark., 2014). Ancak, bu c¢alismalarda da elde
edilen etkinin daha diisiik oldugu gézlenmistir. Baliklarin tasinmasi veya incelenmesi
sirasinda, mevceut kesik ve siyriklarin kontaminasyonu genellikle yara, kesik veya siyrikla
iligkili lokalize bir cilt enfeksiyonuna neden oldugunu bildirmistir (Lowry ve ark., 2007).
Juniperus oxycedrus L ile yapilan bir ¢alismada katran ardict meyvesinden elde edilen
yag ve aromatik suyun antibakteriyel-antioksidan ozelliklerinin kullanimi arastirilmas,
elde edilen hem yagin hem de aromatik suyun antibakteriyel-antioksidan aktiviteye sahip
oldugu, bildirilmistir (Istk ve ark., 2020). Bello ve arkadaglarinin (1997) Juniperus
oxycedrus lzerinde gercgeklestirdikleri ¢alismalarinda kuru yaprak ile koklerinin
diklorometanol ve methanol yardimi ile elde edilen ekstraktlar farkli dozlarda enjekte
edilerek, kan parametrelerinin tizerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Ekstraktin kok veya
yapraktan alinmasinin sonuglari etkiledigi bildirilmistir.

Juniperus communis ile gerceklestirilen bir ¢alismada ise agacin meyveleri
kullanilmis ve kaynatma yontemi ile elde edilen ekstraktin diyabet tedavisinde etkili
oldugu bildirilmistir. Ozcan ve Ertekin, 2018). Chaouche ve sandik yapmis olduklar
caligmada (2014) Ardi¢ agac koklerinin metanol ile ekstraktinin antioksidan olarak
kullanilabilecegini  bildirmisler ve laboratuvar sartlarinda olusturulabilecegini
bildirmisleridir. Calismamizda kullanilan ekstraktin ise laboratuvar kosullarinda bir araya

getirilmesinin oldukga gii¢ oldugu goriilmektedir. Ciinkii, ¢alismada elde edilen etkinin
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aynisinin elde edilebilmesi i¢in fenolik bilesiklerin tamaminin bir araya getirilmesi
gerekmektedir. Oyle ki, ekstraktin fenolik bilesiklerinin oranlarmnin birbirine yakin oldugu
gorilmistiir. Giilsoy ve Civga (2016) yapmis olduklar1 ¢calismalarinda olgun diken ardig¢
(Juniperus oxycedrus L. subsp oxycedrus) kozalaklarini kullanarak ugucu yag ana
bilesenlerinden monoterpenler sinifina giren B-mirsen ve a-pinen bulundugunu tespit
etiklerini bildirmisleridir. f-mirsen uzerinde Farmokolojik olarak analjezik (agr1 kesici),
antiinflamatuvar (iltthap onleyici) ve sakinlestirici gibi ¢esitli etkilere sahip oldugunu, o-
Pinen'in ise iyi bir bronkodilator (brons genisletici) 6zellige sahip oldugu ve bunun
yaninda antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal, antimetastatik, apoptozu uyardigi,
antialerjik ve antibiyotik etkileri oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ise elde edilen ve
ilk kez denenen ekstraktin yara iyilesimi yoniinden denemesi ger¢eklestirilmis ve enzim
aktivite diizeylerindeki degisimleri ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Yapilan
baska bir ¢alismada bitkisel ekstrakt olarak, Ciya ve kurt liziimii ekstraktt Gokkusagi
alabaliginin raf omriinii uzatma icin kullanilmis, bu bitkisel ekstraktlarla kaplanmis
filetolarin duyusal kaliteyiarttirabilecegi bildirilmistir (Ergiil ve ark., 2020).

