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OZET

BAZI BAKTERIYEL BALIK PATOJENLERINE KARSI CAY BITKIiSI
(Camellia sinensis) TOHUMUNUN ANTIMIKROBIYAL ETKISININ
ARASTIRILMASI

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, lilkemizin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
yogun olarak yetistiriciligi yapilan cay bitkisi (Camellia sinensis) tohumunun bazi
balik patojeni bakterilere karsi antimikrobiyal etkileri in vitro olarak g¢alisilmistir.
Taze olarak toplanan ¢ay tohumlar1 dis kabuk, i¢ kabuk ve tohum i¢i olarak 3 farkli
kisma ayrilmis, kurutulmus ve %5°’lik oranda 60°C sicaklikta 48 saat demlemeye tabi
tutulmustur. Elde edilen ekstreler, 0,22um g6z acgikligina sahip filtrelerden
gecirilerek steril edilmistir. Elde edilen numunelerin antimikrobiyal etkileri kati
besiyeri ve tiip dilisyon yontemleri ile Photobacterium damselae, Yersinia ruckeri,
Lactococcus garvieae, Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus ve Pseudomonas
fluorescens bakterileri lizerinde arastirilmistir. Aynt zamanda balik hastaliklarinin
tedavisinde yaygin kullanilan florfenikol antibiyotigi ile bu ekstrelerin kiyaslanmasi
yapilmustir. Elde edilen bulgular, ¢cay tohumunun i¢ kabuk kisminin V. vulnifucus, A.
hydrophila ve L. garvieae bakterilerine karsi antibakteriyel ekinliginin oldugunu, Y.
ruckeri, P. damselae ve P. fluorescens bakterilere karsi ise tohumun hig¢bir kisminin
etkin olmadigini gdstermistir. I¢ kabuk kisminin etkinliginin florfenikol ile paralel
oldugu belirlenmistir. Sunulan bu tez ¢alismasinin sonucunda, ¢ay bitkisi tohumunun
i¢ kabuk kismmin 06zellikle Vibrio tiirleri iizerinde antibakteriyel etkisinin
olabilecegini ve dolayisiyla balik hastaliklarinin tedavi edilmesi potansiyeli tagidigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal etki, Bakteri, Balik, Cay Bitkisi, Testa
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF TEA PLANT
(Camellia sinensis) SEED AGAINST SOME BACTERIAL FISH PATHOGENS

In this thesis study, the antimicrobial effects of tea plant (Camellia sinensis)
seeds, which are grown intensively in the Eastern Black Sea Region of our country,
against some fish pathogenic bacteria were studied in in vitro conditions. Freshly
collected tea seeds were divided into 3 different parts as outer shell, inner shell and
seed, then these parts were dried and brewed at 60°C for 48 hours at a rate of 5%.
The obtained extracts were sterilized with 0.22um filters. The antimicrobial effects
of the samples obtained were investigated on Photobacterium damselae, Yersinia
ruckeri, Lactococcus garvieae, Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus and
Pseudomonas fluorescens bacteria using solid medium and tube dilution methods. At
the same time, these extracts were compared with florfenicol, which is widely used
in the treatment of fish diseases. The findings showed that the inner shell part of the
tea seed had antibacterial activity against V. vulnifucus, A. hydrophila and L. garvieae
bacteria, while no part of the seed was effective against Y. ruckeri, P. damselae and P,
fluorescens bacteria. It was determined that the effectiveness of the inner shell part
was parallel to that of florfenicol. As a result of this thesis study, it has been
determined that the inner shell of the tea plant seed may have an antibacterial effect,
especially on Vibrio species, and therefore has the potential to treat fish diseases.

Keywords: Antimicrobial effect, Bacteria, fish, Tea plant, Testa
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GIRIS

Tarimsal liretim denildiginde akla gelen ilk alan karasal (toprak) iiretim olsa
da tarim bilimlerinin 6nemli bir bilesenini de “su iirlinleri” alan1 olusturmaktadir. Su
tiriinleri istihsali ise avcilik ve yetistiricilik temel alanlarindan olusmaktadir. Su
tiriinleri yetistiriciligi son yillarda iilkemizde oldukc¢a yayginlagmis ve yillik su
iiriinleri yetistiricilik verilerimiz 471.686 tona kadar ulasmis durumdadir (TUIK,
2022). Ekonomik ve besinsel degerlerinden dolay1 su iiriinlerinin yetistiriciligi her
gecen giin artma egilimindedir. Bu durum yetistirilen tiirlerin i¢erisinde bulunduklari
sistemde yogun olarak stoklanmasina, canli olarak transfer edilmesine ve ciddi
oranda besin ihtiyaglariin ortaya ¢ikmasina denen olmaktadir. Yogun su {irtinleri
yetistiricilik sistemlerinin ¢esitli darbogazlar icerisinde hastaliklar olduk¢a 6nem arz
etmektedir (Kayis, 2019). Bu hastaliklarin neler oldugu, nasil tedavi edildigi ve
hastaliklardan nasil korunmas: gerektigi ile ilgili bircok calisma mevcuttur (Oztiirk
ve Altinok, 2014; Kayis, 2019). Ulkemiz su iiriinleri yetistiriciligi sektoriinde
tanimlanmis birgok parazit tiirii bulunmaktadir. Bu parazitler icerisinde Costia
necatrix, Ichthyophthirius multifiliis, Trichodina tirleri ve Hexamita  tiirleri,
Gyrodactylus, Dactylogayrus, baz1 izopodlar ve sestot tiirleri gibi farkli parazitler
tilkemizden rapor edilmistir (Kayis vd., 2013). Bunun yani sira Infeksiyoz Pankreatik
Nekroz (IPN) ve Viral Hemorajik Septisemi (VHS) gibi baz1 viral patojenlerin neden
oldugu hastaliklar da tanimlanmistir. Ancak yetistiricilik sistemlerinde yaygin ve
ciddi kayiplara neden olan bakteriyel hastalik etmenleri oldukca yaygin olarak rapor
edilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Bakteriler baliklarda proteolik enzimler ve
bazi1 toksinler salgilayarak hastaliklara neden olmakta ve bu hastaliklar cesitli
antibiyotikler ile tedavi edilme yoluna gidilmektedir. Yersiniozis (Yersinia ruckeri),
Bakteriyel bobrek hastaligi (Renibacterum salmoninarum), Vibriozis (Vibrio sp.),
Bakteriyel soguk su hastali§i (Flavobacterium psychrophilum), Aeromonas ve
Pseudomonas bakterilerinin neden oldugu sorunlar bu grup icerisindeki baslica
hastaliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Oztiirk ve Altiok, 2014).

