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OZET

TATLI SU BALIKLARINDAN iZOLE EDILEN LAKTIiK ASIT
BAKTERILERININ MOLEKULER BIYOLOJIK TANISI VE
GOKKUSAGI ALABALIGINDA PROBIYOTIK OLARAK
KULLANILABILME POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

HANOL BEKTAS, Ziibeyde

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Fiisun B. UCAR
Aralik 2016, 198 sayfa

Su iriinleri diinyada ekonomik olarak 6nemli bir endiistri haline gelmistir.
Bu yilizden kiiresel su drlinleri yetistiriciliginin amaci tretimde verimliligi
maksimuma c¢ikarmaktir. Diinyada artan gida ihtiyacim1 karsilamak i¢in su
tiriinlerinde yogun bir liretim olmaktadir bu da hastaliklarin olugmasini kaginilmaz
hale getirmektedir. Hastaliklarin olusmasi ise stoklarin azalmasina neden olan en

onemli etkenlerdendir.

Balik  hastaliklarinin ~ kontroliinde  antibiyotikler =~ yof§un  olarak
kullanilmaktadir fakat bunlar direngli patojenlerin gelisip yayilmasma neden
olmaktadir. Bu durum direngli bakterilerin sucul ortamdan insanlarin patojen
icermeyen bagirsak sistemine ge¢mesi gibi bir risk olusturmaktadir. Bu nedenle
son yillarda alternatif metotlar kullanilmaktadir. Son yillarda laktik asit bakterileri
su Uriinlerinde 6nemli bir ilgi alanina sahip olmustur ¢iinkii hastaliklarin
onlenmesinde c¢ogu laktik asit bakterisi probiyotik olarak kullanilmaktadir. Bu
baglamda 1yi probiyotik 6zelliklere sahip laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve

probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir.

Aragtirmamizda tath su baliklarindan izole edilmis laktik asit bakterilerinin
fenotipik ve biyokimyasal tanilamasi ve daha sonra molekiiler biyolojik tanilari
gerceklestirilerek probiyotik ozellikleri yansitan antagonistik aktivite, pH’ya
tolerans, safra tuzuna tolerans ve hidrofobisite yeteneklerine bakilarak bunlardan
en iyi 0zellige sahip olanlarin gokkusagi alabaliginda potansiyel probiyotik olarak

kullanilmas1 amaclanmastir.
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Calismamizda, fenotipik ve molekiiler tanilamasi yapilan 75 bakteri strainin
antagonistik aktiviteleri incelenmistir. Bunlardan en iyi antagonistik aktiviteye
sahip olanlar daha sonra probiyotik 6zellikler agisindan incelenmistir. Yapilan
incelemelerde, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia ruckeri,
Lactococcus garvieae 49156, Escherichia coli O157H7, Salmonella typhimirium
14928 gibi patojenlere karsi en iyi antagonistik aktiviteyi gosteren strainler F2,
F4, Fo, F7, F8, F9, F10, F38, F39, F54, F69, ve F75 numarali izolatlar
Lactococcus lactis subsp. lactis, ve F14 Lactococcus lactis olarak tanilanmuistir.
Daha sonra bu izolatlarin, Doxycycline, Enoxacin, Erithromycin, Florfenicol,
Trimethoprim, Oxytetracycline, Enrofloxacin, Chloramphenicol, Vancomycin
antibiyotiklerine kars1 duyarliliklari, pH1 ve pH3’e toleransi, hidofobisite yetenegi
ve safra tuzuna toleransina bakildiginda en iyi 6zelliklere sahip olan izolatin F4
numarali izolat oldugu saptanmistir. Bu 6zelliklerden dolayr F4 numarali izolatin
gokkusagi alabalig1 iizerindeki probiyotik 6zelliklerine bakilmistir. Bunun igin
gokkusagi alabaligi (O.mykiss) yavrular1 probiyotik ilavesiz temel yem ve bu
yeme 10° kob/g oraninda probiyotikli yem ile 28 giin beslenerek yasama orani ve
viicut kompozisyonuna etkileri belirlenmistir. Deneme sonunda probiyotikli
yemle beslenen deneme grubu ve kontrol grubu arasinda canli agirlik kazanci,
canli agirlik¢a oransal biiyiime, boyca biiylime ve boyca oransal biiyiime arasinda
farkliliklar goriilmiistiir. Yasama oranlarima bakildiginda ise istatistiki olarak

onemli bir fark gortiilmemistir.

Gergeklestirilen bu g¢alisma, Lactococcus lactis subsp. lactis bakterisinin
ilave edildigi yemle beslenmenin alabalik yavrulariin biiylimesi a¢isindan olumlu

etkiye sahip oldugunu gozlenmistir.

Anahtar sozciikler: Lactococcus lactis, probiyotik, laktik asit bakterisi,

molekiler tanilama.
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ABSTRACT

MOLECULAR BIOLOGICAL IDENTIFICATION AND
INVESTIGATION PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM FRESHWATER FISH IN
RAINBOW TROUT

HANOL BEKTAS, Ziibeyde

PhD in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Fiisun B. UCAR
December 2016, 198 pages

Aquaculture has become economically important industry in the world. So
the purpose of global aquaculture production is to maximize efficiency of
cultivation. There is an intensive production in aquaculture to meet the need for
increased food in the world so this makes inevitable the emergence of diseases.
The occurrence of the disease among the most important factors causing stocks

decline.

The antibiotics are widely used for control of fish diseases, but they cause
spread and develop of resistant pathogens. This case poses a risk such as pass of
resistant bacteria from the aquatic environment to the intestinal tract which free of
pathogens of people. Therefore, alternative methods have been used in recent
years. In recent years, the lactic acid bacteria has had a significant interest in
aquaculture, because most lactic acid bacteria are used as probiotics in the
prevention of diseases. In this regard, identification of lactic acid bacteria with
good probiotic properties and determination of their probiotic properties are

extremely important.

Due to the importance of lactic acid bacteria in aquaculture, In the research,
phenotypic, biochemical and molecular biological diagnostics of lactic acid
bacteria isolated from freshwater fish were performed and then pH tolerance, bile
salt tolerance and hydrophobicity ability reflecting probiotic properties were
evaluated and from these the best feature of which were intended for use as

potential probiotics in rainbow trout.



In this research, after phenotypic and molecular determination, antagonistic
activity of 75 bacteria strain were investigated. Then the best antagonistic activity
of them were analyzed in terms of probiotic properties. In the analysis, the
bacteria have the best antagonistic activity against Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae 49156, Escherichia coli
O157H7, Salmonella typhimirium 14928 pathogens were F2, F4, F6, F7, F8, F9,
F10, F38, F39, F54, F69, 75 (identified as Lactococcus lactis subsp. Lactis) and
F14 (identified as Lactococcus lactis). Then the isolates were evaluated in terms
of Doxycycline, Enoxacin, Erithromycin, Florfenicol, Trimethoprim,
Oxytetracycline, Enrofloxacin, Chloramphenicol, Vancomycin antibiotic
susceptibility, pH1 and pH3 tolerance and hidrofobicity ability. from these tests
the isolates with the best properties was found as F4. Because of these features the
probiotic properties of isolate numbered F4 on rainbow trout were examined. For
that the rainbow trout fry were feed without probiotic and with probiotic for 28
day to search and survival rates and effects on body compositions were analysed.
At the end of the trial the differences between control and treatment groups in
terms of weight gain, relative growth rate, size growth and relative size growth
rates were observed. When looking at the survival rate, there was no significant
statistical difference.

The present research showed that, the feeding with Lactococcus lactis

subsp. lactis have positive effect on rainbow trout fry in terms of growth.

Keywords: Lactococcus lactis, probiotic, lactic acid bacteria, molecular
identification.
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1. GIRIS

Diinyada insan niifusu arttik¢a onlar i¢in gida bulmak karsilasilan en 6nemli
sorunlardan birisidir. Ayn1 zamanda yiiksek protein igeren saglikli bir beslenmede
sarttir. Baliklar, kabuklular ya da diger sucul organizmalar biiyliyen insan
niifusunun ihtiyacinm karsilamak i¢in yetersizdir. Ticari avcilik yoluyla bu talepleri
karsilamak asir1 aveilik dolayisiyla dogal tiirlerin yok olmasina kadar gitmektedir.
Bu yiizden yetistiricilik hem talepleri karsilamak hem de dogal tiirlerin devami
igin 6nemlidir. Su {riinleri yetistiriciliginin insan tiiketimi i¢in siirekli kaynak
saglamasi agisindan dnemi yadsinamaz (Fuller, 1992; Klaenhammer and Kullen,

1999)

Su driinleri insan beslenmesine katkisi, isttihdam olusturmasi, sanayiye
hammadde temini ve yiiksek ihracat potansiyeli nedeniyle lilke ekonomisi i¢in ¢ok
onemlidir. Su {irlinleri yetistiriciligi, FAO tarafindan diinyada en hizli biiyiiyen
gida sektorii olarak belirlenmis olup diinyanin hemen her bolgesinde gelismekte,
yayginlagmakta ve yogunlasmaktadir. Dilinya genelinde su iirlinleri iiretimi biitiin
olarak yilda ortalama % 8.8 oraninda biiylimektedir ki bu deger, diger tiim gida
icin hayvan tireten sektorlerden daha yiiksektir. Diinya toplam su iiriinleri iiretimi
2012 yilinda 158 milyon ton olup, bunun 91.3 milyon tonu avcilik, 66.6 milyon
tonu ise yetistiricilik yoluyla elde edilmistir. Yetistiricilik yoluyla elde edilen
tiretim miktari, toplam tiretimin % 42’sini karsilamaktadir (FAO, 2014).

Son zamanlarda diinyadaki balik¢ilik iiretiminde diisiis su iiriinlerine olan
talepte ise artis olmustur. Avcilik {iretimindeki azalma hizli biiyliyen kiiltiir
balik¢ilig1 endiistrisiyle telafi edilmeye c¢alisilmaktadir. Kiiltiir balik¢iligindaki
cesitlilik ve isletme prosediirlerindeki degisikliklerden dolay1 baliklar hastalik
problemleri ve c¢evre kosullarmin kotiillesmesi gibi stresli kosullara maruz
kalmaktadirlar sonugta bu durum enfeksiyon yapan bir¢cok patojenin ortaya
c¢ikmasma ve ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olmaktadir. Su iirtinleri
yetistiriciliginde kiiltiir baliklarinin gelistirilmis hastalik direnci, verimli beslenme
ve biiyiime performanslart ¢ok oOnemlidir ¢iinkii yetistiricilikte biiylime
performans1 ve beslenme verimliligi artarsa dolayisiyla {iretim fiyatlarinin da

diismesi beklenir (Dada A.A and Olugbemi, 2013).



Yetistiricilikte biiylimeyi arttirmak ve hastaliklar1 engellemek amaciyla
hormonlar, antibiyotikler, iyonoforlar ve bazi tuzlu bilesikler kullanilmaktadir.
Fakat uygun olmayan kullanimlar hormon dengesizligi, zehirlenme, hastalifa
yatkinlik ve ekolojik kirlenme gibi diizensizliklere neden olmaktadir. Son
zamanlardaki arastirma secgeneklerinde yeni bilesikleri test etmek amaciyla
“fonksiyonel katki” denilen bir kavram gelismistir. Bu katkilardan probiyotik
denilen mikroorganizmalarin  yeme katilmasinin  konak  organizmanin
karbonhidratlardan kaynaklanan enerji harcanmasimi diizelttigi, biiyiime icin
gerekli protein icerigini arttirdig1 ve hastaliklara direnci arttirdigi gozlemlenmistir.

(FAO, 2005; Nomoto, 2005; Klaenhammer and Kullen, 1999; Fuller, 1992).

Laktik asit bakterileri (LAB) son yillarda su {irlinleri sektoriinde dnemli bir
ilgi alanina sahip olmustur cilinkii hastaliklarin 6nlenmesinde cogu LAB
probiyotik olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin
ortaya ¢ikmasi 3 milyar y1l dncesine dayanmaktadir. Yayilmalari ise 65 milyon yil
Once siit lireten memelilerin ortaya ¢ikmasiyla olmustur. Laktik asit bakterileri gr
(+), genelde hareketsiz, spor olusturmayan, fermantasyon iiriinii olarak laktik asit
ireten bakterilerdir. Cubuk ve kok sekilli olup genelde katalaz negatiftirler ve
sitokromlar1 yoktur. LAB’leri besin ihtiyaci agisindan nazli olup karbohidrat,
amino asit, peptit, niikleik asit tlirevleri ve vitaminlere ihtiya¢ duyarlar (Ringo and

Gatesoupe., 1998a).

Laktik asit bakterilerinin taksonomisi degismektedir. Bu grup Enterococcus,
Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella’dir. Birgok laktik asit bakterisi benzer beslenme ve
biliylime gereksinimlerine ithtiya¢ duydugu i¢in bunlari klasik metotlarla tanilamak
¢cok zordur. Bu ylizden giivenilir ve basit metotlara ihtiyag duyulmaktadir.
Mikroorganizmalarin sayilmas: ve aranmasi i¢in gelistirilen molekiiler metotlar
mikrobiyal c¢esitlilik ve dogadaki roliiniin anlasilmasi i¢in biiylik avantaj
saglamaktadir. =~ Mikroorganizmalar ~ genlerindeki  benzerliklerine  gore
gruplandirilabilmekte olup bu evoliisyonel iliskilerini daha iyi yansitmaktadir.

Kompleks cevresel orneklerden mikrobiyal cesitliligin kesfinde kullanilan en



giiclii yaklagimlar 16S rRNA genini kodlayan genlerin klonlanmasi ve

dizilenmesidir (Balcazar et al., 2006a).

Birkag LAB tiirlinlin saglikli baliklarin normal bagirsak florasini
olusturdugu Ringo (2004) tarafindan bildirilmistir. Baliklarda bulunan bagirsak
LAB’leri ¢ok cesitli olup su cevrelerine gore degisiklik gostermektedirler. Ayni
zamanda LAB’leri hem kiiltir hem de dogal ortamlarda bulunan gokkusagi
alabaliklarinin normal florasin1 olusturmaktadir (Sanchez et al., 2011; Askarian et
al., 2008). Carnobacteria gibi diger laktik asit bakterileri Salvelinus alpinus,
Salmo salar gibi somon baligi tiirleri ve gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus
mykiss) ve kahverengi alabalik (Brown trout) gibi tiirlerin bagirsaklarindan izole

edilmistir (Bucio et al., 2005).

Patojenleri cesitli mekanizmalarla kontrol eden faydali bakterilerin ya da
probiyotiklerin antibiyotik tedavilerine alternatif olarak kullanilmas1 giderek daha
cok giindeme gelmektedir. Probiyotikler bagirsaga cesitli yollarla girip canli kalan
ve boylece bagirsak mikrobiyal dengesini ve dolayistyla sagligi olumlu etkileyen
canli yem katkilaridir (Gomez et al., 2000). Probiyotiklerin hayvan ve insan
beslenmesinde kullanilmasi uzun siiredir biliniyor olup su iriinlerinde

kullanilmas1 yakin zamanlarda ger¢eklesmistir.

