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ABSTRACT

In this study, antibacterial activities of extracts of Liagora ceranoides (Rhodophyta), Halopteris scoparia (Ocrophyta),
Padina pavonica (Ocrophyta) and Sargassum vulgare (Ocrophyta) on Yersinia ruckeri strains isolated from sick rainbow
trout (Oncorhynbus mykiss) were evaluated. Also, susceptibilities of the strains against various antibiotics were
studied. The strains isolated from the sick fish were identified as Yersinia ruckeri according to the results of the
phenotypic tests, the API 20E rapid diagnostic kit and PCR. In the study, it was found that the methanol extracts
of L. ceranoides, H. scoparia, P. pavonica and S. vulgare did not show antibacterial activity against Y. ruckeri. The
ethanol extract of P. pavonica showed low antibacterial activity against Y. suckeri. The ethanol extracts of L.
ceranoides, H. scoparia and S. vulgare macroalgae did not show antibacterial activity against the bacterium. According
to the results of the antibiogram test, it was found that the strains were sensitive against ampicillin, flumequine,
oxytetracycline and trimethoprime. The strains showed intermediate resistance against erythromycine. In
conclusion, although it was reported that algae had antibacterial activities, it was understood that every algae
species could not exhibit antibacterial activity.
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Bazi1 Deniz Alg Tiirlerinin Etanol ve Metanol Ekstraktlarinin Antibakteriyel Aktivitelerinin Yersinia
ruckeri Uzerinde Aragtirilmasi

(074

Bu calismada Liagora ceranovides (Rhodophyta), Halopteris scoparia (Ocrophyta), Padina pavonica (Ocrophyta) ve
Sargassum vulgare (Ocrophyta) alglerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin hasta gékkusagt alabaligt (Oncorbynbus
mykiss)y’ndan izole edilen Yersinia ruckeri suslari Gizerine antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica, suglarin
cesitli antibiyotiklere duyarliliklari da ¢alistimustir. Baliklardan izole edilen suslar fenotipik testler, API 20E hizh
tant kiti ve PZR sonuglarina gbre Yersinia ruckeri olarak tanimlanmustir. Calismada L. ceranoides, H. scoparia, P.
pavonica ve S. vulgare makroalglerinin metanol ekstraktlarinin Y. ruckersye karst antibakteriyel etki géstermedigi
bulunmustur. P. pavonicanin etanol ekstraktt Y. rucker’ye karst disiik antibakteriyel aktivite gOstermistir. L.
ceranoides, H. scoparia ve S. vulgare makroalglerinin etanol ekstraktlarinin bakteriye karsi antibakteriyel aktivite
gbstermedigi tespit edilmistir. Antibiyogram test sonuglarina gére suslarin ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin ve
trimetoprime duyarli olduklart bulunmustur. Suglar eritromisine karst orta derecede direng gdstermistir. Sonug
olarak, alglerin antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarinin bildirilmesine karsin her alg tiriiniin antibakteriyel
aktivite gbsteremeyecegi anlagilmistir.
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GIRIS

