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*=: https://orcid.org/0000-0002-1823-5823 tatlandirict yem katki maddesi olarak kullanilan Silvafeed TSP nin (tannik asit) Aeromonas hydrophila,
: https://orcid.org/0000-0001-9734-9871 Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum ve Escherichia coli’ye (ATCC 25922) kars1
antimikrobiyal etkinligi agar well difiizyon ve minimal inhibisyon konsantrasyon testi (MiK) ile arastirildi.

Agar well difiizyon testinde, A. hydrophila, E. coli ve Y. ruckeri izolatlarinin 12,5 pg/ml'nin tizerindeki

konsantrasyonlara duyarli iken, P. fluorescens ve V. anguillarum izolatlarinin 6,25 pg/ml'nin tizerindeki

tannik asit konsantrasyonlarina hassas oldugu belirlendi. Disk difuzyon testinde P. fluorescens’in gentamisin

ve doksisiklin hari¢ ¢alismada kullanilan diger antimikrobiyel ajanlara kars: direngli oldugu, A. hydrophila,

E. coli, V. anguillarum ve Y. ruckeri’nin ise ampisilin hari¢ ¢aligmada kullanilan diger antibiyotiklere kars1

hassas oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada, P. fluorescens izolatinin florfenikol (FFC)’iin 200 pg/ml hari¢

biitiin konsantrasyonlar1 ve E. coli izolatinin sadece FFC’nin 3,125 pg/ml konsantrasyonuna direngli oldugu

tespit eddildi. Fakat, doksisiklinin bes bakteri izolatina karg1 duyarli oldugu belirlendi. Tannik asitin 6,25

**Sorumlu yazarmn: ng/ml konsantrasyonuna P. fluorescens ve V. anguillarum direngli iken, 12.5 pg/ml konsantrasyonu ise E.
RIKIBALTA coli, A. hydrophila ve Y. ruckeri'nin direngli oldugu belirlendi. Tannik asitin MiK degeri; E. coli i¢in 187,5

%:Si’l)egaggﬁggio%fansg b a:;sﬁlﬂsl; — pg/ml, A. hydrophila igin 250 pg/ml, P. fluorescens i¢in 31,25 pg/ml, V. anguillarum 375 pg/ml ve Y. ruckeri

Fener Mah. 53100/Rize, Tiirkiye igin 125 pg/ml olarak belirlendi. P. fluorescens izolat igin florfenikoliin MIK degerleri belirlenemezken; E.
B: fikri.balta@erdogan.edu.tr coli, A. hydrophila, V. anguillarum ve Y. ruckeri i¢in sirastyla, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 50 pg/ml
oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Akuakiiltiir, antimikrobiyal hassasiyet, MiK, tannik asit, tedavi.

Determination of Antibacterial Effect of Tannic Acid Against Some Bacterial
Pathogens Isolated from Fish

Abstract: In this study, the antimicrobial activity was investigated Silvafeed TSP (tannic acid) obtained by
natural extraction from plants and used as a flavoring feed additive in aquaculture, against Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum and Escherichia coli (ATCC
25922). For this purpose, agar well diffusion and minimal inhibition concentration (MIC) tests were used. In
the agar well diffusion test, it was determined that A. hydrophila, E. coli and Y. ruckeri isolates were sensitive
to concentrations above 12,5 pg/ml, while P. fluorescens and V. anguillarum isolates were sensitive to tannic
acid concentrations above 6,25 pg/ml. In the disc diffusion test, it was determined that P. fluorescens was
resistant to other antimicrobial agents used in the study except gentamicin and doxycycline, and A.
hydrophila, E. coli, V. anguillarum and Y. ruckeri were sensitive to other antibiotics used in the study except
ampicillin. In this study, it was determined that the P. fluorescens isolate was resistant to all concentrations
of florfenicol (FFC) except 200 pg/ml and the E. coli isolate was resistant only to the 3.125 pg/ml
concentration of FFC. However, doxycycline concentrations were determined to be sensitive to five bacterial
isolates. It was determined that P. fluorescens and V. anguillarum were resistant to the 6.25 pg/ml
concentration, while E. coli, A. hydrophila and Y. ruckeri were resistant to the 12.5 pg/ml concentration of

RComespondinstithong tannic acid. The MIC values of tannic acid for E. coli, A. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum and Y.
Recep Tayyip Erdogan University, Faculty

o b, B GRS, S ruclferl were determined as '187,5 ug/ml, 250 pg/ml,_ 31.25 pg/ml, 375 pg/r_nl and.125 ng/ml, respectwely.
Mah. 53100/Rize, Turkey While MIC values of florfenicol could not be determined for P. fluorescens isolate; It was determined as 25
B<: fikri.balta@erdogan.edu.tr pg/ml, 12.5 pg/ml, 12.5 pg/ml and 50 pg/ml for E. coli, A. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum and Y.

ruckeri, respectively.