Yetistiriciligin tarthi milattan O6nce 475’¢ dayanmaktadir. Simdilerde
yetistiricilik kazangli bir endiistri haline gelmistir. Fakat yetistiricilik
uygulamalarinin yogunlagsmasi yiiksek yogunlukta kiiltiivasyonu gerektirmektedir.
Bu da konsantre organik atiklarin atilmasi dolayisiyla havuzlardaki ¢oziinmiis
oksijenin tiikkenmesi ve siklikla 6liime sebep olan hidrojen siilfit, metan, amonyak
ve nitrit gibi toksik metabolitlerin olugsmasimna sebep olur. Bu yogun iiretim
kosullar altinda sucul tiirler hastalik olusumu ve {iiretkenlikte verimsizlige neden
olan ¢ok stresli kosullara maruz kalirlar. Viral, bakteriyal ve fungal
enfeksiyonlarin patlak vermesi diinya ¢apinda yikici bir ekonomik kayba neden
olur. Buna ek olarak ciftliklerdeki zayif c¢evre kosullari, dengesiz besleme,
toksinlerin olusumu ve genetik faktorler stoklarda yiiksek oranda mortaliteye
neden olur. Son yillarda hayvan hastaliklarinin kontrolii ve engellenmesi kimyasal

katkilar, secicilik, cogalma ve bakteriyal direncglilik olusturarak halk sagligini



riske sokan Ozellikle antibiyotik gibi veterinerlik ilaclart kullanilmistir.
Antibiyotik direngliligi iki yolla kazanilmaktadir. Kromozomal mutasyon ya da
plazmit kazanilmasiyla elde edilmektedir. Kromozomal mutasyon diger
bakterilere transfer edilmez fakat direncli plazmitler cok hizli transfer edilirler. Bu

da halk saglig1 agisindan ¢ok tehlikeli olabilmektedir (Cruz et al., 2012).

Kimyasallarin su iiriinlerinde yiiksek oranda kullanimi hastalik kontroliinde
alternatif metotlarin kullanilmasiyla 1ilgili arastirmalar1 giindeme getirmistir.
Antibiyotikler hayatta kalmayr saglamasina ragmen direngli bakterilerin
olugmasina ve insan saglig1 lizerinde tahmin edilemeyen uzun siireli etkilere sebep
olmaktadir. Bagirsak sisteminin kompleks mikrobiyal ekolojisi beslenmede
faydali olup patojenlere karsi korumayr saglayip cevre ve faydali bagisiklik
yanitla etkilesiminin diizenlenmesinde hayati 6nem tasimaktadir. Probiyotikler
genelde saglikli bagirsak mikrobiyotasinin iiyleridir bu yiizden yetistiricilikte
antibiyotiklerin kullanimin1 azaltmak icin alternatif olarak kullanilabilmektedirler.
Ciinkli probiyotiklerin ortama eklenmesi bozulmus bir mikrobiyotanin normal

faydali kompozisyonuna doniismesini saglar (Balcazar et al., 2006a).

Probiyotiklerin kullannomindaki temel yaklasim, hayvanlardan uygun
ozellikli bagirsak bakterisini izole etmek ve dogal olmayan benzer tiirler icin
yemde bu bakterileri fazla sayida tutmaktir. Cogu probiyotik laktik asit
bakterileriyle iliskilidir (Nousiainen and Setdld, 1993). Bunun sebebi, bu
bakteriler sik sik bakteriosinleri ve patojenik bakterinin gelismesini engelleyen
diger kimyasal bilesenleri iiretmektedirler (Pilet et al., 1995; Dullug, 2010).
Genellikle probiyotik strainler sucul hayvanlarin eksojen ya da endojen
kisimlarindan izole edilmektedir. Vibrio ve Pseudomonas gibi gram (-) fakdiltatif
anaerobik bakteriler deniz hayvanlariin dominant mikrobiyotasini teskil eder.
Tatlh su hayvanlarmin dogal mikrobiyotasinda ise Enterobacteriaceae
familyasinin temsilcileri olan Aeromonas ve Plesiomonas genuslariyla obligat
anaerobik Bacteroides, Fusubacterium, Eubacterium genuslaridir. Laktik asit
tireten bakteriler memeli ve kuslarin bagirsaginda yaygin olup, baliklarda
subdominanttir ve genelde Carnobacterium genusunun iiyeleriyle temsil edilirler

(Ringo and Vadstein, 1998; Panigrahi ve Azad, 2007).



Yetistiricilikte probiyotikler ve faydalar ile ilgili bir¢ok c¢aligma yapilmis
olmakla birlikte tiire spesifik faydali preparasyonlar ¢ok fazla kullanilmaya
baslanmistir. Bu preparasyonlar hastalik dnlenmesi gibi spesifik faydalar gosterip
stabil saglikli bir bagirsak ¢evresi ve bagisiklik sistemi elde etmek i¢in dogal bir
element sunar. Sucul organizma iiretiminin arttiritlmasi i¢in iyi bir yonetim ve
probiyotikleri igeren giiglii hastalik Onleyici bir program uygulanabilir (Lara-
Flores, 2011). Baz1 calismalarda probiyotiklerin sucul g¢evrelerdeki belirli etki
mekanizmalar1 kanitlanmistir. Be etkileri soyledir: yem doniislim oraninin ve yem
kullaniminin arttirilmasi, patojenik bakterilerin tutunmasini engelleyen bagirsak
mukozasina tutunma kapasitesini saglamast ve bazi patojenik floralarin
biliylimesini engelleyen antibiyotik benzeri ya da demir baglama ajani olarak
bilinen iiriinler iiretmeleri gibi yararlar saglarlar. Hatta su kalitesini iyilestirmeleri
ve red-tide plankton problemlerini engelleme gibi avantajlari vardir. Baliklarda
gerek ticari gerekse potansiyel probiyotik bakteri kullanimi hakkinda pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bu calismayla ilgili olarak Brunt ve arkadaslar1 (2005)
probiyotikleri gokkusagi alabaliklarindaki lactococcosis ve streptococcosisi
kontrol etmek i¢in kullanmiglardir. Calismada Aeromonas sobria GC2’yi
gokkusag1 alabaliginin sindirim sisteminden izole edilerek alabaliklarin yemine
5x10’hiicre/g yem oraninda eklenerek 14 giin boyunca beslenmesinde
kullanmiglardir. Deneme sirasinda Lactoccocus garvieae ve Streptococcus iniae
ile enfekte edildiklerinde probiyotiklerin eklenmedigi kontrol grubunda oliim
orant %75-100 oranindayken probiyotiklerin eklendigi grupta ise bu oranin %0-6
oldugu goriilmiistiir. Arastimacilar etki mekanizmasin1 dogal bagisikligin
uyarilmasma dayandirip; 16kosit sayisinin artmasi ve fagositik ve solunum
patlama aktivitesinin artmasia baglamiglardir. Tiim bu nedenlerden dolay1 yeni
probiyotiklere olan ihtiya¢ ve hastaliklarla miicadele etmek icin bu g¢alismada
saglikli gorlinen tathi su baliklarinin mikrobiyotasinin antibakteriyal aktivitesi,
hidrofobisite, pH ve safra tuzu toleranslarina bakilarak 6zelliklerinin tanilanmasi
ve karakterize edilmesi ve bunlarin varsa izole edilen patojenlere karsi potansiyel
probiyotik olarak kullanilmasi ve en sonda probiyotik 6zellige sahip bakterilerin
ticari balik yemine katilarak gokkusagi alabaliginin biiylime ve hayatta kalma
orani iizerindeki etkisine bakilmasi amaclanmistir. Probiyotik arastirilmasinin bir
nedeni de yogun iiretimin farkli donemlerinde gorillen hayatta kalma

problemleriyle basa ¢ikmaktir c¢linkii asinin kullanilamadigi ilk zamanlarda



mecburen antibiyotik kullanilmaktadir bu da cevresel problemlere ve direngli
bakterilerin gelismesine neden olmaktadir. Bu yiizden ¢evre dostu ¢dziimlerin
iiretilmesi gerekmektedir. Bundan bagka bu calismayla iilkemizdeki isletmelerde
ekonomik kayiplara neden olan patojen bakterileri inhibe edebilen bakterilerin
tespiti ve belirlenen potansiyel probiyotiklerin ¢ogaltilmasi, gelistirilip liretilmesi
ve en Onemlisi de pratikte kullanilabilecek ve ekonomik olarak geri doniis
saglayacak veriler elde edilerek sonuclarin su iriinleri yetistiricilik sektoriinde

kullanilabilmesini saglamak da amaclanmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Tiirkiye’de Su Uriinleri Sektorii

Diinyadaki gelismeler paralelinde Tirkiye su friinleri yetistiriciliginde
onemli gelismeler gozlenmektedir. Ulkemiz, sahip oldugu cografik konum itibart
ile gerek deniz, gerek aci su ve gerekse tatl su potansiyeli bakimindan 6énemli bir
konumdadir. Adalar da dahil olmak iizere 8.333 km kiy1 seridine sahip olup,
yaklagik 25 milyon ha denizalan1 yaninda 200 dogal gol, 293 adet baraj golii ve
1000 adet goletin toplam yiizey alani 1,4 milyon ha’dan fazladir. Ayrica ortalama
177 bin km uzunlugundaki 33 adet nehirle birlikte toplamda 26 milyon hektarlik
su lriinleri iiretim alanina sahiptir. Tiirkiye, sahip oldugu iklim ve su kosullarinin
su lrlinleri yetistiriciligine uygun olmasindan dolayi su triinleri kaynaklari, gerek
hayvansal gerekse bitkisel protein temini, istihdam sahasi olusturmasi ve doviz
girdisi saglamasi agisindan biliylik bir sosyo-ekonomik oneme sahiptir (Dogan,

2003).

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginin gelistirilmesi genel bir politika
olarak benimsenmistir. Kalkinma Planlari’nda su iirlinlerinde siirdiiriilebilir
lretimin  arttirlmas1 amaciyla; dogal kaynaklarin rasyonel kullaniminin
saglanmasi, yetistiricilik ve agik deniz balik¢iliginin  gelistirilmesi  6n
goriilmektedir. Su drilinleri 1slah ve yetistiriciligi, kaynaklarimizin rasyonel
kullanimi, liretim artisi, artan su iirlinleri talebinin karsilanmasi, dogal stoklarin
desteklenmesi, yeni istihdam imkanlarinin yaratilmasi ve ihracatin gelistirilmesi
acisindan biiyiik onem arz etmektedir. Baliklarin bagisiklik diizeylerinin
yiikseltilmesi, ekosistem yaklagimli yetistiricilik metotlarinin arastirilmast ve
organik balik yetistiriciligi arastirmalarn iilkemiz yetistiriciligi agisindan 6nem arz

etmektedir (I. Balik¢ilik Calistayr Sonug¢ Raporu, 2013).

Deniz ve i¢su kaynaklarimizin toplam yiizey alani toplam tarim alanlarimiza
yakindir. Bu nedenle balik¢ilik kaynaklarinin etkin kullanimi iilkemiz agisindan
bliylik 6nem tasimaktadir. 2013 yil1 su iirtinleri tiretimimiz 607.515 ton/y1l olarak
gergeklesmis olup bu iiretimin  %61,6’s1 aveilik  yoluyla, %38,4’i0 de

yetistiricilikten elde edilmistir.



Cizelge 2.1 Tiirkiye Su Uriinleri Uretimi ve Yetistiricilik Uretimi (TUIK, 2013)

Tiirkiye Su Uriinleri Uretimi ve Yetistiricilik Uretimi
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Cizelge 2.2 Tiirlere gore su iiriinleri yetistiriciligi iiretimi (TUIK, 2013).

Alabalik Sazan Deniz Deniz Midye Diger Toplam iiretim
¢ipurast levregi

2005 49.282 571 27.634 37.290 1.500 2.000 118.227
2006 57.659 668 28.463 38.408 1.545 2.200 128.943
2007 61.173 600 33.500 41.900 1.100 1.600 139.873
2008 68.649 629 31.670 49.270 196 1.772 152.186
2009 80.886 591 28.362 46.554 89 2.247 158.729
2010 85.244 403 28.157 50.796 340 2.201 167.141
2011 107.936 207 32.187 47.013 5 1.442 188.790
2012 114.569 222 30.743 65.512 - 1.364 212.410

2013 128.059,50 145,5 35.701 67.912,50 1.575,30 233.394




Cizelge 2.3 Yillara gore iilkemiz toplam su tiriinleri iretimi (ton) (TUIK, 2013).

Avcilik tretimi Yetistiricilik tiretimi Toplam

uretim

Deniz % I¢cSu % Deniz % i¢su %

2008 453.13 70.1 41.01 63 85.629 13.3 66.557 10.3 646.310
2009 425.06 68.2 39.17 63 82481 13,3 76.248 12,2 622.962

2010 445.60 68.2 40.29 62 88573 13,6 78.568 12 653.080

2011 477.68 67.9 37.07 53 88344 12,5 10046 14.3 703.545

2012 396.32 61.5 36.10 56 100.83 15.6 111.57 173 644.852

2013 339.07 55.8 35.04 58 123.09 20.2 11035 18.2 607.515

2013 yili iiretim rakamlarina bakildiginda denizlerden 339 bin ton, i¢
sulardan 35 bin ton ve yetistiricilikten 233,4 bin ton iretim gergeklesmistir.
Yetistiricilik yoluyla saglanan iiretimin % 52,7’sini deniz baliklari, % 47,3’{ini
tatll su baliklar1 olusturmaktadir. Yillar itibariyla su iriinleri iretimi
incelendiginde, deniz ve i¢ sulardan elde edilen iiretimde dalgalanmalar

gortliirken, yetistiricilikte hizli bir artisin gerceklesmesi dikkat cekmektedir.

Cizelge 2.4 Su Uriinleri Yetistiricilik Tesisleri (TUIK, 2013)

Su Uriinleri Yetistiricilik Tesisleri (2013)
Faaliyet Alan1 Adet Proje kapasitesi Uretim Atil
(ton/y1l) miktar1
Icsu 1.935 245.166 123.019 122.147
Deniz 418 217.494 110.375 107.119
Toplam 2.353 462.660 233.394 229.266

Ulkemizde 1.935 adet ve toplamda 245.166 ton/yil iiretime sahip i¢ su isletmesi
ile 418 adet toplam 217.494 ton/y1l iiretime sahip deniz isletmesi bulunmaktadir.
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Ulkemizde ilk i¢ su isletmesi (Alabalik) 1970 yilinda kurulmustur. Ilk
kulugkahane 1985 yilinda izmir’de Ozel sektor tarafindan kurulmustur. 1990-
1995 yillar1 arasinda Izmir Mugla, Adana ve Antalya il sinirlar icerisinde 8 adet
daha kurulmus, 1995-1998 yillar1 arasinda Izmir, Canakkale, Antalya, Mugla
Aydin da 8 adet daha 6zel sektor tarafindan kurulmustur. Bundan bagka devlete ait
2 kuluckahane Antalya ve Mugla illerinde iiretime ge¢mistir (Cipura, levrek, az

miktarda kefal, fangri, sinarit ve lahoz).

