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OZET

KAFEIK ASITIN
BALIK PATOJENLERI UZERINE ANTIBAKTERIYEL ETKISININ
BELIRLENMESI

Fatih TAPAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitsu
Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakdltesi
Su drunleri Yetistiriciligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
13/08/2018, 37

Diinya su iiriinleri sektoriinde balik hastaliklarinda hizli bir artis gériilmektedir. Yem
katki maddeleri, stok yogunlugu gibi bircok farkli etmenin balik hastaliklarindaki artisi
hizlandirdig1 da bilinmektedir. Bu durumun devamlilik arz etmesi sonucunda da salgin
hastaliklar goriilmektedir. Hastaliklarin tedavisi i¢in uzun yilardir antibiyotik gibi sentetik
maddeler kullanilmakta ve bu durum canli viicudunda antibiyotik birikimine, su kalitesinde
de bozulmalara sebep olmaktadir. Antibiyotiklerin kullanimi arttik¢a giivenli gidaya
ulasimda zorluklarin yasanmaktadir. Sentetik maddelerin  kullanimina  yasaklar
uygulanmakta ve/veya kisitlamalar getirilmektedir. Bu durumun dogal sonucu olarak da
farkli alternatiflere yonelim baglamistir. Su {irlinleri yetistiriciliginde, antibiyotik ajanlara
kars1 alternatif olarak fenolik (organik) asitlerin kullanilmasi patojen bakterilerin
cogalmasimi Onlemekte, baliklarin bagirsak floralarinda yararli bakterilerin ¢ogalmasini
tesvik ederek hayvanlari iyilestirme 6zelligi gostermektedir. Organik asitlerin su iirtinleri
yetistiriciliginde, katki maddesi ve antibakteriyel ajan olarak kullanilmasimin gelecekte
artacagl diigiiniilmektedir. Yapilan bu ¢aligmada organik asitlerden biri olan kafeik asitin
balik patojenlerine kars1 disk difiizyon (DISK) ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yontemleri kullanilarak, Yersinia ruckeri E42, Listonella anguillarum SY-L24,
Streptococcus iniae ATCC 2917, Edwardsiella tarda SY-ED14, Citrobacter sp.,SY-C10
bakterileri iizerine antibakteriyel etkisi aragtirllmistir. Calismada kafeik asitin arastirmaya

konu patojenler igerisinde en etkili olan patojenin E.tarda SY-ED14 oldugu belirlenmistir.

Vi



Bu c¢alisma sonucunda elde edilen bulgular 1siginda ileriki ¢alismalarda in vivo
hayvan deneyleri ile yeme ilave edilen kafeik asitin baliklarin E.tarda SY-ED14 patojenine

kars1 hastalik direnci kazanimlarinin arastirilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar sozcukler: Kafeik Asit, Bakteriyel Balik Patojeni, Antibakteriyel Aktivite,
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK), Disk Difiizyon (DISK)
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ABSTRACT

DETERMINATION OF
THE ANTIBACTERIAL IMPACT OF CAFFEIC ACID ON
FISH PATHOGENS

Fatih TAPAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Institute of Science and Technology
Faculty of Marine Sciences and Technology
Aquaculture Department Master of Science Thesis
Advisor : Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
13/08/2018, 37

A rapid increase in fish diseases is seen in the world aquaculture sector. It is also
known that many different factors such as feed additives and stock density accelerate the
increase in fish diseases. As a result of this situation, epidemic diseases are seen. For the
treatment of diseases, synthetic materials such as antibiotics have been used for a long time
and this causes the accumulation of antibiotics in live body and deterioration of water
quality. As the use of antibiotics increases, there are difficulties in reaching safe food.
Prohibitions are imposed and / or restrictions are imposed on the use of synthetic materials.
As a natural consequence of this situation, orientation to different alternatives has begun.
The use of phenolic (organic) acids as an alternative to antibiotic agents in aquaculture
prevents the multiplication of pathogenic bacteria and demonstrates the ability of fish to cure
animals by promoting the growth of beneficial bacteria in the intestinal flora. It is thought
that the use of organic acids as an additive and antibacterial agent in aquaculture will increase
in the future. In this study, the antibacterial effect of the caffeic acid, one of the organic
acids, on Yersinia ruckeri E42, Listonella anguillarum SY-L24, Streptococcus iniae ATCC
2917, Edwardsiella tarda SY-ED14, Citrobacter sp.,SY-C10 bacteria was investigated by
using the Disc diffusion (DISC) and Minimum inhibitory concentration (MIC) methods. In
the study, it was determined that caffeic acid was the most effective on E. tarda SY-ED14,

among the investigated pathogens.
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In the direction of the findings of this research, in future studies it is necessary to
investigate the addition of the caffeic acid food on the disease resistance of the fishes against
E. tarda SY-ED14 pathogen in vivo.

Keywords: Caffeic Acid, Bacteriyel Fish Pathogen, Antibacterial Activity,
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Disk Diffusion (DISC)
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BOLUM 1
GIRIS

Diinyada hizla artan niifusla birlikte insanlarinda gidaya olan ihtiyaclar1 ayn1 hizla
artmakta ve insanlik i¢in dnemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gidaya ulagimla
ilgili problemler bir kenarda dururken insanlig1 tehdit eden bir bagka dnemli problem ise su
sorunudur. Parasat (2014)’a gore igilebilir diizeyde temiz su kaynaklarinin siirli oldugu
diisiintildiiglinde, tatlisu kaynaklarinin igme suyu olarak mi, gida temini amaciyla balik
tiretiminde mi kulanilmasiin dogru olacagi konusunda fikirler ortaya atilmaktadir. Tatlisu
kaynaklarmin az oldugu ve denize kiyist olmayan su sikintisinin yasandigi bolgelerde
yasamin devamu i¢in her iki yasamsal faaliyete de ihtiya¢ vardir. Bu iki yaklagimin da dogru
oldugu ve beraber uygulanmasinin varligimizin devami i¢in daha uygun olacagi ortadadir.

Bu diisiinceler 15181nda hareket edilecek olunursa, diinyada ve tilkemizde su kaynaklar1
siirsiz degildir ve mevcut su kaynaklar1 yonetiminde ise, gelecegimiz icin gerekli olan
yeniden bir yapilanma ve ihtiyaclarin karsilanabilecegi bir gelecek perspektifinin ortaya
konulmasidir.

Diinyada ve {ilkemizde hizli biiyiime gosteren sektorlerin basinda su iriinleri
gelmektedir. Su tirtinleri yetistiriciliginde tiretimdeki artis, isletmelerin kullanilabilir alanlari
ve buna bagli olarak da stok yogunlugundaki artis demektir. Bunun dogal sonucu olarak da
isletmelerdeki yogun stoklar sebebiyle yetistiriciligi yapilan baliklarin strese girmesi, yeme
katilan katki maddelerinin de suyun kalitesini bozmas1 sebebiyle hastaliklar, su iiriinleri
yetistiriciligindeki sorunlarin en Onemlileri arasindadir. Kapali devre yetistiricilik
sistemlerinde de ayni problemlerin oldugu bilinmektedir (Yildirim ve Okumus, 2004).
Sonug olarak {iretici yoniinden ekonomik kayiplara, ¢evresel yonden ise antibiyotik ve diger
baz1 kimyasallarin kullaniminin artirmasina sebebiyet vermektedir. Farkli yetistiricilik
yontemleri ve sektordeki degisimler goz Oniine alindiginda yetistiricilik yapilan yerlerde
hastaliklarin meydana gelmesi, bu hastaliklarin kisa siirede yayilmasina ve sonug olarakta
maddi kayiplarin artmasi nedeniyle su iiriinlerinin siirdiiriilebilirlik sinirlarini1 daraltmaktadir
(Bondad-Reantaso ve ark., 2005). Sekter yoneticilerinini daha fazla maddi kazang saglamak
istemeleri su iiriinlerinin kontrolsiiz ve bilingsiz bir sekilde biiylimesine ve bunun bir sonucu
olarak da kiltirii yapilan sucul canlilarda parazitel, bakteriyel, viral ya da fungal
enfeksiyonlarda artis goriilmesi sonucunda istenilen bitylime degerlerine ulagilamamaktadir.
Ozellikle antibiyotiklerin kullanimi bakterilerin antibiyotige olan direncini arttirdig

bilinmektedir ve bu iiretim faaliyetleri isletme ekonomisini dogrudan etkileyebilmektedir.

1



Bu bilgiler 1s181nda sentetik yem katki maddelerine alternatif olarak yeme farkli katki
maddelerin ilave edilmesi bilim insanlari tarafindan aragtirilmakta ve arastirilmaya da devem

eden bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Citarasu, 2012).

1.1. Yetistiricilikte Hastalik Etkenleri

Su driinleri yetistiriciliginde bulasici hastaliklar genisleme ve sosyoekonomik
gelismeyi engelleyen 6nemli bir faktordiir. Su tirtinleri yetistiriciligi tiretimi daha yogun hale
geldikge, hastaliklarin  goériilme sikligr artmis ve Onemli ekonomik kayiplara yol
acmistir. Mikrobiyal hastaliklar arasinda patojenik bakteriler, viriisler ve mantarlar,
kulugkahanede ve biiylime havuzlarinda ciddi hasara ve ekonomik kayiplara neden olur

(Citarasu, 2010).