Bahsi gegen bakteriyel hastaliklarin 6zellikle su {irtinleri yetistiriciligi yapilan
sistemlerde olduk¢a yogun o6liimlere ve ekonomik kayiplara neden oldugu bilinen bir

gercektir. Bu nedenle hastaliklardan korunma ve tedavi konusu olduk¢a Onem



tagimaktadir. Bakteriyel patojenler ile miicadelede, kontaminasyonun &nlenmesine
yonelik hijyen tedbirleri, optimum besleme rejimi, saglikli ve direngli irklar ve
asilama gibi tedbirler her gecen giin giincelligini korumaktadir (Kayis, 2019). Tiim
bu tedbirlere ragmen bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla giiniimiizde

antibiyotikler ile miidahale kaginilmaz olmaktadir (Lasee, 1995).



1. GENEL BILGILER

Baliklarda tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin 6zellikle pazar boya
ulasmis baliklarda kalint1 sorunu olusturmasi, diren¢ olusumu ve ¢evresel anlamda
olumsuz etkileri, yeni ve daha az olumsuz etkileri olabilecek iiriinlere yonelmeyi
zorunlu kilmaktadir. Bu anlamda bitkisel tedavi edici ajanlar giliniimiizde yaygin
olarak arastirilmaktadir. Deniz yosunu cinsi olarak tamimlanan Sargassum
polycystum’dan elde edilen Oziitiin, gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss), Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi hayatta kalmaya olumlu
etkisinin ortaya konuldugu bir arastirma bu konuya 6rnek gosterilebilir (Sonmez vd.,
2021). Yine ardi¢ bitkisin yapraklarindan elde edilen oOziitiin, gokkusagi
alabaliklarinda kizil agiz hastaliginin etmeni olan Yersinia ruckeri bakterisi 'ne karsi
kullanimini aragtiran ¢alisma 6nemli olumlu sonuglara ulastigini bildirmistir (Bilen
vd., 2020). Balik patojenlerine kars1 bitkisel oziitlerin kullanimini arastiran oldukca
genis ¢apl bir calismada, 22 farkli bitki tlriiniin kullanildigi ve bu bitkilere ait
triinlerin, Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae,
Streptococcus agalactiae ve Enterococcus faecalis bakterilerine karst etkileri
arastirilmistir (Tirker vd., 2009). Bahsi gegen calismada kegi sakali olarak bilinen
Filipendula ulmaria 6zitiniin 4. hydrophila’ya kars:1 yiliksek antimikrobiyal etkisin

oldugu ortaya konulmustur.

1.1. Bakterilere Kars: Bitkisel Uriinlerin Kullaninm

Bitkisel iriinlerin balik patojeni bakterilere karsi antimikrobiyal etkisi ile
ilgili ¢aligmalara siiphesiz daha fazla 6rnek verilebilir. Giincel ¢alismalarin konulari,
denenmis ve etkin olan {riinlerin yayginlagtirilmasi ve yeni {irlinlerin ortaya
konulmasi seklinde olmalidir. Bu baglamda daha 6nce kismen calisilmig, daha
detayl calisilmasi gereken iirlinlerden biri de ¢ay bitkisidir. Canlilar i¢in vazgecilmez
gida olan ve sudan sonra diinya genelinde en fazla tiiketilen i¢eceklerden biri olan
cayin islenmesi amaciyla farkli bitkiler olsa da yogun olarak kullanilan bitki grubu
Camellia sinifidir. Camellia sinensis (Graham, 1992) tiirli ise bu grup igerisinde en
iyi bilinen tiirdiir. Ilk kez Cin’de kullanilip yayginlasan cay giiniimiizde 30’dan fazla
ilkede yetistirilmektedir (Sarica vd., 2008).



Genel olarak fazla yagis alan ve sicak iklimlerin bitkisi olarak degerlendirilse
de, kuzey yarim kiirede 42. enlemden baslayarak, giiney yarim kiirede 27. enlem
derecesine kadar yaygin olarak yetistirilmektedir. Cin, Vietnam, Kenya, Sri Lanka,
Hindistan, Tiirkiye, Japonya ve iran énemli gay iiretim merkezleri olarak karsimiza
¢tkmaktadir (Sarica vd., 2008). Ulkemiz yil boyu ¢ay iiretimi yapmamasina ragmen,
2022 yil1 verilerine gore Rize, Artvin, Trabzon ve Giresun illerini kapsayacak sekilde
yillik 582 bin 497 ton yas cay isleyerek 114 bin 500 ton kuru cay iiretimi
gerceklestirmistir (TUIK, 2023).

Cay bitkisi igeriginde bulundurdugu fenolik ve diger bilesenler nedeniyle,
sadece i¢cim amaciyla degil farkli alanlarda da kullaniminin arastirmasiyla da
giindeme gelmektedir. Cayin gerek islenmis iiriinlerinin ve gerekse yas yapraklarinin
hipertansiyon, kemik yogunlugunu diizenleyici etkileri, kalp hastaliklari, farkh
kanser tiirleri ve antioksidan olma Ozellikleri arastirilmis ve olumlu sonuglar elde
edilmistir (Henning vd., 2003).