2.2. I¢ Su Baliklar1 Uretimi ve Tarihcesi

Tiirkiye’de i¢ su lriinleri yetistiriciligi ilk olarak alabalikla baglamis, daha
sonra deniz baliklan tiirlerinin (gipura, levrek) iiretimine gegilmistir. ilk alabalik
ciftligi 1970’lerde, deniz levregi ve cipura isletmesi ise 1985 yilinda kurulmustur
(Aydin ve ark.,2005) 1970 yilinda, yillik 10 tonla baslayan alabalik iiretimimiz,
1980 yilinda 190 ton, 1990 yilinda 3.212 ton, 2000 yilinda 42.572 tona ulasmistir
(Kanyilmaz ve ark., 2011). 2013 yili itibar1 ile toplam alabalik yetistiriciligi
122.873 ton, sazan yetistiriciligi ise 146 ton olarak gerceklesmistir (TUIK, 2013).

Cizelge 2.5 Isletmelere gore balik iiretimi ve kapasiteleri (TUIK, 2013).

Tiirler Isletme (adet) Kapasite (ton/yil)
Alabalik 1367 87588,0
Sazan 31 651,5
Alabalik (deniz) 7 5570,0
Cipura-Levrek 332 95785,0
Orkinos 7 5840,0
Midye 4 1925,0
Genel toplam 1748 197359,5

2.2.1. Alabalik isletme sayis1 ve bolgelere gore dagilimi

Alabalik iiretimi gergeklestirmekte olan isletmeler sayica incelendiginde

kafes isletmeleri havuz isletmelerine kiyasla daha az sayida olmasina ragmen
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kapasite olarak bakildiginda kafes isletmelerinin daha biiyiik kapasiteye sahip
olduklar1 goriilmektedir. Oran olarak ifade edilecek olursa; Tirkiye’de
yetistiriciligi yapilmakta olan gokkusagi alabaliginin isletme sayis1 olarak %19
‘unu, kapasite olarak da %62’sini kafes isletmeleri olusturmaktadir. En fazla
sayida kafes isletmesi Dogu Anadolu Bolgesinde yer almakta olup (89 adet) onu
80 isletme ile Akdeniz Bolgesi 31 isletme ile Karadeniz 30 isletme ile i¢ Anadolu
25 isletme ile Ege ve 2 isletme ile Marmara Bolgesi izlemektedir. Isletmelerin
kapasiteleri dikkate alinarak yapilan inceleme neticesinde ise 16062 ton/yil liretim
kapasitesine sahip Akdeniz Bolgesi lider konumda olup onu 13451 ton/y1l iiretim
rakamiyla Dogu Anadolu Bolgesi 12495 ton/yil ile I¢ Anadolu Bolgesi
izlemektedir. Ege Bolgesi karasal isletmeler de birlikte diisiiniildiigiinde en fazla
alabalik iiretim kapasitesine sahip lider bolge olmasina ragmen alabalik kafes
kiiltiiriinde 4. Sirada yer almaktadir. En diisiik tiretim kapasitesine sahip bolge ise

Marmara Bolgesi’dir (Emre ve ark., 2007).

Diinyadaki gelismeler paralelinde Tiirkiye su friinleri yetistiriciliginde
onemli gelismeler gozlenmektedir. Ulkemiz, sahip oldugu cografik konum itibart
ile gerek deniz, gerek aci su ve gerekse tatl su potansiyeli bakimindan 6nemli bir
konumdadir. Adalar da dahil olmak iizere 8.300 km kiy1 seridine sahip olup,
yaklasik 24 milyon ha denizalani yaninda 200 dogal g6l, 223’iin iizerinde baraj
g06lii ve 1000’1n lizerinde gdletlerin toplam ylizey alani 1,4 milyon ha’dan fazladir.
Ayrica ortalama 177 bin km uzunlugundaki 33 adet nehirle birlikte toplamda 26

milyon hektarlik su tiriinleri iiretim alanina sahiptir (Glimiis ve Yilmaz, 2011)

Tiirkiye, sahip oldugu iklim ve su kosullarinin su iiriinleri yetistiriciligine
uygun olmasindan dolay: su iirlinleri kaynaklari, gerek hayvansal gerekse bitkisel
protein temini, istihdam sahasi olusturmasi ve doviz girdisi saglamasi acgisindan

bliylik bir sosyo-ekonomik dneme sahiptir (Dogan, 2003).

2.3. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Karsilasilan Sorunlar

Yetistiricilik insanlarin gida ve besin giivenligi ve protein ihtiyaclarmin
karsilanmasini saglayan tesvik edici ve hizli gelismekte olan bir endiistridir. 1970

yilindan beri %1.2 avcilik ve %2.8 oraninda karasal hayvanlar i¢in et iiretimiyle
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kiyaslandiginda %8.9’luk oranla diinyada en hizli biiyiliyen gida tiretim sektoriidiir

(Zhou and Wang., 2012).

Yillar i¢inde diinyada su iiriinlerindeki toplam iiretim azalip insanlarin bu
iirlinlere olan talebi artmistir. Su iriinleri avciligindaki azalma hizli biiyliyen
yetistiricilik endistrisiyle telafi edilmeye calisilmaktadir. Kiiltlirlerin arttirilmis
hastalik direnci, yem verimi ve biiylime performansi bu endiistrideki c¢esitli
sektorler tarafindan istenen Ozelliklerdir. Eger ticari yetistiricilikte biiyiime
performanst ve yem verimi arttirilirsa lretim giderleri de azaltilmis olacaktir
(Dada A.A and Olugbemi, 2013). Bu yiizden kiiresel su iirlinleri yetistiriciliginin

amaci iiretimde verimliligi maksimuma ¢ikarmaktir.

Diinyada artan gida ihtiyacim1 karsilamak i¢in su iirlinlerinde yogun bir
iiretim olmaktadir bu da hastaliklarin olugsmasini kaginilmaz hale getirmektedir.
Hastaliklarin olusmasi stoklarin azalmasina neden olan en énemli etkenlerdendir
(Subasinghe et al., 2009; Bondad-Reantaso et al., 2005; Kesarcodi-Watson et al.,
2008) ozellikle bakteriyel enfeksiyon hastaliklar1 baliklardaki 6liimiin en 6nemli
sebebi olup stoklarin ciddi oranda azalmasina neden olan baslica smirlayici
faktorler arasindadir (Gomez-Gil et al., 2000; Pieters et al., 2008). Bu sorunun
nedeni mikroorganizmalar olarak gosterilmekte ve su iirlinleri yetistiriciligindeki
kontrolii zor goriilmektedir ve ¢oziimiin bagisiklik ya da reddetme oldugu
diistiniilmektedir.

Ticari capta yetistiricilik yapilmasi1 hastaliklarin en 6nemli smirlayict
faktorii olmasma sebep olmakta olup sonugta bircok hastalik etkeni patojenin

yayginlagsmasina neden olmaktadir.

Baliklarda olusan Onemli balik patojenleri ve neden oldugu hastaliklar
sOyledir: Furunkulozis (Aeromonas salmonicida), Yersiniosis ve enterik kirmizi
ag1z hastaligi (Yersinia ruckeri), Vibriosis (Vibrio anguillarum), Photobacteriosis
(Photobacterium damsela subsp.piscicida), Flavobacteriosis (Flavobacterium
psychrophilum), Pseudomoniasis (Pseudomonas species), Bakteriyal bobrek
hastalig1 (Renibacterium salmoninarum), Streptococcosis (Lactococcus garvieae,
Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis) Vagococcosis (Vagococcus

salmoninarum) Aeromonas hydrophila’da kiigiik yiizeyli lezyonlar, pul diismesi,
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hemoraji ve septisemiye neden olmaktadir (Balcazar et al., 2007a; Oztiirk ve

Altinok, 2014).

2.4. Tiirkiye’de Goriilen Bakteriyel Bahk Hastahklar:

2.4.1. Vibriosis

Vibriosis Vibrio genusuna ait bakterilerin olusturdugu bir hastaliktir. Bu
hastalik genis bir dagilim ve diinya ¢apinda bir konakg1 yelpazesine sahiptir. Bu
hastalik ¢ipura, levrek, salmonid spp., morina (Gadus morhua), Avrupa
yilanbalig1 (Anguilla anguilla), kalkan (Psetta maxima), ve tilapia (Oreochromis

niloticus) gibi bir¢cok balikta ciddi zararlara sebep olmustur.

Vibriosis’in etkenleri Listonella anguillarum, V. ordalii, V. vulnificus, V.
harveyi, ve V. Alginolyticus olmasina ragmen bu hastaligin ana etkeni L.
Anguillarum dir (Austin and Austin, 2012). Simdiye kadar bu patojenin 10 farkl
serotipi (O1-O10) tanimlanmistir. Serotipl ve 2 salginlarin cogundan sorumludur.
Vibrio tiirleri arasinda L. anguillarum ilk olarak Baltik Denizi’nde yilan baliginin
kirmiz1 zararlisinin etiyolojik ajani olarak Bergamn tarafindan 1909 yilinda

tanimlanmaistir.

Tiirkiye’de yayinlanan literatiire gore L. Anguillarum ilk olarak Mugla’da
cipuradan daha sonraki yillarda ise hastalik etkeni olarak ¢ipuradan, kirmizi porgy
(Pagrus pagrus) ve gokkusagi alabaligindan izole edilmistir (Tanrikul, 2007).
Patojen Tiirkiye’de kontrolsiiz balik transferinden dolay1 genis bir dagilim alanina
sahiptir (Tablo 1). Vibrio ordalii vibriosis’in diger bir 6nemli etiyolojik ajanidir.
ABD’de asma somonu (O. kisutch)’nda tanilanmistir. Bu tiiriin Tirkiye’deki ilk

izolasyonu ise Muglada ¢ipuradan yapilmistir (Akayli, 2001).
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Cizelge 2.6 Vibrio spp.’nin konak araligi ve dagihmi (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Hastaligin Etiyolojik etmenler Konak Cografik dagilim Referanslar
yaygin ismi
Sparus aurata Mugla Candan (1991)
Dicentrarchus labrax Aegean Sea Cagirgan(1993a)
Salmo salar Black Sea Candan (2000)
Dicentrarchuslabrax Izmir,Mugla,Aydin | Tanrikul et
Dicentrarchuslabrax Antalya al.(2004)
Dicentrarchus labrax Ordu Korun (2004a)
Red-pest,
Vibriosis _ . Pagrus pagrus . Mugla Savas et
i Listonella anguillarum | Aulonocara maylandi Istanbul al.(2006)
Salt-water o . . .
. (Vibrio anguillarum) Oncorhynchus mykiss (Aquarium) Korun and
furunculosis, .
Boil discase Sparus aurata Mug.la Mug.la,. Ayd}n, Gokoglu(2007a)
Oncorhynchus mykiss Denizli Izmir, Akayli (2007)
Black Sea Aksit and Kum
(2008) Canak
(2011)
Timur et al.
(2011)
Dicentrarchus labrax Aegean Sea Cagirgan
Sparus aurata Aegean Sea (1993a)
Oncorhynchus mykiss Ordu Cagirgan
Dicentrarchus labrax Ordu (1993a)
Vibriosis, Trachurus trachurus Mersin Savas et al
Eye disease, Vibrio alginolyticus Trachurusmediterraneus | Trabzon (2006)
Septicemia Savag et al.
(2006)
Ozer et al
(2008a)
Boran et al
(2013)
Sparus aurata Mugla Akayli (2001)
oo Dicentrarchus labrax Aegean Region | Turk (2002)
Vibriosis . .
Vibrio Vibriosis Vibrio ordalii Dicentrarchus labrax Izmir Korup (2004a)
dalii Dicentrarchus labrax Canakkale Tanrikul et al.
oraain Dicentrarchus labrax Antalya (2004)
Korun (2004a)
Vibriosis Vibrio vulnificus Sparus aurata Aegean Region Turk (2002)
Dicentrarchus labrax Aegean Region Turk (2002)
Trachurus Trabzon Boran ef al.
mediterraneus (2013)
Vibriosis, Vibrio harveyi Dicentrarchus labrax Mugla Korun and
Eye disease, Sparus aurata Mugla, Izmir Akayli (2004)
Granuloma Canak (2011)
Vibriosis Vibrioparahaemolyticus | Oncorhynchus mykiss Aydin Aydin (2000a)

2.4.2. Furunculosis

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida frunkulozis’in bilinen etiyolojik

etkeni olup bilinen en eski hastaliklardan bir tanesidir. Etiyolojik ajan ayni

zamanda

karistirilmamalidir.

tipik A.salmonicida olarak bilinip

Etiyolojik ajanin  ilk izolasyonu

atipik  A.salmonicida ile

1930’lu  yillarda

gerceklestirilmistir (Austin and Austin., 2012). Frunkulozis kiiltiir salmonlarinda

yaygin bir hastalik olup balik¢ilik endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara neden
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olmaktadir. En duyarli tiirler salmonlar olmasina ragmen bu hastalik diinya
capinda 50 farkli balik tiirlinde goriilmiistiir. Patojen bakteri Tiirkiye’nin Marmara
bolgesinde gokkusagr alabaliklarindan izole edilmistir. Salgin genellikle
kulugkahanelerde goriiliip yiiksek 6liimle sonuglanmaktadir (Kirkan et al., 2003).

2.4.3. Goldfish Ulser Hastahg

Hastalik etkeni Aeromonas salmonicida subsp. achromogens olup ayni
zamanda atipik A. Salmonicida olarak bilinir. Atipik Aeromonas salmonicida
ciprinidlerde 6nemli bir hastalik etkeni olmaya baglamistir. Hastalik Avrupa
iilkeleri, Amerika ve Avustralyayi iceren genis bir alana dagilmistir. Birkag salgin
Tiirkiye’de de gozlenmistir. Patojenin ilk bildirisi gokkusagi alabaligindan 2001

yilinda Korun ve Timur tarafindan yapilmistir.

2.4.4. Yersiniosis (Kizilagiz hastaligi)

Hastalik son yillarda gerek bolgemizde gerekse tiim iilkedeki balik
isletmelerinde goriilmektedir. Bolgemizde hastalik tatl su alabalik isletmelerinde,
denizde kafeslerde yetistiriciligi yapilan levrek ve alabaliklarda izole edilmis olup

salmonidlerde goriilen en 6nemli hastaliklardandir (Austin and Austin, 2012).

Bu hastalik yaz aylarinda ve ani su sicakligr degisikliklerinde ortaya ¢ikmakta ve
ozellikle yavru ve geng¢ baliklarda yiiksek Oliim yapmaktadir. Erken teshis
durumunda hastalik kontrol altina alinabilmektedir. Ayrica hastaliga karsi

koruyucu asilama da yapilabilmektedir (Oztiirk ve Altok, 2014).

