Sitleyman Demirel Oniversitesi H.TURKER
Egivdir Su Urinlert Fakaltesi Dergisi AU TURKER
Cilt: 3 Sayr: 1-2 (2009)

Baz: Bitki Oziitlerinin Onemli Alabalik Patojenleri Uzerine
Antibakteriyel Etkileri

Hakan Tiirker Arzu U. Tiirker
Abant fzzet Baysal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimi 14280 BOLU

h_tarker@ibu.edu.tr

OZET

Yersinia ruckeri, Aeromonas salmonicida ve Enterococeus serioficide Tlrkiye tath sularmda
yetistiricitigi yapitan gokkugagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss, W.,1792 ) gorillen dnemli bakteriyel
patojenierdendir. Bu gahsmada baz: bitki tirlerinden {Salvia tomentosa Miller, Salvia verticillata L., Thymus
praecox Opiz, Fragaria vesca L., Filipendula ulmaria (L) Maxim, Nymphaea alba L. ve Nuphar lutea (L.)
Sni.} elde edilen su ve alkol dzitlerinin gokkusaf) alabaliklarinda enfeksivona neden olan {ig bakteri tlird
izerinde im-vitre ortamda antibakteriyel etkileri Kirby-Bauer disk difilzvon metodu kullaniarak
incelenmigtir. Biitiin  bitki thrleri igin sadece alkel ile hazilanan oziitlerde antibakterivel aktivite
goriidmilstir, Genig spektrumiu antibakteriyel etki sadece N. alba tlrilnGn 8ziitlerinde rastlanmmstir. En
bitytik inhibisyon gapt F. almaria ve N. alba 8ziitlerinde E. seriolicida bakterisi lizerinde gtzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakterivel aktivite, alabalik patojeniert, tibbi bitkiler, alternatif tedavi

Antibacterial Activities of Some Plants Extracts on Important
Trout Pathogens

ABSTRACT

The important bacterial pathogens in cultured rainbow trout (O. mykiss) are Yersinia ruckeri,
Aeromonas salmonicida and Enterococcus seriolicida. In this study, water and alcoho! extracts™ of some
plant specics [Salvia tomentosa Miller, Salvia verticillata 1., Thymus praecox Opiz, Fragaria vesca L.,
Filipendula wimaria (L.) Maxim, Nymphaea alba 1.. and Nuphar [utea (L.) Sm.} were screened for their in-
vitro antibacterial activities against three bacteria strain caused infection in rainbow trout by using Kirby-
Bauer dis¢ diffusion method. The antibacterial activity was displayed with the only alcoholic extract of all
plants, The broad antibacterial spectrum was attained only with the extract of N. alba. The biggest inhibitory
zone was obscrved with F. ulmaria and N. alba against bacteria of E. seriolicida,

Key Words: Anti-bacterial activity, trout pathogens, medicinal plants, alternative treatment
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Bazt Bitki Oxziitlerinin )
Cnemli Alabalik Patcfendari Uzerine
Antibakterivel Etiiler

GIRJS

Ulkemizin kaliteli tath su kaynaklarma
sahip olmasi1 nedeni ile alabalik endiistrisinin
gelismesinde bitylik bir potansiyele sahiptir.
Tiirkive'de yaygin olarak yetigtiriciligi yapilan
tiirler arasinda yer alan alabalik, son yillardaki
iiretiminin 58 bin tonu agmasi ile yetistiricilikte
itk sirayt korumaktadir (TiK, 2007). Entansif
balik vetistiriciliginde ozellikle gokkusagi
alabalign (Oncorhynchus mykiss, Walbaum)
diger baliklara gére kiiltiir sartlarina nyumu,
yem alma Kkabiliyeti, strese dayamkh ve et
kalitesinin iyi olmast nedenleri ile tercih
edilmektedir (Celikkale, 1994). Ancak entansif

vetistiricilikte temel problem bakteriyel
hastaliklar  teskil ctmektedir. Gokkusag
alabaliklarinda goriillen Gnemli bakteriyel