Keywords: Antimicrobial susceptibility, aguaculture, MIC, tannic acid, treatment.
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GiRisS

Intensif gokkusagi alabalik yetistiriciliginde artan
tiiketici taleplerini karsilamak igin her gecen giin
iretimdeki artiga bagli olarak balik hastalik sorunlar ile
siklikla karsilagilmaktadir. Gokkusagi alabalik
yetistiriciliginde  havuzlarda agir1  stok  yogunlugu
bakteriyel balik hastaliklarinin ortaya ¢ikmasima sebep
olmaktadir. Bu hastaliklarin erken teshisinin ve tedavisinin
yapilmamasi durumu, toplu éliimler goriilebilmekte ve bu
nedenle isletmelerde ekonomik yonden biiyiik kayiplarin
ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Bu durum
akuakiiltirde  siirdiiriilebilir onemli Olclide
etkilemektedir. Baliklardan goriilen bakteriyel
hastaliklarin ~ tedavisi  genellikle, antibiyogram test
sonuglarina gore yapilmaktadir. Test sonucuna gore en
etkili ve ucuz olan antibiyotik tercih edilmektedir. Son
yillarda; akuakiiltiirde kullanilan antibiyotiklere karsi

dretimi

kazanilan direnci ve insan sagligi agisindan antibiyotik
kalint1 problemlerini ortadan kaldirmak amaciyla organik
balik yetistiriciliginde alternatif olarak kullanilabilecek
dogal bitkisel kokenli (kestane agaci) bir yem katki
maddesi silvafeed (tannik astin) kullanilmasi
diistiniilmustiir. Silvafeed eksimsi tatta, kahverengi renkte,
toz formunda, minimum %75 polifenol i¢erigine sahip olan
ve maksimum %8 rutubet stoklanmis bir tanen (tannik asit)
bilesigidir (http, 2021).

Tanenlerin  (tannik asitler), antimikrobiyal,
antienflamatuar, antiviral, antioksidan ve antiparazitik
aktiviteler gibi onemli biyolojik &zelliklere sahip suda
¢oziinebilen polifenolik bilesikler grubu kimyasal
maddeler oldugu rapor edilmistir (Pérez-Fonseca vd.,
2016). Tanenlerin gesitli bitkilerin kabuklari, meyveleri,
yapraklar1 ve kokleri gibi farkli kisimlarinda yaygin olarak
bulunduklari  bildirilmistir  (EL-Hefny vd., 2017).
Tanenlerin ~ hidrolize ~ olabilen  ve  kondanse
(yogunlastirilmis) olabilen iki farkl: tipleri bulunmaktadir.
Tanenlerin baslica gérevlerinin proteinleri ve diger

olan

makromolekiilleri  baglama ve ¢okeltme oldugu
bildirilmistir (Brooker vd., 1994). Mide-bagirsak sistemi
bakterilerinin tanenleri ve tanik asit-protein komplekslerini
pargalayabildikleri veya edebildikleri rapor
edilmigtir. Ayrica, hidrolize olabilen tanenlerin (tanik asit),
hayvanlar ve rumen mikroorganizmalari igin toksik etki
meydana getirdigi bildirilmistir (Brooker vd., 1994; Salem
vd., 2010; Bae vd., 1993). Tanenlerin inhibitor etkisinin
bakterilerin hiicre duvarinda fonksiyon bozuklugu
meydana getirmesine, enzim aktivitesini azaltilmasina,
metal iyonlar1 (demirle selasyon olusturarak) ve
minerallerin  yoksunluguna bagli olarak gdsterdigi
bildirilmistir (Goel vd., 2005; Cipriano-Salazara vd.,
2018).

tolere
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Bu calismada, Karadeniz bolgesindeki gokkusagi
alabalig1 tiretim ciftliklerinde hastalik epizootilerinde en
cok rastlanilan ve izole edilen Gram negatif bakterilerden
olan A. hydrophila, P. fluorescens, Y. ruckeri ve V.
anguillarum izolatlarina kargt silvafeed’in (tannik asit)
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaglanmstir.

MATERIAL AND METHOD

Silvafeed TSP (Tannik Asit), Doksisiklin ve
Florfenikol Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi: Bu
caligmada kullanilan Silvafeed TSP, Profeed Gida ve Kim.
Mad. San. Tic. Ltd. Sti. sirketinden {icretsiz olarak temin
edildi. Silvafeed TSP, bitkilerden dogal ekstraksiyon
islemleri kullanilarak elde edilen suda ¢o6ziiniir toz
seklindeki ticari bir iriindiir. Silvafeed’in antimikrobiyal
etkinliginin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle, 0,2 ve 0,3gr
Silvafeed 100 ml saf suda ayri ayrn ¢ozdiiriilerek stok
soliisyonlart Hazirlanmis olan bu stok
soliisyonlarindan 20 ml cam siseler igerisinde 2 katli ve 10
katli diliisyonlar1 hazirlanarak calismada test edilecek
konsantrasyonlar hazirlandi. Doksisiklin (Medox %50
Toz-Medicated) ve florfenikol’iin (Florfish %50 Toz-
Medicated)her birinden 0,4’er gr tartildi. Balon jojede (100
ml) %2’lik 0,1M HCIl igeren methanol ¢o6zeltisinde
manyetik bir bar yardimiyla manyetik karistiricida
homojen hale getirildi. Hazirlanan stok soliisyonlar: steril
0,45 pm’lik membran flitre (Merck-Millipore) yardimu ile
steril edildi. Tannik asit’in (0,2 gr’dan hazirlanmis)
diliisyonlar1 ve konsantrasyonlart Tablo 1’de verildi.

hazirlandi.

Tablo 1. Tannik asitin iki kath seri
konsantrasyonlari.
Table 1. Concentrations of two-fold serial dilutions of tannic

acid.

diliisyonlarinin

Tiipler Tannik asitin iki kath seri diliisyonlar: Konsantrasyonu
1. 1 ml— 2 mg(=2000 pg) 2000 ng TA

2. 1 ml 2000 pg TA + 1 ml steril su 1000 pg TA

3. 1 ml 1000 pg TA + 1 ml steril su 500 ug TA

4. 1 ml 500 pg TA + 1 ml steril su 250 pg TA

5. 1 ml 250 pg TA + 1 ml steril su 125 pg TA

6. 1 ml 125 pg TA + 1 ml steril su 62,5 ng TA

7. 1 ml 62,5 ng TA + 1 ml steril su 31,25 ug TA
8. 1 ml 31,25 ug TA + 1 ml steril su 15,625 pg TA
9. 1 ml 15,625 ug TA + 1 ml steril su 7,8125 ng TA
10 1 ml 7,8125 ug TA + 1 ml steril su 3,90625 pg TA
11. 0,1 M HCl igeren methanol Kontrol