2.4.5. Kokkal enfeksiyonlar

Streptococcosis farkli genus ve tiirlerin neden oldugu bir hastaliktir. Sicak
su streptokokkozisi olarak bilinen hastaliga (15°C’nin iizerinde oliimlere neden
olur) neden olan bakteriler Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae,
Streptococcus parauberis and Streptococcus agalactiae’dir. Diger bir hastalik
Vagococcosis olup (15°C’nin altinda Oliimlere neden olur) Vagococcus

salmoninarum bakterisinin neden oldugu bir hastaliktir. Ana¢ ve gen¢ kalkan



16

baliklari ile levrek ve alabaliklarda hastalik izole edilmistir. Hastaliga neden olan

bircok streptokok susu bulunmaktadir. (Oztiirk ve Altinok, 2014).

2.4.6. Pseudomoniasis

Pseudomonas tiirlerinin neden oldugu bir hastaliktir. Pseudomonas spp.hem
tatli su hem de tuzlu su baliklarinin normal florasinda bulunur. Bu bakterinin
firsatg1 bir patojen olabilecegi diistiniilmektedir. Cogu zaman Pseudomonas spp.
Diger bakterilerle birlikte izole edilmektedir. Ornegin alabalik Y. ruckeri ile
enfekte oldugunda hem P. Pseudoalcaligenes hem Y. ruckeri birlikte izole
edilmigleridir. Pseudomonas spp. nin sekonder enfeksiyon olabilecegi
diistintilmektedir. Bu genusun patojen tiirleri P. Chlororaphis, P. Anguilliseptica,
Ps. Fluorescens, Ps. Putida, Ps. Plecoglossicida, P. Aeroginasa ve P. Luteola’dir
(Kayis et al., 2009).

2.4.7. Photobacteriosis

Pseudotuberculosis olarak da bilinen hastaligin etkeni Photobacterium
damsela subsp. piscicida’dir. Ik olarak Amerika’da Chesapeake korfezinde
cipura ve levrekten izole edilmistir. Photobacterium damsela subsp. piscicida
Tiirkiye’de birgok balik tiiriinden izole edilmistir. ilk kez Ege Bolgesi’nde
cipuradan daha sonra kefal ve gokkusagi alabaligindan izole edilmistir (Tanrikul

ve Cagirgan, 2001; Oztiirk ve Altinok, 2014).

2.4.8. Balik hastaliklarini1 6nleme ve tedavi

Enfeksiyoz balik hastaliklarini kontrol etmenin ideal yolu onlart miimkiin
oldugunca patojen ajanlardan korumaktir boylece biyogiivenlik yolla yikict saglik
problemlerinden kag¢inilmis olur. Fakat sucul ¢evrelerde tiim hastaliga neden olan
ajanlar1 tanimlamak ve konak¢1t baliktan izole tutmak imkansiz gibi
goriinmektedir. Su bir¢cok ajanin baliktan baliga ya da konaktan konaga transferini
saglayan milkemmel bir ortamdir. Bundan baska hastaliga neden olan birgok

patojen sucul ¢evrelere endemik ya da firsatgidir (Plumb and Hanson, 2011).
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Yetistiricilik hayati bir besin kaynagidir ve hala diinyanin en hizli gelisen besin
tireten sektoriidiir. Yogun balik yetistiriciligi, stresli kosullar, enfeksiyoz
hastaliklar 6zellikle bakteriyel ve viral orijinli olanlar yetistiricilik tesislerinin en

onemli sinirlayic faktorleri arasindadir.

Bazi hastaliklar kendilerini klinik formlarda tam olarak gdstermezler.
Bakteriyel bobrek hastaligi ve frunkulozis gibi hastaliklar balik hareketleriyle
hastaliklar1 transfer etme riski tagimaktadirlar. Bu yiizden tasima sinirlamasi
getirilmesi bir zorunluluktur. Bunlar hastaliklarin yayilmasin1 6nleyebilir ya da
yavaglamasini saglayabilir. Baz1 durumlarda hastaliklardan korumak gercekten
cok zordur. Enfekte baligin tamamiyle dispozisyonu 0&zellikle hagerilerin
disinfeksiyonu oliimle ilgili kayiplardan daha ekonomik olabilir. Hastaliklardan
ar1 stoklarin yetistiricilikte kullanilmas1 da baz1 hastaliklarin  olugsmasini

engelleyebilir (Plumb and Hanson, 2011).

Yetistiricilikte tiretim seviyesini arttirmak ve balik hastaliklarini kontrol
etmek i¢in antibiyotikler, hormonlar ve iyonoforlar yogun olarak kullanilmaktadir
fakat bunlardan antibiyotikler direngli patojenlerin gelisip yayilmasina neden
olmaktadir ve sonugta direngli bakterilerin sucul ortamdan insanlarin patojen
icermeyen bagirsak sistemine gegmesi gibi bir risk olusturmaktadirlar (FAO,
2005; Nomoto, 2005). Bu problemi asmak i¢in baliklar asilanmalidir. Baliklar
vibriosis ve yersiniosis’e karsi korumak i¢in birgok as1 denemesi yapilmistir.
Asilama genelde basit Olii bakterin preparasyonlariyla yapilmaktadir. En 1yi
koruma 6lii bakterinin emulsifiye bir ajanla enjekte edilmesiyle saglanmaktadir.
Gilinlimiizde zayiflatilmig canli asilar bazi bakteri patojenlerine karsi
kullanilmaktadir. Zayiflatilmis asilarin = 6ldiiriilmiis bakteri asilarima gore
avantajlar1 vardir. Bu asilar canli ve invaziv olduklarindan as1 alimin
kolaylastirirlar, hiicresel bagisikligin uyarilmasiyla sonuglanan diisiik dereceli
enfeksiyonlar olustururlar ve daha uzun siireli bagisiklik meydana getirirler
(Oztiirk ve Altinok, 2014). Diger yandan antibiyotikler gastrointestinal sistemdeki
faydali mikrobiyotay1 inhibe edip Oldiirebilmekte ve balik dokusunda biriken
antibiyotik kalintilar1 insan sagligi i¢in zararli olabilmektedir. (WHO, 2006;
Romero et al., 2012; Balcazar et al., 2006c). Yetistiricilikte en yaygin kullanilan

antibiyotikler Oxytetracycline, sulfamethoxine, tetramycine ve tetracycline’dir.
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Bu faktorler dikkate alindiginda 6zellikle su iirtinlerindeki antibiyotik kalintilarin
oldiirticti etkisi disiiniildiigiinde Avrupa Birligi ve Amerika antibiyotiklerin
kullanimini yasaklamistir (Kesarcodi-Watson et al., 2008). Bu sorunlardan dolay1
kimyasal bilesenlerin kullanimina iliskin biiyiiyen ilgi sadece insan ilaglar1 ve
tarim degil ayn1 zamanda su trilinlerinde kuluckahanelerdeki kayiplar1 engellemek
icin diger metotlarin arastirilmasi tiizerine de olmustur. Komensal insan
bakterilerinin antibiyotik direngliliklerinin ortaya c¢ikmasi antibakteriyallerin
kullannomina olan gilivenin kaybina sebep olmaktadir. Toplumun sentetik
kimyasallara asirt maruz kalmanin yarattig1 olumsuz etkinin bilincine varmasi ve
antibiyotik direngliliginin olugmasi organik ve kimyasal i¢cermeyen alternative
gidalara olan ihtiyagla ilgili aragtirmalarin yapilmasina yol agmaktadir. Organik
balik iiretimini tesvik etmek i¢in ise dogal kaynaklari iceren materyallere dayanan

tedavilere gereksinim duyulmaktadir (Eissa et al., 2014; Wang et al., 2008).

2.5. Yetistiricilikte Mikroorganizmalarin Bagirsak Mikroflorasindaki
Islevi

Bagirsak sisteminin mikrofloras1 tiim yasayan organizmalarin integral bir
parcasidir. Bircok i¢ ve dis faktorler popiilasyonlarin sayisim1  ve tir
kompozisyonunu belirler ve kendilerini etkileyen mikroorganizmalarin fizyolojik
ve biyokimyasal Ozelliklerini de etkiler. Birgok farkli bakteri c¢evreden
organizmaya katilir. Fakat dogal seleksiyondan dolay1 sadece hayatta kalabilen

bakteriler organizmada uygun kosullar1 bulurlar.

Laktik asit bakterileri birgok hayvanin bagirsak sisteminde baskin olarak
dagilmis durumdadirlar. Laktik asit bakteri strainlerinin bir ya da ¢oklu strainlerini
iceren bircok probiyotik birgok hayvanin dogal mikroflorasini olusturur. Bu
bakteriler giivenli olup patojenik bakterilere karsi antagonistik etki gosterirler.
Bagirsak mikrofloras1 6zellikle laktik asit bakterileri baliklarin biiylimesini ve

sagligint olumlu yonde etkilemektedir (Azizpour et al., 2009).

Mikroorganizmalar seliiloz aktiviteleri ve dogal balik enzimi olarak is
gormeleriyle baliklarin sindiriminde ©Onemli olabilir. Bu ylizden bagirsak

mikroflorasinin anlagilmasi ve maniplasyonu beslenmede ve de hastaliklarin
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onlenmesinde 6nemli bir alandir. Bagirsak mikrobiyotas: tek basina var olmayip
cevre ve konak igleviyle bir etkilesim i¢indedir. Sindirim sistemi kompleks ve
dinamik bir mikrobiyal ekosistem igermekte olup bileseni zamana, bireye ve
sindirim sisteminin yerlesimine gore degismektedir. Bagirsak mikrobiyotasi
konagin bagisiklik sistemi ve bagirsak gelisiminde Oncii bir uyarict olarak rol
almaktadir. Mikrobiyotanin temel fonksiyonu yem bilesiklerinin parcalanmasi
yemlerin ayrilmasi ve lipit metabolizmasinda, mikrobiyal metabolizma sonucunda
olusturulan gerekli yemleri saglamak, istilac1 patojenlere kars1 koruma ve bagirsak
morfolojisini uyarmaktir. Bunlarin disinda patojenitenin ilk asamasi olan
bagirsaga tutunma bdolgelerini bloke ederek bagirsak patojenlerine kars bir bariyer
olusturmaktir. Ayn1 zamanda bagisiklik fonksiyonunun siirdiiriilmesinde onemli
rol oynarlar. Boylece dogal sucul mikrofloranin iiyeleri balik patojenlerinin
inhibisyonunda etkili olurlar. Patojen birlesmelerini smirlamasina ek olarak
laktobasil gibi dogal mikroflora tiirleri antibakteriyal etkiye sahip oldugu bilinen
bakteriyosin iiretirler. Bu ylizden bagirsak mikroflorasinin  stabilitesi

organizmalarin saglig1 i¢in ¢ok 6nemlidir (Rollo et al., 2006; Ringea, 2004).

Bagirsak florast ¢evreden ve antibiyotiklerden dolayir degisebilir. Cevre
agisindan: Ilk yasam cevresi mikrobiyal cesitlilik iizerinde ¢ok etkili olup bu
degisiklikler yetiskin yasam boyunca devam edebilir. Sucul g¢evrelerde bir¢ok
patojen dogal olarak olusurken su iirlinleri yetistiriciliginin biitiin formlar1 konak
duyarliligr olarak belirlenen hastalik salginlarmma meyillidirler (Pieters et al.,

2008).

Fizyolojik stresler de hastaliklara sebep olup yetistiricilikte 6liim oranini
arttirmaktadirlar bu streslerin neden oldugu baglica etkiler hastalik direncinde
azalma, iiremenin bozulmasi ve sonucta biiyiime artisinda azalmaya neden
olmalaridir. Aynt zamanda faydali mikroorganizmalarin seviyesinin azalmasina
sebep olan bagirsak mikrobiyota diizensizliklerine de yol acip birgok balik
kulugkahanesinde 6liime sebep olan bakteri hastaliklarina barinak olurlar. Yogun
su iriinleri yetistiriciligi uygulamalar1 da gol ¢evrelerinde enfeksiydz hastaliklarin
yayllmasimna ve vitellus kesesinden gelisimin ilk beslenme sathasina gecis
asamasinda yliksek oranda Oliime neden olarak olumsuz etki olustururlar.

Antibiyotik agisindan: Su rilinleri yetistiriciligindeki biiyiime ve sonuglar1 ¢ok
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sayida hastaligin yayilmasina sebep olup as1 ve antibiyotiklerin kullanimini
zorunlu hale getirmektedir. Fakat bu da antibiyotik direngliligine neden
olmaktadir. Antibiyotiklerin kullanimi dogal bagirsak mikrobiyotasini toplam
canli sayis1 ve popillasyon cesitliligi agisindan seger. Dogal mikrobiyotanin
cesitlilik ya da sayisindaki azalma muhtemelen ¢evredeki sekonder potansiyel
patojenlerle rekabeti saglayan komensal mikrobiyota tarafindan saglanan efektif
bariyer mekanizmasini azaltir. Canli kalan bakteriler bagirsak sistemine giren
sekonder patojenlere direncliligi saglayan genetic materyal degisimi (antibiyotik
direncliligin yayilimi ve ilerde olusacak hastaliklara kars1 antibiyotik verimliligini
azaltan) olan direnclilik genleri tasirlar. Bu baliklar i¢in ¢ok tehlikeli bir
senaryodur. Ciinkii balik bagirsak mikrobiyotast ¢ogunlukla gegcicidir ve patojen
bakterilerin  kolaylikla ~ ¢ogalmasini  destekleyen  kiiltiir ~ ¢evresinin
mikrobiyotasindan biiylik oranda etkilenir. Bu da yogun balik ¢iftliklerinin sonucu
olarak konak ve patojen arasindaki dogal bariyerin bozulmasindan kaynaklanir
(Merrifield et al., 2010). Bu durum biiyiime ve saglikli olmayi saglayan
alternative  katkilarla ilgili arastirmalar1  harekete gecirir.  Bdylelikle
probiyotiklerin 6zellikle hayvan ¢iftliklerinde kullanimi1 6nem arz etmektedir.
Beslenme, su kalitesi, diisiik stok yogunlugu ve non-spesifik immunostimulantlar
gibi faktorler diger alternatifler arasinda sayilabilir. Antibiyotiklerin kullanimi
yerine patojenlerin alternative kontrolii bagirsak mikrobiyotasini probiyotiklerin

yeme katilmasiyla manipule ederek sagligi indiikleyici bakteri oran1 arttirilabilir.