Ozellikle yesil cayda bulunan katesinler giiclii antioksidan o6zelligi sahip
oldugu belirlenmistir. Yine farkli isleme yontemi ile siyah caydan ayrilan yesil ¢ayin,
obeziteyi Onleyici, kolesterol diizenleyici, damar sertligine kars1 kullanilabilecegi ve
antibakteriyel oldugunu belirlenmistir (Koo ve Cho, 2004; Tas vd., 2005).

Caymn antimikrobiyal kullannm olanaklar1 ile ilgili ¢alismalarda,
Pseudomonas aeruginosa Micrococcus luteus, Candida albicans ve Bacillus cereus
bakterilerine karsi etkinligi belirlenmistir (Almajano vd., 2008). Arastirmacilar,
cayin mantarlara karsi antifungal acidan etkilerini arastirdiklarinda ise farkli cay
cesitlerinin Candida abicans tizerinde etkilerini rapor etmislerdir (Camargo vd.
2016).

Cay bitkisinin yaprak kisimlarinin bu denli yaygin kullanima sahip olmasinin,
antimikrobiyal ve antioksidan olarak arastirilmasi yaninda farkli sektorlerde de
kullanim olanaklar1 aragtirilmistir. Bu sektorlerden biri de su triinleri yetistiriciligi
sektoriidiir. Ozellikle balik yemlerinde katki maddesi olarak kullanim olanaklarmin
aragtirtlmas1 ile ilgili raporlara rastlanmaktadir. Asya levrek baliklar1 (Lates
calcarifer) ile gerceklestirilen bir ¢alismada, 10 g/kg dozunda ¢ay ilaveli yemler ile
beslenen baliklarda kontrol grubuna goére biiylime oraninin daha iyi oldugu ifade

edilmistir (Al-Ngada vd., 2017). Benzer bir ¢calismada ise mersin baliklarinda (Huso



huso & x Acipenser ruthenus Q) biiyiime performansi, kan degerleri ve bagisiklik
sistemi lizerinde cay bitkisinin etkisi yem ilavesi ile denenmis ve sonugta protein
degerlendirme agisindan olumlu sonuglar elde edilmistir (Hasanpour vd., 2017).
Ulkemizde de gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) yem ilavesi olarak
kullanilan ¢ay bitkisinin, biiylime performansi ve yem degerlendirme agisindan

etkileri arastirtlmis, olumlu sonuglar elde edilmistir (Bilgin, 2016).

1.2. Cay Bitkisi Tohumunun Kullanim Alanlan

Bahsi gecen tiim bu ¢alismalar ¢ay bitkisinin yaprak kisimlarindan elde edilen
tiriinlerin degerlendirilmesi ile ilgilidir. Bunun yani sira ¢ay bitkisinin tohum kismi
ile yapilan ¢alismalar da bilim diinyasinda yer almaktadir. Ozellikle cay bitkisi
tohumu yagi ¢ok farkli alanlar agisindan calisilmistir. Cay tohumu icerdigi %12
saponin, %2 yag, %12 su, %12-16 ham protein, %30-50 nigasta ve sakkarit ile
onemli bir trtindiir (Cift¢i, 2015). Cay tohum yagi, insanlar i¢cin yemeklik olarak
kullanim1 dahil olmak iizere, 6zellikle antioksidan olusu ve igerdigi linoleik asit ile
cok degerli bir {iriin olmasi ile kaynaklarda yer almistir (Amooi ve Sahari, 2016).
Bununla birlikte tohumun icerdigi yiiksek miktarda saponin maddesi (%12-18) de
olduk¢a yaygin kullanim alanina sahiptir. Temizlik {riinlerinin igeriginde
kullanilmas1 disinda bazi bakterilere (Escherichia coli ve Streptococcus aureus) karst
antimikrobiyal 06zelliginin oldugu bildirilmistir (Khan vd., 2018). Su {iriinleri
yetistiriciliginde ise baliklarda (Oncorhynchus mykiss) yeme katki seklinde saponin
kullanimimin  Vibrio anguillarum kaynakli enfeksiyonlarda oliimleri geciktirici
0zelligi rapor edilmistir (Boran vd., 2015). Saponin maddesinin baz1 kabuklu su
Uiriinlerinin  predatorii olan baliklarinin  baskilanmasi amaciyla kullanildig:
bildirilmistir. Bu amagla baliklarda 1,1 ppm dozunda saponinin toksik etkilerinin
oldugu, ifade edilmistir (Terazaki vd, 1980).

Bir {iriiniin patojenlere kars1 etkin olmasi1 kullaniminin yayginlagmasi i¢in tek
basina yeterli degildir. Kolay elde edilebilir ve maliyetinin uygun olmas1 gerekir.
Ulkemiz genelinde cay tarimi yapilan araziler goz 6niine alindiginda 1 dekar alanda
100 kg ¢ay tohumu elde edilebilir. Bu bilgiye gére Dogu Karadeniz Bolgesi yillik
76.000 ton ¢ay tohumu elde edilebilecek bir potansiyele sahiptir (Ciftei, 2015).



Cay tohumu sadece tohum igerisinde bulunan kisimdan ibaret degildir.
Tohumun disin1 saran dig kabuk ve dis kabuk ile tohum arasindan kalan ve

embriyoyu koruma gorevi bulunan testa denilen kistmdan olusmaktadir (Sekil 1).

Tohum igi
Sekil 1. Cay bitkisi tohumun kisimlart. URL-1 (2023)’den modifiye edilmistir.