Su turtnleri yetistiriciligi hizli gelisme gésteren gida
sektorleri arasinda yer almakta olup, dinya genelinde
tiketilen baligin yaklasik olarak %50’si yetistiricilik
yolu ile saglanmaktadir. Kiltir kosullarinda gbrillen
bulasict hastaliklar ise sektoriin gelismesine engel
olmakla birlikte, bir¢cok tilkenin ekonomik gelisimi
tzerinde 6nemli bir etki yapmaktadir (Kumar ve ark
2015). Bakteriyel enfeksiyonlar ciddi epidemiyolojik
faktor olup, gbkkusagr alabaligr kiltiirinde 6nemli
balik kayiplarina sebep olur (Gohari ve ark 2010,
Orozova ve ark 2014). Enterik kizilagiz hastaligt
(ERM) ya da diger ismi ile yersiniozis baliklarin
sistemik bakteriyel bir enfeksiyonudur. Hastalik etkeni
Yersinia rucker?dir. Etken, ilk olarak 19507l yillarin
basinda ABD Idaho Hagerman Vadisi’nde yer alan bir
alabalik kuluckahanesindeki hasta baliklardan izole
edilmistir (Horne ve Barnes 1999, Orozova ve ark
2014). Y. ruckerrnin bu ik izolasyonundan sonra,
bakteri basta Alaska olmak tzere ABD’nin batt
bélgesi ile Kanada’dan bildirilmistir. Avrupa da ise Y.
ruckeri ilk kez 1983 yilinda bildirilmis, daha sonralari
Danimarka, Fransa, Almanya, italya, Norveg, Birlesik
Krallik, Yeni Zelanda ve Afrika olmak iizere bircok
tlkeye yayilmis ve salmonid balik tirlerinin yani sira
Nil tilapyast (Oreochromis niloticus), kalkan (Scophthalmus
maximns), sazan (Cyprinus carpio), Avrupa yilan balig
(Anguilla  anguillay ve  Avrupa deniz  levregi
(Dicentrarchus labrax) dahil dogal ve kaltird yapilan
gesitli balik tirlerinden de izole edilmistir (Huang ve
ark 2013, Zorriehzahra ve ark 2017). Ulkemizde ise
ik Y. ruckeri kaynakli hastalik vakast 1991 yilinda
bildirilmistir  (Timur ve Timur 1991). Alabalik
kiltirinin ~ yayginlasmast  ile  birlikte, hastalik
cikislarinda da artis yasanmustir (Seker ve ark 2011,
Oztiitk ve Altnok 2014). Y. ruckeri Gram-negatif,
comak sekilli, sitokrom oksidaz negatif, katalaz
pozitif, fermentatif bir bakteri tirtadar. Tir
cogunlukla hareketli olmakla birlikte, hareketlilik
Ozelligi suslara baglt olarak degisiklik gdstermektedir
(Fouz ve ark 2000, Zorrichzahra ve ark 2017). ERM
tim yas gruplarindaki baliklari etkilemekle birlikte,
hastaligin akut formu cogunlukla yavru baliklarda
gozlenirken, kronik formu ise daha buyik baliklarda
gbzlenir. Hastaliktan etkilenen baliklar  istahsiz,
durgun ve su vyizeyine yakin bir sekilde yiizer.
Baliklarin  viicut yizeyinde kanamalar mevcut ve
yaygin olup, bu kanamalara yiizgeclerin taban
kistmlarinda, bas bolgesinde ve yan ¢izgi boyunca
rastlanir  (Tobback 2009). Nekropside karaciger,
pilorik seka ve hava kesesi ile lateral viicut kaslarinda
petesiyel kanamalar, ascites, dalakta biyime ve
renginde koyulagsma gozlenir. Bagirsak yangilt olup,
opak ve prtlent bir sivi ile doludur (Tobback 2009).
Hastaligin  tedavisinde genel olarak amoksisilin,
okzalinik  asit, oksitetrasiklin, kuvvetlendirilmis
stlfonamidler  ve  florfenikolin  kullanildiginin
bildirilmesine katsin, Y. ruckers de okzalinik asit,
oksitetrasiklin ve stlfonamidlere karst direng gelistigi

vapilan iz vitro calismalar ile ortaya koyulmustur
(Strand 2017, Zorriehzahra ve ark 2017). Y. ruckeri de
gozlenen antibiyotik direng, arastirmacilart probiyotik,
astlama ve faj tedavisi gibi koruyucu Onlemleri
arastirmaya yonlendirmistir (Strand 2017,
Zotriehzahra ve ark 2017). Ayrica, Iran, Hindistan ve
Cin gibi bircok tlkede balik patojenlerine karsi
bitkilerde kullanilmaya baslanmis ve Nigella sativa, Olea
europea ve Melissa officinalis gibi bitkilerin 7n  vitro
kosullarda  antibakteriyel — etkileri — arastirlmistir
(Zottiehzahra ve atk 2017). Deniz fauna ve florast
icerisinde yer alan algler cesitli biyolojik aktivitelere
sahiptir (Kavsalya ve Narasimha, 2015). Alglerin
zengin biyoaktif kaynaklar olarak kabul edilmeleri
sebebi ile son yillarda farmasotik ajan kaynaklar
seklinde kullanimlart yayginlasmistir (Kavsalya ve
Narasimha 2015). Bir¢ok deniz alginin bazi Gram-
pozitif ve Gram-negatif patojenlerin gelismesini
engelledigi bildirilmistir (Kalanjinathan ve ark 2009).
Ulkemizde ise esitli alg tiirlerinin Staphylococcus aureus,
Escherichia  coli  ve  Enterococens  turleri  Uzerine
antibakteriyel aktiviteleri farkli arastiricilar tarafindan
calistimistir (Ttney ve ark 2006, Tagkin ve ark 2007).
Bu calismanin amact Liagara ceranoides, Halopteris
scoparia, Padina pavonica ~ve Sargassum  vulgare alg
tirlerinin metanol ve etanol ekstraktlarinin Y. rucker:
suslar1 izerine antibakteriyel aktivitelerini ayrica gesitli
antibiyotiklere olan duyarliliklarini da arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Balik materyali