Probiyotiklerin ¢iftliklerde yem ilavesi olarak kullanilmasi Avrupa
Birliginin 2006°da antibiyotiklerin kullanimimi yasaklamasiyla popiiler olmustur.
Tiiketicilerin de saglik i¢in tehlike arz eden artiklari icermeyen yem talebi
antibiyotiklere alternative aragtirma da 6nemli bir role sahip olmustur. Bagirsak
sisteminin ¢esitli mikrobiyal patojenlerle kolonizasyonunun engellenmesi
probiyotik kullanimini igeren birincil mekanizmadir. Probiyotik kullanimi balik
gelisiminin ilk asamasinda uygulanan basarisiz as1 uygulamalarina karsi
uygulanabilir olmas1 agisindan avantajlidir. Probiyotiklerin yetistiricilikteki diger
avantajlar1 biliyiime performansinin iyilestirilmesi, bagisikligin arttirilmasiyla
hastalik kontrolii ve patojen dislanmasidir (Yun-Zhang Sun et al., 2010;
Abdelhamid et al., 2009).
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Daha oncede bahsedildigi gibi yetistiricilikte hormon ve antibiyotik gibi
kimyasallarin kullanilmas1 istenmeyen yan etkilere neden olabilir. Diinya saglik
orgitii kiiresel trendin dogalliga doniisii gibi kimyasal yerine sifali otlarin ve
bitkilerin ~ kullanimin1  desteklemektedir. ~ Bunlar  yetistiricilik  {iretim
performansinin arttiritlmasi i¢in kabul edilen yem katki maddeleridir. Giliniimiizde
probiyotikler de yetistiricilikte kullanilan antibiyotiklere alternative olarak
kullanilan potansiyel yem katki maddeleridir (Dada A.A and Olugbemi, 2013).
Yukaridaki bahsedilen tiim bu nedenlere ek olarak probiyotik bakteriler yemlerin
sindirimini  iyilestirmeleri, bagisiklik sistemini  gelistirmeleri ve sucul
organizmalarin biliylimesi iizerinde pozitif etkiye sahip olmalar1 agisindan
yetistiricilikte kullanilabilecek iyi birer adaydirlar. (Irianto and Austin, 2002 ve
Lara-Flores et al., 2003; Dosta et al., 2012). Simdiye kadar maya, laktik asit
bakterileri ve Pseudomonas sucul hayvanlarda probiyotik olarak kullanilmistir
(Balcazar et al., 2007b).

Uzerinde en ¢ok c¢alisilan ve beslemede en ¢ok denenip basari elde edilen
adaylardan biri de laktik asit bakterileridir. Laktik asit bakterilerinin hastalik
direncini arttirmalari, baliklarin biiyiimesi ve bagisiklik yanitlarini arttirmalariyla
ilgili probiyotik 6zelliklerinin kullanilmasiyla ilgili dikkate deger bir ilgi vardir
(Zhou et al., 2010).

2.6. Laktik asit bakterileri

Yukarida bahsettigimiz gibi laktik asit bakterileri (LAB) son yillarda su
triinleri sektoriinde onemli bir ilgi alanma sahip olmustur ¢iinkii hastaliklarin
onlenmesinde ¢ogu LAB probiyotik olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Laktik asit bakterilerinin ortaya ¢ikmasit 3 milyar yil O6ncesine dayanmaktadir.
Yayilmalart ise 65 milyon yil once siit lireten memelilerin ortaya ¢ikmasiyla
olmustur. Laktik asit bakterileri gr (+), genelde hareketsiz, spor olusturmayan
fermantasyon {riinii olarak laktik asit {ireten bakterilerdir. Cubuk ve kok sekilli
olup genelde katalaz negatiftirler ve sitokromlar1 yoktur. LAB’leri besin ihtiyact
acisindan nazli olup karbohidrat, amino asit, peptit, niikleik asit tiirevleri ve

vitaminlere ihtiya¢ duyarlar (Ringo ve Gatesoupe, 1998a).
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Cizelge 2.7 Laktik asit bakterilerinin temel farkli 6zellikleri (Axelsson, 2004).

Genus Fermentasyon Tek hiicre Hiicre diizenlenmesi
Streptococcus  homolaktik kok ¢ift, zinzir
Leuconostoc heterolaktik kok ¢ift, zinzir
Pediococcus homolaktik kok tetrat, kiime
Aerococcus homolaktik kok tetrat, kiime
Enterococcus homolaktik kok cift, zinzir
Vagococcus homolaktik kok ya da ¢ubuk cift, zinzir
Lactobacillus ~ homo yada hetero cubuk cift, zincir
Carnobacterium heterolaktik cubuk cift, zincir

Laktik asit bakterileri yiyecek, ¢lirlimiis materyaller, kus ve hayvanlarin
bagirsak sistemlerinin mukozal yiizeylerinde bulunup burada muhtemelen konagi

patojenlere karsi korurlar (Bucio et al., 2005).

Enieracoccus

Sekil 2.1 Laktik asit bakterilerine dahil edilen bazi cinslerin morfolojik 6zellikleri

(Dogan, 2009)
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Birkag LAB tiiriiniin saglikli baliklarin normal bagirsak florasini
olusturdugu Ringo (2004) tarafindan bildirilmistir. Baliklarda bulunan bagirsak
LAB’leri ¢ok ¢esitli olup su ¢evrelerine gore degisiklik gosterirler. Ayn1 zamanda
LAB’leri hem kiiltiir hem de dogal ortamlarda bulunan gékkusagi alabaliklarinin
normal florasini olusturmaktadir (Sanchez et al., 2011; Askarian et al., 2008).
Carnobacteria gibi diger laktik asit bakterileri Salvelinus alpinus, Salmo salar
gibi somon balig1 tiirleri ve gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss) ve
kahverengi alabalik (Brown trout) gibi tiirlerin bagirsaklarindan izole edilmistir.

(Bucio et al., 2005).

Laktik asit bakterilerinde patojen olan ve olmayan bakteriler vardir. Bazi
patojen genuslarin (Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus ve Vagococcus) patojen tiirleri baliklarin karaciger, bobrek, dalak
ve kalbinden izole edilmistir. Bunlarin diginda balik patojenlerine karsi
antagonistik etkiye sahip genuslarin yararli tlirleri de vardir. Balik bagirsak
sistemiyle ilgili yapilan ¢alismalarda Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Bifidobacterium ve Pediococcus gibi laktik asit
bakterilerine rastlanmistir. Bunlar bagirsakta baskin olmayip kolonize olabilenler
baz1 balik patojenlerin adhezyonunu engellemektedirler (Balcazar et al., 2008;

Ringo, 2004; Denev et al., 2009).

2.6.1. Laktik Asit Bakterilerinin Simiflandirilmasinin Tarihgesi

LAB’in bir grup olarak ilk tanimlanmasi, koliform bakterilerle birlikte
laktiklerin siitii fermente ve koagiile etme Ozellikleri {izerine yapilmistir. 1901
yilinda Lactobacillus mikroorganizmalarinin gram pozitif olarak tanimlanmasi ile
koliform bakteriler LAB grubundan ayrilmistir. 1919 yilinda Orla-Jensen,
LAB’lar gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, kok, kokobasil,
karbonhidratlar1 ve yiiksek alkolleri baslica laktik asit olusturarak fermente eden
bir grup olarak tanimlamis ve 7 tane soy ileri stirmiistiir (Cizelge 2.8) (Stiles and
Holzapfel, 1997). Orla-Jensen’in LAB iizerine olan makaleleri streptokoklarin siit
ve siit lrlinlerindeki 6nemi iizerine olmustur. Streptokoklarin ilk sistematik
klasifikasyonu Sherman tarafindan 1937 yilinda yapilmistir. Mutlak anaeroblar ve

pneumokoklar bu siniflandirmadan ¢ikarilmis ve geri kalan fakiiltatif anaerob
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streptokoklar dort gruba (Piyojenik, Viridans, Laktik, Enterococcus) boliinmiistiir
(Stiles and Holzapfel, 1997). Bakterilerin klasik taksonomisi; morfolojik, bi-
yokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerine dayanmistir. Bu daha sonra hiicre duvari
komposizyonu, hiicre yag asitleri, aromatik bilesiklerden elde edilen quinone ve
isoprene gibi organik bilesiklerin varligina bakilarak genisletilmistir (Stiles and
Holzapfel, 1997). 1986 yilinda yayinlanmis olan Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology ile LAB’in Streptococcus cinsi Enterococcus, Lactococcus, ve
Streptococcus cinsleri olmak {izere iige ayrilmistir. Bu yeni smiflandirma
LAB’nin smiflandirilmasinda biiyiik bir yenilenme olarak kabul edilmektedir
(Schleifer 1986, 1987). Daha sonralar1 hareketsiz olan bazi LAB diger bir deyisle
Lactococcus cinsleri ile tanimlanmis olan bakteriler Vagococcus ve Lactococcus
cinsi olmak tlizere ikiye ayrilarak LAB’nin smiflandirilmasinda yerini almigtir
(Collins et al., 1989; Oral, 2010). Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus
cinsleri ise degisme ugramamistir. Ancak daha 6nceden Lactobacillus cinsi iginde
yer alan ¢ubuk seklindeki bazi LAB giiniimiizde Carnobacterium cinsi altinda
toplanmaktadir. Ek olarak Pediococcus halophilus tiirii olarak tanimlamis olan
bakteriler cins seviyesine yiikseltilerek Tetragenococcus cinsi olarak
simiflandirmada yerini almistir (Collins et al., 1987). Heterofermantatif LAB
lerinin belirgin kiimeleri arasinda yer alan ve daha onceleri Lactobacillus ya da
Leuconostoc cinslerine ait oldugu diistiniilen baz1 bakteriler ise Weissella cinsine
dahil edilmislerdir. Sarap Leuconostoc lar1 olarakta bilinen Leuconostoc oenos
tiirti ise Oenococcus cinsi altinda toplanmistir (Dicks et al., 1995). Fizyolojik ve
filogenetik olarak LAB ile benzerlik gosteren bazi suslar ise Alloiococcus,
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella,
Helcococcus, Ignavigranum, ve Lactosphaera gibi yeni cinslerin tanimlanmasini
saglamistir (Collins et al., 1999). LAB, Weissella cinsi disinda ¢ubuk seklinde
olanlar (Lactobacillus ve Carnobacterium) ve kok seklinde olanlar olmak {izere
ikiye ayrila bilmektedir (Collins et al., 1999; Woese, 1987). Ayrica kok seklindeki
bakterilerin karekteristik 6zelligi olan tetrat formu ise Aerococcus, Pediococcus

ve Tetragenococcus cinlerini olustururlar.

LAB cinslerinin ayiriminda kullanilan 6nemli bir 6zellik ise standart

kosullar altindaki glukoz fermentasyon yollaridir. Bu durum goz Oniine
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alindiginda LAB iki gruba ayrilabilmektedir. Birinci grup homofermentatif yani
glukozu biiyiikk oranda laktik asite doniistiren LAB. Ikinci grup ise
heterofermantatif yani glukozu laktik asit, ethanol ya da asetik asit ve CO;’e
dontstiiren laktik asit bakterileridir. Leuconostoc, Oenococcus, Weissella cinsleri
ve bazi Lactobacillus cinsinin alt gruplari heterofermantatif, diger cinsler ise

homofermentatif olarak tanimlanmislardir (Sharpe et al., 1979).

Homofermantatif LAB’leri glukozu, fruktoz di fosfat yoluyla parcalayip
fermentasyon sonucu % 95-100 oraninda laktik asit {iretirler (Drinan et al., 1976).

CeH1206 — 2(CH; - CHOH-COOH) (Laktik asit)

Glucose
ATP

ADP

Glucose-6-P

;

Fructose-6-P

ATP
ADP

Fructose-1,6-bisphosphate

Aldofasei
Glyceraldehyde-3-P +
Lactate (2) dihydroxyacetone-P
NAD* (2) Pj
NADH+H™ (2)
Pyruvate (2) 1,3-Bisphosphoglycerate (2)
aee ADP (2)
ADP (2) ATP (2)
Phosphoenolpyruvate (2)
?» H20 (2) 3-Phosphoglycerate (2)
2-Phosphoglycerate (2) J

Sekil 2.2 Latik asit tiretimini gosteren homofermentatif yol izi (Fugelsan and Edwards,

2007).

Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; hekzoz mono fosfat
yoluyla pargalayarak fermentasyon sonucu % 50 oraninda laktik asit lretirken,
bunun yani sira etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olustururlar
(Drinan et al, 1976). Tepkimenin reaksiyonu asagida verildigi gibi
gerceklesmekte olup yol izi Sekil 2.3°te verildigi gibidir.
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CsH 1,06 — CH; - CHOH-COOH + CH3 - CHOH-CO,

Glucose
ATP
ADP
Glucose-6-P
NAD*
NADH+H*
Gluconate-6-P
NAD*
CO2 NADH +H*
Ribulose-5-P

Xylulose-5-P ATP

Phosphoketolase Agpi
Lactate Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P Acetate

NAD+ P, KOA
tNADH +H* Pi

Pyruvate Acetyl-CoA

ATP ﬁ 1,3-Bisphosphoglycerate NADH + H*
ADP F\DP CoA NAD*

Phosphoenolpyruvate ATP
Acetaldehyde
H20 3-Phosphoglycerate NADH + H*
2-Phosphoglycerate NAD*
4 Ethanol

Sekil 2.3 Laktik asit, CO,, etanol ve asetik asit iiretimini gosteren heterofermentatif yol

izi (Fugelsan and Edwards, 2007).

Gilinlimiizde bakterilerin taksonomisindeki biiyiik degisiklikler, Onemli
diizeyde bakteri DNA’sindaki niikleotit oranlann (G+C igerigi) ile
belirlenmektedir. G+C igerigi kesin olmamasina (%50’den daha az) ragmen, genis
dizilimli cinslerin alt dallarina ayrilmasinda iyi bir gostergedir (Stackebrand and
Teuber 1988). Ayrica izole edilen genlerinin elektroforetik ozellikleri, DNA:
DNA hibridizasyonu ve RNA’nin yapist ve siralanmasi gibi molekiiler 6zellikler
taksonomide kullanilan baslica ¢ok Onemli tekniklerdir. Bunlar LAB
taksonomisinde ¢ok dnemli degisikliklerin yapilmasina neden olmustur (Stiles and
Holzapfel, 1997). Ciinkii LAB’de daha Once yapilan siniflandirmanin temeli
fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin (farkli sicaklik, pH degeri ve
tuz konsantrasyonlarinda gelisim ve karbonhidrat katabolizmasi) incelenmesini
iceren fenotipik Ozelliklere dayanmaktaydi (Stiles and Holzapfel, 1997; Gobbetti
et al,, 2005). Bundan dolayi, giinlimiizde yeni ortaya koyulan farkli soylar
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bilinmiyordu ve mikrobiyologlar LAB’dan veya laktiklerden bahsettiklerinde
Lactobacillus, Lactococcus (Streptococcus), Leuconostoc ve Pediococcus’lar

anlasilmaktaydi (Y6riik ve Giiner, 2011).

Ozet olarak LAB’in simiflandirilmasinda giiniimiize kadar gelinen siireg
iceresinde fenotipik ve genotipik tanimlamlamalarin kullanimi ile 4 ana bashk
altinda toplayabilmek miimkiindur.
1.Grup: Streptococcus ve Lactococcus cinsinin dallanmalari ile olusturulmus olan
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus ve Vagococcus cinsleri.