Cok farkli bitkilerin farkli kisimlarinda (tohumlarda testa kisminin yapisinda)
tanen denilen bilesigin bulundugu bildirilmistir (ElI-Hefny vd., 2017). Tanenler, suda
¢Oziinebilen ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip maddelerdir (Pérez-Fonseca vd.,
2016). Tannik asitin balik patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkisinin arastirildig1 bir
calismada, yaygin bilinen balik patojenleri olan, A. hydrophila, P. fluorescens, V.
anguillarum ve Y. ruckeri’ye karsi etkili oldugu bildirilmistir (Balta ve Tekin, 2021).
Bu acidan degerlendirildiginde cay bitkisi tohumunun bu farkli kisimlarinin balik
patojeni bazi1 bakterilerde etkin olabilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda, bazi balik patojeni bakterilere karsi tohumun farkli kisimlarindan elde
edilen Oziitler denenmistir. Caligmada kullanilan bakteriler ile ilgili genel bilgiler

ilerleyen kisimlarda verilmistir.



1.3. Baz1 bakteriyel balik patojenleri

1.3.1. Aeromonas hydrophila

Hareketli Aeromonas grubu bakterilerin balik hastaliklar1 anlaminda en ¢ok
bilinen ve rapor edilen tiiriidiir. Gram boyama o&zelligine gore negatif, sitokrom
oksidaz testine gore ise pozitif 6zelligi olan bir bakteridir. Sucul organizmalar
disinda, toprak gibi ortamlardan, siit ve siit {iriinlerinden de rapor edilmistir (Enany
vd., 2013). ilk kez Avrupa yilan baliklarindan (Anguilla anguilla) (Austin ve Austin
2010) izole edilen bakteri, sazan tiirleri ve gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) gibi tiirlerden de yaygin olarak rapor edilmistir (Kayis vd., 2009).

Baliklarda birgok semptom ile karakterize olan hastalik ozellikle deri
lezyonlar1 ve gozlerde sisme gibi belirgin semptomlar ile rapor edilmektedir. I¢
organlardan dalak dokusunda biiyiime, asites ve bobreklerde nekrozlar rapor
edilmistir (Lasee, 1995). Bakterinin alabalik alevinlerinde mavi kese hastalig1 ile
iliskili oldugu literatiirde yer almaktadir (Kayis vd., 2017). Bu bakteri ile ilgili
yapilan caligmalarin bazilar1 ise antibiyotiklere karsi diren¢ profilleri ilgilidir.
Alabaliklardan izole edilen Aeromonas hydrophila suslarimin enroflaksasin,
oksitetrasiklin ve diger bazi antibiyotiklere karsi direng genlerini tasidigi

bildirilmistir (Durmaz ve Tiirk, 2009; Terzi, 2018).

1.3.2. Lactococcus garviaea

Lactococcus garvieae, gram pozitif bir bakteri tiiridiir. Bakteri, fakiiltatif
anaerobik, 6zelikte, nonmotil, spor olusturmayan ve 4-45°C sicakliklar arasinda
tireyebilme Ozelliklerine sahiptir. Baliklardan (sarikuyruk, Seriola dumerili) ilk kez
1974 yilinda Japonya’dan izole edilmistir (Kusuda vd., 1991). Giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalarda bir¢ok denizel ve tatlisu balik tiiriinden izole edilmistir Oztiirk
ve Altinok, 2014). Ulkemizden ise ilk kayit verilen tiir gokkusagi alabaligidir
(Oncorhynchus mykiss) (Didinen vd., 2014). Hastalik i¢ organlarda kanama, deride
renk degisimi, asites ve istahsizlik gibi belirtiler ve 6zellikle baliklarin gozlerinde
meydana gelen eksoftalmus ile karakterizedir. Bakteri, Ulkemizde son yillarda
yetistiriciligi yapilan alabaliklardan en ¢ok rapor edilen bakteriyel patojenler arasinda

yer almaktadir (Tiire ve Cimagil, 2018).



1.3.3. Vibrio vulnifucus

Bakteriyel balik patojenleri icerisinde 6zellikle denizel sistemlerde en yaygin
olan grup Vibrio cinsine ait tiirler olarak bildirilmistir. Bu bakteri grubu, Gram
negatif, virgiil seklinde, hareketli ve genellikle mezofilik 6zellige sahip bakterilerdir
(Kaysner vd., 2004). Giiniimiizde Vibrio cinsine ait 100 tiiriin varhig: bildirilmistir
(Romalde wvdal., 2014). Vibrio anguillarum, V. ordalii, V. vulnificus ve V.
alginolyticus sucul organizmalardan en yaygin olarak rapor edilen tiirler olarak ifade
edilmektedir (Korun and Timur, 2008). Ozellikle V. anguillarum en yaygm olan tiir
olarak rapor edilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Bu tiir sucul organizmalarda
“warm-water vibriosis” olarak da tanimlanmaktadir. Bu bakteriye karsi en hassas
tiirlerin Anguilla anguilla ve A. japonica oldugu bildirilmistir (Austin ve Austin,
2012). Pedersen vd., (2008) patojeni gokkusagi alabaliklarindan (Oncorhynchus
mykiss) tanimlamiglardir. V. vulnificus tlkemizde ilk kez Ege denizinde ¢ipura
(Sparus aurata) baligindan izole edilmistir (Tiirk, 2002). Abdomen bolgesinde
petesiyal kanamalar, anal yilizge¢ kaidelerinde kanama ve operkulum iizerinde
kizariklik, solgun i¢ organ yapisi ve abdomen boslugunun sivi ile dolmast hastaligin

Oonemli semptomlari olarak bildirilmistir.