1.2. Su Uriinlerinde Bakteriler ve Hastalik etkenleri

Birbirinden bagimsiz olarak yasamint siirdiirebilen tek prokaryot hiicreli
organizmalardir. Su {riinleri yetistiriciliginde bakteriler ¢iftliklerde yetistirilme
donemlerinde yetistirme havuzlarinda Gliimlere ve ciddi ekonomik kayiplara neden olur.
Bakteriyel hastaliklar Y. ruckeri; salmonidlerde enterik kirmizi agiz (Bullock ve Snieszko,
1975; Toranzo ve ark., 2005; Austin ve Austin, 2012), E.tarda ve Edwardsiella ictaluri;
kirmiz1 kangrene neden olur, genel olarak karaciger, dalak ve bobrekler {lizerinde beyaz
nodiiller vardir, bobrek bliylimiistiir, yayin bali1 enterik septisemi yilan baliklarinda i¢
organlarda apseler gortlur (Hoshina, 1962), Listonella anguillarum; bir ¢ok deniz balik
tiirlinde vibriosis gibi hastaliklara neden olur (Toranzo ve ark., 2005; Austin ve Austin,
2012), Streptococcus iniae; Sicaksu treptokokozu (Hoshina ve ark., 1958), Citrobacter sp.;
Pankreas nekrozu (Sato ve ark., 1982), (Cizelge 1.1)’de oldugu gibi, S. aureus; sazan, kizil
cipura ve sart kuyrukta goz hastaliklari, Clostridium botulinum; salmonidlerde uretilen
botulizm, Vagococcus salmoninarium; atlantik salmonu ve gokkusagi alabali septisemi,
Stomopteryx difficilis; sazan, alabalik, giimiis pomfret ve tilapiyada meningoensefalit,
Renibacterium salmoninarium; salmonidlerde bakteriyel bobrek hastaligina, patojenik,
Bacillus sp.; gesitli tath su baliklarinda septisemi ve basiller nekroz hastalina, Micrococcus
luteus; gokkusagi alabaligi mikrokocasi, Mycobacterium sp.; bircok balik tiiriinde
mikobakteriyoz ve balik tiiberkiilozu, A. hydrophila; siis baliklar1 da dahil olmak Uzere
birgok tatli su balik tiirinde Uretken, Aeromonas septisemi, A. salmonicida; salmonidlerde
furunculosis, Flavobacterium sp.; kalkan balig1, akciger hastaligi ve birgok tatli su baliginda

solungag hastaliklari, Photobacterium damselae; bazi balik tiirlerinde (¢ipura balig1 ve sari


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/yersinia
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/botulinum-toxin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/micrococcus-luteus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/micrococcus-luteus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aeromonas
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/edwardsiella-ictaluri
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/flavobacterium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photobacterium

kuyruk) baliklarinda fotobakteriyozis, Pseudomonas sp.; tatli su balik tiirlerinde bakteriyel
hemorajiler, Vibrio alginolyticus; gobialarda g6z hastaliklar1 ve septisemi, (Austin ve
Austin, 2007). Onemli kabuklu deniz iiriinleri hastaliklar1 bakildiginda ise, karides tiirlerinde
Vibrio harveyi, Vibrio fischeri ve Vibrio parahaemolyticus'un neden oldugu vibriosis veya
bakteriyel hastalik, karides bakteriyel septisemi, Kkarides vibriosis veya liminesan

vibriosislerdir (Aguirre-Guzman ve ark., 2004).

Cizelge 1.1. Calismada kulanilan Patojen bakteriler ve hastalik etkenleri (Oztiirk ve Altinok,

2014)

Bakteri Hastalik Kaynakca

Yersinia ruckeri Enterikkirmizi agiz, yarsiniosis (Austin ve Austin, 2012; Bullock
ve Snieszko, 1975; Toranzo, 2004)

Edwardsiella tarda Enterik septisemi, I¢ organlarda | (Hoshina, 1962)

apseler

Listonella anguillarum Vibriosis (Austin ve Austin, 2012; Toranzo
ve ark, 2005)

Citrobacter sp. Pankreas nekrozu (Sato ve ark., 1982)

Streptococcus iniae Sicaksu treptokokozu (Hoshina ve ark., 1958)

1.3. Bakteriyel Hastaliklarin Kontrolii ve Karsilasilan Sorunlar

Su tirlinleri yetistiriciliginde, vitaminler, hormonlar, antibiyotikler, diger bazi sentetik
kimyasallar ve biiyiime arttiricilar1 antibakteriyeller olarak kullanmiglardir (Jayaprakas ve
ve ark., 1996). Hem balik hem de karides tizerinde olumlu etkileri olsa da 6zellikle ¢esitli
sebeplerden dolayr su friinleri isletmelerinde antibiyotik 6nerilmez. Su drunleri
yetistiriciligindeki olumsuzluklar, nispeten yiiksek maliyet, toksisite, yasak veya belirsiz
diizenleyici statiileri, tatbiki zor olan uygulama yollari, zayif emilim, ¢evre lizerindeki belirli
etkiler ve direngli bakterilerin insanlara aktarilmast gibi durumlardan dolayidir (Sambhu,
1996). Genel olarak baliklar i¢in biiyiik ticari havuzlarda hasattan sonra su bosaltimi
yapilmaz, bu nedenle yiiksek miktarda ilag bulunabilir, bu da daha sonra havuzlara yeni
atilan baliklarda antibiyotik kalintilarina ve aktif direncli bakterilere maruz kalabilirler.

Deniz baliklarinda kullanilan kuluckahanelerde tedavi amacli olarak antibiyotiklerin
rasgele kullanimi, direncli suslarin gelismesine yol agmis ve diger antibiyotiklere gecisi
gerektirmistir. Antibiyotikler ayrica larvalarin biiylimesini azaltabilir ve savunma

mekanizmalarin1  engelleyebilir. Zayif bagisiklik sistemleri ve antibiyotiklerle


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/vibrio
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/penaeidae
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780857090164500167#bb0015
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antibiotics
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bactericide
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780857090164500167#bb0490
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780857090164500167#bb0490
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780857090164500167#bb0785
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780857090164500167#bb0785

birlestirilemeyen ozellikli patojenlere bagli olarak ¢ok yiiksek mortaliteye neden olabilir
(Brown, 1989).

Giliniimiizde c¢ogu antibiyotikler, patojenik bakteriler arasinda antibiyotige karsi
direncin artmasiyla birlikte balik yetistiriciliginde basta bakteriyel hastaliklar olmak iizere
su trilinleri kiiltlir yetistiriciliginde hastaliklarin kontroliinde etkili degildir. Ayrica, bircok
tilke su tirtinleri yetistiriciliginde halkin sagligindan kaygilandiklari i¢in ve maruz kaldiklar
cevresel tehlikeler sebebiyle antibiyotik kullanimini yasaklamistir (Lee ve ark., 2009). 2006
yilindan sonra, su iirtinleri kiiltiiriinde biiylime artiric1 olarak antibiyotik kullanimi1 AB’de
tamamen yasaklanmustir. Hindistan Deniz Uriinleri ihracat ve Gelistirme Kurumu
(MPEDA), kulucka sahiplerine ve ciftgilere, saglik ve cevre ilizerindeki olumsuz etkileri

nedeniyle bazi antibiyotikleri kullanmamalari talimatini vermistir (Sanandakumar, 2002).

1.4. Su Uriinlerinde Antibiyotik Tanimi

Su iiriinleri sektorti diinyada ve tlilkemizde hizla biiylimekte ve biiyiimeye de devam
etmektedir. Fakat hastalik patojenleri bu sektorii olumsuz etkilemekte, baz1 canlilarin
biliylimesi etkileyen ilk etken olarak ortaya ¢ikmaktadir. Patojenlerin baliklar iizerinde
olusturduklar1 hastaliklarin tedavisi i¢in antibiyotikler ¢ok ©nemli bir yere sahiptir.
Antibiyotiklerin kullanimda farklilik géstermesi canlinin hastalik etkeniyle durumuna baglh
olarak yeme katilarak, enjeksiyon ile veya suya katilarak kullanilirlar (Avsever ve ark.,
2010). Baliklarda kullanilan antibiyotiklere son dénemlerde sinirlamalar getirilmistir.
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) baliklar igin florfenikoliin, sulfamerazin,
sulfadimetoksin-ormetoprim ve oksitetrasiklin dihidratin yasal olarak kullanimina izin
vermektedir. Fakat Avrupa lilkelerinde ise bu maddelere ek olarak flumekuin bilesikleri,
amoksisilin, sarofloksasin, sulfadiazin+trimetoprim, oksitetrasiklin, florfenikol ve oksolinik
asit gibi maddelerin kullanimi su iirlinleri sektoriinde lisans alinarak kulanilmaktadir.
Ulkemizde ise ruhsatli oksolinik asit, sulfadiazin+trimetoprim, florfenikol, enrofloksasin,
oksitetrasiklin, amoksisilin gibi 35 madde vardir (Baydan ve ark., 2012). Su firiinlerinde
tedavi ve buylmeyi desteklemek i¢in kullanilar antibiyotikler hayvan ve insan sagligini
olumsuz etkilemekte ayrica su ortamina da potansiyel zararlarinin oldugunun bilinmesi
gerekmektedir. Su iirlinleri yetistiriciliginde biiyiimenin hizlandirilmasi, ¢cevreye ve insan
sagligina zararl bir dizi gelismeye yol agmustir. Ikincisi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde,
balik yetistirme sirasindaki hijyen eksikliklerinden kaynaklanan bakteriyel enfeksiyonlari
onlemek icin bu sektordeki profilaktik antibiyotiklerin yaygin ve smursiz kullanimi ile

gosterilmektedir. Insan tibbinda faydali biyobozunur antibiyotikler de dahil olmak iizere
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genis capta cok ¢esitli antibiyotiklerin kullanimi, su ortaminda kalmalarin1 ve uzun siireler
boyunca segici baskilarmi siirdiirmelerini saglar. Bu siireg, balik yetistiricili§inde
antibiyotige direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasina, balik patojenlerinde antibiyotik
direncinin artmasina neden olmustur (Alderman ve Hastings, 1998). Balik yemleri ile
karistirilmasi gereken biiyiik miktardaki antibiyotiklerin kullanimi, endiistriyel sagliga da
sorun yaratmakta ve baliketinde ve balik iriinlerinde antibiyotiklerin kalintilarinin
Onlenmesine yonelik calismalar artmaktadir. Bu nedenle, biriken kanitlar, sinirsiz
kullanimin baliklar, kara hayvanlar1 ve insan saghgi ve c¢evre icin zararli oldugunu
gosterdiginden, su triinleri yetistiriciliginde profilaktik antibiyotiklerin daha bilingli
kullanimini tesvik etmek icin kiiresel ¢abalarin gerekli oldugu goriilmektedir (Aarestrup ve
Wegener, 1999). Balik yemleri ile karistirilmast gereken biiylk miktardaki antibiyotiklerin
kullanimi, endiistriyel sagliga da sorun yaratmakta ve baliketinde ve balik {iriinlerinde artik
antibiyotiklerin bulunmasina ydnelik firsatlar1 arttirmaktadir. Bu nedenle, biriken kanatlar,
siirsiz kullanimin baliklar, kara hayvanlari ve insan sagligi ve ¢evre icin zararl oldugunu
gosterdiginden, su iirlinleri yetistiriciliginde profilaktik antibiyotiklerin daha bilingli
kullanimini tesvik etmek i¢in kiiresel ¢cabalarin gerekli oldugu goriilmektedir. Balik yemleri
ile karistirilmasi gereken biiyiik miktardaki antibiyotiklerin kullanimi, endiistriyel sagliga da
sorun yaratmakta ve baliketinde ve balik iiriinlerinde artik antibiyotiklerin bulunmasina
yonelik firsatlar1 arttirmaktadir. Bu nedenle, biriken kanitlar, sinirsiz kullanimin baliklar,
kara hayvanlar1 ve insan saglig1 ve c¢evre icin zararli oldugunu gosterdiginden, su iiriinleri
yetistiriciliginde profilaktik antibiyotiklerin daha bilingli kullaniminm1 tesvik etmek ig¢in
kiiresel cabalarin gerekli oldugu goriilmektedir (Cabello, 2006).