2. Grup: Kendilerine 6zgii hiicre bolinmelerinin ortaya koymus oldugu tetrat
formuna sahip Aerococcus, Pediococcus ve Tetragenococcus cinlerini.
3. Grup: Leuconostoc, Oenococcus ve Weissella cinsleri

4. Grup: Lactobacillus ve Carnobacterium cinslerini igermektedir.

Cizelge 2.8 LAB ve smiflandirmasi (Y 6riik ve Giiner, 2011)

Tiir Sekil | Katalaz | . N't”t . Fermentasyon Cinsler
indirgemesi
. . Lactobacillus
Betabacterium Cubuk - Heterofermantatif Weissella
Thermobacterium | Cubuk - Homofermantatif Lactobacillus
. . Lactobacillus
Streptobacterium | Cubuk - Homofermantatif Carnobacterium
Streptococcus
. Enterococcus
Streptococcus Kok - Homofermantatif Lactococcus
Vagooccus
Leuconostoc
Betacoccus Kok Heterofermantatif Oenococcus
Weissella
Microbacterium Cubuk + + Homofermantatif Brochotrix
Tetracoccus Kok +a + Homofermantatif Pediococcus
Tetragenococcus

2.6.1.1. Streptococcus cinsi bakterilerin ozellikleri

Gr(+), kiiresel veya oval, genellikle hareketsiz ve fakiiltatif anaerobik, bazen
gelisimleri i¢in karbondiokside ihtiyag duyan, bazen de anaerobik ortamda
gelisebilen ve katalaz (-) mikroorganizmalardir. Optimum iireme sicakliklari

37°C’dir (Yaygm ve Kilig, 1993). Streptococcus soyu morfolojik, serolojik,
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fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore S. pneumonia, S. pyogenes, ve S.
agalactiae gibi patojen mikroorganizmalari, S. faecalis, S. faecium gibi intestinal
bakterileri ve S. cremoris ve S. lactis gibi starter bakterileri icermektedir. 16S
rRNA iizerine yapilan gen dizinlerinin tespit edilmesi ile streptokoklar genetik
olarak farkli ti¢ gruba ayrilmistir. Bunlar, S. sensu stricto, Enterococcus ve Lacto-
coccus’dur. Streptococcus soyu igerisinde kalan tiirler patojenik ve oral
streptokoklar1 igermektedir (Stiles and Holzapfel, 1997; Yoriik ve Giiner, 2011;
Oral, 2010).

Streptococcus’un alabaliklarin bagirsak sistemindeki varligini ilk rapor eden
Trust ve Sparrow (1974)’dur (Ringo and Gatesoupe., 1998b). Bu caligmada
Streptococcus kalin ve ince bagirsaktan izole edilmistir. Daha sonra Streptococcus
Arctic charr, Avrupa yilan1 (Anguilla anguilla), sazan (Cyprinus carpio), goldfish
(Car. Auratus) sarikuyruk ve kalkan baligi (Scophthalmus maximus L)’ndan izole

edilmistir (Ringo and Gatesoupe., 1998b).

2.6.1.2. Lactococcus cinsi bakterilerin ozellikleri

Lactococcus’un zaman zaman diiz uzun zincir goriintiisii (kokobasil) bazi
laktokoklarin laktobasil olarak yanlis yorumlanmasina yol acabilmektedir. 1985
yilinda Lancfield grup N laktik streptokoklarin 6nemli bir kismi1 Lactococcus
soyuna devredilmistir. Lactococcus soyu oldukca fazla ve ¢ok yaygin bilinmeyen
tirler igermektedir: Sigir mastitisinde rol oynayan Lc. garvieae, somon
baliklarinda bulunan Lc. piscium, dondurulmus bezelyede Lc. plantarum ve ¢ig
stitte Lc. raffinolactis ve Lc. lactis’in alt tiirleri ekonomik Oneme sahiptirler.
Sitrat1 kullanarak diasetil tireten S. diacetylactis, Lc. lactis subsp. diactylactis
olarak simiflandirilmistir. Sitrat kullanimi bu bakterilerde stabil bir durum
olmadig1 i¢in bu bakteri, fermente siit {irlinlerinde ¢ok yaygin bir kullanim1 olan
Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris’in bir varyetesi olarak
klasifiye edilmistir. Lactococcus lactis’in varyeteleri lantibiotic, nisin gibi dnemli
bakteriosinleri {iiretirler (Stiles ve Holzapfel, 1997; Yoriik ve Giiner, 2011; Oral,
2010). Laktokoklar; L. lactis, L. raffinolactis, L. garviae, L. piscium ve L.
plantarum olmak {iizere bes tiir igermektedir. Lactococcus cinsine ait bu bes tiir;

40°C iizerinde ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (>% 4 sodyum kloriir)
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gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz, mannitol ve rafinoz) asit olusturma

ozellikleri bakimindan farklilik géstermektedir.

Cizelge 2.9 Lactococcus cinsinin siniflandirilmasi (Casalta and Montel, 2008)

Tiirler Alttiirler

Lactococcus garvieae -

Lactococcus piscium -

Lactococcus plantarum -

Lactococcus raffinolactis -

L. lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis L. lactis subsp. hordniae
L. lactis subsp. lactis

Laktokoklar genellikle bitkilerde ve hayvanlarin derilerinde bulunurlar. L.
garvieae baliklardan, hayvanlardan ve siitten, L. piscium somon baligindan, L.
Plantarum g¢ogunlukla bitkilerden izole edilmektedir. L. raffinolactis nadiren ¢ig
slitte ve peynirlerde bulunur (Casalta ve Montel 2008). L. lactis subsp. lactis,
arjinin  hidrolizi sonucu amonyak olusturma ve 40°C’de gelisebilme
yetenekleriyle, L. lactis subsp. cremoris’den ayrilmaktadir (Stiles ve Holzapfel
1997). L. lactis tiirti basta olmak {izere Lactococcus cinsinin iiyelerinin ¢ogunlugu
insan ve hayvan sagligi acisindan tiikketilmelerinde sakinca bulunmayan giivenilir
mikroorganizmalar (GRAS) olarak smiflandirilmaktadir (Salminen vd. 1998;
Ozdogan, 2011).

2.6.1.3. Enterococcus cinsi bakterilerin ozellikleri

10-45°C sicaklik araliginda, pH 9,6’da, %6,5 NaCl’de iireyebilirler.
Katalaz (-) ozellik yansitmalarina ragmen baz tiirleri yalanci katalaz aktivitesi
verebilir (Doming ve ark., 2003). Fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Enterococcus
soyu ilk defa 1899 yilinda Thiercelin tarafindan, intestinal orjinli oldugu igin,
enterekok olarak tanimlanmistir. Andrewes ve Horder 1906 yilinda endokarditisli
bir hastadan izole edilen bu bakteri igin S. faecalis adini1 kullanmistir. Klina 1970

yilinda S. faecalis ve S. faecium i¢in Enterococcus soyunu dnermigse de, bu 1984
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yilinda Scheilfer ve Kilpper-Balz tarafindan yapilan Oneriye kadar kabul
gormemistir (Stiles and Holzapfel, 1997).

Enterococci, 6zellikle de E. faecalis endokarditis, tiriner sistem ve hastane
enfeksiyonlarinda yer almasma ragmen E. faecium enterokokal enfeksiyonlarin
yalnizca %20’sinde, her ikisi de abdomen ve pelvisin miks enfeksiyonlarindan
bildirilmistir. Enterokoklarin gida ve halk sagligi mikrobiyologlari tarafindan
kabul edilen 6nemleri; gida giivenligi agisindan indikator olarak kullanilmalar1 ve
muhtemel gida kaynakli hastaliklarda yer almasindan kaynaklanmaktadir.
Enterokoklar ayn1 zamanda bazi gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilirlar. Ticari
probiyotik olarak kullanilmalart da mevcuttur. E. faecium Kuzey Avrupa’da
iretilen bazi peynirlerin fermentasyonuyla iligkilidir. Son tanimlanan bazi
Enterococcus soylar1 (6rn., E. durans ve E. Flavescens) klinik orijinlidir (Stiles
and Holzapfel, 1997; Yoriik ve Giiner, 2011).

2.6.1.4. Carnobacterium cinsi bakterilerin ozellikleri

Bu soy 1987 yilinda Collins ve arkadaslar1 tarafindan Onerilmistir.
Thorney, sogukta muhafaza edilen kanath etlerinde gram (+), katalaz(-), spor
olusturmayan bakterileri tespit etmistir. Benzer grup bakteriler vakum paketlenmis
soguk depodaki etlerden tespit edilmis ve asit olusturmayan laktobasiller olarak
tamimlanmistir. Asit olusturmayan bu bakterilerin iki grubu Lb. divergens ve Lb.
carnis yeni tir olarak Onerilmistir. Yapilan filogenetik c¢alismalarda
Carnobacterium soyu onerilmistir. Carnobacteria laktobasillerle birlikte izole
edilse de filogenetik olarak Enterococcus ve Vagococcus’a daha yakin olarak
bulunmustur (Wallbanks et al., 1990) Carnobacteria’nin kirmizi et, kanath eti ve
balik eti disinda diger gidalarda nadir de olsa varlig1 bildirilmistir. (Stiles and
Holzapfel, 1997). Carnobacteria’nin baliklarda bulunmasiyla ilgili bazi
aragtirmalar vardir. Carnobacterium sp gokkusagi alabaliginda, Atlantik
somonunda (Joborn et al., 1997 a,b), dogal ortamda ve kuluckahanelerde bulunan
Salvelinus alpinus’ta (Ringe et al., 1997) rapor edilmistir. Carnobacterium 9 tiire
ayrilir bunlar, C. alterfunditum ve C. Funditum, C. divergens, C. gallinarum ve C.
mobile, C. inhibens, C. Maltaromaticum, C. vifidans ve C. Pleistocenium’dur

(Kim and Austin, 2008). Bunlardan 6zellikle C. divergens ve C. Maltaromaticum
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fiime balik, et, peynir ve balik bagirsagindan izole edilmistir. Bu tiirler ¢dzdiirme
ve dondurmaya ve yliksek basinca dayanikli olup diisiik sicakliklarda, anaerobik
ortamda ve CO; ‘nin yiiksek konsantrasyonlarinda biiyiiyebilir. Arjinini ve kitin
iceren cesitli karbohidratlar1 metabolize edebilirler bu da onlarin bulunduklari

cevrede hayatta kalabilme sanslarini arttirir.

C. divergens ve C. maltaromaticum baliklarda ve ette bulunan Listeria
monocytogenes inhibisyonunu saglamak koruyucu kiltir olarak fazlaca
calisilmistir. Birkag carnobacterial bacteriocin bilinip bunlarin iiretimini etkileyen
parametreler tanimlanmistir. Bundan baska koruyucu kiiltliir olarak uygulanan
ticari izolatlar bulunmamaktadir. Carnobacteria yetistiricilikte probiyotik olarak
diisiiniilmesine ragmen C. maltaromaticum balik patojeni olabilir (Leisner et al.,
2008).

Bir¢ok baligin bagirsagindan izole edilen C. inhibens, C. divergens and C.
Piscicola tiirlerinin bakteriyel balik patojenlerini inhibe ettigi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla Carnobacteria’larin bagirsak sistemi bagisikliginda anahtar bir rol
oynadigi diisiiniilmektedir. Diger bir arastirmada, C. divergens verilmis Atlantik
morina (Gadus morhua) ve yavrularinda Vibrio anguillarum’a dayanikliligin
arttig1 gosterilmistir (Gildberg et al., 1997). Ayrica Lactococcus lactis AR21’1
kullanan bilim adamlar1 bunlarin rotiferlerin biiylimesini tesvik ettigini ve V.

anguillarum’un geligsmesini engelledigini belirtmislerdir (Harzevili et al., 1998).

2.6.1.5. Vagococcus cinsi bakterilerin ozellikleri

Tavuk diskisindan ve nehir suyundan izole edilen hareketli grup N
streptokoklar Vagococcus fluvialis olarak isimlendirilmistir. V. salmoninarum adli
yeni bir tiir hasta somon baliklarindan izole edilmistir. 16S rRNA ile yapilan
filogenetik caligmalar sonucu, hareketli grup N streptokoklarin Streptococcus ve
Lactococcus’dan daha ¢ok Enterococcus, Carnobacteria ve Listeria’ya daha

yakin oldugu ortaya konmustur (Stiles and Holzapfel, 1997).
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2.6.1.6. Lactobacillus cinsi bakterilerin ézellikleri

Lactobacillus soyundaki mikroorganizmalar basil seklinde, gr(+), spor
olusturmayan ve katalaz (-) bakterilerdir. Bu soydaki bakteriler 2-53°C’de (opti-
mum 30-40°C) gelismektedirler, hafif asidik ortamda hizli c¢ogalarak
Streptococcus’lardan daha c¢ok asit olustururlar (Kiran, 2006). %1-3 oraninda
laktik asit olusturarak pH’yr 3.2-3.5’e¢ kadar disiirmektedirler. Proteolitik
aktiviteleri de yiiksektir (Tekinsen ve Atasever, 1994; Unliitirk ve Turantas,
1999). Oksijeni kullanma 6zelligine gére mikroaerofilik ya da anaerob olup %5
COy’li ortamda gelisme gosterebilirler. Genellikle katalaz ve oksidaz negatif
olarak bilinmektedirler (Hammes and Vogel, 1995). Lactobacillus tiirleri, bitki,
toprak, siit trlinleri ve bagirsak florasinda bulunur. Fermente et, siit ve sebze

{iriinlerinin iiretiminde rol oynamaktadirlar (Unliitiirk ve Turantas, 1999).

Giliniimiize kadar laktobasillerin klasik divizyonunda fermentatif
ozellikleri dikkate alinarak; obligat homofermentatifler, fakdiltatif hetero-
fermentatifler ve obligat heterofermentatifler olmak iizere bir boliinme yapilmistir.
Grup 1 ve 2’deki bakterilerin ¢ogu ile grup 3’deki bazi bakteriler fermente
gidalarda kullanilmus, fakat grup 3 genelde gida bozulmalar ile iligkilendirilmigtir
(Stiles and Holzapfel, 1997).