Calisma Akdeniz Universitesi BAP 201101.0111.001
proje kodu ile desteklenip, 2011.10.01 say1 ile A.U.
Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurul onayt alinmustir.
Hasta gokkusagt alabaliklari Antalya civarindaki ticari
bir isletmeden temin edilmistir. Isletmede baliklarin
bulundugu havuzlarin su sicakhigt 15 °C olarak
Olclmistir. Calismada vicut agirliklan 82.9 g’dan
25344 ga kadar degisen 10 baliktan 6rnekleme
yapimistir.  Baliklarda  gézlenen  dis  bulgular
kaydedildikten sonra baliklara nekropsi uygulanarak ic
bulgular kaydedilmistir. Bakteriyolojik c¢alismalar icin
baliklarin karaciger, dalak ve 6n bobreklerinden beyin
kalp infizyon (BHI) agar’lhi besiyetlerine ekimler
yaptlmistir. Ekimli besiyetleri 24 £ 2 °C de 48 saat
sire ile inkibe edilmistit. Bu sire sonunda
besiyerinde gelisme gosteren yuvarlak, krem-beyaz
renkli bakteri kolonilerinden altkiltirler
hazirlanmugtir.

Bakteri suglarinin fenotipik 6zelliklerinin tespiti

Izole edilen bakteri suslarinin fenotipik 6zelliklerinin
tespiti icin bir dizi test uygulanmistir (Roberts 2012).
Ayrica, API 20E (BioMerieux, Fransa) hizl tant kiti
de kullanilmistir. Kit uretici firmanin  6nerileri
dogrultusunda hazirlanarak, sonuglar 24-48 saat sonra
okunmugtur. Calismalara Refik Saydam Hifzisthha
Merkezi Baskanligl/Ankara’dan temin edilen ATCC
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19570 kodlu _Aeromonas hydrophila susu da dahil
edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Fenotipik tani test sonuclarina gore Yersinia ruckeri
stpheli suslarin konfirmasyonunda PZR tekniginden
de yararlanilmistir. Bu amacla suslardan DNA
izolasyonu InstaGene Matrix (BioRad) marka ticari kit
kullanilarak yapilmistir. Tleri ve geri primerler, YERS
(5"-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3") ve
YER10 (5"-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3")
(Gibello ve ark 1999) ticari bir firmaya
sentezlettirilmistir. Ik denatiirasyon 94 °C de 2
dakika, digerleri ise 94 °C de 1 dakika, primer
baglanmast 55 °C de 1 dakika ve wuzama
(polimetizasyon) 72 °C de 8 dakika olacak sekilde
toplam 35 PZR dongtist gerceklestirilmistir (Seker ve
ark 2012). PZR drtnleri 100 V da 45 dakika
yuritilmis  ve  ylriitme sonrast  Urlnler
goriintilenmistir. Urtinler 50 ng/ml yogunluk ve
minimum 20 pl olacak sekilde hazirlanmis ve dizi
analizi icin 6zel bir laboratuvara génderilmistir. Her
trtin icin DNA saflastirmast ve ¢ift yonli okuma
islemi yapilarak ham dizi verileri Chromas-Pro 1.7,5
programi ile FASTA formatina gevrilerek temizlenmis
ve tek bir dizi haline getirilmistir. BLAST analizi
uygulamast ile en yakin tirler ve benzerlik oranlart her
bir sus icin tespit edilmistir.