Baska bir ¢alismada giiclii bir antioksidan ve antimikrobiyal oldugu bildirilennar
kabugu ekstrat1 kullanilarak alabalik burgerlerinin raf dmriiniin uzatildig: bildirilmistir
(Ilknur, 2020). Artemisia campestris bitkisi ile gergeklestirilen bir calismada ise etanol
ekstrakt1 kullanilarak yavru gokkusagi alabaliklarinda paraziter etkenler iizerine etkileri
arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Diler ve ark., 2018).

Bu calismadan farkli olarak, geleneksel tipta sedatif ve anestezik etkileri oldugu
bilinen ali¢ (Crataegus monogyna), limon otu (Melissa officinalis), hashas (Papaver
somniferum) ve biberiye (Rosmarinus officinalis)’den elde edilen yaglarin farklh
konsantrasyonlarinin goékkusagi alabaliklarina verildigi ve kanlarinda biyokimyasal ve
hematolojik yonden olumlu degisimler go6zlendigini arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Giilhan, 2018).

Bu caligmada kullanilan bakteri izolasyonlar1 TSA besiyerlerine ekilmis ve tipik
koloniler elde edilmistir. TSA besiyeri birgok arastirmaci tarafindan izolasyon
asamasinda tercih edildigi bildirilmistir (Diler ve ark., 2000; Akayli ve Korun, 2004; Can,
2006; Canak ve Yardimci, 2011; Urkii ve Yardimci, 2013; Filik ve Kubilay, 2020). Baz1
arastirmacilar ise izolasyon amaciyla L. garvieae i¢in BHIA besiyeri kullandiklarini

bildirmislerdir (Timur ve ark., 2011; Korun ve ark., 2018; Duman ve ark., 2018).
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Calismada kullanilan bakterilerin katalaz, oksidaz ve Gram boyama sonuglari
izolatlarin ozelliklerine uygun olarak gozlenmistir. L. garvieae ve S. epidermidis ile
gergeklestirilen bir¢ok arastirmada Gr (+) ve katalaz, oksidaz testlerinin ayni sonug
verdigi bazi aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Dolgun, 2015; Duman, 2017).

Calismadaki bakterilerin molekiiler identifikasyonu amaciyla iiniversal primer
seti (27F-1492R) kullanilmistir. Bu primerler yanlizca PCR identifikasyonu amaciyla
degil, ayn1 zamanda sekans analizi amaciyla bakteriler i¢in spesifik primerler olarak
kullanilmaktadir. Bakterilerin identifikasyonu amaciyla bir¢ok arastirmaci Real-Time
PCR teknigini kullandiklarin1 ve giivenilirliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir
(Gecili, 2014; Saticioglu, 2018). Farkli arastirmacilar ise bakterilerin identifikasyonu
amaciyla ELISA gibi farkli teknikleri kullandiklarini bildirmislerdir (Albayrak ve Ozan,
2010).

Bu tez caligmasinda QIACube otomatik izolasyon cihazi (Qiagen) ile DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Otomatik izolasyon robotu ile gerceklestirilen
caligmalarda sonuglarin daha kaliteli ve giivenilir oldugu bazi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Gegili, 2014; Onalan ve Yavuz, 2019). Bakteriyel calismalarda hem
identifikasyon hem de tiir i¢i farkliliklarin belirlenmesinde sekans analizlerinin en net
sonucu verdigi bildirilmistir (Didinen ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasinda universal
primerler ile gergeklestirilen PCR amplikonlar1 Sanger sekans metodu ile dizileme islemi
gergeklestirilmistir. Ancak, sekans analizi isleminde NGS gibi iist diizey sekans
caligmalarinin daha 1iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Kaya, 2019). Bu metodun
dezavantaj1 ise asir1 maliyetli olmasidir.

