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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ELMA, NAR VE UZUM SIRKESININ Flavobacterium psychrophilum
BAKTERIYEL BALIK PATOJENINE KARSI /r vitro ANTIBAKTERIYEL
AKTIVITE VE BiYOFIiLM OLUSUMUNA ETKIiSININ INCELENMESI

Ahmet DURU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi

Damsman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Geleneksel olarak elde edilen iiziim, elma ve nar sirkesinin gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus  mykiss) kulugkahanelerinde biiyiik bir problem olusturan
Flavobacterium psychrophilum patojenine karsi antimikrobiyel aktivitesi ve
sirkelerin biyofilm olusturmasina etkileri incelenmistir.

Calismada F. psychrophilum’a kars1 yapilan antibiyotik duyarlilik testinde suslarin,
ampisilin, nalidiksik asit, oksalinik asit antibiyotiklerine karsi1 % 83.4 orani ile
duyarli iken,tetrasiklin, nitrofurontoin, kanamisin, penisilin G antibiyotiklerine kars1
%100 direncli oldugu bulunmustur. Sirkelerin antibakteriyel aktivitesinde; F.
psychrophilum suslarina karsi en etkili izim (55 mm) bunu takiben nar (54 mm) ve
elma (50 mm) sirkeleri bulunmustur. Yapilan adezyon ve biyofilm testlerinde F.
psychrophilum'un adezyon kabiliyetinin ¢ok iyi oldugu tespit edilmistir. Sirkelerin
adezyon olusumuna etkisi incelenmis olup tiim sirkelerin adezyon olusumunu
engelledigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, dogal bir madde olan sirkelerin F. psychrophilum igin iyi bir
antibakteriyel aktivite olusturdugu ve adezyon olusumunu engelledigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Uziim sirkesi, nar sirkesi, elma sirkesi, Flavobacterium
psychrophilum, Oncorhynchus mykiss, antibakteriyel aktivite, biyofilm, adezyon
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION THE EFFECT OF APPLE, POMEGRANATE AND
GRAPE VINEGAR ON THE In vitro ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND
BIOFILM FORMATION AGAINST Flavobacterium psychrophilum
BACTERIAL FISH PATHOGEN

Ahmet DURU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

This study was carried out to examine the antimicrobial activity of the traditional
grape, apple and pomegranate vinegar against the pathogen of Flavobacterium
psychrophilum, which constitute a major problem in Rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) hatcheries, and effects on biofilm forming of vinegars.

It has been foundthat strains are sensitive to ampicillin, nalidiksik acid, Oksalanik
acid antibiotics with a rate of 83.4%, also they are resistant against Tetracycline,
nitrofurontoin, kanamycin, penicillin G antibioticswith a rate of 100 % in the study
of antibiotic susceptibility testing against F. psychrophilum. It has been found that
grape is the most effective in the antibacterial activity of vinegars against strains of
F. psychrophilum, then pomegranate and apple vinegar, respectively (55 mm, 54
mm, 50 mm). It has been identified that F. psychrophilum has very good adhesion
capability in adhesion and biofilm tests. Vinegar has been examined the effect on
adhesion formation, and then it has been identified that all vineagars inhibit the
adhesion formation.

As a result, vinegars which are a natural substance have a good antibacterial activity
for F. psychrophilum Vinegars also inhibit the adhesion formation.

Keywords: Grape vinegar, pomegranate vinegar, apple vinegar, Flavobacterium

psychrophilum, Oncorhynchus mykiss, antibacterial activity, biofilm, adhesion

2016, 56 page
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1.GIRIS

Tarih boyunca insanlar yasam alanlarini, genellikle su kaynaklarina yakin bolgelere
kurmustur. Kiyilar ve denizler, tiim canlilarin kullanimlart i¢in 6nemli dogal
kaynaklardir. Insanlar, eski yillardan giiniimiize bu kaynaklara sahip olmak ve onlari
kontrol altina almak igin caba gdstermektedirler. Ug tarafi denizlerle cevrili, 8333 km
deniz kiy1 seridine sahip bir yarimada olan iilkemiz, su iirlinleri avciligr ve
yetistiriciliginde oldukca yiiksek bir potansiyele sahiptir. 2015 yil1 igerisinde 397.731
ton deniz triinleri, 240.334 ton yetistiricilik tiretimi, 36.134 ton tatli su triinleri elde
edilmistir. Uretimin % 59.16’sm1 deniz baliklari, % 35.75’ini yetistiricilik iiriinleri
olustururken yalnizca % 5.09’unu i¢ su iiriinleri olusturmaktadir (TUIK, 2015).
Insanlar giinliik diyetlerinde &nemli miktarlarda hayvansal protein tiiketmek
zorundadir. Viicudumuzun ihtiyaci olan hayvansal protein gereksinimini daha ucuz
ve bitkisel besinlere gore daha zengin protein seklinde karsilayan su iiriinleri, besin
endiistrisinin 6nemli bir sektoriinii olusturur (Dagtekin vd., 2007). Balik proteinleri
viicut dokularmin korunmast ve gelismesi i¢in gerekli tim aminoasitleri

icermektedir.

Baliklardaki yag asitlerinin migren tiirii bas agrilarina, eklem, tansiyon, kalp damar
hastaliklarina ve bazi alerjenlere kars1 viicudu korudugu bildirilmektedir. Baliklarda

insanlar igin gerekli olan en az 13 vitamin bulunmaktadir (Turan vd., 2006).

Glinlimiizde, artan niifus ve saglikli beslenme ihtiyaci nedeniyle gerek diinyada
gerekse Tiirkiye’de su canlilarina olan ilgi ve ihtiyag her gecen giin artmaktadir. Su
tirtinleri yetistiriciligi diinyada hala en hizli biiyliyen gida iiretim sektoriidiir (Boran,
2009). Entansif balik yetistiriciliginde artan ftretime paralel olarak hastalik
problemleri siklikla yasanmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, su kalitesindeki
degisimler bakteriyel hastaliklarin yaygin olarak goriilmesine sebebiyet vermektedir.
Sonu¢ olarak, yetistiriciligi yapilan baliklarda biiylimenin yavaslamas1 ve
Oliimlerinin goriilmesi biiyiik ekonomik kayiplara neden olabilmektedir (Bjorklund
ve Bylund, 1990). Bu nedenle balik yetistiriciliginde hastaliklar olusmadan etkin

koruma yontemlerinin belirlenmesi ve gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.



Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bazi antimikrobiyal maddeler, hem su
hem de baliketinde kalintiya (rezidii) neden olabilmektedir. Ayrica bazi balik
patojenlerinde bulunan diren¢ genlerinin insanlarda patojen oldugu bilinen
bakterilere aktarabildikleri ve bu yiizden bazi antibiyotiklerin insan sagligi igin
oldukg¢a zararli oldugu tespit edilmis ve su {iriinleri yetistiriciliginde kullanimlar
siirlandirilmistir (Schnick vd., 1997; Daly 1999). Bu nedenlerle, son yillarda
yapilan ¢alismalarda su iirlinleri yetistiriciliginde baliklar1 saglikli tutmak amaciyla

ozellikle dogal maddelerin kullanimina dikkat ¢ekilmektedir (Sivaram vd., 2004).

Organik su canlilar yetistiriciligi konusundaki ¢alismalar Avrupa’da 1990’11 yillarin
ortalarinda  baslamistir. Organik su canlilart ile ilgili resmi istatistik
bulunmamaktadir. Ancak 2005 yilinda yaklasik 25.000 tonluk bir {iretimin
gerceklestigi bildirilmektedir. Organik bitkisel iiretimdeki kural ve standartlarin
organik balik yetistiriciliginde de uygulanmasinin zorlugu sebebiyle daha yavas bir
seyirle gelismektedir. Simdiye kadar somon, karides, sazan ve alabalik organik

olarak yetistirilen 6nemli tiirlerdir (Harms vd., 2003).

Baliklarda ila¢ kullanimini gerektirebilecek hastalik nedenleri ise Sekil 1.1°de

gosterildigi gibi siniflandirilabilir (Arda vd., 2005, Timur ve Timur, 2003).

Biyolojik [ Biyolojik Olmayan
Nedenler L Nedenler

—> | Bakteriler | Yem ile ilgili Faktorler
—> [ Parazitler | Suile ilgili Faktdrler
—>| Mantarlar —» Genetik Faktorler

—»| Viriisler

Sekil 1.1. Baliklarda hastalik nedenleri
(Tiirk ve Oguz, 2013)

Su canlilarindan insanlara gegen zoonotik hastaliklar istiridye, midye gibi deniz
canlilar1 ya da baliklarin az pismis veya ¢ig olarak tiiketilmeleri ile bulagmaktadir.

Insanlarda hastalik yaptig1 bildirilen veya enfeksiyon olusturabilme potansiyeline



sahip su {rilinleri orijinli zoonotik hastaliklar ve toksinler ise Cizelge 1.1°de

verilmistir (Talat vd., 1997).

Cizelge 1.1. Su tirtinleri orijinli zoonotik hastaliklar ve toksinler (Talat vd., 1997).

Gram-Negatif Bakteri Tiirleri ~ Vibrio tiirleri
Aeromonas tiirleri
Photobacterium domsalae subsp. damsalae
Plestomonas shigelloides
Pseudomonas tiirleri
Salmonella tiirleri
Klebsiella tiirleri
Edwardsiella tarda
Hafniaalvet
Campylobacter tiirleri

Gram-Pozitif Bakteri Tiirleri ~ Clostridium tiirleri
Listeria tiirleri
Mycobacterium tiirleri
Erysipelothtix tiirleri
Streptecoccu siniae

Parazitler Anisakiasis tiirleri
Diphyllobothrium tiirleri
Capillaria philippinensis

Viriisler Poxvirus

Mantarlar Balik mantarlar1  ile ilgili  insan
enfeksiyonlar1 bildirilmemistir

Toksinler Histamin balik zehirlenmesi

Ciguatera zehirlenmesi
Paralitik kabuklu zehirlenmesi

1.1. Hastaliklar Onemi

Ekonomik kayiplara neden olmakta

Thracat: olumsuz yoénde etkilemekte

[lag masraflar maliyeti artirmakta

Bilingsiz kullanilan ilaglar; Rezidili sorunu yaratmakta
Cevre kirliligi olusturmakta

Bakteriyel direnci artirmakta

Is ve zaman kaybina yol agmaktadir.

Ulkemiz o6nemli kiiltiir balikgilig1i potansiyeline sahip olmakla birlikte kiiltiir
balik¢iliginda ¢ok sayida baligin bir arada ve yakin temas halinde bulunmasi

nedeniyle dogada serbest yasayanlara oranla, daha fazla hastalik goriilme riski
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tasimaktadir (Arda vd., 2005). Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kiiltiir balig
yetistiriciliginde hem havuz ve yetistiricilikte kullanilan ekipmanlar1 dezenfekte

etmek hem de paraziter, fungal ve bakteriyel hastaliklarla miicadele etmek i¢in ¢ok

cesitli ilaglar kullanilmaktadir (Cizelge 1.2) (Prearo vd., 2004).

Cizelgel.2. Kiltiir Balikgiliginda Baslica Kullanilan Antibiyotik, Antiparaziter ve

Dezenfektanlar (Prearo vd., 2004).

Antibiyotikler

Antiparaziter Ilaclar

Dezenfeksiyon maddeleri

Basitrasin Akinitrazol Baylusit
Kloromfenikol* Amonyum hidroksit Zephirol
Klortetrasiklin Atebrin Kloramain T
Doksisiklin Dyloks* Formol

Eritromisin Bakair siilfat Fenoller ve fenol derivatlari
Furaldaton* Bazik brilant yesili lodofor

Furazolidon* Triklorfon* Kalsiyum siyanamid
Ronidazol* Enheptin Klorlu kire¢
Griseofulvin Di-n-butyt ¢inkooksit Potasyum permanganat
Kanamisin Gabbrokol Sodyum hidroksit
Neomisin Kollargol Sodyum pentaklorfenalat
Nitrofarazon* Lysol Sonmemis kireg
Oleandomisin Malasit yesili* Sonmiis kireg
Oksitetraksiklin Metilen mavisi Sodyum hipoklorit
Polimiksin Metrifonat

Sulfadiazin Niklosamid

Sulfamerazin Piavetrin

Sulfanilamid Potasyum permanganat

Sulfasol Rivanol

Streptomisin Salisilik asit

Tiamfenikol* Dimetridazole*

Dapsone* Trypaflavin

*Gida degeri olan hayvanlara uygulanmasi yasaklanan veteriner ilag etkin maddeleridir

Yenilebilir baliklarda kullanilan antibiyotik sayis1 ve ¢esitliligi son yillarda oldukca
sinirlandirlmistir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) baliklarda sadece
sulfamerazin, oksitetrasiklin dihidrat, sulfadimetoksin-ormetoprim ve florfenikoliin
(FFC) yasal kullanimina izin vermektedir (Floyd, 2011). Baz1 Avrupa Birligi (AB)
ilkelerinde florfenikol, sulfadiazin+trimetoprim, oksitetrasiklin, amoksisilin,
aksolinik asit, sarofloksasin, flumekuin su iirlinlerinde kullanim i¢in lisanslidir
(Wallace, 1979). Tiirkiye’de ise florfenikol, sulfadiazin+trimetoprim, oksitetrasiklin,
amoksisilin, oksolinik asit, enrofloksasin etkin maddelerini kapsayan ruhsatli 35
balik preparat1 vardir (GTHB, 2013).