Bakteri suglarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin
tespiti

Suslarin antimikrobiyal duyarliiklart Mueller-Hinton
Agar (MHA)’lt besiyerleri kullanilarak Kirby-Bauer
disk difiizyon yéntemi ile tespit edilmistir. Inokulum
Oncesi stvt kiltirin bulanikligt McFarland No 0.5 (1-
2x108) standardt ile standardize edilerek, MHA’L petri
kutularina inoktle edilmistir. Petri kutulart oda
sicakliginda 15-20 dakika bekletildikten sonra besiyeri
ylzeyine test edilecek olan ticari diskler yerlestirilmis
ve 24 + 2 °C de 24 ila 28 saat stre ile inkiibe
edilmistir. Test sonuglarina goére suslarin  gesitli
antibiyotiklere (ampisilin, eritromisin, flumekuin,
oksitetrasiklin ve trimetoprim) duyarliliklart Balta ve
ark (2010), CLSI (2006a) ve NCCLS (2003)’e gore
belirlenmistir.

Deniz makroalglerinin
duyarhiliklarinin tespiti

Liagora ceranoides J. V. Lamouroux 1816, Halopteris
scoparia (Linnaeus) Sauvageau 1904, Padina pavonica
(Linnaeus) Thivy in Taylor 1960 ve Sargossum vulgare
C. Agardh 1820 makroalg tirlerinin (Tablo 1) etanol
ve metanol ekstraktlarinin Y. ruckers suslart tzerine
antibakteriyel aktiviteleri agar diflizyon yontemi
kullantlarak 7z witro kosullarda calistlmustir.  Algler
Antalya ve Canakkale kiyilarindan SCUBA daliglart ve
plankton bezlerinden yapilmis agzt biizgilii torbalar
(70x50 cm) ile toplanmistir (Sekil 1). Toplanan alg
ornekleri epifitlerinden, iclerinde bulunabilecek kaya,
kum ve camurdan arindirilmak amaci ile ayiklanip tatl

antibakteriyel

su ile ytkanmustir. Ayiklanan alg 6rnekleri direkt giines
is18ina maruz  birakilmadan  g6lge bir alanda
kurutulmustur (Sekil 2). Toplanan alg 6rneklerinin bir
kismi tayin ve tanumlart laboratuvarda yapilmak tizere
deniz suyu ile hazirlanmis %4-6’lik formaldehit
solisyonunda tespit edilmistir. Alg materyallerinin
tanimlanma ¢alismast Olympus marka SZX16 model
stereo zoom ve BX51 model 15tk mikroskoplar
kullantlarak yapilmistir. Alglerin etanol ve metanol
ekstraktlart filtre edilerek 6rnekler kullanilana kadar
+4 °C de muhafaza edilmistir (Akrayi 2012). Alglerin
etanol ve metanol ekstraktlart Akrayi (2012)’ye gore
hazirlanmustir. Kisaca, alg Ornekleri kurutulduktan
sonra Ogutiicli kullamilarak toz haline getirilmistir.
Ogiitme islemi, her alg 6rnegi icin ayrt ayri yapilmistir.
Toz haline getirilen 6rneklerin etanol ekstraktlarini
elde edebilmek i¢in 150 ml etanol 15 gram toz haldeki
alg Ornegine ilave edilerek, kaynama noktasina kadar
karistirlarak  1sitidlmustir. Daha  sonra  soliisyon
Whatman No 1 filtre kagidi kullanidarak filtre
edilmistir. ~ Aynt  yOntem  alglerin  metanol
ekstraktlarinin eldesi icin tekratlanmustir. 11 Y. ruckeri
susunun 24 saatlik kdltiirinden 2-3 koloni alinarak 5
ml'lik nutrient buyyona ekimleri yapilarak 24 £+ 2°C
de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast bakteriyel siispansiyonun bulanikhigt 1x106
olacak  sekilde  ayarlanmustir  (Akrayi  2012).
Stispansiyondan 0.1 ml alinarak nutrient agarli petri
kutularinin yiizeyine agtlanmistir. Daha sonra besiyeri
ylzeyine 8 mm ¢apinda delik acilarak icerisine alglerin
etanol ve metanol ekstraktlarindan 100 ul aktarilarak
24 * 2°C de 24 saat sure ile inklibe edilmistir. Bu stire
sonunda inhibisyon zon c¢aplart Olclilerek sonuglar
Tiney ve ark (2006) ve Akrayi (2012)’ye gore
degerlendirilmistir. Calismada kontrol amaglt olarak
toz haldeki trimetoprim CLSI (M49-A) (20006b)
Onerileri dogrultusunda ¢6zict olarak hidroklorik asit
kullanilarak stok antibiyotik solisyonu hazirlanmugtir.
Stok antibiyotik soliisyonundan 2 ml alinarak 2 ml
sulandirict  (steril  distile  su) kullanidarak  dilue
edilmistir. Bu solisyondan 100 pl alnarak ekimli
besiyeri yiizeyine acillan 8 mm c¢apindaki deliklere
aktarilarak 24 + 2°C de 24 saat stre ile inkibe
edilmistir. Bu siire sonunda inhibisyon zon c¢api
olgiilerek sonuglar degerlendirilmistir (NCCLS 2003).