1986 yilinda yayimnlanan Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de
diizenli spor olusturmayan 7 soydan 4’ii gida mikrobiyolojisi i¢in 6nemli olarak
gosterilmis ve besin fermentasyonunda Lactobacillus’lar, besin bozulmalarinda
Brochotrix ve Lactobacillus, besin kaynakli enfeksiyonlarda Erysipelothrix ve
Listeria bildirilmistir. 1980°li yillardan sonra gerceklestirilen filogenetik
caligmalarda Lactobacillus soyunda 6nemli degisikler gerceklestirilmistir. Buna
gore; laktobasiller tam fermentatiftir (homo ve hetero) ve kompleks besin
ortamlarina ihtiya¢ duyarlar. Oldukga farkli ¢evrelerde iirer ve bulunur. Asidurik
ve asidofilik oOzellik gosterirler. Fermentatif karbonhidratlarin  bulundugu
gidalarda pH’y1 4 diizeylerine kadar diisiirebilirler. pH 7.2’ye kadar iireyebilirler.
Laktobasiller, degisik cesitte peynirler, fermente bitkisel iiriinler, fermente etler,
sarap ve bira lretimi, eksi hamur ve silajda starter kiiltiir olarak kullanilirlar

(Stiles and Holzapfel, 1997).
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Obligat homofermentatif olan grup 1’de Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii
ve Lb. helveticus’un yani sira Lb. farciminis ve Lb. kefiranofaciens bulunmak-
tadir. Lb. delbrueckii, 1983 yilinda Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis olarak yeniden
klasifiye edilmistir. Lb. acidophilus ilk defa 1990 yilinda diskidan izole edilerek
bu isim verilmistir. Probiyotik bakterileri temsil eden 6dnemli bir bakteri olarak
bilinir. Lb. acidophilus BG’F04 1982 yilinda Lb. johnsonii olarak identifiye
edilmistir. Bu sus saglik etkilerinden faydalanmak iizere yeni tip yogurt
tiretiminde kullanilmaktadir. Lb. helveticus’un Lb. acidopphilus’a daha yakin Lb.
delbrueckii’den daha wuzak oldugu diisiiniilmektedir. Isvicre-italyan tipi
peynirlerin iiretiminde kullanilir (Stiles and Holzapfel, 1997). Fakiiltatif
heterofermentatif olan grup II’de gida ile iliskili baslica soylar Lb. casei ve Lb.
plantarum’dur. Lb. casei, siit tiriinleri, silaj, insan agz1 ve bagirsaklarinda bulunur.
Eksi hamur ve salamurada fermente edilen peynirlerde ve bazi gidalarda sitrati
COy’e fermente ederek bozulmalara sebep olur. Lb. plantarum, bazi fermente
sosisler ve tahil iirlinlerinde starter olarak kullanilir. Grup ikide yer alan diger alt
grup laktobasiller baslica Lb. curvatus ve Lb. sakei’dir. Bu bakteriler modifiye
atmosfer ve vakum paketlenmis soguk muhafaza edilen et ve et {iriinlerinin baslica
florasin1 olusturur. Vakum paketlenmis Frankfurter, Vienna vb. sosislerin
bozulmasinda rol oynayan dominant bakteri olarak Lb. curvatus tespit edilmistir.
Ayrica fermente et Uriinlerinde kullanilan 6nemli starterlerdendir (Stiles ve
Holzapfel, 1997). Grup 3 obligat heterofermantatif bakterileri igerir. Hekzoslar
laktik asit, asetik asit ve/veya ethanol ve CO,’e fermente eden bakteriler yer alir.
Glikozdan gaz olusturmasi bu bakterilerin en 6nemli o6zellikleridir. (Stiles and
Holzapfel, 1997). Laktobasillerin baliklarin deri, solunga¢ ve bagirsak sisteminde
bulundugunu gosteren ilk ¢alisma Dyer (1947) tarafindan Atlantik kodu (Gadus
morhua)’da bildirilmistir. Kvasnikov ve arkadaglart (1977) laktik asit
bakterilerinin Cyprinidae, Escocidae ve Percidae familyalarinin normal

mikrobiyotasini olusturdugunu bildirmistir.

2.6.1.6.1. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus gubuk seklinde, anaerob veya fakiiltatif anaerob,

hareketsiz, katalaz (-) bir bakteridir. Optimum gelisme sicakliklar1 35-38 °C ‘dir
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(Kirdar, 2000). Lactobacillus acidophilus laktozu homofermentatif yonden
fermente etmekte ve DL laktik asit olusturmasinin yan1 sira az miktarda da asetik

asit, asetaldehit ve etanol olusturmaktadir.

Tiiketilen tdriinde Lactobacillus acidophilus gibi canli  probiyotik
bakterilerin varligi, kanser olusumunu engelleme, serum kolesterol seviyesini
diisiirme, bagirsak mikrobiyel florasina hakim olma ve laktoz tolerans kisilerde
laktoz kullanimini gelistirme gibi ¢esitli toropatik yararlar saglamanin yani sira,
iirlinlin duyusal ozelliklerini de etkilemektedir (Shah ve Lankaputhra., 1997).
Lactobacillus acidophilus, asidik kosullara ve safra tuzlarina karst dayanikli
olmas1 ve ayn1 zamanda antogonistik maddeler iiretmesi nedeniyle bagirsaktaki
epitelyum hiicrelere basarili bir sekilde kolonize olmakta ve gastrointestinal
bolgede patojen mikroorganizmalarla rekabet etmektedir. Lactobacillus
acidophilus pH 3 ve daha asag1 degerlerde gelisebilmekte ve bazilar
gastrointestinal bolgenin mide kismindan gecerken canliligmi sitirdiirmektedir.
Laktik asit bakterisinin aside karsi toleransi, sitoplazmik membran tabakasinin
kompozisyonuna bagli oldugu sdylenmektedir. Safra tuzlarina kars1 dayaniklilik
ise, bir tliriin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in gerekli olan kriterlerden biri
oldugu soylenmektedir (Oh ve ark., 2000). Lactobacillus acidophilus’un timor
hiicrelerini  inhibe ettigi ve  prokanserojenleri kanserojen maddelere
doniistiirebilen mikroorganizmalara karsi antogonistik etkide bulundugu da

bildirilmektedir.

2.6.1.6.2. Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus  rhamnosus  fakiiltatif — heterofermentatif  (Grup 1)
mikroorganizmalardir. Pentozlar1 ve glukogonlar1 fermente edebilme yetenegine
sahiptirler (Hessle et al., 1999). Lactobacillus rhamnosus insan kanindaki
monositlerde diizenleyici sitokin IL-10 iiretimini tetiklemede, Lactobacillus
plantarum veya Lactobacillus paracasei cinslerinden daha etkilidir. L. rhamnosus
‘un farkli suslar1 birgok probiyotik {irlinde uzun zamandir kullanilmaktadir. En
iyi bilinen susu ise L. rhamnosus GG’ dir. L. rhamnosus’un bu 6zel susunun

birgok yararli etkisi oldugu kanitlanmistir. En iyi bilinen etkisi akut gastroenterit
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stiresini, bagirsak mukoza dengesini saglayarak ve immun cevabi destekleyerek

kisaltmasidir (Majama ve ark., 1995).

2.6.1.7. Leuconostoc cinsi bakterilerin ozellikleri

Bu bakterinin orijinal smiflandirilmasit morfolojisi iizerine olmustur.
Leuconostoc soyu, her ne kadar Orla-Jensen tarafindan betacocci olarak
adlandirilmasina ve heterofermentatif kok olarak ayri bir soyda kabul edilmesine
ragmen, morfolojisi bu soyu streptokoklara yakin kilmistir (Stiles ve Holzapfel,
1997). Leuconostoc, bitkilerden izole edilen dominant bir soydur ve Leuc.
mesenteroides subsp. mesenteroides bitkilerden izole edilen baslica tiirtdiir.
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de soydaki tiir sayisi altidan dorde
disirialmustir. Leuc. mesenteroides, Leuc. Dextranicum ve Leuc. cremoris, Leuc.
mesenteroides’in alt tiirleri olarak kabul edilmistir (Stiles ve Holzapfel, 1997).
Sogutulmus olarak depolanan etlerden elde edilen 52 Leuconostoc izolatinin
taksonomik c¢aligmasi sonucunda ii¢ grup olusturulmustur. Bir grup Leuc.
mesenteroides subsp. mesenteroides olarak identifiye edilmistir. Diger iki grup
Leuc. gelidum ve Leuc. carnosum adu verilen iki tiirii tasimaktadir. Asil grup Leuc.
sensu stricto olarak diizenlenmis ve {i¢ alt gruptan olusturulmustur. Bunlar; 1.
Leuc. Mesenteroides ve Leuc. Pseudo-mesenteroides, 2. Leuc. lactis ve Leuc.

Citreum 3. Leuc. carnosum, Leuc. gelidum ve Leuc. Amelibiosum’dur.

2.7. Probiyotik Kavrami

Probiyotikler antibiyotiklerdeki kisitlamalar, as1 ve kimyasallarin
siirlandirilmasindan dolayr saglik yonetimi ig¢in alternatif iyilestirici olarak
taninmaktadirlar. Su {iriinlerinde kullanimlar1 ise yeni olup c¢evre dostu
olduklarindan probiyotikler {izerindeki arastirmalar devam etmektedir.
Probiyotigin anlami yagam i¢in demek olup yunanca kdken olan pro ve bios’tan
gelmektedir (Gismondo et al., 1999). Bu tanim potansiyel probiyotiklerin temel
bilesen olarak canli hiicrelerin 6nemini ortaya koymaktadir. Sucul probiyotik
kavrami yeni olup probiyotikler sucul kulanim i¢in diisiiniildiiglinde kara amacgh
probiyotiklerden temel olarak farkli olan belirli etkili faktorleri dikkate almak

gerekmektedir. Sucul hayvanlar ¢evreleriyle cok daha yakin iligki igerisindedirler.
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Karasal ve sucul hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasiyla cevresi arasindaki
etkilesim diizeyi arasinda biiyiik farkliliklar vardir. Potansiyel patojenler sucul
hayvanlarin dis ortaminda varliklarmi siirdiiriip konaktan bagimsiz olarak
cogalabilirler. Bu patojenler osmoregiilasyon ve beslenme prosesleriyle siirekli
alinirlar. Sucul hayvanlarin bakteriyel topluluk kompozisyonu karasal olanlardan
farklidir. Insanlar ve hayvanlar amniyon igeren embriyonik bir gelisme gegirirken
bircok balik ve kabuklunun larval formlar1 ontogenetik safthanin baglarinda dig
ortama birakilir. Bu larva bagirsak sistemi ve mikrobiyotayla iligkili
diizensizliklere ¢ok fazla maruz kalmaktadir. Ciinkii beslenme sindirim sistemi ve
bagisiklik tamamiyla gelismeden baglamaktadir. Bu yiizden larval safhada
probiyotik uygulamalar diizenli olarak istenmektedir. Atlantik somonuyla
(Hippoglossus hippoglossus) yapilan bir ¢alismada Flavobacterium spp. ile baskin
olan bagirsak florasinin ilk besleme basladiginda Aeromonas sp. ve Vibrio sp. ile
baskin hale geldigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma dis ¢evre ve beslenmenin baliklarin
mikrobiyal durumu {izerindeki etkisini gdstermektedir. Her zaman var olan disg
cevre faktorleri sucul hayvanlarin i¢ florasimi etkilemesine ragmen bu hayvanlar
herhangi bir zamanda konaga spesifik bir floraya da sahip olabilirler. Sucul
hayvanlarin ¢evresiyle olan karisik iliskilerine bagli olarak probiyotik kavraminin

gelistirilmesi gerekmektedir.

Probiyotik kavrami ilk kez Lilly ve Stilwell (1965) tarafindan bir protozoon
tarafindan tretilen ve bir baskasinin biliylimesini uyaran bilesenler anlaminda
kullanilmigtir. Sonra Parker (1974) bagirsak dengesini saglayan bilesenler ve
organizmalar olarak tanimlamistir fakat bu tanim antibiyotikleri ve kisa zincirli
yag asitlerini igerdiginden Fuller (1989) daha genis bir tanim yaparak
probiyotikleri konak hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini faydali yonde
etkileyen canli mikrobiyal katkilar olarak tanimlamistir. Gatesoupe (1999),
probiyotikleri saghigi gelistirmek amaciyla canli kalmak i¢in bagirsak sistemine
cesitli yollardan giren mikrobiyal hiicre olarak tanimlamistir. Gatesoupe’un tanim
probiyotiklerin agiz yoluyla alimi1 ve bagirsak sistemindeki varliklarinin sonucu
olarak konagin saglhigini gelistirme kabiliyeti lizerine odaklanmistir (Balcazar et

al., 2006d).
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Bahadir-Koca ve arkadaglar1 (2011) ve Verschuere et al., (2000) ise
probiyotikleri: konagm intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden,
tiikketilmeleri sonucunda sindirim sisteminde yararli etkileri ile konagin sagliginda
tyilesmeye ve hizli bliylimeye neden olan tek veya karisik canli mikroorganizma

kiiltiirleri veya bunlarin metabolitleri olarak tanimlamislardir.

Probiyotiklerin bir diger tanimi ag1z bosluguyla yeterli miktarda alindiginda
bagirsak mikrobiyal dengesini 1iyilestirerek konakg¢iya faydali olan canl
mikroorganizmalar seklindedir (Giorgio et al., 2010). Probiyotiklerin su
tiriinlerinde kullanimiyla ilgili tanimi ise yem yoluyla ya da kiiltiir suyuna
eklendiginde konakgiya hastaliklara direng, biiylime performansi, yem kullanimi,
strese yanit ya da dis cevredeki mikrobiyal dengeyi saglayan mikrobiyal
hiicrelerin canli, 6li, ya da bilesen halleridir. Ayrica biiylimeyi ve hayvanlardaki
bagirsak florasin1 optimize eden ve sindirim siireciyle bagisikligi uyaran canl
mikroorganizmalari iceren biyoproteinler olarak isimlendirilirler (Dahanaraj et al.,

2010).

Yetistiricilikte probiyotigin diger tanimi: gelismis bir mikrobiyal denge
saglayarak konak saglhigina fayda saglamak amaciyla bagirsak mikrobiyotasinda
tilkketilen canli mikrobiyal yem katkilar1 olan biyolojik olarak aktif olan bilesen ya
da karigtk mikroorganizma kiiltiirleri, hastaliga direncliligi saglayan canl
mikroorganizmalar ya da yeterli miktarda alindiklarinda konagin sagliginda
lyilesme saglayan canli mikroorganizmalar seklindedir (Gomez et al., 2007; Gram

et al., 1999).

Balik bagirsak mikrobiyotas1 konagin sagliginda 6nemli rol aldig1 i¢in floranin
faydali mikrobiyal toplulukla maniplasyonu ilgi odagidir. Bu durumda bu
bakterilerin zararsiz kolonizasyonu ve etki mekanizmalar1 diislintilmesi gereken
noktalardir. Probiyotik bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu Kkriterler
LABIP (Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir
(Ewaschuk and Dieleman, 2006). Buna goére probiyotik potansiyeli tasiyan
mikroorganizmalar:

» Balik kokenli olmasi

» Dogada patojenik olmamasi
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» Mide asidi, safra tuzu ve proteazlar tarafindan olusturulan yikima direngli
olmalari

» Patojenlerin azaltilmasi ya da kolonize olmasini engellemek i¢in bagirsak
epiteline yapisabilmeleri

» Bakteriosin, organik asit, hidrojen peroksit ve siderofor gibi organik
asitlerin iiretebilmeleri

» Immiin yanmit1 hafifletmeleri

» Gastrointestinal enzim ve metabolik aktiviteleri etkilemek (Balcazar et al.,
2006d; Sahu et al., 2008; Denev et al., 2009) gibi Ozelliklere sahip

olmalar1 gerekmektedir.

Sucul probiyotikler iki tiptir:

1) Bagirsak probiyotikleri olup besinle birlikte oral olarak alinip
bagirsagin faydali mikrobiyal florasini arttiranlardir. 2) Su probiyotikleri olup
ortamdaki besinleri tiiketerek patojenlerin elimine olmasini saglayan gruptur

(Sahu et al., 2008).