Antibakteriyel ilaglara kars1 mikroorganizmalarda gelisen direng giiniimiiziin kiiresel
bir saglhik problemidir. Antibiyotiklerin bilingsiz  kullanimi bu siireci
hizlandirmaktadir. Bir antibiyotige kars1 duyarliligin1 kaybetmis bakteri veya bakteri
topluluklarinin, o antibiyotige yakin kimyasal yapiya veya benzer etki
mekanizmasina sahip diger antibiyotiklere karsida direncli olmasi durumu olarak
bilinen "capraz diren¢" nedeni ile hayati 6nemdeki bir¢cok antibiyotik grubu etkisiz
ve kullanilamaz hale gelmektedir (Yavuz, 2015). Tedavi segenegi siirh
mikroorganizmalar arasinda goriilen c¢apraz diren¢ insanlarin sagligimi tehdit eder
hale gelmistir. Bugiinkii boyutlarda antibiyotik kullanimi sebebiyle ¢apraz direncin
tamamen Oniine gegmek miimkiin goriinmemektedir. Ancak, antibiyotik kullaniminin
miimkiin oldugunca azaltilmasi1 ve alternatif tedavi yontemlerinin kullanilmasi

gecmisten giiniimiize s0ylenegelen bir oneridir (Yavuz, 2015).

Bu calismada kolay elde edilmesi ve ucuz olmasi nedeni ile geleneksel olarak da
kullandigimiz 6nemli bir kiimyasal madde olan sirkelerin antimikrobiyal aktivitesi
calisilmigtir. Sirke; tarim kokenli sivilar veya diger maddelerden, iki ayri
fermantasyonla (alkol ve asetik asit fermantasyonu) biyolojik yoldan iiretilen,
kendine 0zgii iriinlerdir. Sirkelerin kalitesini kimyasal bilesimleri belirlemekle
birlikte, kalite hem hammaddeye hem de {iretim yontemine baglidir. Hammaddenin
bilesimi sirkenin bilesimi lizerinde dogrudan etkilidir. Sirke kullanimi enfeksiyonlar
ve diger akut kosullar ile miicadelede modern tibbin babasi sayilan Hipokrata (MO
460-377) kadar uzanmaktadir (Diggs, 2000). Antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan
sirkedeki organik asitler ve asetik asit mikroorganizmanin hiicre membranindan
gecerek bakteriyel hiicrenin 6liimiine, bakterisid etki gostermektedir (Chang ve Fang,
2007). Genellikle gidalardaki patojenik mikroorganizmalarin  ¢ogalmasin
engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Rauha vd., 2000). Ayrica temizlik amagh
kullanilabildigi gibi tirnak mantari, bas bitleri, sigiller ve kulak enfeksiyonlar1 gibi
saglik problemlerinin giderilmesinde de etkilidir (Dohar, 2003). Meyve
sirkelerindeki fenolikler, kardiovaskiiler hastaliklar, kanser ve beyin dejenerasyonu
gibi hastaliklara kars1 pozitif saglik etkisine ve Onemli antioksidan aktiviteye
sahiptirler (Gey vd., 1990 ). Bu nedenle insan sagligini olumlu yo6nde
etkilemektedirler. Flavobacterium psychrophilum, Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz,
aerobik ve fakiiltatif anaerobik uzun basil seklindedir. Hastalik 3- 15 °C su
sicakliginda meydana gelir. F. psychrophilum A.B.D.’de ilk kez 1948’de
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Cohosalmonlardan (O. kisutch) izole edilmistir. F. psychrophilum salmonid
bakteriyel soguk su hastaligi (Bacterial Cold Water Diseases, BCWD) ya da
pediinkiil hastalig1 etkeni olarak bilinmektedir. Ozellikle tatli suda yetistirilen
salmonidler patojene duyarli olmasina ragmen, patojen ilk olarak Japonya’da, daha
sonra Bernardet ve Kerouault, 1989 yilinda miiren ve Avrupa'da sazan ve

alabaliklarda izole edilmistir.

Klinik bulgular; ¢ok g¢esitli olmakla birlikte, 6nce sirt yiizgecinde baslar, sonra
kaudal ylizgece ulasir. Lezyonlar kiigiik, gri-beyaz lekeler halinde goriliirler.
Yiizgeclerin dis kisimlarinda baglayan bozukluklar zamanla yilizge¢ tabanina yayilir,
biitiin yiizge¢ dejenere olabilir ve radiuslar1 ortaya ¢ikabilir (Arda vd., 2005). Hasta
fry'in dorsal yiizgeg bolgesinde ve ylizgecin altindaki dokunun beyaz benekden derin
nekroza degisen bir lezyon olusur. Buda karakteristik eyer goriiniimii yani ¢okiik sirt
ya da eyerli sirt gdriintiisiinii olusturur. Solungagclar soluk renktedir. Derinin renginde
koyulagsma ve ekzoftalmus gozlemlenebilir. Etken i¢ organlarda mevcut olabilir.
Genel septisemik enfeksiyon bulgulari, anemi dalagin dikkati g¢ekecek kadar
biiylimesi abdominal yag dokusundaki hemorajiler goriilmektedir (Timur ve timur,
2003). Hastalik genellikle gen¢ baliklarda dalak hipertrofisi ve akut septisemi
olusturur. Yavru baliklarda spiral ylizme hareketi, viicut daha koyu renkli, omurga da

deformasyon ve dorsal yiizgecte erezyon gozlemlenir (Arda vd., 2005).

Bu calismanin amaci, lilkemizde entensif kiiltiirii yaygin olarak yapilan gdkkusagi
alabalik {iretim sektoriinde kuluckahanelerin en biiylik problemi olan F.
psycrophilum patojenine karsi sirkelerin antimikrobiyal etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. insan saghigina ve cevreye zarar vermeyecek sekilde saglikli balik
tretimi yapilmasi yetistiricilik iinitelerinde kimyasal olmayan dogal (iirlinlerin
kullanilmas1 6nem tasimaktadir. Profilaksi ve tedavide dogal maddelerin kullanilmasi
saglikli balik yetistirme, saglikli ¢evre ve antibiyotik direngliligini 6nleyecektir. Bu
amagla gokkusagi alabaligindan izole edilmis suslara karsi elma, iizim ve nar

sirkesinin In vitro olarak antibakteriyel aktivitesi etkisi incelenecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Balik hastaliklarinin tedavisinde antimikrobiyal maddelerin kullanilmasi, baliketinde
kalintt sorununa neden olmaktadir. Bunun yani sira antibiyotik uygulamalari ile
direngli bakteri gelisimi ortaya ¢ikmakta, dezenfeksiyon uygulamalari ile yararli
bakteriyel flora ortadan kaldirilmaktadir. Dolayisiyla istenmeyen cevre etkileri
gorilmektedir. Baliketinden yeterince arinmayan kimyasal maddelerinin tiiketiciye
zarar vermesi sOz konusudur. Ayrica bazi balik patojenlerinin diren¢ genlerini
insanlarda patojeniteye yol acan bakterilere aktarabildikleri ve bu ylizden bazi
antibiyotiklerin insan sagligi i¢in zararli oldugu tespit edilmis ve kullanimlarin
sinirlamalar getirilmistir (Ekman vd., 1993; Decostere vd., 2000). Giinlimiizde
bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, tedavilerde kullanilan ilaclarin biiyiik bir
boliimiinii olugturmaktadir. Son yillarda artan hastaliklara karsi sentetik yapili
ilaglarin ve terapodik maddelerin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi,
dogal triinlerin kullanilma zorunlulugunu artirmistir. Bu nedenle akuakiiltiirde balik
patojenleri ile miicadelede bitkisel iirlinlerin kullanimi bir alternatif olarak
goriilmektedir. Infeksiydz etkenlerin tedavisi icin kullanilacak dogal, giivenilir ve

ucuz alternatif iiriinlere ihtiyag¢ vardir (Toroglu ve Cenet, 2006).

2.1. Sirke

Enfeksiyonlar ve diger akut kosullar ile miicadelede sirke kullanimi modern tibbin
babas1 sayilan Hipokrata (MO 460-377) kadar uzanmaktadir (Diggs, 2000).
Antimikrobiyal o6zelliklere sahip olan sirkedeki organik asitler ve asetik asit
mikroorganizmanin hiicre membranindan gegerek bakteriyel hiicrenin oliimiine
neden olmaktadir (Chang ve Fang, 2007). Genellikle gidalardaki patojenik
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Rauha vd.,
2000). Ayrica temizlik amagl kullanilabildigi gibi tirnak mantari, bas bitleri, sigiller
ve kulak enfeksiyonlar1 gibi saglik problemlerinin giderilmesinde de etkilidir (Dohar,

2003).

Meyve sirkelerindeki fenolikler, kardiovaskiiler hastaliklar, kanser ve beyin

dejenerasyonu gibi hastaliklara karsi pozitif saglik etkisine ve dnemli antioksidan



aktiviteye sahiptirler (Gey vd., 1990). Bu nedenle insan sagligini olumlu yonde
etkilemektedirler (Ye vd., 2008).

Sirkenin kullanimina iliskin ilk bilgiler 10 bin yi1l 6ncesine kadar dayanmaktadir
(Tan, 2005; Johnston ve Gaas, 2006). Meyveli sirkeler yaklasik 5 bin yildir
tiretilmekte ve ticari olarak satilmaktadir. Babilliler 6. Yiizyila kadar sirkeyi meyve,
bal ve malt ile tatlandirarak liretimini ve satisin1 gergeklestirmislerdir. Hipokrat’in
bildirdigine gore sirkeler yaralarin  tedavisinde kullanilmistir.  Cin’de
enfeksiyonlar’dan korunmak icin el dezenfektani olarak kullanilmigtir. Yine mide
agris1, yiksek ates, zehirlenme, 6dem ve yaralar gibi pek cok hastaliklarin
tedavisinde sirke kullanilmistir (Tan, 2005). Giinlimiizde, sirkeler meyve ve
sebzelerin asitli yikamalarinda, mayonez hazirlama, salata, hardal ve diger gida
cesnilerinde tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Fonksiyonel 6zellik ve tatlandirict
amactyla gida maddesi olarak kullanilmasma karsin son yillarda sirke gesitlerinin
gidalarda potansiyel saglik faydalar tizerine arastirmalar yogunlasmistir (Tan, 2005;
Ou ve Chang, 2009; Budak vd., 2014).

Sirke antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir (Rauha vd., 2000; Dohar, 2003). Temizlik
amagl kullanilabildigi gibi tirnak mantari, bas bitleri, sigiller ve kulak enfeksiyonlar

gibi saglik problemlerinin giderilmesinde de kullanilmaktadir (Rauha vd., 2000;
Dohar, 2003).

Sirkelerle ilgili olan arastirmalar daha ¢ok gidalardaki patojenik mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri bakilmistir. Sirkelere gida patojenlerinin ¢ogalmasin
engellemek i¢in tercih edilmektedir (Rauha vd., 2000). Sirkedeki organik asitler ve
asetik asit mikroorganizmanin hiicre membranindan gecerek bakteriyel hiicrenin
Oliimiine neden olmaktadir (Chang ve Fang, 2007). Yapilan caligmalarda, sirkenin
hayvan ve insanlarin diyabetik tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Sirkenin
kandaki glikoz konsantrasyonu iizerine etkisi aragtirildiginda asetik asitin kompleks
karbonhidratlarin emilimini engelledigi veya mide bosalimini hizlandirdigr yada
kandaki glikoz seviyesinin azaltilmasinda dokularin glikozun alimini arttirmasiyla
aciklanmistir (Lilijeberg ve Fjorck, 1998; Ogawa vd., 2000; Fushimi vd., 2002;
Fushimi ve Sato, 2005). Uzak doguda ozellikle Japon piring sirkesinin (Kurusu)

kanser riskinin azaltilmasinda fenolikbilesiklerin en Onemli kaynaklardan birisi
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oldugu bildirilmektedir (Shimoji vd., 2004). Bu sirkenin etil asetat ekstraktinin
antioksidan aktivitesi oldukca yiiksek olup, 6zellikle kanser hiicrelerinin tedavisi

tizerinde etkili oldugu rapor edilmistir (Nanda vd., 2004).