1.5. Antibakteriyal Direng

Insanlarda ve karasal hayvanlarda oldugu gibi, bakterilere kars: antibakteriyel diren,
su Uriinleri yetistiriciliginde yaygin hale gelmistir. Enfekte baliklar ve kabuklu deniz
canlilari tiirleri arasinda ytliksek morbidite ve mortaliteye neden olan bazi sucul patojenlerin
direnci, bu hastaliklarin tedavisini yliksek maliyetlere yol agmasi sebebiyle 6nemlidir. Bu
artan uretim maliyetleri Greticilerin gegimini etkiler ve tlketiciler hayvansal drinlerin
mevcut durumundan ve maliyetinden etkilenir ve uluslararasi ticaret etkileri agisindan

potansiyeli vardir (Morley ve ark., 2005).



1.6. Gelecek I¢in Antibiyotikler Olarak Tibbi Bitkiler

Tibbi bitkilerin igerigindeki antimikrobiyal bilesiklerin mikrobiyal patojenlere karsi
savunma mekanizmasi olarak kullandiklar1 bir gergektir. Sentetik ilaglarin %50 oraninda
fitokimyasallardan sonra tiiketildigi tahmin edilir. Farmakoloji endiistrisinde en fazla sayida
antimikrobiyal ilaca katkida bulunmus olan tibbi bitki ailesi alkaloidler, fenolikler ve diger
bilesikler gibi ikincil metabolitlerdir. Biyolojik olarak parcgalanabilen daha glvenli, bitki

kaynakli bilesikler, direngli mikroplar sorununa umut verici bir ¢oziim sunar (Citarasu,

2010).

1.7. Fenolikler ve Turevleri

Fenolikler yaygin adiyla polifenoller aromatik hidrokarbon grubuna ait hidroksil
grubu (-OH) igeren bir kimyasal bilesikler gurubunu olustururlar. Mikroorganizmalarin
etkilerine kars1 savunma gorevi gortirler. Polifenoller proteinler ile agir ¢oziiniir kompleksler
olusturabilen, bakterilere yapisabilen ve bodylece hiicre yiizeyindeki var olan reseptor
mevcudiyetini bozabilir. Fenolik asitler bitkilerde yaygimn olarak bulunur farkli bir grup
olustururlar. Dagitilmis hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerdir. (Perumal samy ve
Gopalakrishnakone, 2010). Sentetik antibiyotikler toksik ve kanserojen etkileri sebebiyle
dogal antioksidan ve antimikrobiyal etkileri sahip olan fenoliklerin c¢aligmalarda
kullanilmasi buna bagh olarak da ilginin gitgide artmasina sebep olmustur. Fenoliklerin
katarakt, kalp hastaliklari, kanser, goz hastaliklar1 gibi bazi hastaliklara i1yi geldigi
soylenmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010). Bundan dolay1 fenolik bilesikler bakinimdan
yiiksek icerige sahip sebze ve meyvelerin tiiketilmesi sagligimiza olumlu etkilerinin yani
sira hastaliklara kars1 da dire¢ kazandiracagi sdylenmektedir. Bundan dolay1 bu sebze,
meyve ve bitkilerin igerigi olan fenolik maddelerin tespiti 6nem arzetmektedir. BHA (biitil
hidroksi anisol) ve BHT (btil hidroksi toluen) benzeri sentetiklerin kansorejen ve toksik
etki yapabilecekleri ¢aligmalarla ortaya ¢ikmasi sonucu iilkelerin bazilarinda yasaklar bazi
tilkelerde kisitlamalar getirilmistir. Bunun bir sonucu olarak baharat, meyve, bitkisel ¢cay ve
sebzelerin bilimsel calismalarda kulanilmaya baglanmasi sonucu ilgi giderek artmistir
(Nizamlioglu ve Nas, 2010). Serbest radikaller lipit, niikleik asitlere ve proteinleri, hasarlar
vermekte ve hiicrenin yapisini bozarak DNA’da bulunan biyokimyasallarin bozulmasina
sebebiyet vererek farkli hastaliklar ¢itkmasini sebep olacagi sdylenmektedir (Nizamlioglu ve
Nas, 2010).

Fenolik bilesikler iki ana guruba ayrilirlar. Bunlardan ilki flovonoidler bir digeri ise

fenolik asitlerdir. Fenolik asitler de iki ana guruba ayrilirlar bunlar benzoik asitler
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(hidroksibenzoik asit) bir digeri ise sinnamik asitler (hidroksisinnamik asit) dir. Genelde
fenolik asitler serbest halde bulunmazlar. Amino asitler, glikozitler, proteinlerle ya da
karboksil gruplari karbonhidratlar reaksiyona girmekte ve amidler, fenol esterleri ve
alkollerle reaksiyona girerek amino gurubu bagli olan bilesikleri olusturmuslar (Acar, 1998).
Hidroksisinnamik asitler (C6-C1) en yaygin olarak sebze ve meyvelerde bulunurlar bunlar;
ferulik, sinapik, kafeik, pkumarik asitlerdir (Rommel, 1993; Acar, 1998). Bazi fenolik asitler
(Cizelge 1.2) oldugu gibidir.

Cizelge 1.2. Gidalardaki 6nemli fenolik asitler (Karanfil, 2013)

Hidroksibenzoik asitler(C6- Hidroksisinamik (C6-C3) Hidroksisinamik tiirevleri
Cl)

Fenolik Asitler

Vanilik asit o-kumarik asit Klorojenik asit

Salisilik asit p-kumarik asit 4Neoklorojenik asit

Sirinjik asit Kafeik asit Kaftarik(kefeoiltartarik) asit
Gentisik asit Ferulik asit p-kumaroilquinik asit

p- Q-rezorsilik asit Izoferulik asit Kutarik (p-kumaroiltartarik asit)
hidroksibenzoik asit Sinapik asit Izoklorojenik asit
o-protokatesuik asit Kritoklorojenik asit

Izovanillik asit

m-hidroksibenzoik asit

1.8. Organik Asitlerin Etki Mekanizmalar

Organik asitler, maya, kif ve bakteriler gibi mikroorganizmalarin sebebiyet verdigi
bozulmalar1 6nlemekte ve yaygin bir sekilde yemlerde koruyucu madde olarak kullanilir
(Ricke, 2003). Yeme katilan fenolik asitlerin pH’y1 asagiya c¢ekerek, depolama sirasinda
veya diger durumlarda istenmeyen mikrobiyel ajanlarin ¢ogalmasini durdurur. Bulagma olan
yemlerin az da olsa mikotoksik etkisinin olmasi balik iiretiminde hayvanlarin beslenme ve
saglik agisindan ciddi sorunlarla karsilasilabilir. Bu sebeple yemin asitlestirilme hijyeni
arttirmak i¢in ve saklanmasi sirasinda besin degerinde kayiplarin olmamasi ic¢in kullanilir.
Bulagsma olan yemlerde diisiik miktarda kullanilmasi bile kiiltiirii yapilan canlilarda,
0zellikle su tirlinleri sektdriinde ¢ok ciddi saglik ve beslenme sorununa sebep olabilir.

Bakteriler cogu uygun pH olmadig1 zaman gelisimleri durur ve yiiksek seviyede asidik
kosullarda iireyemezler. Hidrojen iyonlar1 organik asitleri serbest birakir pH degerini
digiirtirler. Asidik ortama duyarli bakterilerin biiylime ve c¢ogalmast bu yolla

engelleyebilirler. Laktik, benzoik, sorbik, sitrik ve asetik asitler gibi zayif baglar1 olan



organik asitler, i¢eceklerde ve gidalarda pH' degerini asagiya ¢ekerek bakteriyel ¢ogalmay1
onlemek i¢in kulanilir (Russell ve Gould, 2003).

1.9. Kafeik Asit

Kafeik asit 3,4-hidroksi sinnamik asit olarak bilinir ve kimyasal yapist (Sekil 1.1)’de
oldugu gibidir. Baz1 bitki, meyve ve sebzelerde de bulunan fenolik asitlerden birisidir.
Kafeik asit, 6zellikle kahvede bulunan bir fenolik asittir ve kafeinden ayri1 bir maddedir
(Higdon ve Frei, 2006). Ayrica, kandaki tirik asit, serum kreatinin ve {ireyi distiriir ve toplam
albiimin ve protein degerlerinde artisa sebep olur. Ayrica popiilistteki baslica yararh
maddelerden olan galangin, pinosembrin, apigenin, naringenin, kaemferol, luteolin, rutin,
kuarsetin, hesperidin, genkvanin, krisinlerin yani sira kafeik asit ve fenil esterleri de
mevcuttur. Propolisin kaynagina bagli olarak icindeki fenolik bilesikler ve miktarlari
degistiginden insan sagligi ilizerindeki etkileri de degisebilmektedir. Bu amagcla, basta
Brezilya ve Bulgaristan olmak iizere yurtdisinda yapilmis pek cok calismalar vardir
(Bankova ve ark., 1998; Seidel ve ark., 2008). Iklim kusaklar1 ve mevsimsel etkileri goze
alinarak yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal etkileri daha iyi olan fenolik bilesikler kuzey
Amerika, Avrupa, Cin ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde daha yaygin olarak tespit edilmistir.