Hazirlanan stok 0,4 gr %50°lik florfenikol ve 0,4
gr %50’lik doksisiklin antibiyotik ¢ozeltileri %50°lik
oldugu i¢in 1 ml’sinde 2 mg (= 2000 pg) etken madde
bulunmaktadir. Florfenikol ve doksisiklinin iki katli seri
diliisyonlarimin asagidaki  gibi
hesapland1 ve Tablo 2°de verildi.

konsantrasyonlari
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Tablo 2. Florfenikol ve doksisiklinin iki katl seri diliisyonlarinim
konsantrasyonlari.

Table 2. Concentrations of serial two-fold dilutions of florfenicol
and doxycycline.

Tiipler DO ve FFC’iin iki kath seri diliisyonlar: Konsantrasyonu

1. 1 ml— 1 mg(=2000 pg) 2000 pg

2. 1 ml 2000 pg + 1 ml steril su 1000 pg

3. 1 ml 100 pg + 1 ml steril su 500 pg

4. 1 ml 500 pg + 1 ml steril su 250 pg

5. 1 ml 250 pg + 1 ml steril su 125 pg

6. 1 ml 125 pg + 1 ml steril su 62,5 pg

7. 1 ml 62,5 pg + 1 ml steril su 31,25ug

8. 1 ml 31,25 pg + 1 ml steril su 15,625ng

9. 1 ml 15,625 pg + 1 ml steril su 7,8125 ng

10. 1 ml 7,8125 pg + 1 ml steril su 3,90625

11. 0,1 M HCl igeren methanol + 1 ml steril su Kontrol
Caliymada  Kullanilan  Mikroorganizmalar:

Calismada Dogu Karadeniz Bolgesi’'ndeki gokkusagi
alabalig ¢iftliklerinden daha 6nceki ¢alismalarda izole ve
identifiye edilmis olan A. hydrophila, P. fluorescens (P73),
V. anguillarum (V976) ve Y. ruckeri izolatlar1 kullanildi
(Balta vd., 2010; Balta, 2016; Balta & Dengiz Balta, 2016;
Balta & Dengiz Balta, 2017; Kacar & Balta, 2017, Balta,
2020). Tim izolatlar kullanilincaya kadar -80°C’de %1,5
gliserol iceren besi yerinde muhafaza edildi. Ayrica,
Silvafeed’in etkinliginin belirlenmesi amaciyla E. coli
(ATCC 25922) susu kullanildi. Caligmada test edilen
bakteri izolatlar1 ve kdkenleri Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. Bakteri tiirleri ve kokenleri.
Table 3. Bacteria species and origins.

No Bakteri Tiirii Koken

1 E. coli ATCC 25922

2 A. hydrophila Alabalik-Rize

3 P. fluorescens Alabalik-Rize

4 V. anguillarum Alabalik-Rize

5 Y. ruckeri Alabalik-Trabzon

Agar Well Difiizyon Testi: Silvafeed TSP,
doksosillin ve florfenikol’tin antimikrobiyal duyarliliginin
belirlenmesinde Arret vd., 1971°de kullanildig1 metot
modifiye edilerek kullanildi (Balta, 1999; Balta &
Cagirgan, 2007; Balta & Cagirgan, 2010). Bu amagla
Antibiyotik Medium No: 2 yerine Mueller Hinton Agar
(MHA-Merck) kullanildi. E. coli, A. hydrophila, P.
fluorescens ve Y. ruckeri mikroganizmalari i¢in normal
MHA ve V. anguillarum igin ise tuzlu MHA kullanildi.
Hazirlanan besi yerleri {izerine steril porselen boncuklar
kuyucuklar acildr Daha
mikroorganizmalarin bir gecelik taze kiiltiirlerinden
fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) i¢erisine McFarland 0,5’¢
gore hazirlandi. Hazirlanmis  olan
stispansiyonlardan 1’er ml alinarak besiyerlerine yayma
tarzinda ekimleri yapildi. Daha dnceden hazirlanan stok

kullanilarak sonra

siispansiyonlar1

tannik asit, doksisiklin ve florfenikol soliisyonunlarindan
hazirlanan farkli konsantrasyondaki diliisyonlarn her
birinden otomatik pipet yardimi ile 100 pl almarak 3’er
paralel olmak ftizere kuyucuklara ilave edildi. Kontrol
olarak 1 kistm methanol (%2’lik 0,1M HCI igeren) + 1
kisim steril saf su igeren diliisyondan 3 paralel olmak tizere
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100 pl miktarinda kuyucuklara ilave edildi. Farkli
konsantrasyonlardaki tannik asit, doksisiklin ve florfenikol
ilave edilmis 6 kuyucuklu besiyerleri 25°C’de 18 saat
inkiibasyona birakildi. Bu inkubasyonun sonrasinda her bir
kuyucugun etrafinda olusan bakterinin {iremedigi zon
caplar1 dijital kompas yardimu ile &lgiilerek degerlendirildi.