Cesitli sirkelerde bulunan polifenol ve vitamin gibi biyoaktif maddeler antioksidan
aktivitelerinden dolay1 oksidatif strese karst savunma gorevi goriirler (Davalos vd.,

2005; Nishino vd., 2005). Cesitli sirke tiplerinin fenolik igerikleri Cizelge 2.1°de

verilmistir.
Cizelge 2.1. Farkli sirkelerdeki fenolik bilesikler
Sirke Toplam Fenolik
Tipleri Fenolik Bilesikler Indeksi Kaynaklar
P (mg/L GAE)

Elmasirkesi  Gallik asit, katesin, 400-10000 Budak vd., 2011
epikatesin,  klorojenik
asit, kafeik asit,
pkumarik asit

Uziim sirkesi  Gallik  asit, katesin, 2000-3000 Garcia-Parrilla vd., 1997
epikatesin,  klorojenik Budak ve Giizel-
asit, kafeik asit, sirinjik Seydim., 2010
asit, ferulik asit

2.1.1. Elma Sirkesi

Elma meyvesinin (Malus domestica) ana bilesenleri karbonhidratlar, asitler, azotlu
bilesikler, polifenoller, mineraller ve vitaminlerdir (Alvarez vd., 2006). Elma,
icerdigi fenolik bilesikler sayesinde antioksidan 0&zellik gostermekte ve kalp
rahatsizliklarini, bagisiklik sistemindeki hasarlari, astim ve diyabet hastaliklarinin
riskini azalttig1 bildirilmektedir. Ayrica, elma sirkesinin Candida tiirlerine karsi
antifungal 6zellik gosterdigi ve dis protez stomatitlerinde hastalar i¢in alternatif bir

tedavi olacagi bildirilmektedir.

2.1.2. Nar Sirkesi

Nar giiclii bir antioksidan olup flavonoidler, antosiyaninler, punisinik asit,
ellagitannins, alkaloidler, friiktoz, siikroz, gliikkoz, basit organik asitler ve diger
bilesenler agisindan zengindir. Ayn1 zamanda antiaterojenik, antihipertansif ve anti-

inflamatuar Ozelliklere sahiptir. Nar cesitli kanser tiirlerinin, kardiyovaskiiler



hastaliklarin,  osteroartritin,  romatoidartritin ~ Onlenmesi  ve  tedavisinde
kullanilabilmektedir. Ayrica yara iyilesmesini hizlandirir ve {ireme sistemi ig¢in
faydalidir (Zarfeshany vd., 2014). Nar sirkesinin fazla kilolu ve obez kisilerde ki
yaglanma ve ilgili metabolik bozukluklar {izerinde yararh etkilerinin olabilecegi de

bildirilmektedir (Park vd., 2014).

2.1.3. Uziim Sirkesi

Meyve kabugunda antosiyaninler, flavanoller, proantosiyaninler ve hidroksisinnamik
asitler (Bartolome vd., 2004; Amico vd., 2004; Kammerer vd., 2005); iiziim
cekirdeginde gallik asit, proantosiyaninler ve flavanoller bulunur (Gonzalez-Paramas
vd., 2004; Yilmaz ve Toledo, 2004; Guendez vd., 2005). Uziim sapinda flavanoller,
proantosiyaninler, flavonoller ve hidroksisinamik asit (Souquet vd., 2000; Alonso
vd., 2002), soyulmus kirmizi elma da flavanoller, proantosiyaninler, flavonoller ve
hidroksisinamik asit (Lu ve Foo, 2000; Schieber vd., 2003; Chinnici vd., 2004)
polifenolleri bulunmaktadir. Sirkede bulunan fenolikler insan sagligini olumlu yonde

etkilemektedir.

2.2. Flavobacterium psychrophilum

Ulkemizde su iiriinleri endiistrisinde en yaygin yetistiriciligi yapilan bir tiir olan
gokkusag1 alabaliginda (Anonim, 2009) epizootilere neden olan bakteriyel etkenler
zaman zaman izole edilmistir (Timur ve Timur, 1991; Cagirgan ve Ydreklitiirk,
1991; Diler vd., 2002). Ulkemizde; Cagirgan vd. (1991) Ege, Marmara, Karadeniz ve
Ic Anadolu Bolgesi'nden; Korun ve Timur (2001) Marmara Bolgesi'ndeki alabalik
isletmelerinden F. psychrophilum izole ettiklerini bildirmislerdir. Diler vd., (2003)
ise Akdeniz bolgesindeki bir isletmeden F. psychrophilum’u izole etmislerdir. Ispir
vd., 2004’de Dogu Anadolu Bolgesi'nde bazi gokkusagi alabaligi isletmelerinde F.
psychrophilum enfeksiyonlarinin varligini bildirmislerdir. Gultepe ve Tanrikul 2006
yilinda yaptiklar1 ¢alismada F. psychrophilum patojeninin 2000-2006 yilinda
hastalikla ilgili ¢calismalar yapmis ve en iyi tedavi metodunu vermislerdir. Kubilay
vd., (2009) gokkusagi alabaligt kuluckahanelerinde yaptigi calismada F.

psychrophilum °uU inkiibasyon suyunda ovaryum sivisinda, yumurtada tespit
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etmislerdir. Ozcan ve Sarieyiipoglu 2014 de Keban Baraji alabalik ciftliklerinden
izole etikleri F. psychrophilum’ un genotipik ve fenotipik 6zelliklerini caligmiglardir.
Gokkusagi alabaligr tiretiminde kulugkahanelerde en sik goriilen hastaliklar arasinda
F. psychrophilum patojenin neden oldugu bakteriyel hastaliklar oldugu tespit
edilirken, bu hastaliklarin isletmeler agisindan yetistiriciligin baslangi¢ doneminde
cok biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu saptanmistir (Timur ve Timur, 2003;
Kubilay vd., 2009; Ozcan ve Sarieyiipoglu, 2014).

F. psychrophilum’ un sebep oldugu enfeksiyon bakteriyel soguksu hastaligi olarak
bilinmektedir. Hastaliga yakalanan baliklarin sirt kisminda igeriye dogru bir oyuk
olusturdugu i¢in hastaliga “Eyer hastalig1’” da denmektedir. Ayrica gokkusagi
alabaligi fry sendromu (Rainbow Trout Fry Syndrome, RTFS) olarak da
isimlendirilmektedir (Balta, 1997; Timur vd., 2003). RTFS son 10-15 yil boyunca
Avrupa’nin biiyiikk bir boliimiinde 6zellikle gokkusagi alabaliklar1 hagerilerinde en
ciddi bakteriyel hastaliklarindan biri olarak bildirilmektedir (Madsen vd., 2008;
Barker vd., 1989).

F. psychrophilum 0.2-2gr’lik salmonid baliklarin ¢ok duyarli oldugu, fingerling ve
daha biylik baliklarin ise bu hastaliktan etkilene bildiklerini ancak mortalitenin
diisiik oldugu tespit edilmistir (Balta, 1997; Toranzo vd., 1993). F. psychrophilum
hasta baliklardan izole edilebildigi gibi saglikli goriinen baliklarindan da izole
edilebilmektedir. Her hangi bir hastalik semptomunu gostermeyen F. psychrophilum’
un latent tasiyicilar1 hastaligin potansiyel kaynagi olabilirler. Bu patojenin konakgi
disinda nutrient ilave edilmeden steril bir suda uzun bir silire canli kaldig

bildirilmektedir ( Madsen vd., 2008).

Derinin ve ylizgeglerin mekanik yaralanmasi ile olusan portantrelerden F.
psychrophilum’un balig1 girebildigi belirtilmektedir (Holt, 1987). F. psychrophilum
slit, ovarian sivisi, balik yumurtalarmin eksternal ve internal bdlgesinden izole
edildigi ve ana¢ baliklarin da bu patojenin tasiyicis1 ve kaynagi olabilecegi
bildirilmektedir. Salmonid yumurtalar1 ve frylarda kabuk yumusamasina, yumurtanin
erken catlamasina, yumurta kesesinin yirtilmasina sebep olabilmektedir (Holt, 1987,

Rangdale vd., 1996; Holt vd., 1993)
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F. psychrophilum (Filexibacter psychrophilus, C.psychrophila). Cytophagaceae
familyasinda ve Flexibacter cinsi ig¢inde yer almaktadir. Etken, Gram negatif,
sporsuz, kapsiilsiiz ve flagellasiz (kayma hareketi yapabilir), aerobik veya fakiiltatif
anaerobik, ince-uzun c¢omakgiklar bi¢ciminde mikroorganizmadir. Taze sivi
kiiltiirlerde, bireysel bakteriler, genellikle, 0.3-0.75 x 2.0-7.0 um boyutlarindadir.
Kiiltiirlerde az da olsa filamentéz formlara (10-40 um) rastlanabilmektedir. Ayrica,
eski siv1 kiiltiirlerde brangli ve pleomorfik formlar da gozlenebilir. Mikrokist
formasyonuna rastlanamaz. Kat1 besi yerlerinde (CA, Anacker-Ordal ve TYES agar),
2-4 giin i¢inde aerobik kosullarda, 15-20°C.de, tizerleri ve kenarlar1 piirlizlii sari
renkli (flexirubin tip pigment) koloniler meydana gelir. Kolonilerde olusan sari

pigment, %20 lik KOH ile turuncu rengini alir.

Mikroorganizma 4°C’den asag1 ve 25°C'den yukari sicaklikta tireyemez. Sakkarolitik
aktivite etkinligi de birgok karbonhidrat i¢in bulunmamaktadir. Bunlara karsin,
kazein, kollagen, jelatin ve albiimin i¢in aktif proteolitik 6zellige sahiptir. Ancak, bu
karakterleri de suslara gore degismektedir. Bazi izolatlarin da, kas, deri ve
kikirdaklar1 eritebilen ekstraselliiler enzim sentezledikleri agiklanmistir. F.
psychrophilum antibiyotiklere, kemoterapotiklere ve dezenfektanlara degisik
derecede duyarlilik gosterir. Mikroorganizmaya, saglikli baliklarin viicut ylizeyinde
ovaryum, sperma, sindirim sisteminde ve yumurtalarin dis kisimlarinda da
rastlanmaktadir. Ayrica, etkenin hasta anac¢ baliklarin yumurtalarina, buradan da
yavru baliklara transovariyen (vertikal) bulasabildigi de agiklanmistir (Arda vd.,
2005; Austin ve Austin, 2007).

F. psychrophilum Kolonilerin teshisinde asagidaki kriterlerden deyararlanilabilir;
v Cytophaga agar {izerinde kabarik, konveks sar1 renkli koloniler,

Gram negatif ince-uzun gomakgiklar,

Flagellasiz mikroorganizmalar,

Kiltiirlerde 15-20°C de iireme,

Tavsan anti F.psychnophilum serumuile 1am tizerinde ¢abuk aglutinasyon,

Kazein ve jelatini hidrolizasyon (proteolitik, etki)

Sakkarolitik etki yok,

SR N N N SR NN

Flexirubin pigmentasyonu (sar1 renkli koloniler %20 KOH ile oranj renk

olusmast),
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v’ Zayif katalaz aktivitesi,
v TSA veya BHIA {izerinde ¢ok zayif iireme (veya iireme yok),

v Mikroskop altinda kayma hareketi her zaman gézlenmeyebilir.

2. 3. Biyofilm

Mikroorganizmalar bir siire dncesine kadar, hizli ¢cogalan ve tek baslarina hareket
ederek serbestce dolasan canlilar olarak goriilmekteydi. Arastirmacilar bu yiizden bu
giine kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden bagimsiz olarak,
tek baglarina dolagan mikrobiyal hiicrelerin davraniglarini incelemis ve
arastirmalarini bu yonde gelistirmislerdir. Bununla beraber, bakterilerin planktonik
formdan ¢ok, bir yiizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir yapi olusturarak
hayatlarin1 devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya kondugu bir¢cok c¢alisma
gerceklestirilmistir. Fosil kayitlarindan edinilen bilgiler prokaryotlarin 3 milyar
yildan daha uzun bir siireden beri biyofilmler igerisinde yasadiklarini1 ortaya

cikarmustir (Ciftgi, 2005).

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitlinliik icerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerin
yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur
(Donlan, 2002; Altun ve Sener., 2008). Bakteriler ekstraseliilerpolimerik maddeler
olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarid, niikleik asit ve protein igeren ¢amur veya
balcik benzeri bir matriks igerisinde gomiilii olarak bulunurlar (Cift¢i, 2005; Sener,

2008).

Biyofilm igerisinde biiyliyen bakteriler, planktonik olarak biliyliyenlere gore
antibiyotiklere ¢ok daha fazla direnglidir. MIK ve minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBK) seviyesi eski biyofilm igerisindeki bakterilerde yeni olugsmus
biyofilm igerisindeki bakterilere gore 100-1000 oraninda daha fazladir (Heiby,
2002).

Biyofilmlerin ayirt edici bir 6zelligi, hiicrelerin etrafin1 ¢evreleyen ve tamamen
kaplayan hiicre dist polimerik maddelerin (¢ogunlukla polisakkaritler) varligidir.