Bu tez caligmasinda yara iyilesimi lizerine gokkusagi alabaliklarinda olusturulan
kesik bolgesinin tedavisi amaciyla kullanilan andiz kok ekstraktinin fenolik bilesiklerinin
belirlenmesi amaciyla GS-MS analizi yapilmistir. Yapilan GS-MS analizinde 46 farkl
bilesikten olustugu goriilmiistiir. Bu bilesiklerin oranlarinin birbirine olan yakinlig
ekstraktin 6nemini ortaya koymaktadir. Ciinkii, birka¢ 6nemli etken degil tamaminin bir
araya gelmesiyle olusan bu madde kan durdurma, yara iyilesimi, antimikrobiyal etkigibi
ozellikleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bu igerikleriden bazilar ile gerceklestirilmis calismalar
ve bilesiklerin etkileri 6zetlenecek olursa; Benzen ve diger organik ugucular, solunum
yollarinda tahrige, bobreklerde, karacigerde merkezi sinir sisteminde ve kan sisteminde

hasara neden olabilecegi ile ilgili baz1 sonuglar arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
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(Olgun, 2014). Yapilan baska bir ¢alismada benzenin propolisi ¢oziicii etkisi oldugu ve
bu amagla kullanildig: bildirilmektedir (Yonar, 2017). Phenanthren maddesi, bazt PAH
bilesikleri (p-hidroksibenzoik asit, naftalen, fenantren ve piren) ve bunlarin metabolitleri
hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizmalar {izerinde onarilamaz hasarlara yol acarak
balikk ve memelilerde tiimdr olusumuna, dolayisiyla kansere yol actigi bildirilmistir
(Erdogmus, 2012). Krizol ise dezenfekte edici 6zelliginin olduguna dair baz1 kaynaklarda
yer verilmistir (Anonim-c, 2020). Son yillarda c¢oklu antibiyotik direncine sahip
mikroorganizmalarin artmasi yiiziinden bu mikroplarin neden oldugu enfeksiyonun
tedavisi giderek i¢inden ¢ikilmaz hale gelmektedir. Bilinen tiim antibiyotiklere direng
gelistirmekte olan bakterilerde, ilag direngliligi artmakta ve yayilmaktadir.

Bitkisel tedavi uygulamalari, giivenilir ve yeni bir teknik olmasi yanisira yakin
gelecekte balik ciftlikleri icin etkisi gelisen bir uygulama olacag: bildirilmistir (Wu ve
ark., 2007). Ilaglara alternatif olarak tibbi bitkiler 6nerilmekte ve bazi1 geleneksel bitkiler
antimikrobiyaller olarak hali hazirda kullanilmaktadir. Baz1 ¢aligmalar, bitkilerin tedavi
edici etkilerinin tek bir etken maddeden ziyade ¢ok sayida bilesimin sinerjik etkisinden
kaynaklandigini, bu nedenle bitkisel bilesimlerin tek bir antibiyotikle dldiiriilmesi zor
olan mikroorganizmalarin direncliligine kars1 koyarak daha etkin bir tedavi sagladigini
rapor etmektedir (Shanthi-Sree ve ark., 2010; Mohd-Nazri ve ark., 2011). Bu durum,
arastirmacilart bitki oziitlerinden elde edilen dogal antimikrobiyal ajanlarin inhibitor
etkiye sahip bilesimlerini aragtirmaya yoneltmektedir (Dash ve ark., 2011). Yara
tyilesmesi ve dokularin oksidatif hasardan korunmasi i¢in antioksidan igeren bilesiklerin
topikal uygulanmasinin faydalar1 oldugunu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Kumar,
2007). Baz1 bitkiler taze yaralarin tedavisinde kullanilirken, bazilar1 ise kroniklesmis
yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (Khalil, 2007). Bakterilerde antibiyotiklerde
oldugu gibi esansiyel yaglara kars1 diren¢ olusmamaktadir. Antibiyotikler bakterinin
kromozom yapisini etkileyerek bakteriyi imha ederken, fenolik bilesikler bakterinin hiicre
duvarmi etkileyerek bakterinin imhasina yol actigi i¢in herhangi bir kromozom
transferine neden olmamaktadir (Yigitarslan ve ark., 2011).