1.3.4. Pseudomonas flourescens

Pseudomonas tiirli bakterilerin bir¢ok ortamda bulunan ve sucul
organizmalarda firsat¢1 patojen olarak yer alan Gram negatif, rod seklinde bakteriler
oldugu ifade edilmistir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Baliklarda hastaliga neden olan
bircok tiirli olmasina karsin Pseudomonas fluorescens en yaygin rapor edilen tiirler
arasindadir. Ozellikle baliklar {izerinde pul kayiplar1 ve deri renginin degisimi 6ne
c¢ikan semptomlardir. Patojene bagl olarak hastaligin genelde diisiik sicakliklarda ve
larva asamasindaki baliklarda kayiplara sebep oldugu ifade edilmistir (Austin ve
Austin, 2012). Ulkemizde ilk kez Akdeniz’den 6rneklenen cipura (Sparus aurata)
baliklarindan izole edilmistir (Tiirk, 2002). Ulkemiz i¢in bakteriye konak olan diger
tirler arasinda levrek, gokkusagi alabaligi ve bazi akvaryum baliklar1 bildirilmistir

(Oztiirk ve Altinok, 2014).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.904815/full#B106

1.3.5. Pasteurollosis

Photobacterium damselae subsp. damselae ve Photobacterium damselae
subsp. piscicida bakterilerinin denizel ortamda baliklarda ciddi mortaliyete neden
olduklar1 yaygin olarak rapor edilmistir. Bu tiirler Gram negatif, rod seklinde
bakterilerdir. P. damselae subsp. damselae ilk kez Morone americana tiiriinden 1963
yilinda rapor edilmistir. Daha sonralar1 6zellikle ¢ipura (Sparus aurata) ve levrek
(Dicentrarchus labrax) baliklar1 basta olmak iizere kiiltiirii yapilan alabaliklarda da
(Oncorhynchus mykiss) rapor edilmistir. Kronik vaklarda i¢ organlarda krem rengi
timor yapilari, deri renginde kararma seklinde karakterizedir. Diger bakteriyel balik
patojenlerinin aksine antibiyotik ile tedavide basar1 orani diisiik olarak bildirilmistir
(Toronzo vd., 1991). Ulkemizde ilk kayit Mugla ilinde cipura (Sparus aurata)
baliklarindan rapor edilmistir (Akayli, 2001).

1.3.6. Yersinia ruckeri

Kizil agiz hastaliginin etmeni olarak da bilinen Yersinia ruckeri Gram negatif,
rod seklinde oksidaz negatif, hareketli bir bakteridir. Ilk olarak 1950 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde gokkusagi alabaliklarindan izole rapor edilmistir (Rucker,
1966). Asirt yogun stok sartlarinda farkli su sicakliklarinda baliklarda stres
olusumunu takiben bakteri kaynakli ciddi mortalitelerin varlig1 bildirilmistir (Lasee,
1995). Renkte kararma, letarji, deri lizerinde kanama ve iilserli yapilar, agiz ¢evresi
ve dil iizerinde, i¢ organlarda kii¢iik petesiyal kanamalar en énemli semptomlardir
(McDaniel, 1979; Valtonen vd., 1992; Austin ve Austin, 2012). Ulkemizde ilk olarak
gokkusag1 alabaliklarindan izole edilmistir (Timur ve Timur, 1991). Hastalik ile
miicadelede asilama uygulamasimin basarili oldugu bildirilmistir  (Bullock ve

Anderson, 1984; Ellis, 1988).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Bakteriler

Cay tohumunun cesitli kisitmlarinin antibakteriyel etkilerini belirlemek igin
tez calismasinda kullanilan bakteriler, ge¢mis c¢alismalardan elde edilmis
tamimlanmis ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Uygulama Arastirma

Birimi’nde stoklanan bakterilerdir. Bakteriler ile ilgili ayrintili bilgi Tablo 1°de

verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan bakteriler ve izole edildikleri tiirler

Kod Bakteri Konak/Ornek

263 Photobacterium damselae Salmo salar/ Bobrek

211 Yersinia ruckeri Oncorhynchus mykiss/Bobrek
273 Lactococcus garvieae O. mykiss/Bobrek

274 Aeromonas hydrophila Acipencer guldenstaetii/Bobrek
283 Vibrio vulnificus O. mykiss/Bobrek

Y25 Pseudomonas fluorescens O. mykiss/Yumurta

Farkli yilarda Hastalik teshisi amaciyla laboratuvara getirilen balik
orneklerinden izole edilen bakteriler, %15 oraninda gliserol iceren besiyerleri

i¢erisinde -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cay Tohumlar:

Calismada kullanillan ¢ay tohumlari Rize Ili, Giindogdu mevkiinde
Kemerkdprii mahallesinde bulunan bir cay bahgesinden 15.12.2022 tarihinde
toplanmistir (Sekil 2). Cay bahgesinin koordinatlar1 41°02'41.0"N 40°37'01.4"E

seklindedir. Toplanan cay tohumlar1 ayn1 giin laboratuvara getirilmis ve +4°C da

stoklanmustir.
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Sekil 2. Cay tohumlarinin toplandig1 arazi.

2.1.3. Besiyerleri

Calismada bakterilerin ¢ogaltilmasi ve antibiyogram testlerinin yapilabilmesi
icin genel kullanilan Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy Broth (TSB, Mueller
Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton Broth (Merck), besiyerleri tercih edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Bakterilerin Hazirlanmasi

Tez calismasinda kullanilan bakteriler, -80°C’ den alinarak Tryptic Soy
Agar (TSA) (Merck 1.05458) besiyerine ekimleri yapilmistir. 22 £2°C’ta, 24 saat
inkiibe edilen bakterilerin, saf koloniler halinde elde edilmesi saglanmistir. Tim
bakteriler, antibiyogram testinin yapilmasi i¢in Tryptic Soy Broth besiyerinde taze
kiiltiirler halinde ¢ogaltilmis, santrifiij sonrasi saf bakteriler McFarland standartlar
icerinde tercih edilen 0,5 degerinde olacak sekilde FTS (%09 luk steril tuzlu ¢ozelti)
ile sulandirilmistir. Antibiyogram testlerinin yapilabilmesi i¢in bu bakteriler Mueller
Hinton Agar lizerine yayma seklinde aktarilmis ve hazirlanmis farkli antimikrobiyal

etki edebilecek disklerin denenmesine uygun hale getirilmistir.
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2.2.2. Cay Tohumlarmn islenmesi

Cay bahgesinden toplanan tohumlar laboratuvarda dnce musluk suyu ile,
ardindan saf su ile yikanmistir. Ardindan toplama agirliklar1 136,80 gr olan cay
tohumlar1 dis kabuk, i¢ kabuk (testa) ve tohum i¢i olacak sekilde 3 farkli kisma
ayrilmistir. Her {i¢ kisimda etiivde 40°C sicaklikta 48 saat kurumaya birakilmistir.
Kuruyan tohum kisimlar1 yine tartilarak agirliklart alinmigtir. Yas ve kurutulmus
haldeki tohum agirliklar1 Tablo 2’de verilmistir. Kurutulan tohumlar 6giitiicii ile toz

haline getirilmistir. Tohum kisimlarinin gériintisti Sekil 3 ve 4’te verilmistir.