Taramali elektron mikroskobuyla goriintiilenen bu polisakkaritler, ylizey iizerinde
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amorf materyal yapraklari halinde ya da hiicreleri yiizeye ya da birbirlerine baglayan
ince lifler halinde bulunur. Biyofilm hacminin biiyiik kismi hiicrelerden degil, bu
hiicre dis1 polimerik maddeden olusur. Bu durum, rutenyum kirmizisi ile boyama
yontemiyle ve transmisyon elektron mikroskobuyla dogrulanmistir (Donlan, 2002).
Biyofilm olusumu bakteriyel patojenitede ve 1srarci enfeksiyonlarda 6nemli rol oynar

(Costertonet vd., 1999; Singh vd., 2002).

2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi cok degisik sekilde duyarlilik gosterirler. Bu
durum, hem antibiyotiklerin yapisina ve hem de mikroorganizmalarin tiirline gore
degisebilir. Bu bakimdan gerek koruyucu amacgla ve gerekse en Oonemlisi sagaltim
icin kullanilacak antimikrobiyal ilaglarin spesifik hastalik etkenine karsi olan statik
veya sidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve bdyle bir ilacin segilerek yeterli siirede ve
dozda bir program dahilinde kullanilmasi gereklidir. Hatta bazen bu da yeterli
olmayabilir. Ciinkii tedavi sirasinda antimikrobiyal ilaglara kars1 hastalik ajanlarinin
duyarliliginda degismeler olmakta ve ilaglar yetersiz kalmaktadir. Boyle durumlarda
niiks’ler olusmakta ve Infeksiyonunprognozu degisik yone kaymaktadir. Bazen de,
infeksiyonlardanprimer etken yerine sekonder mikroorganizmalar izole edilmektedir.
Boyle hallerde, hastaligin esas etkenine kars1 degil de sekonder ajanin duyarliligina
gore secilmis antibiyotikler kullanilmaktadir. Bunlar da pek biiyiik yarar
olmamaktadir (Arda vd., 2005). Diger onemli nokta da, duyarlilik testlerinde
mikroorganizma ile antimikrobiyal madde direk temasa gelmekte ve buna gore
duyarhilik  belirlenmektedir. Halbuki ayn1 ilag viicuda verildiginde ayni
konsantrasyon her zaman saglanamamakta, ilacin etkinligi c¢esitli nedenlerle

azalmakta veya viicuttan ¢cabuk atilmaktadir.

3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Sirke Temini

Geleneksel elma, iiziim ve nar sirkesi, Fermente Gida Ambalaj Egitim Danismanlik

Sanayi ve Ticaret Limited Sirketinden (Ciiniir Mahallesi S.D.U. Dogu Yerleskesi
Teknokent Binasi N:119 Merkez Isparta) alinmistir.
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3.2. Elma, Uziim ve Nar Sirkesinin Kimyasal Ozellikleri

pH tayini: pH degerleri Inolab (WTW MeasurementSystem, FL, ABD) pH metre

kullanilarak belirlenmistir.

Toplam asit tayini: Toplam asit tayini titrimetrik olarak hesaplanmistir (AOAC,
2000). Asit degerini hesaplar iken 50 ml sodyum hidroksit, 25 ml elma, {iziim ve

narsirkesi kullanilmistir.

3.3. Flavobacterium psychrophilum’'un Antimikrobiyal Aktivitesi

3.3.1. Kullanilan Flavobacterium psychrophilum Suslari

Aragtirmada biri referans olmak tizere 11 adet F. psychrophilum susu kullanilmistir
(Cizelge 3.1). Bakterilerin tiretilmesi ve genglestirilmesinde Anacker Ordal Agar,
Tryptone Yeast Extract Salts Agar (TYESA) kullanilmistir. Ekim yapilan petriler
17°C de 72 saat inkiibe edilmistir (Madetoja 2002; Wiklund 1994). TYES agarda sar1
turuncu renkte bakteriler kullanilmistir. F. psychrophilum suslarinin TYES agarda
sar1 turuncu bakteri kolonileri elde edilmistir (10*-108 CFU ml?) (Sekil 3.1). Bakteri
sayisinin belirlenmesi, bakteri siispansiyonlarimin 10 kath diliisyonlar1 yapilarak
TYES agarda koloni sayim metoduna gore yapilmistir (Sekil 3.2) (Dalsgaard, 1993;
Holt vd.,1994; Madetoja 2002).

Sekil 3.1. Tryptone yeast extract salts (TYES) agarda Flavobacterium psychrophilum

15



Sekil 3.2. Flavobacterium psychrophilum, TYES agarda koloni sayimi

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Flavobacterium psychrophilum suslar1 kokenleri

No Sus Orjin

1 Fpl Gokkusagi alabaligl, Fethiye, Mugla

2 FP2 Gokkusagi alabaligi, Fethiye, Mugla

3 FP3 Gokkusagi alabaligi, Aksu, Isparta

4 FP4 Gokkusagi alabaligl, Aksu, Isparta

5 FP5 Gokkusagi alabaligi, Fethiye, Mugla

6 FP6 Gokkusagi alabaligl, Fethiye, Mugla

7 FPB1 Gokkusagi alabaligi, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
8 FPB1 Gokkusag alabaligi Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
9 FPB3 Gokkusag alabaligi Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

FPB4 Gokkusagi alabaligi Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Referans Gokkusagi alabaligi, Finlandiya

Y
(N )

3.3.2. Flavobacterium psychrophilum*un Antibiyotik duyarhhik testi

Antimikrobiyal aktivite; ticari antibiyotik diskleri ile disk diffiizyon metodu ile
belirlenmislerdir. Bu testte Fpl-Fp6 suslarin arasindan 6 adet F. psychrophilum
suslart kullanilmistir. Bakteri siispansiyonlar1 fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 0.5
McFarland (Biomerieux)’ta optik yogunluga goére 108cfu/ml olarak ayarlanmustir.
Stispansiyon Miiller Hinton Agar (Merck) besiyerine 0.1 ml miktarinda eklenerek,
tiim besiyeri iizerini kaplayacak sekilde Steril L seklinde plastik baget ile homojen
bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha sonra laminar flowda, petriler kurumasi igin
5-10 dakika brrakilmistir. Agarin yiizeyine c¢esitli konsantrasyonlarda degisik
antibiyotikleri iceren diskler steril pens ile yerlestirilerek besiyeri, 17°C’de 48-72
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saat inkiibe edilmistir. Kullanilan antibiyotik disklerinin bakterilere karst
olusturduklart inhibisyon zon c¢aplart milimetrik cetvel ile Olclilmiistiir. Test
sonuglari, suslar i¢in duyarli (S) ve direngli (R) olarak degerlendirilmistir (Kubilay
vd., 2005, CLSI, 2006, Ekici vd., 2011, Smith vd., 2016).

3.3.3. Elma, Nar ve Uziim Sirkesinin Flavobacterium psychrophilum karsi

Antibakteriyel Aktivitesinin Tespiti

Sirkelerin antibakteriyel etkileri agar difflizyon metodu (NCCLS, 2001) ile
saptanmigtir. Sirkeler %100, %50, %25, %12.5, %6.25 ve %3.125 oranlarinda fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile homojenize edilmistir. Antibakteriyel etkinin
belirlenmesinde, F. psychrophilum (Fp1-Fp6; 6 adet sus) i¢cin TYESA hazirlanmstir.
Hazirlanan besiyerleri dokiim sicakligina geldiginde, McFarland(0.5’¢ ayarlanan
bakteri siispansiyonlar (yaklasik108 CFU ml-1) eklenerek dokiim yapildi, dokiimden
15-20 dakika sonra besiyerleri iizerinde 3mm c¢apinda g¢ukurlar agilarak sirke
soliisyonlart ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak florfenikol antibiyotik diski
kullanilmustir. F. psychrophilum 17°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra olusan
inhibisyon zonlarmin ¢aplari 6l¢iilmiistiir (Balouiri vd., 2016; Smith vd., 2016).

3.4. Uziim, Nar ve Elma sirkesinin F. psychrophilum'a Karsi Minimum

inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Sirkelerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu [MIK, Mininal Inhibition
Concentration MIC)] mikro diliisyon ydntemi ile belirlenmistir. MIK degerlerinin
belirlenmesinde, F. psychrophilum suslar1 (Fpl-Fp6; 6 adet sus) i¢in Muller-Hinton
Broth (MHB), hazirlanarak bakteriler ekilmistir. F. psychrophilum 17°C’de 72 saat
inkiibe edildikten sonra yogunluklari, McFarland 0.5’e ayarlanmistir. Sirkeler PBS
igerisinde 1000 pl/ml olacak sekilde g¢alisma stogu olusturulmustur. Hazirlanan
stoktan, PBS ayni konsantrasyonda olmak kaydiyla, stirekli yariya diisiiriilerek
(1000, 500, 250, 125, 62.6, 31.25, 15.62, 7.8, 3.9, 1.95, 0.97, 0.48, ul/ml) steril
tiiplerde her bir deger igin bagimsiz olarak ¢alisma stoklar1 hazirlanmistir. MIK
okumasinin gergeklestirilmesinde, 96 cukurlu (microwell) plaklarin her gukuruna
calisma stoklarindan 100 pL eklenmistir. Uzerine 100 pl TYES brothda iiretilmis

mikroorganizma inokiiliimii (0.5McFarland standardina esdeger kiiltiirden) eklenip
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ve toplam hacim g¢ukur basina 200 pl ye tamamlanmistir (NCCLS, 2001).
Mikroplaklar 17°C de 48 saat inkiibe edilmistir. Her bir 6rnek igin, iki ayr1 bagimsiz
set diizenlenerek degerlerin ortalamasi alinmistir.  Negatif kontrol olarak esit
hacimde TYES broth kullanilmistir (EKici vd., 2011; Henriquez-Nufez vd., 2012;
CLSI, 2016).

Mikrobiyal bliyiime mikroplak tizerinde ELISA okuyucusu (Biorad) yardimiyla 630
nm’de absorbans degerleri kontrole karst okunarak 24, 48 ve 72 saatlerde
belirlenmistir. MIK degeri mikroorganizmalarin biiyiimenin olmadigi en diisiik
madde konsantrasyon olarak tespit edilmistir (Henriquez-Nunez vd., 2012; Sundell
ve Wiklund, 2015; CLSI, 2016).

3. 5. Flavobacterium psychrophilum’un Biyofilm Testi

O’Tooleand ve Kolter (1998)’ de tanimladigi metoda gore gergeklestirilmistir (Ye
vd., 2008). Suslar (Fpl-FpB4; 10 adet sus) TYES agarda 72 saat diretilerek
inkiibasyondan sonra bakteri yogunlugu OD600’de 0,8’e ayarlanmistir. Bakteri
kiltirii 1/100’Lik steril TYES ortami ile sulandirilmistir. Sulandirilan kiiltiirlerin
timiinden diiztabanli 96 cukurlu mikroplaklara 100 pl olarak ilave edilmis ve
15°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben cukurlar distile su ile
yikanarak ve biyofilmle iligkili hiicre kalintilar1 % 0,1°lik kristal viyole ile 15 dk
siiresince boyanmistir. Boya fazlas1 hafif akan ¢esme suyunda dikkatli bir sekil
yikanarak ve bakterilerin olusturdugu 96 c¢ukurlu plakalara tutunmus biyofilm
fotograflanmistir. Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek i¢in plaklara
2x200 pl %95 etanol saf su ile 4 ml ye tamamlanarak ilave edilerek plaklarin 490
nm’de ELISA okuyucusunda (Biorad) optik yogunluklar1 ol¢iilmiistir (Ye vd.,
2008).  Sonuglar test sirasinda TYES broth negatif kontrol olarak ¢aligilip

degerlendirilmistir.

F. psychrophilum biyofilm olusumu kristal viyole boyasi ile dogrulanmustir. Ilk
olarak bakteri yogunlugu 520 optik yogunluk da 0.450 ye ayarlanmistir. Bakteri
dilisyonu 10 den 107 ye kadar 96 diiz tabanli plaklara 100 pl bakteri siispansiyonu
ilave edilecek 17°C “de 1. ve 5. giin sonraki hiicrelerin tutunmalar1 gérmek amaci ile

plaklar % 0.5 NaCL ile 100 ul ilave edilerek 3 kez yikanmistir. Daha sonra tutunan
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hiicreleri tespit etmek igin 100 ul metonol ile 20 dakika fikse edilmistir. Daha sonra
% 0,1°1ik kristal viyole 20 dakika boyanmistir. 3 kez % 0.5 lik NaCl ile yikandiktan
sonra 151k mikroskopda sekillendirilmistir (Sundeland ve Wiklund, 2015).