GS-MS analizinin fenolik birlesikleri agisindan bitki 6rneklerinde kullanildigi
bazi aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (Selli ve ark., 2001; Giilsoy ve ark., 2008;
Selimoglu ve ark., 2015; Bozari, 2016; Akkus, 2018). Bu arastirmalardan farkli olarak

bazi arastirmacilarin ise fenolik bilesiklerin analizinde ICP-MS cihazini kullandiklarini
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bildirmislerdir (Celik, 2004; Giizelsoy, 2013; Tegin ve ark., 2018). Baz1 arastirmacilar
tarafindan Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) olarak bilinen spektroskopik yontemin
de bu calismalarda kullanildig: bildirilmistir (Giirdeniz ve ark., 2008; Biiyiiksint ve
Kuleasan, 2014; i¢yer ve Durak, 2020).

Bu calismada kullanilan gokkusagi alabaliginda yara iyilesiminde rol alan
ekstraktin ampisilin ve florfenikol skala alinarak antibiyogram testine tabii tutulmustur.
Antibiyogram testi sonucunda ekstraktin ampisilin ve florfenikole gore %17 DMSO ile
sulandirilmis formunun dahi daha etkili oldugu goriilmiistiir. Antibiyotic Zone Diameter
Table’a gore elde edilen sonuglar dogrultusunda andiz kok ekstraktinin baligin sagligi
acisindan alternatif tedavi maddesi olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Son yillarda
akuakiiltiirde antimikrobiyallerin sik kullanima bagli olarak olusan saglik sorunlari
Avrupa Birligi tilkelerinde yasal diizenlemelerin yiiriirliige girmesine neden olmus ve
buna bagl olarak bir¢ok tilkede antimikrobiyallerin kullanim1 sinirlandirilmistir (Avrupa
komisyonu No 1831/2003). Avrupa Birligi iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de
antimikrobiyal kullanimina smirlamalar getiren diizenlemeler yapilmistir. Bitki
ekstraktlariyla gergeklestirilen birgok ¢alismada antimikrobiyal testleri gergeklestirdigi
bildirilmistir (Berber ve ark., 2009; Ugar ve ark., 2015; Yavuzcan ve Kaynar, 2016; Askar
ve Deveboynu, 2018; Cigek, 2018; Korun ve ark., 2019). Yapilan bazi ¢alismalarda,
ampisilin  ve florfenikol antibiyotikleri kullanilarak antibiyogram testlerinin
gergeklestirildigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Aksit ve Cavit, 2008; Ozcan,
2011; Ersoy ve ark., 2014; Ipek, 2015; Dolgun, 2015; Balta ve Dengiz, 2016; Balta ve
Yilmaz, 2019).

Bitki ekstraktlar1 ile gergeklestirilen akademik g¢alismalarda MIK testlerinin
oneminin biiyiilk olduguna deginilmistir (Walnut, 1993). Ciinkii, kullanilan bitki
ekstratlarinin bakteriler lizerine hangi konsantrasyonlarinin ne kadar etkili oldugunun
bilinmesi, doz ayarlamalar1 gibi O6nemli caligmalarda zorunlu kriterdir. Yapilan
calismalarda, L. garvieae nin farkli suslarinin MIK konsantrasyonlarmin belirlendigi
bildirilmistir (Kubilay ve ark., 2005).

Calismada yara olusumu ve tedavi siireleri dikkate alindiginda, deneme diizeninin
Chiller ile sicakligim 12+0.1 ©°C‘de tutuldugu goézlenmistir. Deneme diizenegi
kurulumundan balik 6rneklerinin akvaryumdan ¢ikarildiklar1 zamana kadar su