Disk Difiizyon Testi: Mikroorganizmalarin
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer
disk difiizyon (1959-1960) yontemi kullanildi. Bu amagla
caligmada kullanilan her bir bakteri izolatin ve standart
susun bir gecelik subkiiltirleri FTS igerisine alinarak
yogunluklar1 Mc Farland No 0,5’e gore ayarlandi. Daha
sonra hazirlanmis olan bakteriyel siispansiyonlardan 0.1 ml
alinarak MHAya ekildi. Ekim sonrasi petriler 30 dk oda
sicakliginda birakildi ve bu siire sonunda agar yiizeyine
antibiyotik diskleri yerlestirildi. Calismada ampisilin (10
ug), gentamisin (10 pg), doksisiklin (30 pg), enrofloksasin
(5 ng), oksitetrasiklin (30 pg) sulfamethoksazol (100 pg)
ve trimetoprim/sulfamethakzol (1.25/23.75 pg) olmak
iizere 8 farkli antibiyotik diski (Bioanalyse) kullanildi.
Antibiyotik diskleri yerlestirilen petriler 25°C’de 18 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi antibiyotik
diskleri etrafinda olusan bakerinin tiremedigi inhibisyon
zon ¢aplar dijital kumpas yardimi ile 6lgiildic (NCCLS,
1993).

Minimal inhibe Edici Konsantrasyonun (MIK)
Belirlemesi:  Testte kullanilacak tannik
florfenikol’iin stok ¢o6zeltisi hazirlanirken 100’er ml
%?2’lik HCI (Merck) igeren methanol soliisyonu kullanild.
Hassas terazide 0,2 ve 0,3 gr tannik asit ve 0,4 gr
florfenikol tartilarak 100 ml’lik balonjojede %2’lik 0,1M
HCl igeren methanol ¢ozeltisinde ¢ozdiirildi. Stok
soliisyonlar steril 20 ml siselere 5’er ml olarak boliindii. E.
coli, A. hydrophila, P. fluorescens ve Y. ruckeri TSB’de ve
V. anguillarum %1,5 tuz ilave edilmis TSB’de 25°C’de 18
saat inkube edilerek iiretildi. Uretilen kiiltiirden kontrol
grubu harig her bir tiipe 10 ul (108 cfu/ml) eklendi. Tiipler
25°C’de 24 saat inkiibe edildi. Tannik asit ve florfenikol
her bir konsantrasyonu i¢in iki tiip paralel olarak c¢alisildi.
Bakterilerin iiremedigi tiiplerdeki kimyasal maddenin en
diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edildi
(Bese, 1989).

Onceden steril edilen tannik asit stok soliisyonu
Mueller Hinton Broth’da (MHB) iki katl seri diliisyonlari
gerceklestirildi. Mueller Hinton Broth’da tannik asit MIK
degerlerini belirlemek i¢in hazirlanan iki kath seri
dilisyonlarin farkli konsantrasyonlar1 Tablo 4’de verildi.

Florfenikol 1 ml’sinde 2000 pg oldugu igin ilk

asit  ve

once 10 katli diliisyonu yapilarak i¢indeki etken madde
miktart 200 pg’a disiiriildi. Mueller Hinton Broth’da
florfenikoliin MIiK degerlerini belirlemek icin hazirlanan
iki katli seri diliisyonlarin farkli konsantrasyonlar1 Tablo
5’de verildi.
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Tablo 4. MiK degerleri icin tannik asitin farkli konsantrasyonlari.
Table 4. Different concentrations of tannic acid for MIC values.

Tiipler  Tannik asit iki katl seri diliisyonlar1 Konsantrasyonu
1. 1 ml MHB + 1 ml (3000 pt TA) 1500 pg
2. 1 ml MHB + 1 ml (2000 pg TA) 1000 pg
3. 1 ml MHB + 1 ml (1500 p TA) 750 pg
4, 1 ml MHB + 1 ml (1000 pg TA) 500 pg
5. 1 mI MHB + 1 ml (750 pug TA) 375 ug
6. 1 ml MHB + 1 ml (500 ng TA) 250 pg
7. 1 ml MHB + 1 ml (375 ng TA) 187,5 ng
8. 1 ml MHB + 1 ml (250 pg TA) 125 pg
9. 1 ml MHB + 1 ml (187,5 pg TA) 93,75 ug
10. 1 ml MHB + 1 ml (125 pg TA) 62,5 ug
11. 1 mI MHB + [ ml (62,5 pug TA) 31,25 pg
12, 1 ml MHB + 1 ml (46, 875 pg TA) 23,44 ng
13. 1 ml MHB + 1 ml (31,25 pg TA) 15,625 pg
14. 1 ml MHB + %2 HCl igeren methanol Kontrol
Tablo 5. MIK degerleri igin florfenikoliin  farkh
konsantrasyonlari.
Table 5. Different concentrations of florfenicol for MIC values.
Tiipler Florfenikoliin iki katli seri diliisyonlari Konsantrasyon
1. 1 ml MHB + 1 ml (200 ug FFC) 100 pg
2. 1 ml MHB + 1 ml (100 pg FFC) 50 pg
gt I ml MHB + 1 ml (50 pg FFC) 25 nug
4. 1 ml MHB + 1 ml (25 pg FFC) 12,5 ug
5. 1 ml MHB + 1 ml (12,5 pg FFC) 6,25 ug
6. 1 ml MHB + 1 ml (6,25 pg FFC) 3,125 ug
7. 1 ml MHB + 1 ml (3,125 ug FFC) 1,5625 g
8 1 ml MHB + 1 ml (1,5625 ng FFC) 0,78125 pg
9. 1 ml MHB + 1 ml (0,78125 pg FFC) 0,390625 pg
10. 1 ml MHB + 1 ml %2’lik HCI methanol Kontrol
BULGULAR
Calismada dort balik patojeni ve bir standart
susun, silvafeed TSPve sekiz fakli antibiyotige karsi

hassasiyeti belirlendi. Ayrica, bes bakterinin tannik asit ve
forfenikol karst MIK degerleri tespit edildi. Agar well
difizyon testinde doksisiklin’in tiim konsantrasyonlarinin
test mikroorganizmalarina karsi duyarli bulunmasi nedeni
ile doksisiklin’in MIK testi yapilmad.