BULGULAR

Klinik bulgular

Hastaliktan etkilenen baliklarda durgunluk, yem
aliminda azalma, pul kayby, deri renginde koyulasma,
solungaclarda solgunluk, gézde, cenelerde, agizda,
yutak ve dilde hemorajiler (Sekil 3), aniis etrafinda
hemoraji ve abdominal dropsi tespit edilmistir.
Nekropsi de viicut kasinda, hava kesesi cidarinda,
pilorik seka ve karacigerde hemoraji, karacigerde
buyime ile dalak renginde koyulasma gézlenmistir.
Hasta baliklarda mide bagirsak icerigi gida yontinden
bos olup, sarimsi renkli asidik sivi igerdigi tespit
edilmistir.
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Yersinia ruckeri susunun bakteriyolojik ve
molekiiler tanimlanmasi

Calismada izole edilen 11 susun Gram-negatif,
sitokrom oksidaz negatif, katalaz pozitif, 24 °C de
hareketli iken 37 °C de hareketsiz oldugu, non-
hemolitik, fruktoz, galaktoz, glikoz, mannitol ve
mannozdan asit Uretitken, arabinoz, inositol ve
ksilozdan asit Uretmedigi tespit edilmistir. Suslar
Yersinia selektif besiyerinde pembe-kirmiz1 renkli
koloniler meydana getirirken, Shotts Waltman (SW)
besiyerinde ise etrafinda buzlu cam goriinimiinde
olan yesil renkli kolonileri olusturduklart saptanmustir
(Tablo 2). Calismada suglarin API 20E profilleri
5104100/77 olarak bulunmugtur. Bu profilin Y.
ruckeri  igin bildirilen profil ile uyumlu oldugu
anlasilmistir. PZR calismasi sontrast olusan uriinler
%71lik agaroz jele yiklenerek elektroforez ile
yuritilmis ve UV altinda gérintilenen jelde suslarin
589 b¢’lik amplikon ¢ogaltimlart tespit edilmistir (Sekil
4). BLAST analizi uygulamast ile en yakin tirler ve
benzerlik oranlart her bir sus icin tespit edilmis ve
suslarin Y. ruckeri ile olan dizi benzerligi %100 olarak
bulunmustur.

Suglarin antimikrobiyal duyarliliklar:
Antibiyogram test sonuglarna  gére, 11 susun
Ampisilin’e (inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 26 mm’e

kadar degismistir), Trimetoprim’e (inhibisyon zon
¢gapt 16 mm’den 20 mm’e kadar degismistir),
Flumekuin (inhibisyon zon ¢apt 30 mm’den 40 mm’ye
kadar degismistir) ve Oksitetrasiklin’e (inhibisyon zon
¢apt 29 mm’den 34 mm’ye kadar degismistir) duyarh
olduklari, Eritromisin’e ise (inhibisyon zon ¢ap: 17
mm’den 20 mm’e kadar degismistir) orta derecede
direngli olduklart bulunmustur (Tablo 3).

Deniz makroalglerinin antibakteriyel aktiviteleri
L. ceranoides (Rhodophyta), H. scoparia (Ocrophyta), P.
pavonica (Ocrophyta) ve S. wulgare (Ocrophyta)
alglerinin etanol ve metanol ekstraktlarimin Y. ruckeri
suslart tizerine antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildiginde, yukarida belirtilen dort alge ait
metanol ekstraktlarinin suglar tzerine etkili olmadig
anlasilmistr. P. pavonicanin etanol ekstraktinin ise
diigiik inhibitér aktiviteye (10 mm) sahip oldugu
ancak L. ceranoides, H. scoparia ve S. vulgarenin etanol
ekstraktlarmin ise bakteri tizerinde etkili olmadig
tespit edilmistir. Suglar kontrol amacli olarak
calismaya dahil edilen Trimetoprim’in = %1’lik
konsantrasyonuna  karst  hassasiyet  gOsterdigi
(inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 32 mm’ye kadar
degismistir) bulunmugtur (Tablo 4).