Tiirkiye’de de propolislerin fenolik bilesikler bakimindan igerigiyle ilgili ¢alismalar
(Katircioglu ve Mercan, 2006; Gengay ve Salih, 2009; Giil¢in ve ark., 2010; Erdogan ve
ark., 2011) bulunmaktadir. Ancak, fenolik madde miktar analizinin yapildigr ve
ulasabildigimiz calismalar1 inceledigimizde likit kromatografi ile Bing6l, Rize, Tekirdag ve
Van’dan topladiklar1 birer propolis numunelerinde kafeik asit, gallik asit, pkumarik asit ve
luteolin miktarlarinin belirlenmis oldugu goriilmektedir (Erdogan ve ark., 2011). Kafeik
asitin ayrica bagisiklik sistemini olumlu etkilerinin yani sira iltithaplanmay1 onleyici,
antioksidan olarak ilag sanayinde genis bir aralig1 vardir (Chen ve Ho, 1997; Giilgin, 2006).
Kafeik asidin farmakolojik ¢alismalarda beyin iskemisindeki ve beyinde oksidatif zarara
karst koruyucu etki gosterdigini biyokimyasal degisimlerle beraber davranigsal beyin

hasarlarin1 6nlemektedir (Zhou ve ark., 2006).



HO
e OH

HO

Sekil 1.1. Kafeik asitin kimyasal yapis1 (Akyol ve ark., 2011)

Fenolik asitler, hidrojen iyonlarini serbest birakir ve direkt olarak pH’y1 diisiirtirler.
Ayrica asidik ortama hassasiyet gosteren mikroorganizmalarin ¢ogalip biiyilimesini
onlemektedir. Sorbik, benzoik, laktik, asetik asit gibi fenolik (organik) asitler, antibakteriyel
aktivite gostererek bakteriyel biiylimeyi ve ¢ogalmay1 sinirlandirmak icin igeceklerde veya
gidalarda pH’1 diisiirmek i¢in kullanilan baslica organik asitlerdir (Russell ve Gould, 2003).

Fenolik asitlerin antimikrobiyal ve bakteriostatik etkisini, pH nétr yapmak igin
bakterilerin yar1 gecirgen membranindan gegerek sitoplazmada ayrisabilmesinden
kaynaklidir (Cherrington ve ark., 1991; Booth ve Stratford, 2003). Hiicrede fazla protonlarin
birikimi, sitoplazma pH’im disiiriir ve bdylelikle metabolizmik enerji olarak kullanilan
piruvat dekarboksilaz enziminin ve bazi hiicredeki enzimlerin inhibisyonu sonucu bakteriyel
hiicre metabolizmasinin engellenmesi saglanmis olur. Sitoplazmik pH, fizyolojik optimal
araligin altina inerse hiicrede 6liim gergeklesir (Smigic ve ark., 2009).

Ng ve ark (2009)’e gore organik asitlerin ve tuzlarinin katildig1 yemlerle baliklarin
beslenmesi diskilarinda ve bagirsaklarinda antimikrobiyal etkisini ilk olarak bildirmislerdir
(Y1lmaz ve Hunt, 2017). Organik asitler ve bunlarin tuzlarinin bagirsak tizerindeki zararl
mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi, Oreochromis sp. (tilapya) balig1 tizerinde (Koh
ve ark., 2016) Paralichthys olivaceus (pisi balig1) tizerinde (Park ve ark., 2011), L. vannamei
(pasifik beyaz karides) Uzerinde (Da Silva ve ark. 2016) yaptiklari arastirmalar da
belirtmislerdir. Bagirsak florasinda ve bilesimindeki degisimler, hayvanlarin biiyiimesine,
besin maddesi kullanimina, bagisiklik izerindeki yanita ve patojenlere karsi direnci tizerinde
onemli etkilerinin oldugunu tespit etmislerdir (Chuchird ve ark., 2015). Bagirsak
mikroflorasindaki mikrobiyolojik degisiklerle yemlerdeki organik asitlerin, tuzlarinin,
ekstarktlarin veya bunlarin baglantili etkileri belirlemek i¢in daha ayrintili arastirma
yapilmalidir.

Bu tezde yukaridaki bilgiler 1s1ginda Y. ruckeri E42, L. anguillarum SY-L24, S. iniae



ATCC 2917, E. tarda SY-ED14, Citrobacter sp.,SY-C10 tizerine kafeik asitin antibakteriyel

etkileri incelenmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Su drlnlerinde antibiyotiklerin kalint1 birakmasi, tiiketiciler agisindan halk sagligini
tehdit etmektedir (Cabello ve ark., 2013). Maddi anlamda kazang elde edilebilmesi icin
kiiltiir baliklar1 yetistiriciliginde antibiyotiklerin kullanilmasina sinirlandirma getirilmesi
gerektigi distinlilmektedir (Rebougas ve ark., 2011). Tiiketicinin sagligini etkilemesinin
yaninda ¢evreye verilen zararlar1 diistiniildiigiinde antibiyotiklerin ve kimyasallarin zararl
etkilerini minimuma indirmek gerekir. Kiiltiir balik¢iliginda; biiyiime performansini ve FCR
oranini gosteren, saglikli ve direngli canlilar yetistirmek i¢in ayn1 zamanda da canli etinde
kalinti birakmayan alternatif olarak kullanilabilecek katki maddeleri gerekmektedir.
Bunlardan bazilari; probiyotik, prebiyotik, fenolik asit ve bazi enzimler oldugunu
bildirmislerdir (Barug, 2006).

Fenolik asitler, bir ya da birden fazla karboksil grubu ihtiva eden ve organik R-COOH
olarak genel bir molekiil yapisina sahip olan organik molekiillere denir. Organik sitler
stirekli zayif karboksilik asitler, kisa zincirli yag asitleri veya ucucu yag asitleri olarak
adlandirilir. Hayvanlarin yem maddelerinde en fazla kullanilan organik asitler ise laktik
asitler, formik asit, fumarik asit, propiyonik asit ve tiirevleri ve tuzlari oldugu belirtmistir
(Cherrington ve ark., 1991).

Kisa zincirli fenolik asitler (C1-C7) veya tuzlar1 ya da miksleri, asitlestirici olarak
bilinmektedirler ve antibiyotiklere alternatif olarak ele alindig1 bildirilmistir (Ng ve Koh,
2009). Genelde, propiyonik, laktik, benzoik ve formik asitler iiriinlerin bozulmasina yol agan
organizmalar1 durdurmak icin gidalarda ve yemlerde katki maddeleri ve koruyucular olarak
kullanilir. Organik asitlerin bazilarinin ise, Salmonella spp ve E. coli. gibi gida bulunan
patojen bakterilere karsi iyi antibakteriyel etkisi vardir (Cherrington ve ark., 1991). Yapilan
arastirmada organik asitlerin kullanildig1 yemler ile yem tiiketimi ve biiylime, yem tiikketim
verimliliginin artis gosterdigi ve hastalik direncini artirdigi ve hasta canlilarda iyilesmeler
oldugu belirtilmis (Kluge ve ark., 2005). Diyetteki organik asitlerin ve bunlarin tlirevlerinin
karasal hayvanlar {izerinde yaygin olarak arastirmalar yapilmasina kars1 su tiriinlerindeki
arastirmalar hiz1 son yillarda artmastir.

Tiiketicilerin saglikli gida tiikketme istekleri ve diinyadaki yetistiricilik yapan ¢iftlik
sahiplerinin de degismesi sonucu bu duruma duyarsiz kalamayan ve ekonomik yaklagimlarin
da sonucunda organik asit kullanimlarinin diinyada artis gostermesi beklenmektedir (Ng ve
Koh, 2017).

11



Bagirsak florasi; yem kullanimi, enzim aktiviteleri, sindirim, bliylime ve hastaliklara
direng’in tespit edilmesi iizerine yem katki maddesi olarak fenolik asitlerin etkileri
arastirilmaktadir. Yapilan bu arastirmalar, katki maddeleri lireten, yem iiretimi yapan su
iriinleri sirketlerini ve bu sektdrle ilgili tiim ydneticilerin yararli olabilecegi kanaatine
varmiglardir. Caligmalarda, antibiyotiklere alternatif olusturabilecek, bilimsel arastirmalarla
kanitlanabilmesi ve boylelikle su iirlinlerinde sektoriiniin devamini ve elde edilen su

irlinlerinin de tiiketilebilir olmasi amaglanmistir (Y1lmaz ve Hunt, 2017).

2.1. Bitki Ekstraklarinin Antibakteriyel Ektileri

Tibbi bitkilerin mikrobiyal etkilerinden dolayr diinyanin farkli bolgelerinde
kullaniminin arttig1 bildirilmistir (Abutbul ve ark., 2005). Bu nedenle su iiriinlerinde hastalik
etkenlerinin kontrolii hususunda bitkilerden elde edilmis organik asitlerin kullanilmasinda
artis olmustur. Yapilan arastirmalara bakildiginda bazi bitki ve deniz yosunlarindan elde
edilen ekstraklarin sucul canlilara etki eden patojenlerin artisini  engellemistir
(Direkbusarakom ve ark., 1998; Abutbul ve ark., 2005; Bansemir ve ark., 2006; Dubber ve
Harder, 2008). Ozellikle alabaliklarda yogun iiretimle birlikte siklikla salgmn hastaliklar bas
gostermektedir ve salgin hastaliklarda tespit edilmis patojen bakterilerin basini Y. ruckeri ve
L. anguillarum ¢ekmektedir. Patojenler sebebiyle olusan hastaliklarin tedavisinde
antibakteriyellerin yaygin ve bilingsizce kullanilmasi insan, ¢evre ve sucul canlilar tizerinde
olumsuz etkiler olusturmaktadir. Yakin zamanda su {riinleri yetistiriciliginde hastaliklarin
kontrol edilmesinde dogada tespit edilmis baz1 bitkiler kulanilmaktadir (Bansemir ve ark.,
2006; Turker ve Turker 2009; Ekici ve ark., 2011).