sicakliginin 1240.1 °C*de kaldig1 gézlenmistir. Suyun pH’s1 giinliik olarak otomatik prob
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ile 8.0 olarak Olcllmiistiir. Deneme siiresi boyunca kontrol grubunda (kesik
olusturulmayan grup) balik 6liimlerinin gergeklesmedigi gozlenmistir. Gergeklestirilen
baz1 calismalarda gokkusagi alabaliginin optimum yetisme sartlarindan su sicakliginin
12-20 °C oldugu bildirilmistir (Tekeli, 2019). Gokkusagir alabaligi Orneklerinde
olusturulan kesik yarast 1 cm eninde ensize edilmistir. Gokkusagi alabaligi ile
gergeklestirilen yara calismalar1 cinsiyet ve cinsi olgunlugu belirlemek, cerrahi
miidehalelerde 6zellikle karacigerinin biyopsisiyle histolojik yapisinin, enzimatik ve
hormonal 6zelliklerinin incelenebilecegi belirlenmistir (Sarieylipoglu ve ark., 2017). Bazi
arastirmacilar ise baliklarda yara olusumunu elektronik etiketleme icin yaptiklarini
bildirmislerdir (Cooke ve ark., 2003; Wagner ve ark., 2011). Ultrasonik vericiler, radyo
vericiler ve pasif entegre transponderlerin intraperitoneal cerrahi implantasyonu, tek bir
baligin hareketini ve habitat kullanimini izlemek i¢in yaygin bir teknik haline gelmistir
(Winter, 1996; Rav ve ark., 2011). Deneysel olarak baliklarda yara olugturma tekniklerini,
kismi ve derin yaralar olusturarak ¢esitli kagit mendil, zzimba biyopsi igneleri, nester, lazer
yontemlerini karsilastirmislar ve iyilesme siirecini baligin tiirline, yaranin kismi ya da
derin olmasina gore degisecegini bildirmislerdir. Zupanc ve arkadaslar1 (1998),
Apteronotus leptorhynchus’larda noronal rejenerasyon ve Proliferatif aktiviteyi
belirlemek icin cerrahi bigak ile serebellumda 1 mm derinliginde yara olusturmus,
uygulamanin ardindan ilk 30 dakikada lezyon bdlgesinde TUNEL pozitif hiicreler’in
arttigini ilk 5 giinde yiiksek seviyede oldugunu ve dokuyu onardigini bildirmistir. Verma
ve arkadaglar1 (2017) yaptiklari ¢alismada sazanlarda deri yaralarinin iyilesmesine etkisini
arastirmis, asiaticoside ile muamele edilen baliklarda iyilesmenin daha hizli goriildiigiinii
bildirmislerdir.

Tez c¢aligmasinda kullanilan ekstraktin ugucu yaglar, kompleks bilesikler,
terpenoidler, alkoller, laktonlar ve aldehitler ve esterlerden meydana geldigi GS-MS
analizi ile belirlenmistir. Ekstraktin antimikrobiyal 6zelligini belirlemek amaciyla
kullanilan bakteri izolatlarinin identifkasyonlari Real-Time PCR ile gerceklestirilmistir.
L. garvieae %90.67 oraninda ve S. epidermidis %99.78 oraninda PCR ile identifiye
edilmistir. Biyokimyasal oOzellikleri gostermek amaciyla gergeklestirilen API testi
sonucunda L. garvieae’nin %85 oraninda, S. epidermidis’in ise %90 oraninda

identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir.
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Antibiyogram testi sonucundan ekstraktin L. garvieae’ye karst 17 mm, S.
epidermidis i¢in ise 15 mm zon ¢ap1 olusturdugu ve ¢aligmada kullanilan Ampisilin (AM)
ve Florfenikol (F)’e gore daha direngli oldugu goriilmiistiir. Ekstraktin MIK testi
sonucunda L. garvieae ve S. epidermidis’nin gelisimi, %25, %5 ve %]1’lik
konsantrasyonlarinin inhibe ettigi goriilmistiir.