hastabiklar arasinda Yersinia ruckeri’nin neden
oldugu kil a@z hastalin  (yersiniosis),
Aeromonas salmonicida’nin  neden oldugu
furunkulezis (furunculosis) ve Enferococcus
seriolicide’nin  yol agtifn  streptokokkozis
(streptococcosis) bulunmaktadir (Roberts ve
Stepherd, 1997). Onemli ekonomik kayiplara
yol agan bu patojenlerin neden oldugu
hastaliklann iilkemizde ve birgok Avrupa
tilkesinde vayilis gosterdigi bildirilmektedir
(Meier, 1986; Rintamaki ve ark.. 1986; Ceschia
ve ark.. 1992; Kirkan ve ark.. 2003).
Glniimiizde gegitli sentetik antibiyotilder
bu hastaliklarin tedavisinde ve kontroliinde
kullamiimaktadir, Ancak, bu tiir uygulamalar
yetigtiricilikte daha dayanikli bakteri irklan
olugturmakta ve bu da hayvan saghgim
bozacak daha ciddi sorunlara neden olmaktadir
(Smith ve ark.. 1994; Cabello, 2006). Aynca
sentetik  antibiyotiklerin  siirekli  kullanim,
firetim hedefinde olmayan tiirlere, tiiketicilere
ve cevreye karsi da tehdit olugturmaktadir
(Muniruzzaman ve Chowdhury, 2004; Abuthul
ve ark.. 2005). Giinilimiizde, yetistiricilik
endiistrisinin bityiimesi, hastaliklarin
yayginlasmasma ve antibiyotik kullamromnmn
artmasina neden olmaktadir (FAQ, 2008). Bu
nedenle bakterivel hastaliklarin dogal iiritnler
ile tedavi edilmesi buna maruz kalan
organizmalar (diger tiirler, tiiketiciler) ve gevre
i¢in daha giivenli olacaktir. Tibbi bitkiler genel
olarak hayvan ve insan hastaliklarinda eski
gaglardan bu yana kullaniimaktadir (Rios ve
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Recio, 2003). Sekonder metabolitler, bitkilerin
medikal ézellikleri iginde bu amagla biiyiik rol
oynamaktadir (Briskin, 2000).

Son zamanlarda diinya giindeminde balik
eti kalitesine artan falep ve bunun yaninda

cevre sorunlarinda dikkat cgekici artis,
tilketiciler agisindan temel sorunlardir (FAOQ,
2008). Bu nedenle Dbakteriyel bahk

hastaliklarinin tedavisinde ve kontroliinde yeni
alternatif dogal ilaglar gelistirilmelidir.

Diinya literatiiriinde bu konu ile ilgili
olarak baz1 bitkilerin ve deniz yosunlannm
balik patojenlerinin biiylimesini engelledigi
gozlemlenmistir (Direkbusarakom ve ark..
1998; Direkbusarakom, 2004; Muniruzzaman
ve Chowdhury, 2004; Abutbul ve ark.. 2005;
Borisutpeth ve ark.. 2005; Bansemir ve ark..
2006; Dubber ve Harder, 2008). Yerel tiir ve
simirh sayida olan bu bitkilerin yetistiricilikte
bir potansiyel olabilecegi bildirilmektedir
(Direkbusarakom ve ark.. 1998; Muniruzzaman
ve Chowdhury, 2004; Abutbul ve ark.. 2005;
Borisutpeth ve ark.. 2005; Turker ve ark..
2009). Ancak, Tirkive'deki bitki tiirlerinin
antibakteriyel aktiviteleri konusundaki bilgi
ozellikle alabaliklarda gorillen bakteriyel
hastaliklar igin dogal bir tedavi metodu olarak
sinirlidir. Bu ¢aligmanin amaci Bolu y6resinden
toplanan 7 adet tibbi dzellikiere sahip bitkinin
su ve alkol dziitlerinin yetistiricilik sektériinde
Snemli  alabalhk  patojenleri {izerindeki
antibakteriyel etkisinin aragtirilmasidir.

MATERYAL VE METOT
Bitki Ozittlerinin Hazarlanmas:

Bu arastirmada kullanilan toplam 7 adet
bitki (Salvia tomentosa Miller, Salvig
verticillata L., Thymus praecox Opiz, Fragaria
vesca L., Filipendula ulmaria (L.) Maxim,
Nvmphaea alba 1., Nuphar lutea (L.) Sm)
Bolu-Abant G&lU etrafindan toplanms ve bu
tiirleri tamimlamak igin “Flora of Turkey and
the East Aegean Islands” lilavuziari (Davis,
1965-1985) kullamlmstir, Bitkilerin
herbaryum &rnekleri Abant izzet Baysal
Universitesi, Biyoloji Béliimii’nde depolanmig
ve koleksiyon numaralan Cizelge 1° de
verilmigtir.
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Cizelge 1. Kullanilan bitki Sziitlerinin antibakteriyel sonuglari. Kolon iginde ayni harfe sahip olan