3.6. Flavobacterium psychrophilum'un Adezyon Testi

F. psychrophilum (Fpl-Fp6; 6 adet sus) adezyon kuvvet Kkabiliyeti testi bazi
degisikliklerle Alvarez vd., (2006) gore yapilmistir. Kisaca testin yapilist 96 gukurlu
diiz tabanli mikroplaklarda yapilan bu teste bakteri siispansiyonu ayarlanmis OD ile
plaklar ayarlanan bakteri 3 paralel olacak sekilde mikroplaklara ilave edilerek 17°C 1
saat inkibiibasyona tabi tutulmustur. Steril saf su 3 gukura ilave edilerek, negatif
kontrol olarak ilave edilecek takiben 2 kez plaklar %0.5lik NaCl ile yikanarak
yapiskan hiicreler %0,1 lik kristal viyole (etonel ile % 0.1 lik kristal ile yikanmistir)
soliisyonu ile 45 dakika oda sicakliginda boyanarak fazla boyalar % 0.5’1lik NaCl ile
4 kez yikanarak cukurlardan uzaklastirilmistir. Bakteri hiicrelerin yapisma ve
adezyon kabiliyeti 490 nm'de ELISA okuyucusunda Olciilmiistiir. Olciilen OD
degerleri negatif kontrol serum avaraj absorbans degeri ile dogrulanmistir (Hogfors-

Roénnholm vd., 2015).

3. 7. Sirkelerin Flavobacterium psychrophilum'a Kars1 Adezyon Olusturmasina
Etkisi

Elma, nar ve iziim sirkesinin F. pscyrophilum suslarinda adezyon olusumu
engellemesini kontrolii amaci ile adezyon testi yapilan plaklarin ikinci paralellerine
sirkelerin 500, 250 ve 125 pul/ml dilisyonlarindan 100 pl ilave edilerek yukaridaki
metoda gore adezyon olusumu tespit edilmistir ve adezyon olusturmayan

konsantrasyon belirlenmistir.
3. 8. Istatistiksel Hesaplamalar
Denemede elde edilen veriler (antimikrobiyal aktivite ve MIK degeri) IBM SPSS

Statistics 20 paket programinda Anova analizi ile degerlendirilmistir. Denemede

incelenen ¢esitli parametreler arasindaki farkliligin 6nem derecelerini karsilagtirirken
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Tukey coklu karsilastirma testi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p< 0.05

olarak alinmistir.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Elma, Uziim ve Nar Sirkesinin Kimyasal Ozellikleri
Sirkelerin kimyasal olarak, pH toplam asit miktar1 belirlenmistir. Deneysel
calismamizda kullanilan elma, iiziim ve nar sirkesinin, Asit ve pH degeri Cizelge

4.1°deverilmistir.

Cizelge 4.1. Elma, iizim ve nar sirkesinin pH ve asit degeri

Ornek pH Asit Degeri Harcanan Sodyum Hidroksit
Uziim 3.04 4.68 19.2
Elma 3.62 2.68 11.2
Nar 2.92 6.36 26.5

0006004 (Asitik asit katzayvi=r )
Grnek Miktar:

Asit degeri hesaplama; harcanan miktar x 100 x

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Disk difflizyonmetoduna gore belirlenen inhibisyonzonlar1 Cizelge 4.2. ve Sekil 4.1.
'de verilmistir. F. psychrophilum suslari igin varyans analizi Cizelge 4.3." de

verilmistir.
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7

Sekil 4.1. F. psychrophilum'un antibiyotik duyarlilik testi

Cizelge 4.2. Antibiyogram testinde F. psychrophilum suslari i¢in uygulanan
antibiyotik disklerinden elde edilen zon ¢aplart (cm)

Kisaltma Adi Fpl Fp2 Fp3 Fp4 Fp5 Fp6
FFC Florfenikol S(2) R(0.4) R(0.8) R(1) R(1) R(0.8)
DO Doksisiklin R(1.4) S(2.4) S(24) R(1) R(16) R(2)
ENR Enrofloksasin R(1.4) S(3.6) S(2.2) S(2) S(3) S(3.6)
AMP Ampisillin S(1.8) R(0.8) R(0.8) R(0.8) R(0.4) R(0.6)
E Eritromisin S(2.2) S(3) R(1.4) R(0.4) R(1.4) R(0.6)
TE Tetrasiklin R(1.2) R(14) R(1) R(0.6) R(14) R(1.8)
DA Klindamisin R(0.4) S(3.6) R(0.4) R(0.4) R(0.6) R(0.6)
CN Gentamisin S(2.4) S(1.8) S(1.8) R(1.4) S(1.8) R(1.6)
NA NalidiksikAsid R(1.8) S(2) S(2.6) S(2.4) S(2.6) S(2.6)
AMC Amoksasillin/Klav

ulanik Asit R(1.6) R(4) S(24) S(24) R(1) R(3)
C Kloramfenikol R(1.6) S(3) S(2) R(0.8) R(1.2) S(2)
OA Oksalanik asit R(0.4) S(2) S(3) S(2.8) S(2.4) S(2.6)
VA Vankomisin S(2.8) S(2.2) R(0.8) R(0.4) R(0.4) R(0.8)
SXT Sulfamethoksazolz/

Trimetoprim R(3) R(1.2) R(0.8) R(0.8) R(0.4) S(3.6)
F Nitrofurantoin R(1.2) R(14) R(1) R(0.8) R(1.6) R(0.4)
K Kanamisin R(14) R(1.2) R(0.4) R(1.4) R(0.4) R(1.6)
P Penisillin G R(2) R(1.2) R(0.8) R(0.8) R(0.4) R(0.6)
S Streptomisin S(2.8) S(2.8) R(1) S(2) R(1)  S(3)

R=Direngli , S= Duyarl
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Cizelge 4.3. F. psychrophilum suslar1 i¢in uygulanan antibiyotik disklerinden elde
edilen zon ¢aplari i¢in varyans analizi sonuglari

Zon caplarnn  Istatistik
" Torciss  ANOvA | PostHoc*

Suslar
Fpl 18  1.744+0.735
Fp2 18  2.111+1.040
Fp3 18 1.422+0.820 F=2.709
Fp4 18 1233+0764 p=.024 P2>Fpé
Fp5 18  1.255+0.805
Fp6 18 1.766 £1.098

Toplam 108 1.588 +0.923
Antibiyotik diskleri
Florfenikol 6 1.000 + 0.536
Doksisiklin 6 1.800 £+ 0.565
Enrofloksasin 6 2.633+£0.907
Ampisillin 6 0.866=+0.484
Eritromisin 6 1.500 £ 0.977
Tetrasiklin 6 1.233 +£0.408
Klindamisin 6 1.000 + 1.277
Gentamisin 6 1.800 +£0.334
NalidiksikAsid 6 2.333+0.350 F=2.976 Enrofloksasin
Amoksasillin/Klavulanik Asit 6 2400+1.050 p=.000 >Ampisillin
Kloramfenikol 6 1.766 +0.763
Oksalanik asit 6 2.200 + 0.946
Vankomisin 6 1.233 £ 1.015
Sulfamethoksazol/ Trimetoprim 6 1.633 +1.329
Nitrofurantoin 6 1.066 +0.432
Kanamisin 6 1.066 + 0.531
Penisillin G 6 0.966 + 0.571
Streptomisin 6 2.100+0.918

Toplam 108 1.588 +0.923

*Anova

F. psychrophilum suslari i¢in uygulanan antibiyotik disklerinden elde edilen zon
caplart suslar arasinda en fazla Fp2 susunda, antibiyotik diskleri arasinda ise
Enrofloksasin’de saptanmistir (her biri igin; p < .05; Cizelge 4.3). Suslar arasinda
antimikrobiyal diren¢ arasinda farklilik goriilmiistiir. Fp2 susu Fethiye'de ki alabalik
ciftliginden izole edilen patojende antibiyotiklere karsi duyarli oldugu, Aksu izolati
olan Fp4 susunun antibiyotiklere karsi daha direngli oldugu gozlenmistir. Antibiyotik

disklerin zon ¢aplarindan en duyarlit Ampisillin oldugu belirlenmistir.
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F. psychrophilum suslarinin tetrasiklin, nitrofurontoin, kanamisin, penisilin G
antibiyotiklerine karst %100 direngli oldugu tespit edilmistir. Caligmada kullanilan
suslarin, ampisillin, nalidiksik asit, oksalinik asit antibiyotik disklerine kars1 % 83.4
orant ile duyarli bulunmustur (Cizelge 4.5.). Suslarin %100 duyarli oldugu

antibiyotik tespit edilememistir.

Antibiyogram testinde  F. psychrophilum suslar1 igin uygulanan antibiyotik
disklerinden elde edilen zon c¢aplar1 direngli ve duyarli olarak saptanmustir.
Kullanilan antibiyotiklere karst en ¢ok direng gosteren sus Fp5’dir. En duyarli sus
ise Fp2’dir (Cizelge 4.4.). Suslar arasinda antimikrobiyal diren¢ arasinda farklilik
goriilmiistiir. Bu farklilik bolgeler arasindaki gesitli antibiyotik kullanilmasindan

kaynaklananabilecegi diisiinliilmiistir.

Cizelge 4.4. Flavobacterium psychrophilum antibiyotiklere duyarlilik ve direnglilik

durumlar

Sus Direncli Antibiyotik Duyarli Antibiyotik
Fpl 12 6

Fp2 8 10

Fp3 11 7

Fp4 13 5

Fp5 14 4

Fp6 12 6

Cizelge 4.5. 1zole edilen Flavobacterium psychrophilum suslarmin (n=6) disk
difiizyon metoduyla antimikrobiyal ajanlara (kisaltmalar Cizelge
4.2.°de belirtilmistir) kars1 belirlenen duyarlilik ve direnglilik durumlari

Antibiyotikler Antibiyotik Duyarhhg
Kisaltma Adi D;r(eoz)g;ll [)r]u{()%ll
FFC Florfenikol 5(83.4) 1(16.6)
DO Doksisiklin 4(66.6) 2(33.4)
ENR Enrofloksasin 1(16.6) 5(83.4)
AMP Ampisillin 5(83.4) 1(16.6)
E Eritromisin 4(66.6) 2(33.4)
TE Tetrasiklin 6(100) -
DA Klindamisin 5(83.4) 1(16.6)
CN Gentamisin 2(33.4) 4(66.6)
NA NalidiksikAsid 1(16.6) 5(83.4)
AMC Amoksasillin/Klavulanik Asit 4(66.6) 2(33.4)
C Kloramfenikol 2(33.4) 4(66.6)
OA Oksalinik asit 1(16.6) 5(83.4)
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Cizelge 4.5. izole edilen F. psychrophilum suslarmin (n=6) disk difiizyon metoduyla
antimikrobiyal maddeler karsi belirlenen duyarlilik ve direnglilik

durumlari
Antibiyotikler Antibiyotik Duyarhhg

Direncli Duyarh

Kisaltma Adi n (%) n (%)

VA Vankomisin 4(66.6) 2(33.4)

SXT Sulfamethoksazolz/ Trimetoprim 5(83.4) 1(16.6)

F Nitrofurantoin 6(100) -

K Kanamisin 6(100) -

P Penisillin G 6(100) -

S Streptomisin 2(33.4) 4(66.6)

4.2.1. Flavobacterium psychrophilum'a Kars1 Sirkelerin Antibakteriyel
Aktivitelerinin Tespiti

Sirkelerin antibakteriyel etkileri agar well diffiizyon metodu ile saptanmistir. Uziim,
Elma ve Nar sirkesinin saf halleri ile %50, %25, %12.5, %6.25 ve %3.125
oranlarinda fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile sulandirilmistir. F. psychrophilum
17°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra olusan inhibisyon zonlarin ¢aplari asagida

verilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Flavobacterium psychrophilum patojenine kars1 sirkelerin

antibakteriyel aktivitesi
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Sekil 4.3. Flavobacterium psychrophilu‘a kars1 Sirkelerin antibakteriyel aktivite

Cizelge 4.6. Uziim sirkesinin zon ¢aplar1 (mm)

Uziim% 9100 %50 %25 %125 96,25 %3,125

Fpl 55 38 29 12 9 5
Fp2 42 28 22 10 8 4
Fp3 47 29 25 11 5 3
Fp4 36 28 12 6 4 2
Fp5 48 30 18 12 6 4
Fp6 44 28 20 14 8 6

Cizelge 4.7. Nar sirkesinin zon ¢aplari (mm)

Nar% %100 %50 %25 %125 %06,25 %3,125

Fpl 40 32 28 16 14 10
Fp2 54 40 38 28 16 10
Fp3 41 33 28 17 9 -
Fpd 42 26 24 14 10 -
Fp5 46 36 30 10 10 -
Fp6 42 34 30 18 10 -
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Cizelge 4.8. Elma sirkesinin zon ¢aplart (mm)

Elma% %100 %50 %25 %125 9%6,25 %3,125

Fpl 32 22 20 10 6 -
Fp2 34 26 16 10 6 -
Fp3 39 21 15 7 5 -
Fpd 44 34 14 6 8 -
Fp5 50 32 22 12 10 6
Fp6 40 32 20 10 10

Yukaridaki ¢izelgelarda sirkelerin zon g¢aplari mm olarak verilmistir. Cizelgelerden
de anlasilacag: gibi antibiyotik disklerin zon gaplari ile sirkelerin ham ve seyreltilmis
halleri bile antibiyotik disklerin zon c¢aplarindan daha yiiksektir (Cizelge 4.2).
Sirkeler arasinda zon caplar1 degisiklik gostermekle birlikte sirasi ile liziim, nar ve
elma sirkesidir. Ancak elma sirkesinin zon caplari ile antibiyotik disklerindeki en
bityiik 36 mm zon capini gectigi goriilmiistiir. Uziim sirkesinde saf konsantrasyonda;
antimikrobiyal zon ¢aplari en diisiik 36 mm, en yiikksek 55 mm, nar sirkesinde en
diisiik 40 mm, en yiiksek 54 mm, elma sirkesinde en diisiik 32 mm, en yiiksek 50 mm
olarak tespit edilmistir. Sirkeler dilisyon oranlari arttikca zon ¢aplarinda diisme

olmustur.