Sekil 1. Makroalglerin SCUBA dalisi ile toplanmast
Figure 1. Collection of macroalgea by using SCUBA diving

Sekil 2. Makroalglerin kurutulma islemi

Figure 2. Drying process of macroalgae
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Sekil 3. Y. ruckeri ile enfekte baliklarda agizda ve dil izerinde hemoraji
Figure 3. Hemorrhages on the tongue and mouth of the fish infected with Y. ruckeri

LR e

Sekil 4. 11 Y. ruckeri susunda gézlenen 589 b¢’lik bant olusumu. M: marker.
Figure 4. 589 bp band formation observed in 11 Y. ruckeri strains. M: marker.

Tablo 1. Calismada kullanidan makroalgler.
Table 1. Macroalgae used in the study.

Tiir ad1 Sehir Koordinat Derinlik (m)

Rhodophyta

Liagora ceranoides Antalya 36°52°57.15"'K 0-5
30°40740.36" "D

Ocrophyta

Halopteris scoparia Canakkale 40°7°34.96"'K 0-1
26°20°49.84°'D

Padina pavonica Antalya 5-20

Sargassum vulgare Antalya 36°49759.84" 'K

31°728.67"'D
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Tablo 2. Hasta baliklardan izole edilen Yersinia ruckeri suslarinin fenotipik 6zellikleri

Table 2. Phenotypic characteristics of the Yersinia ruckeri strains isolated from diseased fish

Testler Y. ruckeri suglari Y. ruckeri

A. hydrophila

(11 susg) (Austin ve Austin, 2012)

(ATCC 19570)

Gram boyama - -

Hareket

24°C + +
30°C

37°C

Sitokrom oksidaz
Katalaz

O/F

H.S

Sitrat

onpg*

Indol

MR

VP

Atrjinin dihidrolaz
Lizin dekarboksilaz
Ornitin dekarboksilaz

++O00 T+ +
o+ T

+

+ 4+ +
+

Sekerlerden asit tiretimi

Arabinoz

Fruktoz

Galaktoz

Glukoz

Inositol

Ksiloz

Mannitol

Mannoz

Sorbitol

Sukroz

Tween80 hidrolizi
Jelatin indirgeme
Nisasta indirgeme

+ 4+ 4

o+ +

o+ + !
+

+ +

Farkl: tuzluluklarda gelisme

%0 NaCl
%2 NaCl
%4 NaCl
%06 NaCl
%8 NaCl -

J’_
+

+ 4+

++ 4+ + +

Farkli sicakliklarda geligme

24 °C +
30 °C +
37°C +
Nitrati indirgeme + +

+ o+t

+: porzitif, -: negatif, I: fermentatif, onpg: Orto-Nitrofenil-B3-Galaktozid
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Tablo 3. Calismada izole edilen 11 Y. ruckeri susunun standart disk diflizyon testine gore antibiyotik duyarliik

sonuclart

Table 3. Antibiotic sensivity results of 11 Y. ruckeri strains isolated in the study according to the standard disk

diffusion test.

Antibiyotikler Zon gapr* Susglar (11 sus)
D I H

Ampisilin (10 pg)a <13 1416 =17 H

Eritromisin (15 pg)® <13 1422 =223 1

Flumekuin (30 pg) d

Oksitetrasiklin (30 pg)b <14 15-18 =19 H

Trimetoprim (5 pg)c <13 1416 =217 H

" Enterobacteriaceae ve Y. ruckeri igin bildirilen zon caplar,

3(Balta ve ark. 2010), P(Balta ve ark. 2016), {INCCLS, 2003), H:

Hassas, I: Orta derecede direncli, D: Direncli, d: Y. ruckeri igin bildirilmemistir.