Bansemir ve ark. (2006), ya gore Rhodophyceae (kirmiz1 alg) familyasina ait sucul
bitki tiirlerinin tohumlarindan elde edilmis olan ekstraktlarn Y. ruckeri, Aeromonas
salmonicida, Pseudomonas angulliseptica, Aeromonas hydrophila ve Vibrio anguillarum
patojenlerine kars1 etkisinin antibiyotiklere oranla MIC degerlerinin yiiksek ¢iktig1
bildirilmistir.

Tiirkiye’deki 8 endemik bitkinin su ve alkol ¢ozeltileriyle elde edilmis ekstraklarin 5
farkli patojen bakteriler (Lactococcus garvieae, Enterococcus faecalis, Streptococcus
agalactiae, Y. ruckeri ve A. hydrophila,) tizerinde antibakteriyel etkilerine bakilmis ve L.
garvieae, S. agalactiae, Y. ruckeri, A. hydrophila bakterilerine antibakteriyel etki gosterdigi
bildirilmistir. Fakat Tripolium pannonicum (Bataklik papatyasi) bitkisine karsi alkol

¢oziiciisiinde elde edilen ekstraktinin E. faecalis’e hicbir etki gostermemistir. Bitki
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ekstraklarinin kullanilmasi su iirtinleri yetistiriciliginde giderek artan bir durum oldugunu
bildirmiglerdir (Turker ve ark., 2009).

Torras ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda sahil ¢amindan elde edilen
ekstraktin, farkli 23 patojenik mikroorganizmalara gram pozitif ve gram negatif bakterilerle,
mantarlar ve mayalara kars1 antimikrobiyal etkilerini belirtilmistir. Yapilan ¢alismada, sahil
camindan igerigindeki pycnogenol maddesinin 20-250 pg/mL konsantrasyon araliginda
mikroorganizmalarin aktivitesini durdurdugunu belirtmistir. Ayrica bu ekstraktin
antibakteriyel Ozelligin yaninda antiviral ve antikanserojenik 0Ozelliklerinin de tespit
edildigini sdylemislerdir.

Gao ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada insanda kronik olan bir hastaligin tedavisinde
Ganoderma lucidum mantarimin antimikrobiyal etkisinden dolayr kulanilmakta oldugunu
belirtmis. gram pozitif bakterilerde ve gram negatiflerde Ganoderma lucidum (resi mantar1)’
dan elde edilen polisakkarit ve triterperoidlerin antibakteriyel etki gosterdigini
bildirmislerdir.

Sadaf ve Bhatti (2011)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada Ganoderma lucidum dan
elde edilen ekstraktin, (B. subtilis MTCC-1789, Klebsiella pneumoniae MTCC-2405, P.
aeruginosa MTCC-779, Salmonella typhi MTCC-531, E. coli MTCC-443 ve S. aureus
MTCC-737) patojenlerine kars1 etkilerine bakilmig ve etkili oldugunu bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2011) yapmis olduklari arastirmada farkli bolgelerden ali¢ meyvesinden
elde edilmis ekstraktlarinin herpes virtsi ve C. albicans bakterisi lizerinde yaptiklar
arastirmada 1y1 derecede etki ettigini saptanmislardir.

Ekici ve ark. (2011)’ye gore Asha ve ark. (2008), farkli 15 farkli bitkilerden elde
edilmis ekstraktin A. hydrophila ve V. parahaemolyticus ve V. harvei bakteriyal patojenlere
kars1 etkili oldugunu tespit etmigler. Bu bitkilerden sadece aseton ¢ozeltisinden elde edilen
Lawsonia inermis’ ekstraktinin bu caligmada kullanilmis olan bakterilere karsi yiiksek
seviyede antibakteriyel etki yaptigini belirlemislerdir. Bitki ekstraklarinin anti bakteriyal
etkilerinin yiiksek olmasi toksisitesinin diisiik olmasi nedeniyle alternatif olarak A.
hydrophila ve V. parahaemolyticus ve V. harvei patojenlerinin sebep olduklari hastaliklarin
tedavisinde kulanilabilecegini bildirmislerdir.

Bansemir ve ark. (2006)’e gore Rhodophyceae familyas: tiirlerinden Falcenbergia
rufolamosa, Gracillaria cornea, Ceramium rubrum, Halopitys incurvus, Drachiella minuta,
Asparagopsis armata’ya ait tohumlarinin P. angulliseptica, A. solmonicida, L. Anguillarum,

Y. ruckeri, A. hydrophila patojenlerine en etkili tiirler oldugunu tespit etmisler. Aragtirmada
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bu tohum ekstraktlarinin pozitif kontrol olan Oksitetrasiklinden daha yiiksek MIC degerine
sahip oldugunu belirtmislerdir.

Baska bir ¢calismada ise deniz yosunlarindan 3 tanesi (Enteromorpha compressa, Ulva
fasciata ve Gracilaria corcicata), Mangrov bataklik bitkisi ve agacidan 5 adet (Aglaia
cucullata, Aegiceras corniculatum, Aegialitis rotundifolia, Cynometra iripa, Xylocarpus
granatum) kulanmislar ve etilasetat, kloroform, metanol ¢o6zeltileri kulanilmisayla elde
edilen ekstraktlarda antibakteriyel aktiviteye sahip balik patojenilerinden 6 (A. hydrophila
(2 susg), V. alginolyticus, P. fluorescens, E. tarda, P. aeruginosa) bakterileri de denenmis ve
calismada mangrov bataklik bitkisi ve agaglarindan C. iripa’nin metanol dan elde edilmis
ekstrakt1 patojenlerin tamamina etki ettigi bildirilmislerdir (Choudhury ve ark. 2005).

Turker ve ark. (2009), tlkemize ait 8 endemik bitkinin su ve alkol ¢ozeltisinden elde
edilmis ekstraktlarinin farkli 5 balik patojeni tizerinde (L. garvieae, A. hydrophila, Y. ruckeri
E. faecalis ve S. agalactiae) antibakteriyel etkisine bakilmis. Bitkilerden alkol ¢ozeltisinde
elde edilen T. pannonicum’un ekstraktinin sadece E. faecalis bakterisi tizerinde etkisi tespit
edilmemis diger bakterilere karsi, Y. ruckeri A. hydrophila, L. garvieae ve S. agalactiae
antibakteriyel aktivitesini tespit etmislerdir.

Ekici ve ark. (2011), Melisa (Melissa oleum), kekik (Origanum vulgaris), zencefil
(Zingiber officinale) biberiye, (Rosmarinus officinalis) karabas, (Lavandulae romanae
oleum) ve bitkilerinden elde edilen yaglarin bateriyal patojenlerden; V. alginolyticus, V.
anguillarum, A. hydrophila, L. garvieae, F. psychrophilum, Y. ruckeri ‘ye kars1 anti bakteyal
etkisi bulunmustur. Bu arastirmada, melisa yaginin, L. garvieae hari¢ bitiin patojenlere
antibakteriyel etkisi belirlenmis fakat diger yaglarin antibakteriyel etkisinin olmadigim
bildirmislerdir.

Tiirker ve ark. (2009), yapmis oldugu arastirmada ise bazi bitkilerin (Filipendula
ulmaria (L.), Salvia verticillata L., Salvia tomentosa Miller, Fragaria vesca L., Maxim,
Thymus praecox Opiz, Nymphaea alba L. ve Nuphar lutea (L.) Sm.) alkol ve su ¢ozeltileri
ile elde edilmis ekstraktlarinin antibakteriyel etkisini bazi patojen bakteriler olan
(E.seriolicida, A. salmonicida, Y. ruckeri)’iizerine incelemisler ve alkolle hazirlanan bazi

bitlerin ekstraktlarinin antibakteriyel etkini belirlemislerdir.

2.2. Organik Asitlerin Kullanimlari ve Antibakteriyel Etkileri
Ng ve Koh (2009)’a gore Polifenoller arasinda, flavan-3-ols; flavonoller, tanenler, ve
diger polifenollere kiyasla genis etki mekanizmalari, daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri

ve ¢ogu mikrobiyal bakterileri baskilayabilmelerinden dolay1 da daha fazla ilgi goriirler.
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Fenolik bilesiklerin tiirevleri olan kisa zincirli fenolik asitler, tuzlar1 veya miksleri,
yaygin kulanima sahiptir. Antibiyotiklere alternatif olarak goriildiiglinii belirtmistir (Y1lmaz
ve Hunt, 2017). Genelde, laktik propiyonik, benzoik, formik asitler gibi organik asitler,
iirlinlerde bozulmaya yol agan bakteri ve mantarlar1 engellemekte, gidalarda ve yemlerde
korucu olarak kulanilmaktadir. Bununla birlikte bazi fenolik asitlerin, Salmonella spp ve E.
coli gibi gidalarda bulunan patojen bakterilere karsi giiglii antibakteriyel etkilerinin
oldugunu belirtmislerdir (Cherrington ve ark., 1991).

Ng ve ark. (2009), ise ¢alismalarin birgogunda fenolik (organik) asitlerin, tuzlarinin
veya bu maddelerin mikslerinin baliklarda gastrointestinal sistemdeki bakterileri
etkileyebilecegi bildirmis ve organik asit karisimli yemler kullanilarak beslenmis balik
diskilarinda ve bagirsak yiizeyinde antibakteriyal etkisi ilk defa bildirildigi belirtilmis

Chuchird ve ark. (2015), bagirsak mikrobiyotunun popiilasyonu ve bilesimindeki
degismeler, canlilarin biiylimesini, yem kullanimi, bagisikliga verdigi yanit ve patojenler
Uzerindeki diren¢ gosterdigini belirlenmislerdir. Rasyondaki organik asitler bagirsaktaki
mikrobiyal degisikliklere etkilerinin belirlenmesi i¢in ayrintili arastirma gerekir. Yaygin
olarak kullanilan asitler ve bitki ekstraklarinin biiyiimeye ve antibakteriyel etkilerine
bakildiginda ise;

Sitrik asit kullanilmasina iliskin ilk arastirma gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) tizerinde yapilmistir (Fauconneau,1988). Yapilan caligmalarda sitrik asit veya
tuzlari, kiltiir balik¢iliginda en ¢ok arastirtlmig organik asit konumundadir. Bir¢ok
arastirmada sitrik asitin farkli tiirdeki baliklarda biiylime, yem tiikketimini ve mineral
tiketilebilirligini, 6zellikle fosfor emiliminin artacag ile ilgili bilimsel verilerin edildigi
bildirilmistir (Baruah ve ark., 2007; Castillo ve ark., 2014).