Tablo 2. Cay tohumlarinin yas ve kurutulmus haldeki agirliklar1 ve kurutulduktan

sonraki agirlik kayiplari.

- 4 Agirhik Kaybi
Tohum Kismi Yas Agirhk (gr) Kuru Agirhk (gr) (%)
D1s Kabuk 68,07 13,96 54,11 75
Ic Kabuk 25,31 12,75 12,56 49
Tohum igi 43,42 16,29 27,13 62
Toplam 136,80 43 93.8 68

I L. o ¥ Y e e

Sekil 3. Tohumun ilk hali (a), en dis kabuk (b), i¢ kabuk (c) ve tohum igi (d).
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Sekil 4. Kurutulmus ve toz haline getirilmis ¢cay tohum kisimlar1. I¢ tohum (a), testa

(I¢ kabuk) (b) ve dis kabuk (c).

2.2.3. Tohum Kisimlarindan Ektre Elde Edilmesi

Bu c¢alismada ekstraksiyon sulu yontem modifiye edilerek yapilmistir
(Giilsen, 2017). Toz haline getirilen farkli tohum kisimlar1 ayr1 ayr1 kaplar igerisinde
saf su ile sulandirilmislardir. Her bir tohum kismi %35 lik konsantrasyonda olacak
sekilde saf su ile kanstirilmis ve etiivde 60°C sicaklikta 48 saat demlenmeye tabi
tutulmustur. Bu siire sonunda filtre kagidi yardimiyla 3 farkli tohum kismai siiziilmiis

ve kat1 kisimlar uzaklagtirilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Farkli tohum ekstrelerinin filtreden siiziilmiis halleri.

2.2.4. Antibiyogram Disklerinin Hazirlanmasi

Elde edilen sivi kisimlarin steril olmasini saglama adina biitlin ekstraktlar
0,22um goz agikligina sahip filtrelerden gecirilmistir (Sekil 6). Elde edilen steril
ekstraklar 4 °C’ta stoklanmistir. Filtre kagitlarindan hazirlanan ve ¢aplari 6 mm olan
diskler steril edilmistir. Hazirlanan bu steril diskler icerisinde farkli ekstraktlar
bulunan steril eppendorf tiiplerin igerisine aktarilmistir. Bu sayede disklerin ekstrakt
maddeyi bilinyesine almasi saglanmistir. Her bir tiipiin igerisine %5 lik konsantrasyon
halindeki ekstraktan 1ml ilave edilmistir. Bu tiipler igerisine ise ¢aplar1 6 mm olan 12

adet disk yerlestirilmis ve 24 saat 40 °C’de kurumaya birakilmistir.
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Sekil 6. Ekstraktlarin filtreden gegirilerek steril edilmesi.

2.2.5. Antibiyogram Testlerinin Yapilmasi

Daha o6nce hazirlanan ve calismada kullanilan bakterileri igeren petrilere
tohumun farkli kisimlarinin ilave edildigi diskler belli araliklar ile yerlestirilmistir.
Ayrica balik patojenleri i¢in son yillarda yaygin olarak kullanilan Florfenikol
antibiyotigi de denemelerde kontrol amagli olarak kullanilmistir. Her bir diskin
besiyerinde olusturdugu zon ¢api1 Olgiilerek kaydedilmistir. Deneme iki tekerriir
seklinde yapilmistir. Florfenikol (FFC30pg) i¢in etkinlik zon ¢aplarmin degeri,
direncli (£14mm), orta hassas (15-18mm) ve hassas (>19mm) olarak kabul edilmistir

(CLSI, 2018).
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2.2.6. Minimum inhibasyon Konsantrasyonu (MIC) Belirleme Testi

Cay tohumunun farkli kisimlarmin bakteriler {izerindeki etkilerinin
belirlenmesinde minimum etkili konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in tiip diliisyon
yontemi modifiye edilmistir (EUCAST, 2003). Oncelikle steril 1,5ml lik epondorf
tiipler (her bir patojen igin 7 tiip) icerisine 200l Mueller Hinton Broth besiyeri ilave
edilmistir. Ardindan 0,5 McFarland yogunlugunda (1x10° CFU/ml) hazirlanan
bakteriler her tiipe esit miktarda olacak sekilde (10ul) aktarilmistir. Bu sayede her bir
tiipte 5x10* CFU/ml bakteri olmas1 saglanmistir. Ardindan bu tiiplere sirastyla 10, 20,
30, 40, 50 ve 60 pl olacak sekilde farkli tohum ekstraktlar (%5 lik) ilave edilmistir.
Besiyerleri 48 saat boyunca 22°C da inkiibe edilmig, bakterilerin iiremesinin

engellendigi en diisiik konsantrasyon tespit edilmistir.
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3. BULGULAR

Tohumun farkli kisimlarinin kurutulmasi sonrasinda en az agirlik kaybinin
testa kisminda oldugu belirlenmistir. Disklerin yerlestirildigi besiyerlerinde
disklerden kaynakli hicbir kontaminasyonun olusmadigi  goézlemlenmistir.
besiyerlerinde ¢ay tohumunun farkli kisimlarindan elde edilen ektraktlarin

olusturdugu zon ¢aplar1 Tablo 3 ve Sekil 6’da sunulmustur.