ortalamalar P>0.05’de farkh degildir,

Koileksiyon

. Kullanilan  Uriln L Ortalama Inbisyon Caplan (mm + SH)
Usgulematar Numarasi Kisim (%a)* ke Y.ruckeri  A.salmenicida F.seriolicida
LAMIACFAE
Salvia verticilata ~ AUT-1903  Yaprak vegicek 12,00 Su - - -
500 EtOH 7,50 £ 0,19 - -
S.tomentosa AUT-1904 Yaprak ve gigek 3,75 Su - - -
6,25 EtCH - - -
Thymus praescox  AUT-1936 Yaprak ve gigek 10,70 Sn - - -
8,15 EtOH 8,50+0,19 - -
ROSACEAE
Fragaria vesca AUT-1919 Yaprak 14,30 Su - - -
857 EOH - 7.50+0,19 17.88 40,30
Filipenduvla ulmaria AUT-2001 Yaprak ve gigek 15,69 Su - - -
123  EtOH - 14,63 +0,38 24,50+0,19
NYMPHAEACEAE
Nymphae alba AUT-1932 Yaprak 8,40 Su - - -
18,30 EiCH 1338+0,26 14254031 28,50+¢,19
Nuphar lutea AUT-1931 Yaprak 14,57 Su - - -
16,80 EOH - 8,00+ 0,00 -
NEGATIF KONTROL
Su - - -
POZITiF KONTROL
Erytromycin 15 pg 32,00£027 2500+0,27 31,25+031
Tetracycline 30 pg 18,25+0,87 13,25+0,16 3025016
Trmedopnmial e 35754016 34.00£027 17,75+ 0.41

oxazole 1,25/23.75 ng

* Uriin (%) = Ozlit agichif) (g) / Kuru agwrlik (2) x 100

Toplanan bitkiler inkubatdr icerisinde 40 °C’
de kurutulduktan sonra toz haline getirilmigtir.
Bitkilerin su ve etanol (EtOH) ile &ziitleri
Turker ve Camper (2002)'1n belirtmis oldugu
metot ile hazirtanmagtir; Su Sziitleri; toz haline
getirilmis 20 gr bitkinin iizerine 200 ml kaynar
su dokiilmiy ve 50 °C' de 12 saat su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra su kismi
siiziilmiig, liyofilizattrde ugurularak 6ziitler toz
haline getirilmistir. Etanol &zitleri; toz haline
getirilmis 20 gr bitki 200 ml EtOH ile Soxhlet
ekstrakiorii kullanilarak 8ziltleri gikanbms ve
alkol  kismu rotary evaporatsr cihazi
kullanilarak ugurulmustur. Kalan karu kisim 20
ml su igerisinde ¢ozdiriilmiis, su liyofilizatsr
cihazi kullanilarak ugurulmusg, béylece alkol ile
hazirlanan  Szitler de toz halinde elde
edilmigtir. Antibakteriyel aktivite testi igin
kullamlacak her bir kuru 6zit 100 mg/ml
konsantrasyonunu vermek tizere steril distile su
igerisinde ¢dzdiriilmiigtiir (Turker ve Camper,
2002),

Antibakteriyel Aktivite Testi

Bu caligmada disk diflizyon testi igin Kirby-
Bauer metodu kullamlmistir (Andrews, 2004).
Gokkusagi alabaliklarmda hastalik meydana
getiren patojen bakteri suslar1 Dr. Kirkan’dan
(Adnan Menderes Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Aydin) ternin edilmistir,
Alabaliklarda hastalik yapici patojenler iginde
Gram negatif bakteri olarak Yersinia ruckeri ve
Aeromonas salmonicida; Gram pozitif bakteri
olarak da Enterococcus seriolicida
kullanilmusta. Y. ruckeri ve A. salmonicida 28
°C’ de, E. seriolicida 37 °C* de TSA (Tryptic
Soy Agar)’ da 2 giin iiretilmis ve daha sonra
her bir bakteriden bir koloni alinmis ve TSA
iizerinde 2 giin daha inkiibe edilmigtir. Elde
edilen saf bakteri kiiltiirlerinin tiirbiditesi salin
solusyonu (% 0.9 NaCl) kullanilarak 0.5
McFarland standardma gére ayarlanmistir
(Andrews, 2004).
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Hazirlanan &ziitler, 0.22 pm steril sinnga
filtresi (Millipore) ile siiziilerek steril edilmis
ve steril filtre kagitlarindan (Whatman-Glass
Microfibre filters) hazirlanan her biri 6 mm
¢apinda olan disklere 50 pl oziit yiklenmigtir
(Turker ve Camper, 2002). Negatif kontrol
olarak su ve pozitif kontrol olarak da
tetracycline (30 pg), erytromycin (15 pg) ve
trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25 / 23.75
pg) kullanilmistir. Inokiile edilmis petriler
37°C" de inkiibatorde 16-18 saat tutulmus ve
inhibisyon gaplarn (mm) Sl¢iilmiigtiir. Her bir
antibakterivel test li¢ kez tekrarlanmistur.