GoOkkusagi alabaliklarinda yem asitlestirmenin  mineral emilimine etkisine
arastirilmistir (Sugiura ve ark., 1998). Fosfor, magnezyum, kalsiyum ve demir emiliminin
arttigin1 tespit etmislerdir. Fakat ayn1 yemin Carassius auratus, iizerinde etkisinin ayni
olmadigini da bu arastirmada tespit etmislerdir. 5 hafta sliren ¢alisma boyunca sitrik asitin
gokkusagl alabalifinda yem alimi iizerine hi¢ etkisinin olmadigi fakat, yemlerde C.
auratus’da belirgin bir azalmanin oldugu belirtilmisler (Sugiura ve ark., 1998).

GoOkkusag: alabaliklarinda mineral maddeler {izerine (0, 4, 8 ve 16 g/kg) gibi farkli
miktarlardaki sitrik asit’inin ilave edilmesiyle yapilan ¢aligmada ise, diisiik fosfor igerigi
bulunan balik yemleri ile beslenen baliklarin, viicutlarinda demir birikimi tespit edilmistir.
Calisilan sitrik asitin biiyiimeye etkisi olmamis, fakat fosfor oranini arttirmis oldugunu

belirtmisler (Vielma ve ark., 1999).
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Pandey ve Satoh. (2008) Gokkusagi alabaliklarinda yapmis olduklari g¢alisma
sonucuda balik unu azaltilmis sitrik asit ilave yemlerle beslenen baliklarda biiyiimede fazla
bir etkisinin olmadigii bildirmislerdir. Bagka alabalik calismalarina paralel olarak,
kalsiyum, ¢inko ve fosfor igerikleri artmis, organik asit katilmis yemler ile beslenen
baliklarin mineral emiliminin iyi diizeyde oldugu bildirmislerdir.

Baruah ve ark. ( 2005)’e gore ise bagirsak pH’st sitrik asitin ile 6,53'ten 5,70'e
diisiirerek, sazan baliklarinda, mineral emiliminde ve biiylimede 6nemli bir faktor olarak
bulundugunu bildirmislerdir.

Zhou ve ark. (2009), formik asit ilaveli yem ile beslenen tilapya baliklarinda
baliklarinda (hibrit) (Oreochromis aureus x Oreochromis niloticus) biyume etkilerine
bakilmis ve gozle goriiliir bir etkiye sahip olmadigini belirtmislerdir. Sonuglarin farkliligi,
su iirlinleri yetistiriciliginde kosullardaki degisimle alakali olabilecegi diisliniilmektedir.

Elala ve Ragaa (2015) formik asit 2 ila 3 g/kg eklendiginde O. niloticus buylmeyi,
yem tiiketimini ve ham protein sindirimini artmis oldugunu belirtmislerdir. Bu durumu da
midede ve {ist bagirsaktaki pH'nin diisiisiine bagli oldugunu belirtmisler.

Formik asit’in bagirsak pH'sinda belirlenmis etkisinin oldugu, gékkusagi alabaliginda
magnezyumun, kalsiyumun ve fosforun emilmesinde daha etkili oldugunu belirtmislerdir.
Aragtirastiricilar, organik asitlerin tiirli, miktari, yem kompozisyonu ve balik tiirleri tizerinde
farkli sonuglar kiiltiir kosullarindaki farkli uygulamalara baglamislardir (Vielma ve Lall,
1997).

Pasifik okayunusu karidesiyle yapilan arastirmalarda, biiylimede 6nemli etkisinin
olmamus fakat formik asit eklenmis yemlerle beslenen canlilarin, Vibrio parahaemolyticus’a
kars1 6nemli 6l¢iide antibakteriyal direng gdsterdigini bulmuslardir (Chuchird ve ark., 2015).

Owen ve ark. (2006) Afrika kedibaligi tiiriinde Clarias gariepinus lizerinde yapilmis
olan arastirmada, yemdeki Na-biitiratin bagirsak mikroflorasini degisiklige ugrattigini
ancak, baliklarda SGR, PER ve FCR f{izerinde 6nem arz eden etkisinin olmadigini
belirtilmisler.

Sparus aurata’da yapilan bir arastirmada ise 3 g/kg biitiratin balikk yemine
eklenmesinin biliylimeyi artirdigini tespit etmigler ve bagirsak metabolizmasinda fayda
sagladigin1 belirtmisler (Robles ve ark., 2013).

Yilmaz ve Hunt. (2017)’e gore Fauconneau (1988) Gokkusagi alabaliginda siiksinik
asit ilave dilmis yemlerin canlilarin yem tiiketimini olumsuz etkiledigi, ancak enerji

kullanimina ve protein aktivitesine etkisinin olmadig1 belirtmislerdir.
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Sugiura ve ark. (2006)’ya goére yapilan bir arastirmada, asetik asitin yeme 50 g/kg
ilavesi ile gokkusagi alabaliginda midenin ve bagirsaklarin pH’mi1 diisiirdiigii buna baglh
olarak fosfor emilimini arttirdigini bildirmisler.

Format, asetat, sitrat laktat, butirat ve propionat gibi farkli organik asitlerin ve bunlarin
tuzlarmin gesitli ¢alismalar yapilmis, Na-propiyonat 20 g/kg ilave edilmis bu yemlerle
beslenen pasifik beyaz karidesi ve deniz karidesleri yem tiiketimini arttirdigini tespit
edilmistir. Potansiyel olarak énemli etkiye sahip olan organik asit tuzunun Na-propiyonati
oldugunu tespit edilmistir (Da Silva ve ark., 2016).

Diger arastirmalarinda ise Na-propiyonat’in yemdeki ilave oranlar1 (5, 10 veya 20
g/kg) olarak ayarlanmig ve tlim oranlarda karideslerdeki biliylimeyi ve yem alim verimini
arttirdi@ini tespit etmisler. Na-fumarat, Na-propiyonat’a oranla etkisinin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Da Silva ve ark, 2016).

Fenolik (organik) asitler veya bunlarin tuzlarinin arastirilmasi, farkli tiirlerdeki
baliklar i¢in yem formiilasyonlarinda fenolik asitlerin dogru oranlarda kullanilmasinin ne
kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Dogru olmayan diizeyde organik asitlerin
kullanilmasi, baliklarda antibakteriyel etkinliginin hi¢ olmadig1 veya azaldigi, canlilarda
biiylime veya fizyolojisinin iizerinde olumsuz etkileri hatta zararli etkilerinin oldugu yapilan
calismalarda goriilmektedir.

Su iriinleri yetistiriciliginde kiiltiirii yapilan canli bakildiginda, kullanilmasi
diisiiniilen en uygun organik asidin tespit edilmesi, etkisinin ne bigimde olacaginin
belirlenmesi vede bunun iizerinden degerlendirmeler yapmak icin ¢ok daha fazla arastirma

ithtiyag vardir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Patojen Bakteri Materyali

Canakkale onsekiz mart {iniversitesi su triinleri fakiiltesinden temin edilmistir. Tez
calismasinda baliklarda yaygin olarak karsilasilan Y. ruckeri, E42, L. Anguillarum SY-L24,
S. iniae ATCC 2917, E. tarda SY-ED14, Citrobacter sp., SY-C10 kullanilmistir.

Cizelge 3.1. In vitro denemelerde kullanilacak olan balik patojeni bakteriler

Bakteri Agiklama Ureme Ortami (°C)
Citrobacter sp., 1-6 Patojen MH, TS 28
Edwardsiella 1-8 Patojen MH, TS 28
Listonella sp., 1-6 Patojen MH,TS* 24
Streptococcus sp., 1-3 Patojen BH 37
Yersinia sp., 1-6 Patojen MH,TS 22

*951,5 tuzlu besi ortami, MH-Muller Hinton besi ortami, BH: Breart besi ortami
TS: Triptik soy besi ortami1

3.2. Kafeik Asit Materyalinin Temini

Kafeik asit ticari triin (Carl Roth GmbH + Co. KG) olarak piyasadan satin alinmistir.

3.3. Disk Difuizyon Testi

Disk diflizyon testi icin Clinical and Laboratory Standards Instite (CLSI, 2005)
standartlar1 uygulanmistir (Miller, 2003,CLSI 2005).

Bu amag ile patojen bakteriler ve probiyotikler uygun sicaklik ve sivi besiyerlerinde
iretilecek yogunluklar1 0,5 McFarlant olacak sekilde (Sekil 3.1.) oldugu gibi ayarlanmistir.
Devaminda ise bakteri tiirleri i¢in uygun kati besiyeri tizerine yogunlugu ayarlanmistir (0,5
McFarlant). Siv1 besiyerlerinde liremis bakterilerden steril pamuk svab ile gecis yapilmistir
(Sekil 3.2). Gegis yapildiktan sonra disk difiizyon testi i¢in steril diskler kat1 besiyeri {istline
konulacak ve kafeik asit (2 mg /disk) 20 pL emdirilmistir (Sekil 3.3). Kulugkalanmalar
(inkiibe) i¢cin inkiibasyon cihazina konusmustur (Sekil 3.4). Gerekli olan kulugka sicaklik ve
iiremelerinden sonra olusan zonlar (CLS, 2005) dl¢iilmiistiir (Sekil 3.5). Petriler 24 saatlik

inkiibasyondan sonra olusmus olan inhibisyon zon c¢aplarinin 6lgiilmesi sonucu
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antibakteriyal etkiye sahip olup olmadig: belirlenmistir. Calisma iki paralelli set olarak

yapilmustir.