Tablo 3. Antibiyogram sonuglarina gére tohum kisimlarinin olusturdugu zon

degerleri.

Antibakteriyel ajanlar/Zon Caplari (mm)

Bakteriler ;
D1s Kabuk I¢ Kabuk (Testa) Tohum i¢i Florfenikol

Photobacterium damselae 0 0 0 0
Yersinia ruckeri 0 0 0 0
Lactococcus garvieae 0 13,1 0 26,1
Aeromonas hydrophila 7,1 15,2 0 30,0
Pseudomonas fluorescens 0 0 0 0
Vibrio vulnificus 0 17,0 8,7 26,2

Sekil 7. Tohum kisimlarinin besiyerlerinde farkli bakterilere kars1 antimikrobiyal

etkileri. Tohum i¢i (T), i¢ kabuk (), D1s kabuk (D) ve Florfenikol (F).
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Bu sonuglara gore, ozellikle i¢ kabuk denilen testa kisminin 3 farkli bakteri
icin antibakteriyel oOzellik tasidigi belirlenmistir. Dis kabugun ise belirtilen
konsantrasyonda sadece Aeromonas hydrophila bakterisine karsit diisiik seviyede
etkin oldugu goézlemlenmistir. Diger 3 bakteriye kars1 (Photobacterium damselae,
Yersinia ruckeri ve Pseudomonas fluorescens) ise tohum kisimlarinin etki etmedigi

tespit edilmistir (Sekil 7).
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P. damselae Y. ruckeri P.fluorescensA. hydrophila L. garvieae V. vulnificus

Bakteriler

Sekil 8. Cay tohum ektraktlarinin bakteriler {izerindeki etlikileri

Minimum inhibasyon konsatrasyonu (MIC) i¢in denemede kat1 besiyerinde
etkinligi belirlenen i¢ kismin, Lactococcus garvieae, Aeromonas hydrophila ve
Vibrio vulnificus tizerindeki etkileri belirlenmistir. Buna gore %5 lik i¢ tohum

konsantrasyonunun bahsi gegen bakteriler icin MIC degeri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Cay tohumu testa ekstraktinin farkli bakteriler tizerindeki MIC degerleri

Bakteriler Konsantrasyon Bakteri Sayis1 (CFU/ml) MIC (ul)
Lactococcus garvieae %35 5x10* 30
Aeromonas hydrophila %S5 5x104 60
Vibrio vulnificus %35 5x10* 30
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4. TARTISMA VE SONUC

Su iiriinleri yetistiriciliginde bakteriyel patojenlerden kaynaklanan kayiplari
onlemek i¢in farkli uygulamalar yapilmaktadir. Bu uygulamalar korunma ve tedavi
olmak iizere iki ana baslikta toplanmaktadir. Tedavi amaciyla yapilan en yaygin
uygulama uygun antibiyotikler ile hastaligin elimine edilmesidir. Ancak
antibiyotiklerin gerek baliklara ve gerekse cevreye olan olumsuz etkileri her gegen
giin daha iyi anlasilmaktadir. Bu baglamda antibiyotiklere alternatif olabilecek yeni
ve c¢evre dostu diriinlerin kesfedilmesi arastirmalara konu olmaktadir. Ozellikle
aromatik tibbi bitkiler basta olmak iizere bitkisel {irlinler bu konuda karsimiza
cikmaktadir. Baliklarda yaygin olarak rapor edilen kizil agiz hastalifina karsi
(Yersinia ruckeri) birgok bitki ekstrakti tedavi edici 06zellikleri agisindan
arastirilmistir. Ornegin yaban turpu (Moringa oleifera) ve iivez (Sorbus domestica)
bitki ektraktlarmin Y. ruckeri bakterisinin sivi besiyerinde {iremesini sirastyla %40-
45 oraninda baskiladigi rapor edilmistir (Onalan ve Cevik, 2020). Benzer bir
calismada yine 7 farkli bakteriyel patojene kars1 (Aderomonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri, Enterococcus faecalis,
Lactococcus garvieae ve Streptococcus agalactiae) 24 farkli bitki esktraktinin
(esansiyel yaglar) antibakteriyel etkileri arastirilmig, bu {irtinlerin bakterilere karsi
oldukea etkin olduklar1 rapor edilmistir (Birinci Yildirim ve Tiirker, 2018). Terzi vd.,
(2023) son yillarda yaygin olarak tiiketilen likarpa (Vaccinium arctostaphylos)
meyvesinden elde edilen ekstrakti, Yersinia ruckeri,Pseudomonas putida, P. luteola,
Aeromonas salmonicida ,A. hydrophila, and A. sobria bakterilerine karsi
antibakteriyel iiriin olarak kullanmislar ve MIC degerini 8.75 mg mL", olarak
bildirmislerdir (Terzi vd., 2023). Sunulan bu ¢alisma 6nceki calismalardan 6zellikle
bitkisel ekstrakt acisindan farklilik arz etmektedir. Ik olarak herhangi bir kimyasal
siirece maruz birakilmadan sadece su ile demleme yontemi kullanilmasi metot olarak
ta bu calismay1 6zgiin kilmaktadir. Cay bitkisinin tohum kismi bir biitiin olarak balik
patojenlerine karsi ¢alisilmis olsa da tohumun farkli kisimlari detayli olarak
calisilmamasi sunulan ¢aligmay1 daha da 6zgiin kilmaktadir.