4.3. Mikrodiliisyon Metodu

MIK degeri mikroorganizmalarm biiyiimenin olmadigi en diisik madde

konsantrasyon olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.9).

1 Nis 2016

Sekil 4.4. Sirkelerin F. psychrophilum 'a karst mikrodiliisyon metodu
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Uziim sirkesinin F. psychrophilum icin elde edilen MiK degerleri yapilirken iki
paralel calisilmis olup ELISA test okuyucusunda 1. giin inkiibasyondan 6nce 24. ve
72. saatler sonrasinda okuma yapilmis olup, tiim suslar igin F. psychrophilum
absorbans degerleri en fazla 3. glinde saptanmustir (her biri i¢in; p< .05; Cizelge 4.9).
Bunun sebebi F. psychrophilum'un 48 ile 72. saatler arasinda iiremesidir. 72 saat
sonra elde edilen MIK degerleri Cizelge 4.10, 4.11 ve Sekil 4.5'de verilmistir. Uziim
sirkesinin Fp1-Fp6 suslarinda MIK degeri 31.25 pl/ml olarak saptanmustir. Cizelge
4.10 gortldigi gibi saf hali, 500 ve 250 pl/ml ’ de yogun olmasinin sebebi ise {iziim
sirkesinin ~ kullanilan ~ konsantrasyonlarda  renginin  koyu  olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.9. Uziim sirkesinin MIK testinde 630 nm’de absorbans degerleri igin
varyans analizi sonuglari

Suslar Ngiieégn Iiit;f/t;k PostHoc*

Fpl
lgin 12019520082 p 10650 i
2.gin 12 0.344+£0.090 0 = 000 3. giin> 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0.363+0.116 '

Fp2
I.gin 12018820077 ¢ _ 49 g6 o i
2.gin 12 0.330+0.101 0= .000 3. giin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0.395+0.134 '

Fp3
l.gin 12  0.241 +£0.132 F = 5990

2.gin 12 0.419+£0.146 0= 606 3. giin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0.431+0.169 '

Fp4
1. gﬁn 12 0.314+0.202 E=4152 ) )

2.gin 12 0.495+0.172 0=.025 3. giin > 1. Giin

3.gin 12 0.516+0.190 '

Fp5
l.giin 12  0.218+0.108 _

2.giin 12 0.393+0.115 Fp'zl%géo 3. giin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0.436+0.145 '

Fp6
l.gin 12  0.182+0.106 F=7783

2.gin 12  0.314+0.103 0= 602 3. glin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0.349+0.118 '

*Tukey testi
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Cizelge 4.10. Uziim sirkesinin MIK testinde 3. giin absorbans degerleri

250 125 626 3125 1562 78 39 195 0.97 048

0.304 0.242 0.208 0.138 0.434 0.407 0.407 0.417 0.444 0.406
0.284 0.261 0.234 0.161 0.433 0.43 0.431 0.486
0.339 0.345 0.235 0.18 0.202 0.492 0.529 0.52
0.398 0.364 0.349 0.223 0.387 0.522 0.515
0.319 0.286 0.289 0.202 0.412 0.44 0.484
0.208 0.203 0.206 | 0.523 0.436 0.341 0.333 0.337 0.346 0.353

1000 500

0,5

0

62.5 3125 15.62 195 0597 048

'HO 'HO 'HO -
[SERTS

MfFpl WMFp2 WFp3 WFp4 EMFp5 MFp6

Sekil 4.5. Uziim sirkesinin absorbans degerleri

Cizelge 4.11. Uziim sirkesinin 3. giin Flavobacterium psychrophilum suslarina kars
MIK degerleri

Uziim Flavobacterium psychrophilum
Sirkesinin
Miktar (u/ml) | Fpl | Fp2 | Fp3 | Fp4 | Fp | Fp6
1000 - - - - - -
500 - - - - - -
250 - - - - - -
125 - - - - - -
62,5 - - - - - -
31,25 - - - - -
15,62 +
7,8 +
39 +
+

+

1,95
0,975
0,48 +

+ lireme var - tireme Yok

+
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Elma sirkesinin Flavobacterium psychrophilum suslarina kars1 absorbans degerleri
Cizelge 4.12, 4.13, 4.14 ve Sekil 4.5'de verilmistir. Elma sirkesinin Fpl - Fp6
suslarinda MIK degeri 31.25 pul/ml olarak saptanmustr.

Cizelge 4.12. Elma sirkesinin MIK testinde 630 nm’de absorbans degerleri igin
varyans analizi sonuglari

Suslar N Ngﬁ.ie%gn Is;\?]t;f/t;k PostHoc*

Fpl
Lgin 12 0138+0.020 __gco0
2. glin 12 0.400 = 0.209 _ 601 3. glin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 04460243 P

Fp2
1. giin 12 0.190£0.178 E = 6.338
2. glin 12 0.365+0.176 _ 605 3. glin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 04120214 P~

Fp3
1. glin 12 0.147+0.017 E=9358
2. glin 12 0.378 £0.182 _ 601 3. glin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0411+0214 P~

Fp4
1. glin 12 0.103£0.014 E = 16.068
2. glin 12 0.337+0.136 _ 0'00 3. glin > 1. giin; 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0368+0167 P7°

Fp5
1. glin 12 0.056 = 0.007 E = 21136
2. gin 12 0.402+0.174 _ dOO 3. gin> 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0442+0214 P

Fp6
Lgin 12 0053£0004 __. o,
2. giin 12 0.266£0.107 _ 602 3. glin> 1. giin, 2. glin > 1. Giin
3.gin 12 03180161 P

*Tukey testi

Cizelge 4.13. Elma sirkesinin MIK testinde 3. giin absorbans degerleri

1000

500 250

125 62.6

31.25

1562 7.8 39 1.9 097 0.48 1000

Fpl

0.242 0.227

0.219 0.206

0.201

0.2

Fp2

0.236 0.22

0.227 0.213

0.208

0.185

Fp3

0.263 0.242

0.23 0.206

0.187

0.177

Fp4

0.341 0.332

0.315 0.306

0.293

0.259 0.232 0.134 1 0.428 0.405

Fp5

0.262 0.275

0.256 0.237

0.229

0.215

Fp6

0.221 0.217

0.19 0.187

0.137

0.124 0.362 0.402 0.353
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Sekil 4.6. Elma Sirkesinin MIK testinde absorbans degerleri

Cizelge 4.14. Elma sirkesinin 3. giin Flavobacterium psychrophilum suslarina karsi

MIK degerleri
Elma Flavobacterium psychrophilum
Sirkesinin
Miktar (ul/ml) | Fpl | Fp2 | Fp3 | Fp4 | Fp | Fp6
1000 - - - - - -
500 - - - - - -
250 - - - - - -
125 - - - - - -
62,5 - - - - - -
31,25 - - - - - -
15,62 + + + + + +
78 + + + + + +
3,9 + + + - + +
1,95 + + + - + +
0,975 + + + + + +
0,48 + + + + + +
+ lreme var - ireme yok

Nar sirkesinin F. psychrophilum suslarina kars1 absorbans degerleri Cizelge 4.15,
4.16, 4.17 ve Sekil 4.5'de verilmistir. Nar sirkesinin Fp1-Fp6 suslarinda MIK degeri
15.62 pl/ml olarak saptanmistir. Cizelge 4.16 goriildigi gibi saf hali ve 500 ul/ml
de absorbans degerinin yogun olmasmin sebebi ise nar sirkesinin kullanilan

konsantrasyonlarda renginin koyu olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 4.15. Nar sirkesinin MIK testinde 630 nm’de absorbans degerleri igin
varyans analizi sonuglari

M degeri Istatistik

Suslar N Ort. = SS Anova PostHoc*

Fpl
Lgin 12 0.163£0.049 __. o o0
2.gin 12 0.344+0.128 _ 000 3-gin> 1. gin, 2. gin> 1. Giin
3.gin 12 0375+0.154 P

Fp2
Lgin 12 01790050 __., 00
2.gin 12 0.369+0.120 " oo0 3gin> 1. gin, 2. gin > 1. Giin
3.gin 12 0414+0.143 P

Fp3
Lgin 12 02160095 __. 000
2.gin 12 0.405+0.122 ~ o003 gin> 1. gin, 2. gin> 1. Giin
3.gin 12 0424+0.138 P

Fp4
Lgin 12 0259£0.109 __.. ¢
2.gtin 12 0.43340.109 oo 3-gin> 1. giin; 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0467+0122 P7:

Fp5
Lgin 12 022620091 [ _ ;oo
2.gin 12 0.430+0.134 000 3-gin> 1. gin, 2. gin > 1. Giin
3.gin 12 0463+0.144 P

Fp6
Lgin 12 016320065 1519,
2. giin 12 0.323+£0.107 _ 600 3. giin > 1. giin, 2. giin > 1. Giin
3.gin 12 0344+0.107 P~

*Tukey testi

Cizelge 4.16. Nar sirkesinin 3. giin absorbans degerleri

::11%:111[1[ 1000 500 250 125 626 31.25 1562 7.8 39 195 097 048

0.327 0.278 0.247 0.22 0.187 0.171
0.349 0.309 0.293 0.271 0.232 0.241
0.308 0.263 0.251 0.215
0.411 035 0329 0.272
0.356 0.309 0.273  0.229
0283 0.2 0.217 0.211 0.404 0.335 0.328 0.351
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Sekil 4.7.Nar sirkesinin absorbans degerleri

Cizelge 4.17. Nar sirkesinin 3. giin Flavobacterium psychrophilum suslarina karsi
MIK degerleri

Nar Flavobacterium psychrophilum
Sirkesinin
Miktar (ni/ml) | Fpl | Fp2 | Fp3 | Fp4 | Fp | Fp6
1000 - - - - - -
500 - - - - - -
250 - - - - - -
125 - - - - - -
62,5 - - - - - -
31,25 - - - - - -
15,62
7,8
3,9
1,95
0,975
0,48 + +
+ iireme var - lireme yok

+ 4|+ |+
+ 4|+ |+

+ 4|+ |+ |+

4.4. Biyofilm Testi
Sekil 4.8.’de gosterilen kristal viyole ile boyanmis plaklarin Sekil 4.9’daki etanol

ilavesinden sonraki absorbans Ol¢timiiyle suslari i¢in yapilan F. psychrophilum

biyofilm testinde absorbans degerleri (Cizelge 4.18).
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Sekil 4.9. Kristal viyole ile boyanmis ¢ukurlarda biyofilm olusumu
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Cizelge 4.18. F. psychrophilum biyofilmi i¢in varyans analizi sonuglari

Biyofilm degeri Istatistik

*
Suglar 1 Ort. =SS Anova PostHoc

Fpl 12 0.230 + 0.009
Fp2 12 0.330 + 0.065
Fp3 12 0346 0.055

. + 0.
Fp4 12 0347+0078 o2 > oS, Fod > Fos, Fod > FoS,
Fp5 12 0265+0.017 ~
Fp6 12 0213+0006 42937 FpS > Fp6, Fp5 > FpB1,

' : p =.000 Fp5 > FpB2, Fp5 > FpB3,

FpB1 12 0.156 = 0.048

>
FpB2 12 0.018+0.006 Fp5 > FpB4

FpB3 12 0.205+0.014

FpB4 12 0.186 = 0.002

Toplam 120 0.247 £ 0.076

*Tukey testi

Cizelge 4.19. Flavobacterium psychrophilum biyofilmi i¢in varyans analizi sonuglari

Suslar Sum of Squares df MeanSquare F P
Gruplar arasi 546 9 .061 42.937  .000
Gruplar igi 156 110 .001

Toplam 702 119

Cizelge 4.20. Flavobacterium psychrophilum biyofilm degerleri

Ses 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FpL 0214 0234 0245 0237 0.225 0.235 0238 0237 0235 0229 0.222 0.218
Fp2  0.207 0.206
Fp3  0.262 0.264 0.307 0.265
Fp4 0.289 0.272 0.285 0316 027 0.225

Biyofilm sonuglarina gore F. psychrophilum igin Mugla bolgesinden elde edilen
susun (Fp4) bir giinliik tutunma giicii diger suslara gore daha fazladir (F = 42.937; p
=.000). F. psychrophilum suslarin tutunma sirasi ile Fp4, Fp3, Fp2, Fp5, Fpl, Fp6,
FpB3, FpB4, FpB1 ve FpB2 (Cizelge 4.18) olarak belirlenmistir.
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4.5. Adezyon Testi

Adezyon testi sonuglarina gére F. psychrophilum i¢in Mugla bolgesinden elde edilen

susun (Fp5) bir saatlik yiizey yapisma giicli diger suslara gore daha fazladir (Cizelge

4.21) (F = 49.035; p = .000).