Agar Well Difiizyon Testi: Tannik asitin farkli
konsantrasyonlardaki diliisyonlariin test
mikroorganizmalarina kargt antimikrobiyal etkinligi
Mueller Hinton Agarda agilan kuyucuklarin etrafinda
olusan zon ¢aplarinin dijital kompas yardimu ile dl¢iilmesi
ile gerceklestirildi. Tannik asitin 25 pg/ml ve tlizerindeki
konsantrasyonlarmin E. coli, A. hydrophila ve Y. ruckeri
izolatlarina karst duyarli oldugu tespit edildi. P.
fluorescens ve V. anguillarum’un ise tannik asitin 12,5
pg/ml ve tzerindeki konsantrasyonlarina karsi duyarli
oldugu tespit edildi (Tablo 6).

Agar well difiizyon testi ile P. fluorescens
izolattmin  florfenikolin 200 pg/ml  haric  biitiin
konsantrasyonlarina ve E. coli ATCC 25922 susunun
sadece florfenikol’tin 3,125 pg/ml konsantrasyonuna
direngli oldugu tespit edildi. Diger bakteri tiirlerinin
hepsinin florfenikol’in  farkli konsantrasyonlarindaki
diliisyonlarina karsi hassas oldugu tespit edildi (Tablo 6).
Agar testi ile doksisiklin’in
konsantrasyonlarina karsit test mikroorganizmalarmin
hassas oldugu saptandi (Tablo 6).

well difiizyon tlim
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Tablo 6. Agar well difiizyon testi ile test mikroorganizmalarina
karsi tannik asit, florfenikol ve doksisiklinin etkinliklerinin
karsilagtiriimasi.

Table 6. Comparison of the efficacy of tannic acid, florfenicol
and doxycycline against test microorganisms by agar well
diffusion test.

Bakteri izolatlart

Rzl (RSN E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri
TA 200 pg H H H H H
FFC 200 pg H H H H H
DO 200 pg H H H H H
TA 100 pg H H H H H
FFC 100 pg H H D H H
DO 100 pg H H H H H
TA 50 ng H H H H H
FFC 50 ng H H D H H
DO 50 ng H H H H H
TA 25 g H H H H H
FFC 25 g H H D H H
DO 25 g H H H H H
TA 12,5 ng D D H H D
FFC 12,5 ng H H D H H
DO 12,5 pg H H H H H
TA 6,25 g D D D D D
FFC 6,25 ug H H D H H
DO 6,25 ug H H H H H
TA 3,125 ug D D D D D
FFC 3,125 ug D H D H H
DO 3,125 ug H H H H H
Kontrol 0pg D D D D D

D: Direngli (Resistant), H: Hassas (Sensitive).

Tablo 7. Farkl1 antibiyotiklerin zon ¢api standartlar.
Table 7. Zone diameter standards of different antibiotics.

Olgiilen inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Antimikrobiyal ajanlar

D OH H Literatiir
AM-10 pg <13 14-16 >17 CLSI, 2014
CN-10 pg <12 13-14 >15 CLSI, 2014
DO-30 pg <10 11-13 >14 CLSI, 2013
ENR-5 nug <16 17-20 >21 CLSI, 2014
FFC-30 ug <14 15-18 >19 CLSI, 2014
T-30 pg <14 15-18 >19 CLSI, 2014
SMZ-100 pg <12 13-16 >17 CLSI, 2014
SXT-25 ug <10 11-15 >16 CLSI, 2014
AM Ampisilin, CN: G isin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrc in, FFC: Florfenikol, T: Oksitetrasiklin, SMZ:

ol, SXT: Trimethopri D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
AM Ampisiline, CN: Gentamicin, DO: Doxycycline, ENR: Enrofloxacin, FFC: Florfenicol, T: Oxytetracycline,
SMZ: Sulphamethxazole, SXT: Trimethoprim/Sulfamethoxazole, D: Resistant, OH: Intermediate, H: Sensitive.

Agar Disk Difiizyon Testi: Test
mikroorganizmalarina kars1 sekiz farkli antibiyotigin disk
diftizyon testi kullanilarak yapilan antimikrobiyal
duyarlilik testi sonucu dlgiilen zon ¢aplarma ait degerler
Tablo 7°de verilen standart zon c¢apt degerleri ile
karsilastirilarak ~ mikroorganizmalarin  antimikrobiyal
hassasiyetleri belirlendi. Calismada kullanilan
bakterilerden P. fluorescens’in gentamisin ve doksisiklin
hari¢ c¢aligmada kullanilan diger antimikrobiyallerin
hepsine direngli oldugu, A. hydrophila, E. coli, V.
anguillarum ve Y. ruckeri’nin ise ampisilin hari¢ diger
antibiyotiklere karst duyarli oldugu tespit edildi. Test
mikroorganizmalarinin sekiz antibiyotige karsi hassasiyet

degerleri Tablo 8’da verildi.

Tablo 8. Test mikroorganizmalarma karst sekiz
antimikrobiyal hassasiyeti.
Table 8. Antimicrobial susceptibility of eight antibiotics against test

microorganisms.
Antibitotk Diskler

antibiyotigin

Bakteri izolatlar

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri
AM (10 pg) D D D D D
CN (10 pg) H H
DO (30 pg) H H H H H
ENR (5 pg) H H D H H
FFC (30 pg) H H D H H
OTC (30 pug) H H D H H
SMZ (100 pg) H H D H H
STX (25 pg) H H D H H

AM Ampisilin, CN: Gentamicin, DO: Dokslslklln ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, T: Oksitetrasiklin, SMZ:
ol, SXT: Trimethoprim D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.