Arastirma sonuglan SPSS®  (Statistical
Package for the Social Sciences) paket
programt ile degerlendirilmiy, istatistikse}
analizler igin tek yénlii varyans analizi
(ANOVA) kullamlmig wve Dbitki oziitleri
arasindalki farklibkiar da Duncan’in  ¢ok
siniflamali testi ile belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu galismada bazi ubbi Bzellikleri olan
bitkilerin {ilkemizde yaygin olarak bulunan
alabalik patojenleri fizerinde antibakleriyel
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigbir. Bu
sekilde  gelecekie balikk  hastahklannda
kuilanilan  genel  antibiyotikler  yerine
kullantlabilecek olan alternatif tedavi olanaklan
igin ilk Gn sonug¢lar sunulmustur.

Bu arastirmada kullamlan bitkilerden elde
edilen 7 adet su ve 7 adet alko! olmak lizere
toplam 14 adet bitki 6ziitlerinin 3 adet alabahk
patojenine karst antibakteriyel tarama testi
sonuglar1 Cizelge 1° de verilmigtir. Genel
olarak calisilan bitkilerin alkolik Oziitlerinin
antibakterivel aktiviteleri goriilmiigtiir. Su ile
hazirlanan bitki Sziitleri antibakteriyel aktivite
ghstermemuistir. Genis spektrumlu
antibakteriyel etki sadece N. alba nin alkolik
oziitleri ile elde edilmigtir. En yiiksek etkiyi
28,5 mm inhibisyon capt ile yine N. alba
bitkisinin  etanol Bziiti E.  seriolicida
bakterisine karsi gostermistir. Bakteriler iginde
de oziitlerc kars: en duyarh tiir A. salmonicida
olup 4 ayn bitki (F. vesca, F. ulmaria, N. alba
ve N. lutea) Oziitii bu bakterinin biiyiimesini
engellemistir. F. ulmaria ve N. alba’nin, 4.
salmonicida ve E. seriolicida lzerindeki
antibakteriyel etkileri pozitif kontrol grubu olan
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antibiyotiklerden (Tetracycline ve

Trimethoprim/sulfamethoxazole) daha biiyiik
oldugn dikkati ¢ekmigtir.

Pozitif  kontrol  olarak  kullantlan

antibiyotikler biitiin  alabalik  patojenleri

fizerinde etkili olmug, fakat negatif kontrol
olarak suyun bakterilere etkisi olmamigtur,
Rosaceae familyasindan F. vesca ve F,
ulmaria ile Nymphaeceae familyasindan N.
alba ve N, luteq tiirleri tost bakterilerine kars:
aktif etkileri en yilksek olanlardir (Cizelge 1).
Bu sonuglara benzer olarak i¢lerinden sadece F.
ulmaria ile yaplan bir ¢aligmada bu bitkinin

alkolikbziitiniin =~ Staphylococcus  aureus
haemolyticus, Streptococcus pyogenes
haemolyticus, Escherichia coli,  Shigella

flexneri, Klebsiella pneumonia ve Bacillus
subtilis bakterilerinde inhibisyon aktivitesi
gosterdigi tespit edilmigtir (Csedo ve ark..
1993; Rauha ve ark.. 2000).

Denemelerde organik ¢oziicli  olarak
alkoliin kullanilmasi, oziitlerde sudan daha
fazla antibakteriyel etki olugmasim saglamistir.
Cizelge 1’de belirtildigi gibi kullamilan biitiin
bitkiler i¢inde sadece alkolik dziitlerde aktivite
gizlemlenmigtir. Alkolik oziitlerden F. vesca,
F. ulmaria ve N. alba'mn E. seriolicida
patojenine etkisi dencmelerde pozitif kontrol
olarak kullanilan antibiyotikler kadardw. Ayrica
yine F. ulmaria ve N. alba’nin A. salmonicida
patojenine etkisi bir antibiyotikten
(Tetracycline) daha fazladir. Antibakteriyel
aktivite testlerinde Oziit ¢ikarma metodunda
alkoliin hekzan, etil asetat ve sudan daha fazla
etkili olabilecegi bildirilmigtir. (Rosell ve
Srivastava, 1987; Febles ve ark.. 1995). Bu
yiizden balik hastabklart kontrolii  ve

tedavisinde dogal antibiyotiklerin
uygulanmasinda  alkolik  Gziitler  tavsiye
edilebilir.