Tablo 4. Rhodophyta ve Octrophyta tiyesi alglerin Y. ruckeri izerine antibakteriyel aktiviteleri
Table 4. Antibacterial activities of algae of members of Rhodophyta and Ocrophyta on Y. ruckeri

Rhodophyta Coziicii 11 Y. ruckeri sugu
L. ceronoides metanol -
H. scoparia metanol -
S. vulgare metanol -
Ocrophyta
P. pavonica metanol -
Rhodophyta
L. ceronoides etanol -
H. scoparia etanol -
S. vulgare etanol -
Ocrophyta
P. pavonica etanol + (10mm)
-: aktivite tespit edilmemistir; +: diisiik aktivite (10 mm zon ¢api)
TARTISMA Tween 801 hidrolize ettikleri, Yersinia selektif

Algler polisakkarit, tannin, flavoidler, fenolik asit,
bromfenoller ve karetonoidler gibi bilesiklerin 6nemli
kaynaklart olmakla birlikte, bu bilesiklerin farkh
¢oziciler ile eriyebilme 6zelliklerine ve polaritelerine
gore farkli antimikrobiyal aktivite gOsterdikleri
bildirilmistir (Kausalya ve Narasimha, 2015). Bu
nedenle, mevcut calismada L. ceranoides (Rhodophyta),
H. scoparia (Ocrophyta), P. pavonica (Ocrophyta) ve S.
vitlgare (Ocrophyta) makroalglerinin etanol ve metanol
esktraktlarmin hasta gokkusag: alabaliklarindan izole
edilen Y. ruckeri suslart Uzerine antibakteriyel
aktiviteleri arastrilmistir.  Ayrica, suslarin  cesitli
antibiyotiklere olan duyarliliklar1 da incelenmistir.

Calismada  yersiniozisden  etkilenen  baliklarda
istahsizlik, deri renginde koyulasma, solgun
solungaclar, alt ve Ust ¢enelerde, dilde, ylzgeclerin
taban kisimlarinda, gézde ve anis etrafinda ve ic
organlarda hemorajiler, karacigerde biylime ve dalak
renginde koyulasma tespit edilerek, bu bulgularin
diger aragtirmaciarin (Mahjoor ve Akhlaghi 2012,
Orozova ve ark 2014) bulgulann ile benzerlik
gOsterdigi anlagilmigtir.

Yapilan calismada suslarin Gram-negatif, fermentatif,
sitokrom oksidaz negatif ve katalaz pozitif oldugu,

besiyerinde pembe kirmizi renkli koloni olustururken,
SW besiyerinde ise etrafinda buzlu cam gérinimi
olan yesil renkli kolonileri olusturduklart tespit
edilmistir.

Altun ve ark (2010) izole ettikleri Y. ruckeri suslarinin
sitokrom oksidaz negatif, katalaz pozitif, fermentatif
oldugunu, SW besiyerinde yesil renkli kolonileri
olusturdugunu ve bu kolonilerin etrafinda buzlu cam
gorinimiinde zon gelistigini ve suslarin Tween 80’1
hidrolize ettigini bildirmistir.

Calismada uygulanan PZR teknigi sonrast Urlinler
%71’lik agaroz jele vyiklenerek elektroforez de
yuratilmustir. Gorintilemede 11 Y. ruckeri susunun
timiinde 598 b¢’lik amplikon ¢ogaltiminin yapildig:
gbzlenmistir. Elde edilen bu bulgularin, Seker ve ark
(2012) tarafindan Y. ruckeri icin bildirilen 589 b¢’lik
molekiler biytikliige sahip pozitif 6rnekler ile uyumlu
oldugu anlasilmistur.

Yersinia cinsi Uyeleri icin eritromisine karst dogal
direng bildirilmekle birlikte, Y. rucker/nin genellikle
ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin ve trimetoprime
duyarli oldugu bildirilmistir (Calvez ve ark. 2014).
Orozova ve ark (2014) Bulgaristan da yersinozisden
etkilenen baliklardan izole ettikleri suslarin eritromisin
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disinda  ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin = ve
trimetoprime duyarli, eritromisine ise orta derecede
direncli oldugunu tespit etmistir. Ulkemiz de ise Balta
ve ark (2010) calismalarinda Y. ruckeri suslarinin
oksitetrasikline en yiiksek direnci gOsterdigini, bu
direnci sirast ile ampisilin ile okzalinik asidin izledigini,
suglarin  en dusuk direnci ise enroflaksozine
gosterdigini bildirmigtir. Mevcut ¢alismada Balta ve
ark (2010) ile Orozova ve ark (2014) tarafindan Y.
ruckeri icin bildirilen eritromisine direng, orta direng
seklinde tespit edilirken, suslarin Calvez ve ark (2014)
tarafindan  bildirildigi gibi ampisilin, flumekuin,
oksitetrasiklin  ve trimetoprime duyarli oldugu
bulunmustur.