AM Ampicilline, CN: Gentamicin, DO Doxycycline, ENR: Enrofloxacin, FFC: Florfenicol, T: Oxytetracycline,

SMZ: Sulphamethxazole, SXT: Trimethoprim/Sulfamethoxazole, D: Resistant, OH: Intermediate, H: Sensitive
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Minimal Inhibe Edici Konsantrasyon (MIK)
Belirlenmesi: Bu ¢alismada MHB’da iki katli diliisyon
yontemi ile hazirlanan tannik asitin (0,2 ve 0,3 gr stok)
farkli konsantrasyonlarina karsi bes farkli bakteri
izolatlarinin MIK degerine arastirildi. A. hydrophila’nin
minimal inhibe edici konsantrasyonu (MIK) 187,5 pg/ml
konsantrasyonda iiremenin meydana gelmesine karsin 250
pg/ml konsantrasyona sahip tiiplerde iiremenin olmadigi
gozlenmigstir. Tannik asitin ilave edilmis MHB tiiplerinde
A, hydrophila'mn  {remedigi  ilk tip olarak
degerlendirildiginde 250 pg/ml MiK degeri olarak kabul
edilmigtir. Test sonucu yapilan degerlendirmede E. coli ve
Y. ruckeri edilmis farkli konsantrasyonlarda tannik asit i¢in
MIK degerinin sirastyla, 187,5 pg/ml ve 125 pg/ml
konsantrasyonlara sahip tiipte oldugu tespit edildi. Tannik
asitin MIK degeri P. fluorescens igin 31,25 pg/ml ve V.
anguillarum igin ise 375 ug/ml konsantrasyona sahip tiipte
olarak tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Bes farkli bakteri izolatlarina karst tannik asitin
olusturdugu MIK degerleri.

Table 9. MIC values of tannic acid against five different bacterial
isolates.

Silvafeed

Bakteri izolatlar
A. hydrophila P-73

Konsantrasyon -
Y E. coli

V-976 Y. Ruckeri

TA 3000 pg =

TA 1500 pg - - - -
TA 1000 pg - - - -
TA 750 pg = = = =
TA 500 pug - - - -
TA 375 ug = = = =
TA 250 ug - - + -
TA 187,5 ng = + + =
TA 125 pg + + + -
TA 93,75 ug + + + +
TA 62,5 pg + + + +
TA 46,875 ug + + + +
TA 31,25 ug + + + +
TA 23,44 ug + + + + +
TA 15,625 pg + + + + +
TA Kontrol + + + + +

"+ Bakteriyel Gremenin var, + There is bacterial growth, -: Bakteriyel aremenin yok, -: There is no bacterial growth.

Bes farkli bakteri tiirli izolatlarina Kkarsi
florfenikoliin MHB’da iki katli seyreltilerek hazirlanan
diliisyonlar1 ile yapilan test sonucunda edilen MIK
degerleri  belirlenmistir.  Farklt  konsantrasyonlarda
florfenikol igeren tiiplere E. coli ilave edildiginde MIiK
degerinin 25 pg/ml oldugu tespit edildi. A. hydrophila ilave
edilen tiiplerden florfenikol’iin MIK degeri 12,5 pg/ml
yogunlugundaki tiipte meydan geldigi tespit edildi.
Forfenikoliin farkli konsantrasyonlarindaki diliisyonlarina
P. fluorescens izolati ilave edilmis tiiplerin hepsinde tireme
meydana geldigi icin MIK degeri tespit edilemedi.
Florfenikoliin farkli konsantrasyonlarindaki tiiplerine V.
anguillarum ilave edildiginde tremenin olmadigi 12,5
ng/ml yogunlugundaki ilk tiip MIK degeri olarak
belirlendi. Farkli konsantrasyondaki florfenikol igeren
tiiplere Y. ruckeri ilave edildiginde 50 pg/ml igeren iireme
olmadig ilk tiip MIK degeri olarak tespit edildi. Bes farkli
bakteri izolatina kars1  florfenikolin  iki  kath
diliisyonlarmin olusturdugu MIK degerlerine ait veriler
Tablo 10°de sunulmustur.
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Tablo 10. Bes farkl1 bakteri izolatlarina kars1 florfenikoliin MIK
degerleri.

Table 10. MIC values of florfenicol against five different
bacterial isolates.

Kimyasal Konsantrasyon

Bakteri izolatlar

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri
FFC 100 pg - - + S B
FFC 50 ug = + = -
FFC 25 g = + = +
FFC 12,5 ug + + - o
FFC 6,25 pg s + + + -
FFC 3,125 ug i + + + s
FFC 1,56 ug s + + + -
FFC 0,78 pg i + + + s
FFC 0,39 pg s + + + -
Kontrol 0,00 pg + + + + a

FFC: Florfenikol, +: Bakteriyel ireme var, -: Bakteriyel iireme yok. FFC: Florfenicol, +: There is bacterial growth, -:
No bacterial grow