Sekil 3.2. Svab yontemiyle agar ylizeyine bakteri ekimi (orijinal)
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Sekil 3.4. Disklerin ve plakalarin inkiibasyonu i¢in kullanilan kulucka cihazi (inkiibator)
(orijinal)

i R

P A st )

Sekil 3.5. Disk Zonlarimin tespiti
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3.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Minimum inhibitér konsantrasyonu analizi Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2006) tarafindan belirtilen metotlar ile yapilmistir. Coziicii olarak DMSO (%5)
kullanilmistir. Organik asit stok soliisyonu (2500 ug/mL) uygun iireme besi ortami igerisinde
hazirlanacak sonra 100 uL besi ortami 100 pL stok sollisyonu ilave edilecek 96 plakalar
icerisinde iki katli seyreltmeler (2500-0,15 pg/mL) yapilmistir. Devaminda kuyucuklara 100
uL bakteri siispansiyonu (10° CFU/mL) ilave edilmistir. Kontrol kuyucuklarma:

1-Sadece 2500 pL bakterili besi ortami

2- DMSO ve her organik asitin her bir konsantrasyonlarini i¢ceren 2500 pL bakterisiz
besi ortami

3-Sadece 2500 pL bakterisiz besi ortami konulmustur.

Devaminda plakalar optimum iireme sicakliklarinda ve besi ortamlarinda 24 saat
inkiibatorde tiremeye birakilmistir. MIK degeri iiremeyi inhibeden konsantrasyona bakilarak
belirlenmistir.

MIK degeri, mikroorganizmalarda biiyiimenin olmadig1 en diisiik organik asit
konsantrasyonu olarak degerlendirilmistir. Kafeik asitin bu c¢aligmada kullanilan bes
bakteriye karst MIK degerleri mikro plaka mikrodilusyon metodu kullanilarak saptanmustir.
Miiller Hinton Broth (MHB)’a inokiile edilen bakteriler 12 saat inkiibe edildikten sonra
yogunluklar1 steril PBS kullamlarak Mc Farland 0,5’e (108 KOB/mL) ayarlanmustir. Kafeik
asitten 1000 pg/mL’lik calisma stoklar1 etanol kullanilarak hazirlanmistir. Calisma
stogundan alinan miktar ile ayn1 miktardaki etanol (1:1) karistirilarak ve her seferinde yariya
diisiirtilerek (2500; 1250; 625; 312,50; 156,25; 78,12; 39,06; 19,53; 9,76; 4,88; 2,44; 1,22;
0,61; 0,30; 0,15 pg/mL) 15 farkli konsantrasyonlar olusturulmustur (Sekil 3.6). 96 ¢ukurlu
mikroplakalarin her bir ¢ukuruna hazirlanan konsantrasyonlardan 100 pL ve hazirlanan
bakteri kiiltiirlinden 100 pL eklenmistir. Kontrol olarak esit hacimde etanol ve MHB
karigtirilarak kullanilmigtir. Mikroplakalar (Cizelge.3.1)’de belirtigi sicakliklarda 24 saat

inkiibe edildikten sonra 6rneklerdeki mikrobiyal biiyiime gbzle izlenmistir.

21



1
e ,I }
by 2

Sekil 3.6. Ekim yapilan plakalar (orijinal)
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu tez ¢alismasinda kafeik asitin patojenlere karsi disk difilizyon test sonuglar1 Y.
ruckeri E42 igcin 8 mm, L. Anguillarum SY-L24 i¢in 10 mm, S. iniae ATCC 2917 igin 8
mm, E. tarda SY-ED14 icin 10 mm Citrobacter sp.,SY-C10 i¢gin 0 mm olarak belirlenmistir.
Disklerdeki inhibisyon zon degerleri (Sekil 4.1) verilmistir.

Kafeik asit’in MIC degerlerine bakildiginda ise Y. ruckeri E42 igin 2500 pg/mL, L.
anguillarum SY-L24 igin 1250 pg/mL, S. iniae ATCC 2917 igin 2500 pg/mL, E. tarda SY -
ED14 igin 312,5 pg/mL Citrobacter sp.,SY-C10 i¢in 2500 pg/mL olarak 6l¢iilmiis ve E.
tarda SY-ED14 (312,50 pg/mL)’in diger bakterilere gore minimum inhibisyon

konsantrasyonu sonucu daha iyi ¢ikmistir. MIC degerleri (Cizelge 4.1) verilmistir.

ruckersi, Listonell Streptococcus ir rdsiella tarda Citrobacter sp., SY
angui 1r.‘|r.ﬂ’d ATC( )1/ SY-ED14 C10

12

Zon {mm)

Patojen bakteriler

Sekil 4.1. Disklerdeki inhibisyon zon degerleri

Cizelge 4.1. Y. ruckeri, L. anguillarum, S.iniae, E. tarda, Citrobacter sp. Patojenlerine kars1
kafeik asitin MIK degerleri (ug/mL)

Patojen Bakteriler
Miktar Y. ruckeri | L.anguillarum S. iniae Citrobacter sp., E. tarda
(ug/ml) E42 SY-L24 ATCC 2917 | SY-C10 SY-ED14
2500 - - - - -
1250 + - + + _
625 + + + + _
312,50 + + + + ;
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156,25 + + + + +
78,12 + + + + +
39,06 + + + + +
19,53 + + + + +
9,76 + + + + +
4,88 + + + + +
2,44 + + + + +
1,22 + + + + +
0,61 + + + + +
0,30 + + + + +
0,15 + + + + +
Kontrol + + + + +
4.2 Tartisma

Yapilan bir ¢alismada enginar yapraklar1 ekstraklarindan elde edilmis fenolik
asitlerden 3-O-dicaffeoylquinic asit tirevi olan 3 organik asit (Klorojenik asit, 4,5-O-
dicaffeoylquinic asit, 3,5-O-dicaffeoylquinic asit)’in antibakteriyal patojen bakterilerden
gram-pozitif (B. subtilis CGMCC1.1849, S. aureus ATCC6358P, A. tumefaciens
CGMCC1.1415, ve M. luteus CGMCC1.880.) ve gram negatif (E. coli CGMCC1.90, S.
typhimurium CGMCC1.1190, ve P. aeruginosa CGMCCI1.2031) bakterilere karsi
antibakteriyal etkisine bakilmistir (Zhu ve ark., 2004). Yapilan ¢calismada organik asitlerin
MIC dregerleri; 3,5-O- dicaffeoylquinic asitin; B. subtilis icin 200 pg/mL S. aureus icin 200
pg/mL, A. tumefaciens icin 200 pg/mL ve M. luteus i¢in 100 pg/mL, E. coli i¢in 200 pg/mL
etkili oldugu bildirilmistir. Ancak S. typhimurium ve P. aeruginosa icin hicbir etki
gostermedigi tespit edilmistir. Klorojenik asitin; B. subtilis igin 200 pg/mL, S. aureus igin
200 pg/mL, A.tumefaciens icin 100 pg/mL, ve M. luteus icin 100 pug/mL, E. coli i¢in 200
pg/mL, S. typhimurium icin 200 pg/mL, ve P. aeruginosa i¢in 200 pg/mL olarak tespit
edilmis, 4,5-O-dicaffeoylquinic asitin ise; B. subtilis i¢in 200pug/mL S. aureus i¢in 100
pg/mL, A. tumefaciens igin 200 pg/mL, ve M. luteus i¢in 50pg/mL, E. coli igin 100 pg/mL
olarak tespit edilmis fakat S. typhimurium ve P. aeruginosa i¢in higbir etki gostermedigi
belirtilmistir (Zhu ve ark., 2004).