L. ceranoides (Rhodophyta), H. scoparia (Ocrophyta), P.
pavonica (Ocrophyta) ve S. wulgare (Ocrophyta)
makroalglerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin Y.
ruckeri lizerine antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildiginde, yukarida bahsedilen dért alge ait
metanol  ekstraktlarinin Y. rwckers  Ulzerine
antibakteriyel yonden etkili olmadigt anlagilmistir. P.
pavonicanun etanol ekstraktinin Y. ruckeri Gzerinde
dustik inhibitér aktiviteye (10 mm) sahip oldugu
ancak L. ceranoides, H. scoparia ve S. vulgarenin etanol
ckstraktlarinin  ise bakteri izerinde antibakteriyel
yonden etkili olmadigt gbrilmistir. Calisgmada
suslarin ~ kontrol amagl  trimetoprim’in =~ %1’lik
konsantrasyonuna karst duyarliblk gosterdigi tespit
edilmistir (inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 32 mm’ye
kadar degismistir). Taskin ve ark (2007) calismalarinda
Rhodophyta (Corallina offwcinalis  Linnaeus 1758),
Ocrophyta (Cystoseira barbata (Stackhouse) C.Agardh
1820, Dictyota dichotomma (Hudson) J.V.Lamouroux
1809, Halopteris filicina (Grateloup) Kiitzing 1843,
Cladostephus — spongiosum ~ f. verticillatum  (Lightfoot)
Prudhomme van Reine 1972) ve Chlorophyta (Ulka
rigida C.Agardh 1823)’ye ait deniz alglerinin metanol
ekstraktlarnin iz vitro olarak Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteri tirleri tzerine antibakteriyel etkileri
calismuglardir. Calisma sonuglarina gére, C. officinalis
disinda diger alg tirlerinin Staphylococcus anrens izerine
inhibisyon aktivite géstermistir. Tuney ve ark (2006)
calismalarinda P. pavonicanin etanol ekstraktlarinin
Candida sp., Enterococcus faecalis, S. anreus ve Escherichia
colfye karst zayif aktivite gosterdigini bildirirken, P.
pavonicanin metanol ekstraktlarinin ise antibakteriyel
veya antifungal aktivite gOstermedigini bildirmistir.
Gonzalez del Val ve ark (2001) 82 deniz alginin
antimikrobiyal aktivitelerini aragtirdiklart
calismalarinda, Ocrophyta yelerinin =~ %84 iniin,
Rhodophyta iyelerinin %67’sinin ve Chlorophyta
tyelerinin %44 intn G¢ gram-pozitif, iki gram-negatif
ve bir maya tirli Uzerine etkili oldugunu, P.
pavonicanin  sadece metanol ekstraktinin  B.  swbtilis
tzerine etkili oldugunu bildirmistir. Calismamizda
Gonzalez del Val ve ark (2001)’nin bildirdigine benzer
olarak Ocrophyta tyesi P. pavonica’nin etanol ekstraktt
Y. ruckersye karst digtk aktiviteye sahip iken, aynt
aktivite Rhodophyta tyesi L. ceranoides’in  etanol

ekstraktinda tespit edilememistir. Calismamizda P.
pavonicanin  etanol ekstraktinin Y. rucker’ye karst
distik aktivite gostermesi yontunden Tiney ve ark
(2006)’nin sonuglart ile benzerlik gosterdigi ancak
Gonzalez del Val ve ark (2001)’nin sonuglart ile
farklilik gosterdigi anlasilmustir.

Sonug olarak, alglerin antibakteriyel aktivitelerinin
bulundugunun  bildirilmesine  karsin,  mevcut
calismada ve diger calisgmalarda da oldugu gibi her alg
tirinin antibakteriyel aktivite gdsteremeyecegi, bu
dutumun ise kullanilan ¢oziici ve alg tiriine gore
degisiklik gosterebilecegi anlasilmistir.
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