Sekil 4.10. F. pscyrophilum ¢ukurlarda adezyon olusumu

Cizelge 4.21. Flavobacterium psychrophilum adezyon testi i¢in varyans analizi

sonuglari
Suslar N Adcgzzritiseégerl Ii?}%f/t;k PostHoc*
Fpl 16 0.058 +0.007
Fp2 16 0.058 = 0.004
Fp3 16 006320006 p_ 9095  Fp5 > Epl, Fps > Fp2, Fps > Fp3,
Fp4 16 0.066 + 0.008 b= .000 Fp5 > Fpd, Fp5 > Fp6
Fp5 16 0.087 + 0.009 ' ’
Fp6 16 0.052 = 0.004
Toplam 96 0.064 £0.013
*Tukey testi

Cizelge 4.22. Flavobacterium psychrophilum adezyon testi i¢in varyans analizi

sonugclari
Suslar Sum of Squares df MeanSquare F p
Gruplar arasi 012 5 .002 49.035 .000
Gruplar igi .004 90 .000
Toplam 017 95
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Cizelge 4.23. F. psychrophilum adezyon degerleri

Fpl

Fpl Fp2

Fp2

F3

F4

F4

0.048

0.05 0.063

0.048

0.056 0.059

0.067 0.064

0.057

0.06 0.061

0.053

0.056 0.054

0.057

0.055 0.06

0.058

0.062 0.058

0.057

0.067 0.062

0.063

0.075 0.068

0.061 0.064

0.051 1 0.068

0.058

0.066 0.06

0.057

0.07 0.069

0.07 0.069

0.054

0.06 0.059

0.059

0.059 0.067

0.058 0.053 0.065

0.069

0.075 0.058

0.052

0.062 0.066

0.05

0.06 0.061

0.054

0.075 0.067

0.071 0.073

4.6. Sirkelerin Adezyon Olusturmasina EtKkisi

Elma, nar ve iiziim sirkesinin F. pscyrophilum suslarinda adezyon olusumu Etkisi

belirlenmistir. Sirkelerin 500, 250 ve 125 pl/ml

edilerek yapilan testte sirkelerin adezyon olusumu engelledigi gdzlenmistir (Sekil

411, Cizelge 4.24).

F5 F5 F6 F6

diliisyonlarindan 100 pl ilave

En etkili elma sirkesi buna takibende liziim sirkesi tespit

edilmistir. Nar sirkesinin ise adezyon olusumana etkili olmadigi bulunmustur.

Sekil 4.11 Sirkelerin adezyon olusuma engel olmasi

Cizelge 4.24. Sirkelerin adezyon olusumu tizerine etkisi

Adezyon Uziim Elma _
Y%ulml T5hs o850 125 500 250 125 500 250 125
FoL  0.038 0.039 0.037 0.039 0.035 0.038 0.059
Fp2 0039 0.037 0.037 0036 0.036 0.037 0.056
Fp3 0049 0.041 0.039 004 004 0044 0.064
Fp4 0042 0.041 0.039 0038 0.037 0.05 0.066 0.044
Fo5 0048 0045 0.04 0043 0.043 0.041 0068 0.05 0.044
Fp6 0.038 0.035 0.036 0.037 0.037 0.043 0.036 0.036
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F. pscyrophilum suslarina eklenen 500, 250 ve 125 pl/ml sirke diliisyonlar1t ELISA
test okuyucunda elde edilen bulgular sayesinde 500 diliisyonda elma sirkesi Fp2 ve
Fp6 suslarina en etkiligi oldugu, iiziim sirkesinde 500 pl/ml ’de Fpl susuna ve nar
sirkesinde Fp6 susunda en az tutunma saglanmistir. 500 pl/ml oraninda sirkelerin en
etkilisi sirasi ile elma. iiziim ve var sirkesi adezyon olusuma engel olmaktadir. 250
pul/ml diliisyonunda; elma, liziim ve nar sirkesi etkili iken, 125 pl/ml diliisyonunda
sirasi ile tiziim, elma ve nar sirkesi adezyon olusumunu engellemesi belirlenmistir

(Cizelge 4.24).

5. TARTISMA VE SONUC

Gokkusagr alabaligi fry sendromu (RTFS) ve bakteriyel soguksu hastaligina
(BCWD) sebep olan F. psychrophilum, salmonid kiiltiiriinde 6nemli ekonomik
kayiplardan sorumludur (Nematollahi vd., 2003). Tirkiye'de F. psychrophilum ilk
olarak 1997 yilinda gokkusagi alabaliginda izole edilmistir (Balta F.,1997). Daha
sonra, Tirkiye'de cesitli cografi bolgeler arasinda genis dagilim gdstermistir (Korun
vd., 2001; Diler vd., 2003; ; Didinen vd., 2005; Boyacioglu 2007; Kum vd., 2008;
Kayis vd., 2009; Kubilay vd., 2009).

Yapilan bu c¢alismada; F. psychrophilum suslarinin tetrasiklin, nitrofurontoin,
kanamisin, penisilin G antibiyotiklerine kars1 %100 direngli oldugu tespit edilmistir.
Calismada kullanilan suslarin ampisillin, nalidiksik asit, oksalinik asit antibiyotik
disklerine karst %83.4 orani ile duyarli bulunmustur (Cizelge 4.5). Suslarin
tamaminin duyarl oldugu antibiyotik tespit edilememistir. Ondort farkli antibiyotige
kars1 direng gosteren sus Fp5°dir. On farkl antibiyotige karsi duyarlilik gdsteren sus;
Fp2 dir (Cizelge 4.4). Suslar arasinda antimikrobiyal diren¢ arasinda farklilik
gorilmistir. Bu farklilik bolgeler arasindaki farkli antibiyotik kullanilmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmiistir.

Bu c¢alismada 6 F. psychrophilum  susun penisilin, nitrofuran, eritromisin,
amoksisilin-klavulanik asit ve tetrasikline kars1 direngli oldugu ancak kloramfenikol,
gentamisin'e karst duyarli olarak tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada F.
psychrophilum suslart nitrofuran (%2100), eritromisin (%66.6), tetrasiklin (%2100),
penisilin (%100), ampisilin (%83.4), kanamisin (%100) ve
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sulfamethazine+trimethoprim (%83.4) kars1 direngli oldugu ancak okzolinik
asit(%83.4), amoksisilin- klavunanik (%66.6), gentamisin (%66.6), kloramfenikol
(%66.6) ve enrofloksasin (%83.4) karst duyarhidir. F. psychrophilum antibiyotik
direng profilleri Tiirkiye'nin cesitli bolgelerinde bircok ¢alismalar yapilmstir.
Yapilan ¢alismalarda oldukga degisken antibiyotik direnglilik profilleri gozlenmistir.
Balta 1997 yaptig1 ¢calismada; F. psychrophilum izolatlarinin nitrofuranlara duyarl
oldugunu bildirmis ancak flumequin, siilfanamidlere ve oksolinik aside direngli
oldugunu tespit etmistir. Danimarka'da mikrodiliisyon testinde 387 F. psychrophilum
izolatlar1 amoksisilin (% 11.6), oksolinik asit (% 65.9), oksitetrasiklin (% 67.7) ve
sulfamethazine+trimethoprim (% 98.2) direngli oldugu tespit edilmistir (Bruun vd.,
2000). Diler vd., 2003'de yaptiklar1 arastirmada iki F. psychrophilum izolatinin
amoksisilin-klavulanik  asit, oksitetrasiklin ve gentamisin duyarli ancak
trimetoprime'e direngli oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, Dogu Anadolu'da
gokkusagi alabaligindan izole edilen 5 F. psychrophilum susunun eritromisin,
gentamisin, nitrofuran ve amoksisilin-klavulanik asit tetrasiklinler duyarli oldugu
bildirilmistir. Ancak kloramfenikol ve penisiline direngli oldugu saptanmistir (Ispir
vd., 2004). Akdeniz Bolgesi'nde farkli salglardan izole edilmis 13 F.
psychrophilumsusunun; enrofloksasin (% 23), amoksisilin (% 46.2), eritromisin (%
61.5), kanamisin (% 30.8), sefoperazon (% 46.2) ve oksolinik asit (% 53.8) direncli
oldugu tespit edilmistir (Didinen vd., 2005). Boyacioglu 2007 yilinda Mugla ilinde
izole edilen 20 F. psychrophilum susunun ampisilin (%95), sulfametoksazol (% 95),
eritromisin (% 45), oksitetrasiklin (% 20) diren¢li oldugunu fakat enrofloksasin (%
100) duyarli oldugu bildirilmistir. Kum vd., 2008, Dogu Ege Bolgesi'nde izole edilen
F. psychrophilum 20 susunda antibiyotik direng profilleri disk difiizyon ve agar
diliisyon teknikleri ile belirlemislerdir. F. psychrophilum izolatlarinin neomisin,
ampisilin, amoksisilin ve kanamisine kars1 direngli oldugu bulmuslardir. Ayrica, bu
suglar %80 eritromisin, %40 cefaperazone, %20 oksalinik asit ve
sulfamethazine+trimethoprim direngli oldugu, tiim izolatlarin oksitetrasiklin ve
enrofloxacin'e %100 duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Valdebenito ve Avendano-
Herrera (2009) Sili'de izole edilen 20 F. psychrophilum agar disk difiizyon testinde
sulfametoksazole +trimetoprim direngli iken amoksisiline karst olduk¢a duyarli
oldugu tespit edilmistir. Bagka bir ¢aligmada, broth mikro dilusyon metodu ile 25 F.
psychrophilum Ispanya izolati (>% 80) oksitetrasiklin'e direngli olarak tespit
edilmistir (Del Cerro vd., 2010). Ancak, Rangdale vd., 1997 ve Durmaz vd., 2009
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yaptiklar1 ¢alismalarda enrofloksasine karsi duyarli oldugunu bildirmisler bu bulgu

mevcut ¢alismayla benzerlik gostermektedir.

Boyacioglu vd., 2012; F. psychrophilum izolatlarinin (%70) FFC duyarli oldugunu
RTFSnin kontrol etmede olduk¢a etkili oldugunu belirtmislerdir. In vitro
calismalarinda FFC kullanildiginda ikinci giinden sonra 6liimlerin azaldigi ve FFC
direncinin heniiz olusmadig1 bildirilmistir. Florfenikol F. psychrophilum direnci
nadiren Ingiltere'de gdzlendigi bildirilmistir (Rangdale vd., 1997). Nematollahi vd,
(2003) salmonidlerde F. psychrophilum ENR veya FFC herhangi bir direng
olusturmadigr belirtmistir (Michel vd., 2003). Fransa ve Avustralya’da FFC
kullanilmasma ragmen F. psychrophilum direncin ¢ok yaygin hale gelmedigi
bildirilmistir (Akinbowale vd., 2006).

Boyacioglu vd. 2015; farkli isletmelerdeki kulugkahanelerden izole edilen
antibiyotik duyarlilik testi i¢in, gentamisine direngli oksolinik asit, amoksisilin

oksitetrasiklin ve florfenikoliin duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada ise florfenikole karsi direngli bulunmustur. Mevcut ¢alismada FFC
kars1 %83.4 direngli bulunmasi diger arastiricilardan farklilik gdstermistir. Bu
calisma ve diger c¢alismalar arasindaki degisken diren¢ profilleri farkh
antibiyotiklerin yaygin kullanimi veya suslar arasindaki farkliliklar nedeniyle
olabilecegi diisliniilmiistiir. Farkli iilkelerde yapilan caligmalarda da F.
psychrophilum izolatlar1 arasinda direng profilleri farkliliklar gostermistir. F.
psychrophilum antibiyotik direnci profillerinde farkliliklar, ayni zamanda
calismalarda farkli tekniklerin kullanimima bagli da sekillenebilir. Ancak, artan
diren¢ sorunlar1 nedeniyle kiiltiir balik¢iliginda tedavide kullanilacak antibiyotigin
belirlenmesinde antibiyotik duyarlilik testi sarttir. Direngli bakterilerin ortaya
¢ikmasi, antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi sonucu olusmaktadir. Kisa bir siire
tedaviden sonra direncli bakteri ve hastalifin tekrarlayan salginlar olusmasi nedeni
ile, alternatif tedaviler ve profilaktik programlari {izerine arastirmalar Gnem

kazanmustir.