SONUC VE TARTISMA

Ulkemizde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabalik
yavru ve porsiyonluk boydaki baliklarda o6zellikle su
sicakligina bagl olarak ortaya ¢ikan ve toplu 6liimlere
neden olan Gram negatif bakteriyel balik patojenlerinden;
A. hydrophila, P. fluorescens, Y. ruckeri ve V. anguillarum
tarafindan meydana getirilen enfeksiyonlarin tedavisinde
antibiyogram test sonuglarina gore farkli antibiyotikler
kullanilmaktadir (Cagirgan & Tanrikul, 1998;Balta vd.,
2010;2016; Balta & Dengiz Balta, 2016; 2017; 2019; Balta,
2020). Kiiltir balikgiliginda, hastaliklarin tedavisinde
gelisi antibiyotik kullanimi bazi problemleri
beraberinde getirmektedir. Antibiyotikler, uygun siire ve
dozda kullanilmadiginda bakterilerde bu antibiyotiklere
kars1 gegici (biyokimyasal) ve kalici (genetik) direng
sekillenmektedir. Bu durum daha sonra ortaya ¢ikan ayni
enfeksiyonlarin basarisizliga ve
problemlerine neden olmaktadir (Cagirgan & Tanrikul,
1998; Balta, 1999; Balta & Cagirgan, 2007; Balta &
Cagirgan, 2010;Balta, 2016; Balta & Dengiz Balta, 2019;
Balta & Yilmaz, 2019; Onuk vd., 2015; 2017; Duman vd.,
2017; Dingtirk & Tanrikul, 2021). Tannik asit bitkilerin
govde, yaprak vs. gibi farkli bolgelerinden elde edilen
polifenolik yapida suda eriyen bir bilesiktir. Tanenlerin,
antimikrobiyal, antienflamatuar, antiviral, antioksidan ve
antiparazitik aktiviteler gibi 6dnemli biyolojik 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmektedir(Aydin & Ustiin, 2007;
CiprianoSalazara vd., 2018; Kaczmarek, 2020).
Bitkilerden elde edilen tannik asit, dogal bir madde olmasi
nedeni ile bakterilerin meydana getirdigi hastaliklarin
tedavisinde kullanimu bir ayricaliktir. Bu ¢aligsmada, tannik
asittin bakteriyel balik hastaliklarin hangisinin tedavisinde
etkili oldugu belirlenmesi amaglanmistir. Tannik asittin
balik patojenlerinin tedavisinde kullanilmasi, baliketinde
kemoterapotik maddelerin kalint1 problemlerine neden
olmamasi, ¢evre kirliligi ve insan sagligina olumlu
etkilerinin yani sira yurt digimna balik ihracatini da
kolaylastiracaktir. Tannik asit, balik etinde rastlanilacak
antibiyotik kalintilar1 sonucu insanlarda olusabilecek

giizel

tedavisinde rezidi
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kanserojenik ve mutajenik muhtemel etkilerin Oniine
gegilebilecegi diistiniilmektedir.

Bu arastirmada, Karadeniz Bolgesindeki faaliyet
gosteren balik giftliklerindeki hasta baliklarin  i¢
organlarindan izole edilen Gram negatif; A. hydrophila, P.
fluorescens, Y. ruckeri ve V. anguillarum’a karsi, tannik
asitin farkli diizeyde antimikrobiyel etkinlige sahip oldugu
tespit edilmistir. Tannik asitin balik patojenleri lizerine
etkilerinin arastirildig1 calismalar oldukca smirlidir. Bu
caligmalarda tannik asitin antioksidan aktivitesi, bagirsak
mikrofloras1 ve bagirsak hareketleri iizerine -etkileri
caligtlmigtir (Sell vd., 1985; Yilmaz & Romeo, 2004;
Schiavone vd., 2008). Tannik asit’in yem katki maddesi
olarak lezzetlendirici 6zelligi sayesinde, kanatlilarda yem
alimimi artirdigl ve yem stresini diigiirdiigii bildirilmistir
(Zaccarato vd., 2006; Schiavone vd., 2008). Rekabetci
dislama mekanizmas1 sayesinde mikroflora tercihini
degistirerek mikroflorayr dengeledigi (Schiavone vd.,
2008), patojen bakterilerin artmasini ve toksin olusumunu
baskiladigt i¢in hayvan artirdigi,
performansini artirdigi, antibiyotik kullanimini azalttigi,
balik oOlimlerini azalttigi ve biliylime performansini
tyilestirici etkinlige sahip oldugu bildirmistir (Zaccarato
vd., 2006; Zoccarato vd., 2008).

Kiiltiir baliklarinin, bitkilerden elde edilen chaga
mantar1 (Inonotus obliquus) ekstrakti ile beslenmesinin
istah artisina bagl kilo artis1 sagladigi, V. harveyi ile
enfekte edilen baliklarda beyaz kan hiicresi ve kirmizi kan
seviyelerinin, hemoglobin, hematokrit,
lenfositlerin ve monositlerin 6nemli &l¢lide artirdigt
bildirilmistir (Harikrishnan vd., 2012). A. hydrophila’ya
kars1 as1 gelistirilmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada,
yavru sazan baliklarima kutsal feslegen (Ocimum sanctum)
bitki ekstraktinin diisilk dozda (10 ppm) verildiginde
kontrol ve diger deney gruplarma (20 ve 30 ppm) gore
maksimum antikor yanit1 sagladig1 ve daha fazla fagositik
aktivite gosterdiginin tespit edildigi rapor edilmistir
(Pavaraj vd., 2011). U¢ farkli (Crataegi fructus (Cf),
Artemisia capillaries ve Cnidium officinale) tibb1 bitkinin
oziitleri ve karigimlarinin, kirmizi ¢ipura (Mercan)
larvalarinda biiytime ve V. anguillarum'a kars1 etkilerinin
arastirildigi bir arastirmada, bu bitki ekstratlari ile beslenen
rotiferlerde Vibrio sayisinin azaldigi tespit edilmistir. Cf
oziitii bulunduran igerikler ile beslenen rotiferlerin diger
gruplara oranla istatistik olarak boylarinin daha fazla
bliylidiigl tespit edilmistir. Ayn1 caligmada Cf ve bu bitki
karisimlarinin methanol 6ziitleri, Aeromonas, Edwasiella,
Photobacterium, Pseudomonas ve Vibrio sp. cinsleri dahil,
yedi bulasic1 bakteri izolatinin ¢ogalmasini engelledigi
bildirilmistir. Bitki 6zii karigimi ile beslenmis rotiferlerin
beslendigi larvalarin hayatta kalma oran1 V. anguillarum
ile yapilan geling testinde kontrol grubuna goére oldukga
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, bitki 6zii ile beslenen