Diger bir ¢alisma polifenolik asitlerden 3 organik asitin (gallik asit, p-anisik asit ve
sinnamik asit)’in se¢ilen gram negatif bakteriyel patojenlere (A. hydrophila MTCC646, A.
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salmonicida MTCC1522 ve E. tarda MTCC2400) kars1 antibakteriyel etkisine bakilmistir
(Prasad ve ark., 2014). Yapilan in vitro denemede organik asitlerin MIC degerleri gallik
asitin; A. hydrophila i¢cin 0,96 mg/mL, A. salmonicida i¢in 1,25 mg/mL, E. Tarda icin 1,25
mg/mL, p-anisik asitin; A. hydrophila icin 1,14 mg/mL, A. salmonicida i¢in 1,25 mg/mL,
E. Tarda i¢in 1,04 mg/mL, sinnamik asitin; A. hydrophila igin 1,14 mg/mL, A. salmonicida
icin 0,83 mg/mL, E. Tarda i¢in 1,04 mg/mL olarak tespit edilmistir (Prasad ve ark., 2014).
Yapilan bagka bir ¢alismada bazi bitkilerden elde edilen ekstraktlar1 civanper¢emi,
karanfil, limon balsami, fesle§en, guava, nar, biberiye, adacayi, jambolan ve kekik, bazi
fitokimyasal maddeler 6jenol ve farnezol ve 2 organik asit olarak da benzoik, ve sinnamik
asitin antimikrobiyal etkilerine bakilmistir. Calismada patojen bakteri olarak, B. subtilis, E.
coli, Proteus spp, Shigella spp, S. aureus, Proteus spp, P. aeruginosa, E. aerogenes, P.
aeruginosa, C. albicans, K. pneumoniae, S. choleraesuis kullanilmistir (Nascimento ve ark.,
2000). Disk diflizyon inhibisyon zonu > 7 mm (+) olarak degerlendirilmistir. Bu
calismadaki Organik asitlere bakildiginda sinnamik asitin disk diflizyon test sonuglari
Shigella spp (-), K. pneumoniae (-), E. aerogenes (+), B. subtilis (-), C. albicans (+), Proteus
spp (-), S. aureus (+),P. Aeruginosa (-), E. coli (+), S. aureus (+), S. choleraesuis (-). Diger
bir organik asit olan benzoik asitin disk diflizyon test sonuglari ise Proteus spp (-), E. coli
(+), B. subtilis (-), K. pneumoniae (-), S. aureus (-), S. choleraesuis (-), Shigella spp (-),
Proteus spp (-), P. Aeruginosa (-), E. aerogenes (-),C. albicans (-), P. aeruginosa (-), S.
aureus (-) olarak bulundugu bildirilmistir (Nascimento ve ark., 2000). Bu ¢alismada ise zon
capi literatiirde genel olarak daha ¢ok kabul géren 12 mm ve iizeri olarak degerlendirilmistir.
7 mm ve lizeri zon ¢apinin etkili oldugunu varsayarsak bu ¢alismada Citrobacter sp., haric¢
diger patojenlere kars1 kafeik asitin disk difiizyon testi agisindan etkili oldugu goriilmektedir.
Ancak, daha detayli ¢caligmalar ile canli lizerinde bu etkilerin dogrulugu desteklenmelidir.
Fekal sudaki bakteriler (E. coli ATCC25922, E. coli CECT5947, Mutant E. coli
Ipxc/tolC, S. aureus EP167, P. aeruginosa PAO1) iizerine yenen gidalarda en bol bulunan
fenolik asitlerden 13 organik asidin etkisine bakilmis ve antibakteriyal duyarlig1 yiizde (%)
olarak ifade edilmistir (Cueva ve ark., 2010). E. coli ATCC25922; benzoik asit i¢in %63, 3-
hidroksibenzoik asit i¢in %0, 4-hidroksibenzoik asit i¢in %0, 3,4-dihidroksibenzoik asit igin
%0, 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit i¢in %5, fenilasetik asit igin %5, 3-hidroksifenilasetik
asit icin %0, 4-hidroksifenilasetik asit icin %0, 3,4-dihidroksifenilasetik asit icin %0,
fenilpropiyonik  asit icin %2, 3-hidroksifenilpropiyonik asit i¢in %0, 3,4-
dihidroksifenilpropiyonik asit icin %0, ve 4-hidroksifenilpropiyonik asit icin %0, etki
ettigini belirtilmistir. Bir diger bakteri olan E. coli CECT5947; benzoik asit i¢in %100, 3-
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hidroksibenzoik asit i¢in %30, 4-hidroksibenzoik asit icin %12, 3,4-dihidroksibenzoik asit
icin %0, 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit igin %30, fenilasetik asit icin %100, 3-
hidroksifenilasetik asit icin %29, 4-hidroksifenilasetik asit icin %14, 3,4-
dihidroksifenilasetik asit ~ icin %0,  fenilpropiyonik  asit icin %100, 3-
hidroksifenilpropiyonik asit igin %13, 4-hidroksifenilpropiyonik asit igin %35, 3,4-
dihidroksifenilpropiyonik asit i¢in %0 etki ettigi belirtilmistir. Bir diger bakteri olan Mutant
E. coli lIpxc/tolC; benzoik asit icin %2100, 3-hidroksibenzoik asit icin %2100, 4-
hidroksibenzoik asit icin %2100, 3,4-dihidroksibenzoik asit icin %30, 4-hidroksi-3-
metoksibenzoik asit i¢in %100, fenilasetik asit i¢cin %100, 3-hidroksifenilasetik asit igin
%100, 4-hidroksifenilasetik asit igin %85, 3,4-dihidroksifenilasetik asit icin %35,
fenilpropiyonik asit icin %2100, 3-hidroksifenilpropiyonik asit icin %100, 4
hidroksifenilpropiyonik asit icin %2100, 3,4-dihidroksifenilpropiyonik asit icin %48 etki
ettigi belirtilmistir. Diger bir bakteri ise S. aureus EP167 karsi, benzoik asit i¢in %94,35, 3-
hidroksibenzoik asit igin 9%90,54, 4-hidroksibenzoik asit icin %97,20, 3,4-
dihidroksibenzoik asit icin  %55,60, 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit icin %71,89,
fenilasetik asit icin %72,78, 3-hidroksifenilasetik asit icin %70,40, 4-hidroksifenilasetik asit
icin %65,75, 3,4-dihidroksifenilasetik asit icin %33,53, fenilpropiyonik asit igin %89,54, 3-
hidroksifenilpropiyonik asit i¢in %67,21, 4-hidroksifenilpropiyonik asit i¢in %69,89, 3,4-
dihidroksifenilpropiyonik asit i¢in %40,73 etki ettigi belirtilmistir. Fenolik asitlerden 13
organik asidin hicbiri P. aeruginosa PAOI1 kars1 ise duyarli olmadigi bildirilmislerdir
(Cueva ve ark., 2010).

Yapilan diger bir gcalismada ise bes aromatik bilesigin (timol, karvakrol, sitral, 6jenol,
geraniol) dort organik asitin (asetik asit, sitrik asit, laktik asit , pirofosfosforik asit) ve
bunlarin kombinasyonlarinin S. typhimurium ATCC13311 in vitro etkilerine bakilmigtir
(Nazer ve ark., 2005). Organik asitlerin MIC degerleri mM olarak ifade edilmis;
pirofosfosforik asit i¢in 20.8 mM, sitrik asit i¢in 40 mM, asetik asit igin 50 mM, laktik asit
icin 60 mM tespit edilmis ve elde edilen veriler 1s1ginda en etkili organik asidin
Pirofosfosforik asit oldugu belirtilmis (Nazer ve ark., 2005).

Yapilan bagka bir ¢aligmada 29 tane fin bitkisinden (papatya, solucan otu, beyaz hus
agaci, kirmiz1 pancar, karga calisi, biberiye, funda, yaban mersini, kiigiik kizilcik, bataklik
yaban mersini, kirmizi yaban metrsini. frenk tiziima, kekik, sogan, kirmizi hevhulma, sogiit
otu, Norveg ladini, sar1 ¢am, yulaf, cavdar, aronya, erke¢ sakali, Malus elma, gulgiller
yapraklari, ahu dudu , dag kiilii, kegi sogiidii, patateslerden edilen fenolik bilesiklerden:

kafeik asit, gallik asit, protocatekuik asit, naringenin flavone, quercetin, morin, rutin,
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naringin, (+)-cathecin, kaempferol, (+/-)-cathecin’in antibakteriyal etkisine bakilmigtir
(Rauha., 2000). Yapilan ¢alismada fenolik bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi yok < 1 (-)
mm olarak, hafif antimikrobiyal aktivite >1-3 mm (~), orta antimikrobiyal aktivite > 3—4
mm (+): Temiz antimikrobiyal aktivite, > 4-10 mm (++), gicli antimikrobiyal aktivite >
+ 10 mm (+++):olarak ifade edilmistir. Bu ¢alismada antibakteriyel etkisine bakilmis olan
fenoliklere bagli organik asitlerden kafeik, gallik ve protocatekuik asitlerin igerisinden
sadece protocatekuik asitin P. aeruginosa ATCC9027 (zerinde temiz antimikrobiyal
aktivite ve M. luteus YMBL iizerine orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. S. aureus DSM20231, S. epidermidis ATCC12228, S. epidermidis FOMK,
B. subtilis ATCC9372, B. subtilis ATCC6633, M. luteus YMBL, E. coli ATCC8739, E. coli
ATCC11775, P. aeruginosa ATCC9027 bakterileri Gizerine ise test edilen organik asitlerin
herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Rauha, 2000). Bu calismada ise gicli
antimikrobiyal aktivite > + 10 mm zon ¢apinin oldugunu varsayarsak bizim calismamizda
L. anguillarum SY-L24 ve E. tarda SY-ED14 kars1 kafeik asitin disk diiflizyon testi
acisindan glcli antimikrobiyal aktivite etkisi gosterdigi, temiz antimikrobiyal aktivite, > 4—
10 mm oldugunu var sayarsak ise Y. ruckeri E42 S. iniae ATCC 2917 ise temiz antibakteyal
etki gosterdigi goriilmektedir. Ancak, canli iizerinde daha detayli ¢calismalar ile bu etkilerin
dogrulugu desteklenmesi gerekmektedir.

Yukaridaki c¢alismalar degerlendirildiginde kafeik asitin ve/veya tiirevlerinin farkli
patojen bakteriler Gizerinde farkli antimikrobiyal etkisinin oldugu géziikkmektedir. Ayrica
calismalarda disk diflizyon zon c¢aplariin degerlendirme Ol¢iitiiniinde farkliliklar icermesi
bizim bulgularimizla diger ¢aligmalardaki bulgularin kasilastirilmasini giiclestirmektedir.
Sonug olarak bizim ¢alismamizda kafeik asitin kabul edilen etkili zon ¢ap1 12 mm ve iizeri
olarak degerlendirildiginde disk diflizyon testi agisidan giliclii bir etkisinin olmadigi
sOylenebilir. Ancak diger ¢alismalarda etkili zon ¢aplar1 daha diisiik degerlendirilmistir. Bu

durumda daha detayli ¢aligsmalar yapilmasi gerektigi anlagilmaktadir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Patojen bakteriler antimikrobiyal ajanlara direng gostermeleri tim diinyada her gecen
giin artmaktadir. Antibakteriyal ajanlara karsi gosterdikleri diren¢ mekinazmalarinin
anlasilmas1 ve bunlara uygun yeni antibakteriyal ajanlarin tespiti ve kullanimina kars1 kisa
siirede yeniden direng mekanizmalari gelistirmeyi basarmaktalar. Gelismekte olan {ilkelerde
antibakteriyal kontrolsiiz ve yaygin bir sekilde kulanmalar1 bakterileri direngli hali getiren
bir dongii haline gelmistir (Akalin, 1994). Son yillarda antibiyotiklerin kontrolsiz
kullanimindan dolayr son yillarda antibiyotik direncinin artarak sorun olmaya basladigi
bildirilmektedir (Jones, 1998; Guillemot, 1999). Bu durum su iirlinleri sektorii agisindan bir
problem olarak karsimiza cikmaktadir. Fenolik bilesiklerin dogal antioksidan 6zellik
goOstermesi ve sentetik antibiyotiklerin ise kanserojen ve toksik etkileri sebebiyle biyolojik
olarak pargalanabilen daha gilivenli, bitki kaynakli bilesikler olmasi sebebiyle direngli
mikroplar sorununa umut verici bir ¢oziim sunmaktadir (Citarasu, 2012). Organik asitlerle
ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir ve ¢aligmalarin birgogu yetersiz kalmaktadir. Biitiin
bu bilgiler 1s18inda yapmis oldugumuz in vitro ¢alismasinda kafeik asitin ¢alisilan balik
patojenlerine kars1 antibakteriyel etkisine bakilmistir ve E. tarda SY-ED14 MIC degeri diger
patojenlerden daha iyi sonug vermistir. Ancak, ileriki ¢alismalarda in vivo hayvan deneyleri
ile yeme ilave edilen kafeik asitin baliklarin E. tarda patojenine karsi hastalik direnci

kazanimlarinin arastirilmasina ihtiyag vardir.
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