Bu tez caligmasinda gokkusagi alabaliklarinda deneysel olarak olusturulan kesik
yarasinin tedavi sliresince enzim aktivite testleri yoniinden MDA ve GST aktiviteleri
Olclilmiistiir. Aragtirmacilar tarafindan gerceklestirilen bircok ¢alismada anti-bakteriyel,
anti-paraziter, biiylime performansi, antioksidan aktiviteler ve bagisiklik sistemi ile ilgili
MDA ve GST aktiviteleri iizerine incelemeler gerceklestirilmistir. MDA {iizerinde
gerceklestirilen bir calismada viral hemorajik septisemi viriisiiniin (VHSV) gokkusag:
alabalig1 dokularinda MDA diizeyleri arastirilmis ve MDA aktivitesinin virus olan
gruplarda daha yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir (Ozcan ve Ertekin, 2018). Bir diger
caligmada ise juvenil gokkusagi alabaliklarinin oksidadif stresini belirlemek amaciyla
farkli donemlerde MDA diizeylerinin aktivilerlerinin farkli sonuglar verdigi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Kelestemur ve Yildirim, 2016). Bagka bir
caligmada, gokkusagi alabaliklarinda kadmiyum toksisitesinin kalp ve kas iizerine
etkilerine bakildig1 ve alinan 6rneklerde MDA diizeylerinin kiigiik dozlarda bile artmis
oldugunu ve strese neden oldugu bildirilmistir (Taysi ve ark; 2020). Yapilan baska bir
caligmada gokkusagi alabaliklarinda biiyiime performansi ve antioksidan savunma
sistemini incelemek amaciyla okside olmus balik yag1 iceren yemlere findik yag ilave
edilip biiylimede olumlu etki yaptig1 ve lipid peroksidasyon seviyesinin biiyiik 6l¢iide
distligiiniin gorildiigi bildirilmistir (Arslan, 2017). Luciobarbus esocinus ile yapilan bir
caligmada ise ayni tiiriin disi ve erkek bireyleri arasinda farkliliklar arastirilmis vitamin
yoniinden bir¢ok parametrenin farkliklik gosterdigi ancak lipit peroksidasyon gdstergesi
olan MDA seviyesinin cinsiyete gore farklilik gostermedigi bildirilmistir (Barata ve ark.,
2017). Civa toksisitesi ve bu toksisite lizerine selenyumun koruyucu roliinii belirlemek
icin bu tezde kullanilan balik tiirtinden farkli olarak Oreochromis niloticus 'un
dokularindaki oksidatif stres parametreleri arastirilmis, oksidatif stres parametresi olarak
MDA diizeyleri karsilastirilmistir. Arastirmacilar yapmis oldukalri ¢alisma sonucunda,
solungac ve karaciger dokularinda daha yiiksek oldugunu, selenyumun koruyucu rolii

oldugunu bildirilmistir (Kaya, 2016).
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Balik hastaliklar1 ve tedavi siiregleri ile ilgili gergeklestirilen bir calismada
formaldehitin hematolojik ve antioksidan parametreler {izerine etkisi arastirilmais,
gokkusagi alabaliklarina farkli dozlarda uygulama yapilmis ve kontrol grubuna gore kan
parametrelerinin azalip, oksidatif strese karsi viicudun savunmaya gecerek GST
seviyesini artirdigini bildirmislerdir (Yonar ve ark., 2014). Bir diger calismada,
curcuminin gokkusagi alabaligina bazi antioksidan parametrelere etkisi incelenmis,
curcuminin belirli dozlarda ve giinlerde baliga verilerek, deneme sonunda baliklardan
karaciger, bobrek ve dalak dokularinda GST enzim aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir
(Yonar ve ark., 2014). Bagisiklik sistemi iizerine yapilan baska bir caligmada ise
spirulinanin bakir siilfat iizerine etkisi arastirilmistir. Subletal dozda bakir siilfata maruz
birakilmis gokkusagi alabaliklarinin stres indikatorii olarak GST seviyesine bakilmistir.
Spirulina uygulanan gruplarda GST aktivite diizeyinin kontrol gruplarina goére anlaml
diizeyde yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir (Gokhan, 2015).