Farkl1 bitkisel iirtinlerin ayn1 bakteri tliriine kars1 hassasiyet dereceleri farkli

olabildigi gibi, ayni iirliniin farkli bakterilere antibakteriyel etkileri de farklh
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olabilmektedir. Bu durum bakterilerin tiiriine, ektrakt elde yontemine, fizikokimyasal
sartlara ve irliniin kimyasal yapisina baglidir. Sunulan bu c¢alismada ¢ay bitkisi
tohumunun dis kabuk ve i¢ tohum kisminin, bu ¢alisma kapsamindaki konsantrasyon
ve bakteri tiirleri ile smirli olmak kosuluyla, antibakteriyel etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Buna karsin i¢ kabuk denilen testa kisminin ise 3 farkli bakteri
lizerinde orta hassasiyette etkin oldugu belirlenmistir. Bu durumun bitkilerin testa
kisminda bulunan tanenlerden kaynaklanabilme olasilig1 yiiksektir. Zira ¢ay tohum
iceri ile ilgili caligmalar tohumlara 1,9 mg/g oraninda tanen oldugunu ifade
etmektedir (Yahaya vd., 2019). Baz1 tanenlerin suda ¢oziinebilme 6zellikleri ile de
kullanim kolayligina sahiptirler (Aydin ve Ustiin, 2006). Tannik asitin, koliform olan
Escherichia coli’nin gelisimini selasyon (demir ile) olusturarak, bakterinin demir
kullanimin1 engellemesi ile inhibe edici 6zelligi ile rapor edilmistir (Akiyama vd.,
2001). Yine tannik asitin 4. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri
balik patojeni bakterilerine karsi antibakteriyel etkileri rapor edilmistir (Balta ve
Tekin, 2021). Bu literatiir bilgileri sunulan bu tez ¢alismasinda tanence zengin olan
testa kisminin antibakteriyel basarisini desteklemektedir.

Florfenikol bakteriler iizerinde protein sentezini engelleyerek antibakteriyel
etki gosteren genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Shen vd., 2002). Son yillarda balik
yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antibiyotigin baliklardan izole
edilen Yersinia ruckeri, Aeromonas hydrophila ve Vibrio anguillarum tiirlerindeki
MIC degerleri sirastyla 25ug, 6,25ug (4. hydrophila ve V. anguillarum) olarak
bildirilmistir. Bu degerler, Y. ruckeri’nin florfenikole karsi direncinin daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ancak ayni caligmada tannik asitin bu bakteriler lizerindeki
MIC degerleri, Y. ruckeri i¢in 93,75pg iken, diger iki bakteri i¢in bu deger 187,5ng
olarak bildirilmistir (Balta ve Tekin, 2021). Bu sonuglar, florfenikol ve tannik asitin
etki mekanizmasinin farkli olabilecegine isaret edebilir. Ancak sunulan bu ¢aligmada
ise tanen igerigi yiiksek olan i¢ kabuk ile florfenikoliin bakteriler iizerindeki etkileri
paralellik gostermektedir. Bu sonuglar calisilan bakterilerin daha 6nceden kazanmis
olduklar1 direncin bir sonucu olarak agiklanabilir.

Vibrio tiirleri tuzlu su sistemlerinde yaygin olarak bulunan bakterilerdir. Bu
nedenle bu guruptaki bakteriler denizlerde kafes sisteminde yetistirilen balik

tiirlerinden siklikla rapor edilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Ulkemizde
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ozellikle levrek (Dicentrarchus labrax), cipura (Sparus aurata) ve gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), en yaygin rapor edilen tiirlerdir. Daha 6nce yapilan
bir calismada ¢ay tohumundan elde edilen saponin ve tohumun biitiin olarak
kullanilmasiin Vibrio anguillarum bakterisinde etkin oldugu ve in vivo denemelerde
baliklarin dliimlerini kontrol grubuna gore geciktirdigi ifade edilmistir (Boran vd.,
2015). Bahsi gegen calismaya paralel olarak bu tez c¢aligmasinda da yesil cay
tohumunun 6zellikle i¢ kabugundan elde edilen 6ziitiin, farkli bir Vibrio tiirii olan V.
vulnifucus bakterisine karsi etkin bir antibakteriyel etkisinin oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte Aeromonas hydrophila tiiriine kars1 da orta hassasiyette oldugu, yeni
doz/konsantrasyon caligmalar1 ile etkinliginin arttirilabilme potansiyeli tespit
edilmistir.

Sonug olarak, yesil ¢ay bitkisinin tohum kisminin iilkemizde sadece yeni
jenerasyon iiretiminde kullaniminin disinda, antibakteriyel etkilerinin arastirildigi bu
tez calismasinda, tohum kisimlarindan i¢ kabugun (testa) balik patojeni olan
bakterilerden Vibrio vulnifucus, Aeromonas hydrophila ve Lactococcus garviae

bakterilerine kars1 etkin oldugu belirlenmistir.
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5. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinin sonuglar ile asagidaki oneriler yapila
bilinir.

1. Yesil cay tohumunun 3 fakli kisminin elde edilen Oziitlerinin kimyasal
analizler yapilarak hangi maddeleri icerdigi belirlenmelidir. Ozellikle i¢ kabuk
kisminin tam olarak iceriginin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

2. Sunulan bu tez ¢aligmamasinda bakteri tiir cesitliligi 6 ile sinirlidir. Bu
tiirlerin disinda da farkli balik patojenleri ile tohumun etkinlik denemeleri yapilabilir.

3. Elde edilen bulgular tohum i¢ kabugunun Vibrio vulnificus bakterisine karsi
antibakteriyel etkide oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle diger Vibrio tiirleri de
denemelere konu edilebilir ve etkin doz c¢alismalari bu cins {lizerine
yogunlastirilabilir.

4. Bu tez ¢alismasi in vitro olarak tasarlanmistir. Elde edilen 6ziitlerin balik
yemlerine ilave edilerek baliklarda enfeksiyon Onleyici ya da tedavi edici
ozelliklerinin olup olmadigi, oziitlerin baliklarda toksik dozlarinin neler oldugu gibi
calismalar yapilmalidir. In vivo denemeler sonucunda elde edilecek olunan bilgiler
1s181inda yesil cay tohumunun i¢c kabuk kismi bakteriyel balik hastaliklarinin

tedavisinde kullanilabilir.
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