Bu ¢aligmada oldugu gibi balk
hastaliklarma karg tibbi bitkilerin
aniibakteriyel  aktivitelerinin  taranmasma

benzer uygulamalar yapilmig ve aragtirmacilar
tarafindan da tibbi bitkilerin bakterivel balik
hastaliklannda degerlendirilmesi gereken bir
potansiyel oldugu bildirilmigtir. Caligmalara
trnek olarak gelencksel Tayland tibbi bitkileri
ile yapilan bir ¢alismada Psidium guajava ve
Momordica  charantia  bitkilerinin 4.
hydrophila ile farkh Streptococcus ve Vibrio
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tiieleri fizerinde etkili oldugu bildirilmistir
(Direkbusarakom, 2004). Yine Banglades’de
yerel tibbi bitkilerin (dcacia arabica, Allium
cepa, A sativum, Calofropis giganteq,
Momordica charantia, P. gugjava, Tomarindus
indica) A. hydrophila, Pseudomonas
Jluorescens ve Edwardsiella tarda gibi balik
patojenlert {izerinde antibakteriyel aktivite
gbsterdigi rapor edilmistir (Muniruzzaman ve
Chowdhury, 2004). Israii’de ¢t} bitkileri ile
yapian baska bir ¢ahsmada da Hammada
scoparia, Loranthus acaciae ve Peganum
harmala bitkilerinin A. hydrophila ve Vibrio
alginolyticus bakterileri {izerinde inhibisyon
olasturdugu tespit edilmistir (Abutbul ve ark..
2005). Son olarak Tiirkiye endemik bitkileri ile
de Turker ve ark.. (2009) tarafindan bir galisma
yapilmig ve Crocus ancyrensis, Galanthus
plicatus  subsp.  byzamtinus,  Trifolium
pannonicum subsp.  elongatum, Paronychia
chionaea ve Astragalus gymnolobus ' un alkolik
(etano! ve metanol) ve su &ziitleri 4. hydrophila
bakterisini  inhibe etmistir. Ayneca 1.
pannonicun "un alkolik dzitleri A. hydrophila
ile birlikte Y. ruckeri, Streptococcus agalactia
ve Lactococcus garviege bakterileri iizerinde
genis  spektrumlu  antibakteriyel  aklivite
gosterdigi bulunmustur.

Sonug¢ olarak Bolu yoresinden toplanan 7
adel bitkinin antibakteriyel akvitesi alabahk
patojenteri tizerinde test edilmis ve patojenlere
karst etkili tirler belirlenmisti. N alba
bitkisinden elde edilen alkolik &ziitlerin hepsi
alabaliklarda patojen olan ve test edilen biifiin
bakteriter Gzerinde etkili bir sekilde
antibakteriyel aktivite gostermistir. Ulkemiz
gollerinde ve fatl sularinda yaygm olarak
bulunan bu bitki alabalipn  bakteriyel
hastaliklarinda dogal bir tedavi metodu olarak
sentetik  antibiyotiklere alternatif olarak
kullanilabilecektit. Bu  uygulama  daha
dayanikli bakterilerin dne ¢ikmasin Onleyecek,
bahk, insan ve gevre saghf acisindan da
antibiyotik kullanummi azaltacaktir. Bu ¢alisma
sonucu da organik balik yetistiriciligi
galismalarmda  dikkate almasi  gerekli
adimlara dncii olacaktir. Ayrica zengin bitki
¢esidine sahip iilkemizdeki tibbi bitkilerin
bilimsel olarak biyolojik aktivitelerin taranmasi
bu potansiyele sahip bitkilerin Gnemini
arttiracaktir.

H TURKER
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Gelecek ¢alismalarda bu etkiyl yapan aktif
maddenin ne oldugu, bahk metabolizmasina
etkisi ve pratik olarak bu tir &zitlerin
yetistiricilik sistemlerinde nasil uygulanacag
hedeflenmistir.
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