Tez calismasinda lipit peroksidasyonunu belirlemek amaciyla MDA ve GST
enzim aktiviteleri incelenmistir. Yapilan calismada, deneme gruplarinda 1 cm enindeki
ensize yaranin 2. gliniinde en hizli E grubunda sikatrizasyon gozlenmistir. Bunu takiben
Antibiyotik (A) grubunda 5. gilinde, Kesik (K) grubunda ise 7. giinlin sonunda
sikatrizasyon gdézlenmistir. Tedavi uygulanan (E, A ve K) gruplardan alinan karaciger ve
kas dokusu MDA ve GST aktivite diizeyleri agisindan incelenmistir. Karaciger
dokusunda, MDA aktivite testi sonuglarina gére E grubunda 2., K grubunda 6., A
grubunda ise 5. giinde anlamh artiglar gézlenmistir. Kas dokusu 6rneklerinde MDA
aktivitesinin E grubu 6rneklerinde 1. giin anlamli olarak arttig1, 2. ve 3. giin ise dogrusal
olarak azalig1 gozlemlenmistir. Bu, hem ekstrakt hem de teramisin gruplarinda viicut
savunma sistemi ve oksidadif faktorlerin normal seviyelerine dondiigii seklinde
yorumlanabilir. Karaciger dokularinda GST enzim aktivitesinin ise E grubunda 2., A
grubunda 4. ve K grubunda 6. giinde anlamli artislarin oldugu gézlenmistir. E grubunda
bir buguk giinde iyilesmenin makraskobik olarak bitmesi enzim aktivitesinin oksidadif
stres, viicut savunma sistemi gibi etkenlerin normal diizeye gelmesinden dolay: diistiigii
seklinde yorumlanabilir. E grubunda kas dokusu orneklerinde olciilen GST enzim
aktivitelerinin 1. giin anlamli olarak arttigi 2. ve 3. gilin dogrusal olarak azaldig
gbzlemlenmistir. Enzim aktivitelerinin pik yaptig1 giinler yara iyilesiminin makroskobik

olarak kapanmasini takip eden giinlere karsilik geldigi gézlenmistir.



53

Calisma sonucunda, balik hastaliklar1 alaninda andiz ekstraktinin yaralar iizerinde
anlamli pozitif sonuglarinin oldugu goézlenmistir. Yara iyilesimi {izerine su iriinleri
alaninda ilk kez denemesi ger¢eklestirilen ekstraktin balik sagligi agisindan alternatif bir
tedavi iirlinii olabilir. Ekstraktin su {iriinleri alaninda bakteriler i¢in antibiyotikler yerine
alternatif bir {irlin haline doniistiirilmesi i¢in daha ileri c¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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Ebru AVCI 1983 yilinda Adana’da dogdu. Ilkogretimini Ismet Inononii
Ilkokulu’nda, ortaokulunu Gazi Orta Okulu’nda, lise 6grenimini ise Adana Kiz Lisesi’nde
tamamladi. 2008 yilinda Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’nden mezun oldu. 2012
yilinda Tarim ve Orman Bakanligi’nda goreve basladi. 2018 yilinda Van Yiiziincii Y1l
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali’nda
Yiiksek Lisans egitimine basladi. Halen Van Ili Tarim ve Orman Miidiirliigi’nde

gorevine devam etmektedir. Evli ve 2 ¢ocuk annesidir. Yabanci dili Ingilizce’dir.