Kubilay vd., 2016’da yaptiklar1 bir c¢alismada, F. psychrophilum suslarinin

amoksisilin/klavulanik asit, penisilin, florfenicol, amoksisilin, klindamisin,

39



kloramfenikol, ampisilin, tetrasiklin, streptomisin, eritromisin ve florfenicol
antibiyotiklerine duyarli, sulfadiyazin, siilfametoksazol / trimetoprim, oksolinik asit,
vankomisin, trimetoprim/ sulfadiyazin, gentamisin, kanamisin, nalidiksik asit,
oksasilin, enrofloksasin, flumequin, tobramisin ve siilfonamidlere karsi direngli

oldugunu bildirmislerdir.

Tim bu kimyasal maddelerin yerine g¢evre, balik ve insan sagligi acisindan higbir
zararli etkisi olmayan dogal maddelerin kullaniminin arastirilmas: gerekmektedir.
Sirke ¢ok eski yillardan beri kullanilmakta olup insan sagligi acisindan birgok
faydasinin oldugu bilinmektedir. Sirke antimikrobiyal ve antibakteriyel 6zelliklere
sahiptir (Sengun ve Karapinar, 2005). Bu nedenle sebze ve meyvelerin
dezenfeksiyonu igin sirkeli su yaygm olarak kullanilmaktadir. Ozellikle balik
patojenlerine karsi sirkenin kullanimi {izerine hemen hemen higbir calisma

yapilmamigtir.

Calismamizda tiziim, elma ve nar sirkeleri F. psyrophilum sus’una kars1 1000, 500,
250, 125, 62.6 ve 31.25 ul/ml seyreltilmis halleri uygulanmustir. Sirasi ile Uziim
(55mm), Nar (54mm) ve Elma sirkesi (50mm) zon caplart Olgilmistir. F.
psyrophilum susunun etkili antibiyotik florfenikol olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada
florfenikol zon ¢apt 20 mm - 4 mm arasindadir. Bulgulardan anlagilacagi gibi
antibakteriyel aktivite degerlerine bakildiginda F. psychrophilum patojenine kars1 en
iyl antibakteriyel aktivite iiziim, takiben nar ve son olarak elma sirkesi olarak
saptanmistir. Florfenikol ile kiyaslama yapildiginda sirkelerin daha giiglii olduklar
belirlenmistir. Bu ¢alismadan anlasilacag: gibi sirkelerin antibiyotikten daha yiiksek
bir zon ¢apina sahip olduklar1 goriilmekte, dogal ve katkisiz olmasi ile de F.

psyrophilum a kars1 kulugckahanelerde kullanilabilecegi anlasilabilmektedir.

Ural vd., 2011'de yaptiklar1 c¢alismada; sirkenin 2, 4, 8 ve 12 ml/L” lik
konsantrasyonlar1 alabalik yumurtalarma yaklasitk 84 °C su sicakliginda
uygulanmistir. Yumurta ve larvalarda yasama oranina gore, en iyi sonug sirkenin 12
ml/L’ lik konsantrasyonun’un uygun oldugu belirlenmistir. Ancak gruplar arasinda
istatistiki olarak fark bulunamamistir (p > 0.05). Bunun nedeni su sicakliginin
alabalik kulucka sistemleri i¢in optimal kabul edilen degerler arasinda olmasidir.

Tim gruplarda fazla bir mantarlasma gozlenmemistir. Su sicakliginin artmasi
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mantarlasma oranini da artiracagindan, daha yiiksek sirke konsantrasyonlarinin veya
uygulama sikliginin artirilmasi gerekebilecegini bildirmislerdir. Sirkenin tamamen
dogal olmasi, kolay elde edilebilir olmas1 ve diger kimyasallara gére daha ekonomik
olmast nedenlerinden dolayr alabalik yumurtalarinin mantarlasmaya karsi

dezenfeksiyonunda sirke kullanilabilecegi belirtilmistir.

Sirke, asetik asit yoniinden zengin igerigi nedeniyle sirkenin bakteriyel gida
zehirlenmesini 6nlemede belirgin bir sekilde etkili oldugu belirtilmektedir. Sirke,
gida ile taginan patojenlere karsi en giiglii bakterisidal aktivite gostermistir. Sirke L.
monocytogenes, Salmonella enteritidis, S. sonnei ve Yersinia sp. gida patojenlerinin
sayilarini azaltmistir. Sirkenin giiclii antibakteriyel aktivitesinin yiiksek asetik asit

icerigi nedeniyle oldugu bildirilmektedir (Makino vd., 2000).

Kubilay vd., 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae balik
patojenlerine karsi antimikrobiyal aktiviteyi ¢alismislardir. Nar sirkesinin test edilen
bu patojenlere karst belirgin bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Nar
sirkesi ile yapilan agar diffiizyon testinde inhibisyon zon caplart V. anguillarum
(21.5 mm), S. epidermidis (19.5mm), A. hydrophila (ATCC 7966) (18mm), Y.
ruckeri (17 mm), L. garvieae (10.5 mm) ve L. garvieae (ATCC 43921) susunda
(13.5 mm) olarak tespit etmislerdir. Uziim sirkesinin ise test edilen balik
patojenlerine karsi orta derecede antimikrobiyal aktivite (8.5 mm - 15 mm arasinda)
gosterdigi bildirilmistir. Uziim ve nar sirkesi ile yapilan bu calismada balik
patojenlerinden en etkili Vibrio angulliarium patojenine karsi, 22 mm bulunur iken
tiziim sirkesinde de 15 mm ayni patojene karsi antogonistik etki tepit etmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada sirkelerin F. psychrophilum karsi Giziim 55 mm, nar ise 54 mm
¢ok daha etkili oldugu bulunmustur. F. psychrophilum kars1 giiglii bir antimikrobayal
aktivite gostermistir (Cizelge 4.6, 4.7).

Sirkelerde MIK degerleri en fazla 3. giinde saptanmustir. Uziim sirkesinin F.
psyrophilum icin elde edilen MIK degeri 31.25 ul/ml olarak bulunmustur. Elma
sirkesinin MIK degeri 31.25 ul/ml olarak saptanmustir. Nar sirkesinde ise 15.62 pl/ml

seyreltisinde saptanilmistir.
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Patojenik F. psychrophilum piiriizsiiz polistiren yiizeyleri daha yapiskan oldugu
bildirilmistir (Hogfors-Roénnholm, 2015). F. psychrophilum (Sundell ve Wiklund,
2011), Flavobacterium columnare (Cai vd., 2013) ve Flavobacterium johnsoniae
(Basson vd., 2008) biyofilm olusturduklar1 kanitlamisdir. Biyofilm olusturma
kabiliyetinde olan bakteriler antibiyotiklere karsi daha direnglidirler (Costerton vd.,
1999). Biyofilm olusumu bakterinin bir substrata yapismasi ile baslar, bu nedenle
biyofilm olusumunu anlayabilmek ve boylece konagin enfeksiyonunu énlemek igin ;
farkli substratlarda bakteri adezyonunun arkasindaki mekanizmalar1 arastirmak
onemlidir (Klemm vd., 2010). Yapisma deneyleri sonucunda F. psychrophilum diiz
boliimlere karsilik gelen engebeli boliimler ile karsilastirildiginda, diiz polistiren
yiizeylerine daha iyi ve belirgin bir sekilde yapisma kabiliyetinde oldugu
belirlenmistir (Hogfors-Rénnholm, 2015).

Biyofilm sonuglarma gore F. psychrophilum tutunma giicii Fpl susunda fazla iken
Fp2 susunda daha az oldugu gbzlenmistir. Biyofilm sonuglarina gore F.psyrophilum
icin Mugla bolgesinden elde edilen susun (Fpl) bir giinlik tutunma giicii diger
suglara gore daha fazladir (F = 20.871; p = .000). F. psychrophilum suslarin tutunma
sirast ile Fpl, FpS, Fp6, Fp3, Fp4 ve Fp2 olarak belirlenmistir. Adezyon testi
sonuglarina goére F. psychrophilum igin Mugla bolgesinden elde edilen susun (Fp5)

bir saatlik yiizey tutunma giicii diger suslara gore daha fazladir.

Bu calismada F. psychrophilum suslarinin biyofilm ve adezyon yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular Hogfors-Ronnholm vd. (2015) bulgular ile

benzerlik gostermistir.

F. pscyrophilum suslarina eklenen 500 pl/ml sirke diliisyonlarinda en etkili elma
sirkesi Fp2 ve Fp6 suslarma 250 ul/ml diliisyonunda; tiziim sirkesi, Fp2 susuna 125
pl/ml diliisyonunda {iziim sirkesi, Fp6 susunda adezyon olusumu engellemistir. Bu
bulgulardan sonucla sirkelerin adezyon olusumuna engel oldugu tespit edilmistir.
Sirkeler arasinda sirasiyla elma, liziim ve nar sirkesi adezyona engel oldugu
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada en énemli bir bulguda ELISA test okuyucunda
liziim sirkesinin yogunluk farki ile boyama sonrasinda ELISA okuyucusundaki
yogunlarda bu yiizden olabilecegi belirlenmistir. Nar sirkesinde de bu yogunluk farki

500 pl/ml diliisyonunda belirgin bir sekilde goriilmektedir.
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Antibiyotige alternatif olarak tibbi bitkilerle tedavi uygulamalari, giivenilir ve yeni
bir teknik olmasi yani sira yakin gelecekte balik ciftlikleri igin etkili gelisen bir
uygulama olacaktir (Wu. G., 2007). Yapilan arastirmalar incelendiginde cesitli
infeksiy6z etkenlere karsi tibbi bitki ekstraktlarmin kullanimi giin gegtikge artis
gosterdigi gozlenmistir. Tibbi bitkilerle yapilan arastirmalar In vitro olarak
antimikrobiyal etkinin incelenmesi yani sira /n vivo olarak ta baliklarda immun
sistemin uyarilmasi ve patojenlere karsi direng {lizerindeki etkileri incelenmektedir.
Tibbi bitkilerin ¢ogu temelde bagisiklik sistemini uyarici etkiye de sahip olup bu
bitkilerin yaprak, kok, tohum kisimlarindan farkli ¢6ziiciiler kullanarak hazirlanan
ekstraktlar ya yem igerisine ilave edilerek ya da enjeksiyonla canliya

ulastirilmaktadir.

Uziim, elma ve nar sirkesi icin pozitif kontrol olarak kullandigimiz FFC
antibiyotigine kars1 direng gelistigi ve bu antibiyotik sirkelerin zon ¢aplarindan daha
diisiik oldugu saptanmistir. Bu bulguda pratikde sirkelerin alternatif olabilecegini

gostermektedir.

Gilintimiizde bitkilerin tiiberkiilozdan sarilik hastaligina kadar bir ¢ok hastalikta
kullanildigy, deri lezyonlarinda antiseptik olarak ve sindirim sistemi hastaliklarinda
halk ilac1 olarak kullanildig1 bilinmektedir (Erenler, 1997). Bu yiizden antibiyotiklere
alternatif olarak bitkilerin ve bitkisel iiriinlerin geleneksel antimikrobiyaller olarak
kullanilmalar1 6nerilmektedir. Ayni zamanda sentetik kokenli maddelerin yan
etkilerinin daha fazla olmasi nedeniyle bitki ve bitkisel {riinlerin kullanilmas1 bu

yonden avantajlidir.

Sonug olarak, bu arastirma ile sirkelerin F. psychrophilum karsi antibakteriyel
aktivitesi belirlenmistir. Ozellikle iiziim sirkesinin en fazla etki gdsterdigi tespit
edilmistir. Ayrica sirkelerin viriilens mekanizmasinda 6nemli olan adezyon {izerinde
etkili oldugu tespit edilmistir. F. psychrophilum sirkeler bakteriyel hastaliklarda
dogal bir tedavi edici olarak antibiyotiklere alternatif olarak kullamilabilir. Ozellikle
tiziim sirkesinin F. psychrophilum’un neden oldugu soguksu hastaliginin tedavisinde
kullanilabilme potansiyeli oldugu diisliniilmektedir. Bu tiir uygulama direngli bakteri

tirlerin gelismesini engelleyecek, balik, insan ve c¢evre saglhigi acisindan da
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antibiyotik  kullanimin1  azaltacaktir. Organik balik yetistiriciliginde dogal

antimikrobiyal madde olarak degerlendirilebilecektir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda sirkelerin aktif maddesinin belirlenmesi, balik
lizerinde toksik etkisi, immunostimulant etkisi /n vivo test calismalar1 ile yapilmasi
gerekmektedir. Cok uzun yillardan beridir hastaliklarin tedavisinde kullanilan
sirkelerin balik hastaliklarinin tedavisinde de kullanilabilme potansiyeli oldugu

belirlenmistir.
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