refahini lireme

hiicresi
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rotiferlerin, ¢ipura larvalarinda biliyime ve V.
anguillarum'a karsi direnci artirmak i¢in faydali oldugunu
ve hastaliga direncli yavrularinin siirdiirtilebilir tiretimi
icin yeni bir teknoloji sagladigini ortaya koymuslardir
(Takaoka vd., 2011). Yapilan bir baska caligmada A.
hydrophila, A. salmonicida, A. bestiarum, A. sobria,
Listonella anguillarum, L. garviae, P. fluorescens, P.
anguilliseptica, Y. ruckeri ve V. salmoninarum gibi 6nemli
balik patojenlerine kars1 Silvafeed TSP’nin 6 farkli
konsanrasyonunun (%0,05, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08 ve 0,1)
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak
antimikrobiyal etkinliginin test edildigi bildirilmistir
(Tanrikul & Dingtiirk, 2017). Silvafeed TSP’nin tiim
konsantrasyonlarinin L. anguillarum ve Y. ruckeri’ye karst
hassas olmasina kargin L. garviae ve V. salmoninarum’a
direngli oldugu rapor edilmistir. Aeromonas tiirlerinin (A.
bestiarum, %0,05 harig¢) hassas oldugu, P. fluorescens ve
P. anguilliseptica ilk iki konsantrasyonda (%0,05 ve 0,01)
hassasiyette karsin  diger  dort
konsantrasyonlarda ise duyarli oldugu tespit edilmistir
(Tanrikul & Dingtiirk, 2017). Fitokimyasallarin etkileri
iizerine yapilan bir c¢alismada oxytetracycline ve
enrofloxacin antibiyotiklerinin Y. ruckeri'ye direngli
oldugunu bildirmesine ragmen, ayni ¢alismada moringa
(Moringa oleifera) ve tivez (Sorbus domestica) bitki
ekstraktlariin sivi ortamda (TSB) yapilan Sl¢iimlerde,
bakteri liremesini %40-50 oraninda engellemesine karsin
kat1 ortam (MHA) lizerindeki etkilerinin ise daha az oldugu

orta olmasina

rapor edilmistir (Onalan & Cevik, 2020). Bu ¢alismanin
sonuclari ile Tanrikul ve Dingtiirk (2017){in tanik asit
iizerine yaptig1 calismalar ile Onalan ve Cevik (2020)’in

fitokimyasallarin  etkileri {izerine yaptigi c¢alismalar
bulgulari ile paralellik gostermistir.
Bu g¢alisma  sonunda, bakteriyel  balik

patojenlerinin tedavisinde Gram negatif bakteriler karsi
Silvafeed TSP etkili olabilecegi ve hastaliklarin
tedavisinden ¢ok yem katkist olarak hastalik ¢ikmadan
once koruyucu amacgla yemlere katilmasinin faydali
olacag diisiiniilmiistiir.

ONERILER

Bu c¢alismada, Silvafeed TSP’nin baliklarda
hastalik yapan, 6zellikle Gram negatif (A. hydrophila, P.
fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri) bakterilere karsi
etkili oldugu icin su {irtinleri yetistiriciliginde, hastalik
onleyici yem katki maddesi olarak kullanilabilecegi
kanisina varilmigtir. Baliklarda ozellikle antibiyotiklere
kars1 direng sekillenmis tedavi edilemeyen (P. fluorescens
vs) etkenlere kars1 tannik asitin etkili olabildigi fakat daha
fazla izolatin antibakteriyel etkinligini belirlemek i¢in yeni
calismalarin yapilmas: gerektigi disiiniilmektedir. Bu
calismada florfenikole karsi disk diflizyon yonteminde
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direngli olan P. fluorescens bakteri izolatina karsi tannik
asitin disk diflizyon yonteminde 125 pg/ml ve tizeri
konsantrasyonlarin etkili oldugu, ayni1 bakteri icin
florfenikol’lin ise 200 pg/ml duyarli olmasina kargin 100
ng/ml direncli oldugu belirlenemistir. Tannik asit’in MIK
degeri 31,25 pg/ml olarak tespit edilmesine Kkarsi
florfenikol’lin hazirlanan en yiiksek konsantrasyonda(100
pg/ml) bile MIK degeri tespit edilememistir. Bu nedenle
antibiyotige direngli P. fluorescens karsi tannik asit daha
ayrmtili ¢alisiilmalarin yapilmas: gerekmektedir. Ayrica,
tannik asidin yem katki maddesi olarak farkli
konsantrasyonlarda balik yemelerine karistirilip yedirme
denemelerinin yapilarak biiylime performanslari ve kan
hiicreleri ~ lizerine etkilerinin  ¢aligilmast  gerektigi
distiniilmektedir. Baliklarda kullanilan antibiyotiklerin,
akuatik ortamdaki bakterilerde direngli suglarin olusmasina
ve baliketinde kalint1 problemlerine neden olabilecegi i¢in
bitkisel kaynakli dogal bir madde olmasi nedeni ile tannik
asit icerikli yem katki maddelerin faydali olacagi icin balik
yetistiriciliginde tavsiye edilebilir. Bu
nedenle bir sonraki calismada silvafeed TSP’nin balik
yedirme denemelerinin yapilacagi yeni bir g¢aligmanin
yapilmasi planlanmaktadir.

kullanilmasi
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