EKLER
Ek-1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari

G W ol
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERIi YEREL ETIiK KURULU

ARASTIRMA BASVURU ONAY BELGESI

Arastirmanin Adi Andiz (Juniperus drupacea) Ekstraktinin
Antimikrobiyal Ozelliginin ve Gokkusagi
Alabaliklarindaki  (Oncorhynchus — mykiss)
Yara  Gelisimi Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi
Arastirmanin Yiiriitiiclisti Dr. Ogr. Uyesi Sitkriit ONALAN
Yardimci Arastiricilar Yiik. Lis. Ogr. Ebru AVCI
Kurumu Su Uriinleri Fakiiltesi
Arastirmanin Tahmini Siiresi | 12 Ay
Kullanilacak Hayvan Balik 96 Adet

Tiirii ve Sayisi
Destekleyecek Kurulus (lar) Van YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanhg

Bagvuru Tarihi 22/07/2019

Karar No:2019/07 Tarih:25.07.2019

Van Yizincd Yil Universitesi Su Uriinleri Fakilltesi ogretim fiyesi/elemant Dr. Ogr. Uyesi Sikri
ONALAN sorumlulugunda yiriitiilmesi planlanan ve yukarida bagvuru bilgileri verilen yiksek lisans
projesi, gerekge, amag ve ydntemler dikkate alinarak ilgi bagvuru belgeleri incelendi. Caligmanin etik
agidan uygun olduguna, projenin asafidaki hususlar dikkate alinarak ydriitilmesine ve proje
KARAR vilriitticiistine iletilmesine oy birligi / oy goklugu ile karar verildi.

BILGILERI 1) Projede herhangi bir degisiklik gerektiginde kurulumuzdan onay alinmasi.

2) Projede cahigacag: bildirilen aragtincilarda degigiklik oldugunda kurulumuzdan onay alinmasi.
3) Deney hayvanlan tizerinde yapilacak girisimin baslangig ve bitig tarihlerinin bildirilmesi.

4) Cahigma stiresinde tamamlanamaz ise ek siire talebinde bulunulmasi.

5) Caligma tamamlandiginda sonug raporunun génderilmesi.

B)}f?!\WCH IR
Prof. Dr. Semiha DEDE
\ UYE UYE UYE
, Prof. Dr. N. Tugba BINGOL Prof. Dr. Siddik KESKIN Prof. Dr. Nalgn OZDAL
+ UYE } UYE i
PMM Dog. DLLFm}\KU$ Dog. Dr. Yildirdy BASBUGAN
., JOYE s UYE UYE
/
) Dr. Ogr. Uyesi .
Dog. Drf€anser Yilmaz DEMIR = Orug YUNUSOGLU Dr. Ogr. Uyesi Siikrii ONALAN
UYE UYE UYE
Dr. Ogr. Uyesi Hacer SAHIN Vet. Hek. Kerem OGRAK Vet. Hek. Ismail Hakki BEHCET
AYDINYURT
UYE
Zir. Mith. Kenan YILDIRIMOGLU

*Bu form VAN YUHADYEK tarafindan doldurulacaktir,






Ek-2. Lisansiistii Tez Orjinallik Raporu

T.C
VAN YUZUNCU YIL UNiVERSITESI
FEN BiLiMLERi ENSTiTUSU
LiSANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 01/12/2020

Tez Bashigi / Konusu: “Andiz (Juniperus sp) Kokii Ekstraktinin Antimikrobiyal Ozelliginin ve Gokkusag
Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) Yara Gelisimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi”

Yukarida bashigi/konusu belirlenen tez calijmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
bdlimlerinden olusan toplam 92 sayfalik kismina iliskin, 20/11/2020 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan
Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik oran1 % 10 (On)’dur.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir haric,

- I¢indekiler hari,

- Simge ve kisaltmalar haric,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga haric,

- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlart hari¢ (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina iliskin
Ydnergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi bir
intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

01.12.2020
Tarih ve imza

Adi Soyadi : Ebru AVCI
Ogrenci No : 17910001213
Anabilim Dali: Su Uriinleri Mithendisligi

Programi.  : Su Uriinleri
Statiisii. :Y. Lisans X Doktora [
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR

Dr. Ogr. Uyesi Siikrii ONALAN
(Unvan, Ad Soyad, Imza) (Unvan, Ad Soyad, imza)