Su iirlinleri yetistiriciliginde probiyotiklerin hastaliklarin 6nlenmesinde ve
beslenmenin gelistirilmesinde kullanilmasi ¢ok popiiler olmustur (Sanchez et al.,
2011; Balcazar et al., 2007¢) clinkii geleneksel olarak kullanilan kemoterapotik
ajanlar insan saglig1 i¢in tehlikeli olup sadece bakterilerde degil fungi, viriis ve
parazitlerde antimikrobiyal direncliligi gelistirdigi i¢in c¢evre acisindan da
tehlikelidir. Probiyotikler saglikli mikrobiyotanin iiyeleri olup ortamdaki varliklar

sagliksiz mikrobiyotanin normal hale donmesini saglar.

Probiyotiklerin diger yararli etkileri mukozal yilizeyde spesifik patojen
reseptorleriyle rekabet, inhibitor bilesiklerin iiretilmesi, besin substratlari igin
rekabet ya da konagin dogal ve adaptif immun yanitinin gelistirilmesi seklinde

sayilabilir (Balcazar et al., 2007a; Merrifield et al., 2010a).

Gatesoupe (1991) inaktive preperasyon ya da ekstraktlardan ziyade canli
probiyotiklerin ticarilestirilmesinin daha 6nemli oldugunu vurgulamistir. Yapilan
farkli caligmalarda laktik asit bakterilerinin balik tiirleri ve cografik lokasyonlara

gore blyiik bir farklilik gosterdigi ortaya konulmustur (Buntin et al., 2008;
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Burshell C and Burns M., 2012). Son 15 yilda probiyotiklerin taksonomisi
degismis olup belki de yeni tiir ve strainler bulunabilecektir. Calismamizin esin

kaynaklarindan biri de bu olmustur.

2.7.1. Saghkh bir bagirsagi uyarmak i¢in probiyotiklerin etki yontemi

Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasinin biiylimesini modiile ederler,
potansiyel zararli bakterileri baskilarlar ve vucudun dogal savunma
mekanizmasin1  gliglendirirler bdylece enfeksiy6z hastaliklara kars1 direng
gelistirirler. Probiyotik bakteriler etki moduna sahip olmayip tiire spesifik ya da
straine spesifik olarak etki ederler. Bunun yaninda canlilarin bagisiklik yanit1 ve
bunun bagirsak bakteri topluluguyla olan etkilesiminde anahtar bir rol oynarlar.
Probiyotikler bagirsak patojenleri iizerinde antagonistik etkiye sahip olan inhibitor
maddeler iretirler. Probiyotiklerin bagirsak mukozasina yapisma yetenegi bir¢cok
patojende yaygin olan bagirsak enfeksiyon yolunu bloke edebilir (Ringo et al.,
2010), istah1 uyarip, vitamin lretimiyle beslenmeyi diizeltebilir ve yemdeki
bilesikleri detoksifiye edebilir. Bu etkileri birka¢ yolla agiklamak miimkiindiir

bunlar:

1) Patojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemek i¢in bagirsak
yolu duvarma rekabet¢i tutunmalari. Ornegin Escherichia coli’nin
bagirsak duvarma hareketi Lactobacilli’nin bu bolgedeki basarili
miicadelesiyle engellenebilir. Patojenlerin adhezyonunu inhibe etme
yetenegi spesifik probiyotiklere ve mukozal bdlgedeki patojenlere bagli
gorilmektedir. Probiyotiklerin bagirsaga giren zararli bakterilere karsi
antagonistik 0zellige sahip oldugu bilinmektedir. Bagirsaktaki mikrobiyal
anormallikler yetersiz sindirim ve gida asimilasyonuna yol acabilmektedir.
Bagirsak enfeksiyonunun ilk asamasi patojenik bakterilerin mukozal
yiizeylere tutunmasi ve mikrobiyotanin bozulmasiyla gergeklesmektedir.
Probiyotik bakterilerin koruyucu rolii tutunma ve mukozal simulasyona
kolonizasyon yoluyladir. Bagirsak mukozasina yapisma probiyotik olarak
kullanilacak mikroorganizmalardan beklenen birincil 6zelliktir. Gastrik
patojen mukus tabakasina tutunmak i¢in ya kolonize olmak ya da buray1

asmak zorundadir ¢iinkii bagirsak mukoza bariyeri paraseliiler yolu ve
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bireyleri normal bagirsak florasin1 olusturan kompleks popiilasyonlardan
ayiran efektif fiziksel bariyeri olusturan yiizeysel mukus tabakasini kontrol

eden siki1 kavsaklari igerir.

Probiyotikler bagirsaktaki patojenlerde antagonistik etkiye sahip inhibitor
bilesenler iiretirler. Antagonizm probiyotik strainlerin biiylimesi ya da
bagirsaktaki inhibitor etkilerinin ifadesini destekleyen gida rekabetinden
ileri  gelebilir. Probiyotiklerin  mukus baglantili  popiilasyonlari
muhtemelen rekabet, bakteriosin ve diger antimikrobiyal bilesiklerin

salgilanmas1 ve konake1 bagisiklik uyarisi saglarlar.

Bakterisidal aktivite. Laktobasiller laktozu laktik asite fermente ederek
pH’y1 bakterilerin dayanamayacagi bir seviyeye diisiiriirler. Gram negatif
bakterilerin iremesini engelleyen hidrojen peroksitte iiretilmektedir. Hatta
laktik asit {ireten Streptococcus ve Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik
iirettikleri bildirilmistir (Klose et al., 2010). Probiyotikler ayn1 zamanda
kisa zincirli yag asit iiretimini arttirmak ve dolayisiyla su ve sodyum
emilimini artirmak ve kolonik motiliteyi diisiirmek i¢in kalin bagirsaktaki

mikrobiyal ekosistemi modifiye ederler.

Amin sentezinin engellenmesi. Koliform bakteriler bagirsagi tahris eden
toksik olan ve diareyle olusumuyla es zamanli olan amin tiretmek i¢in
amino asitleri dekarboksile ederler. Istenilen bakteriler koliform

cogalmasini engellerlerse amin olusumu da engellenmis olur.

Immun yetenegin arttirilmasi. Probiyotik aktivitelerinin yardimryla antikor
iiretiminin uyarilmasit ve fagositik aktivitenin arttirilmast bagisiklik
sisteminin gelismesine yardim eder. Aynm1 zamanda virulens gen ifadesi,
gastrik morfolojinin gelistirilmesi ve sindirim fonksiyonlarma yardim
ederler. Baz1 bakteriler baliklarda ve karideslerde konak¢inin patojenlere
kars1 antikor Uretimini arttirarak savunma mekanizmasi gelistirir ve

immiinostimulant olarak is goriirler (Tukmechi et al., 2007).

2.7.2. Probiyotiklerin diger etkileri
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Probiyoikler konagin normal mikrobiyotasinin stabilitesi ve gelisimini
uygun sekilde etkiler ve patojenlerin kolonizasyonunu engeller. Probiyotikler ayni
zamanda mukozal bariyeri, bagirsak epiteli iizerindeki besleyici etkileri ve
bagisiklik sisteminin spesifik ve spesifik olmayan bilesenleriyle etkiler. Yiiksek
bir biiylime ve yem verimliligi saglar, bagirsak diizensizliklerini Onler gida
bilesenlerindeki besleyici olmayanlarin 6n sindirimini saglayarak gidalarin faydal
kullanimi gelistirirler. Gida gereksinimini azaltarak {iretim masraflarini azaltirlar.
Probiyotiklerin aktivitelerinin sonucu olarak saglik statiisiiniin yiikseltilmesi,
hastalik direncinin arttirilmasi, biiyiime performansi, viicut kompozisyonu,
azaltilmis sekil bozukluklari, gelistirilmis bagirsak morfolojisi, su kalitesinin
arttirllmasi, baliklarin daha az atik {iretmesinin saglanmasi ve mikrobiyal
dengenin saglanmasi olarak 6zetlenebilir (Merrifield et al., 2010b; Tuan et al.,

2013).

2.7.3. Probiyotik ozelliklere sahip bakterileri se¢cme kriterleri

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im kriterleri; glivenilirlik, teknolojik ve

fonksiyonel yonler olmak {izere {i¢ temele dayandirilmaktadir.

2.7.3.1. Giivenlik Kriterleri

Geleneksel olarak gida endiistrisinde kullanilan probiyotikler giivenli kabul
edilip insanlar iizerinde belirlenen herhangi bir risk gozlenmemistir bu
probiyotiklerin giivenli olduklarinin en i1yi kanitidir. Teorikte probiyotikler 4 tip
yan etkiye neden olabilirler. Sistemik enfeksiyon, zararli metabolik aktiviteler,
bagisikligin asir1 uyarilmas: ve gen transferi gibi. Genede bu etkilerle ilgili gii¢lii
bir kanit bulunmamaktadir. Pratikte insanlarda birka¢ bakteriyemi bildirilmistir.
Probiyotik olarak kabul edilen bazi laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direngliligi kromozom, plazmit ya da transpozonlar {iizerindeki genlerle
ilskilendirilebilir. Baz1 enterococciler virulens Ozellige sahip olup antibiyotik
direnglilik elementlerini transfer edebilirler. Probiyotik iirlin olusturmak amaciyla
yeni cins ve tlirlerin se¢ciminde FAO/WHO tarafindan 6nerilen, uyulmasi zorunlu

giivenlik kriterlerine dikkat edilmesi gerekmektedir.
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Probiyotiklerin verimi ve giivenligiyle ilgili uluslararasi bir konsensus
olmadigindan FAO ve WHO probiyotiklerin besin/yem’lerde kullanilmasiyla
ilgili bir sistematik yaklagimda bulunmak ve ididialarim1 dogrulamak igin bir
rehbere ihtiya¢c duymaktadir. Uzmanlardan olusan bir c¢alisma grubu bilimsel
kanitlara dayanan probiyotiklerin degerlendirilmesiyle ilgili bir metodoloji

onermek i¢in kurulmustur (Pineiro and Stanton., 2007).

Probiyotiklerin yemlerde kullanilmasiyla ilgili sunulan rehberde onlarin
yemdeki saglik ve besleyici oOzellikleri degerlendirilmistir. Calisma grubu
laktobasil, bifidobakteri ve laktokoklarda patojenik ya da virulens ozellige
rastlamamuslardir. Probiyotiklerle ilgili aragtirmalarin {i¢ yaklasimla siirdiiriilmesi
gerekmektedir. Probiyotik strainlerin intrinsik 6zelliklerinin analizi, bagirsaktaki
canlilik, aktivite, dozaj cevabi ve mukozadan yenilenme gibi farmakokinetik
ozelliklerin ¢alisilmasi, mikroorganizma ve konak arasindaki etkilesimlerin

anlasilmasi gerekmektedir.

2.7.3.2. Teknolojik Kriterler

Probiyotik suslarin se¢iminde bir¢ok teknolojik yon de goz Oniinde
bulundurulmalidir (Saarela et al., 2000). Bu teknolojik kriterler: Faj direnglilik ve
genetik stabilite, Uriinde ve depolama sirasinda stabil kalabilmek, iiriin tadina
olumsuz etkide bulunmamak, biiylik Olgekte iiretime uygun olmak, iiretim

stiresince canli kalabilmesi gibidir.

2.7.3.3. Fonksiyonel kriterler

Probiyotiklerin fonksiyonel gereklilikleri, in-vitro metodlar kullanilarak ve
bu c¢aligmalarin sonuglar1 in-vivo c¢alismalarla kontrol edilerek kanitlanmalidir.
Probiyotik bir sus secilirken asagidaki fonksiyonel yonler gz oniine alinmalidir

(Saarela et al., 2000).

a) Epitel yiizeye tutunabilmeli ve insan gastrointestinal sisteminde siirekli
kalabilmeli,
b) Immiin sistemi uyarmal1 fakat proinflammatuar etkisi olmamali,

c) Patojenlere kars1 antimikrobiyel etkiye sahip olmali,
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d) Aside ve insan mide suyuna direncli olmali,

e) Safra tuzlarina direngli olmalidir.
Oncelikle probiyotikleri kullanmadaki amag, sucul hayvanlarin bagirsak deri
mukoza florasini olusturan patojenik ve faydali mikroorganizmalar arasinda
saglikli bir iliski kurmak ve bunu siirdiirmektir. Dolayisiyla basarili
probiyotiklerin faydali etkilerini desteklemek icin birkag 6zel Ozelliklere sahip
olmas1 beklenmektedir (Ringo and Vadstein, 1998; Panigrahi and Azad, 2007).

Probiyotiklerin se¢ilmesi ¢ok kritiktir ¢iinkii uygun olmayan strainler
konak {iizerinde istenmeyen etkilere yol acabilirler. Bagirsak kolonizasyonu
yetistiricilikte secilecek potansiyel probiyotikler i¢in dnemli bir kriterdir. Konak,
sucul gevre ve tiiketiciler icin patojenik olmamalidir. lyi bir strain {ist bagirsak
sisteminden gecerken hayatta kalabilmeli, etki bolgesine ulasip bagirsak
cevresinde fonksiyonel olmalidir. Bagirsak sivist ve safra tuzuna dayanikli olup
epitelyum yiizeyine tutunmali, bagirsak sisteminde kalict olup bagisiklik uyarisina
sahip olmalidir. Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum ve Yersinia ruckeri
gibi bagirsak patojenlerine karsi antagonistik aktiviteye sahip olmalidir.
Antibiyotik direnclilik genlerini kodlayan plazmitler igermemelidir. Konakta ve
yetistirme cevresinde dogal olup yem katkisi olarak tescillenebilir olmalidir.
Probiyotik se¢imi i¢in teknolojik goriisler faj direncliligi, algisal 6zellikler, isleme
sirasinda cesitlilik, depolama ve iiretimde stabilitedir. Antibiyotik direngliligi i¢in
genetik degis tokus ozelligini kazanmamalidir. Probiyotik kullanimindaki ana
strateji istenilen Ozelliklere sahip bagirsak bakterilerini olgun hayvandan izole
etmek ve bunlarin yemde yiiksek oranda bulunmasini saglamaktir. Lactobacilli
gibi probiyotikler deri, solunga¢ ve bagirsaktan izole edilebilirler. Bazen larva ve
yavrularin mikrobiyotasinin normal parcast olduguna inanilmaktadir. Istenilen
ozellikteki probiyotik strainlerin bir araya getirilmesiyle bir strainin faydasindan

¢ok daha fazla yarar saglanabilir (Ige Badina, 2013).

Lactobacillus gibi strainlerin ve diger laktik asit bakterilerinin baliklarda
uygulanmasi canli mikroorganizmalarin yeme katilmasiyla ger¢eklesmektedir.
Strainin sec¢ilmesi balik tiirii, yetistirme kosullari, hastalik 6nlenmesi, gelistirilmis
bliylime performansi gibi sayilabilir. Probiyotiklerin baliklarda mikrobiyal bilesen

olarak basarili bir sekilde uygulanmasi i¢in isleme, depolama ve bagirsak
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geciginden sonra yliksek oranda hayatta kalmasidir. Alabalik ¢aligmalarinda canl
kiiltiirler temel yeme spreylenerek, dondurulmus ya da kurutulmus olarak, oli
hiicre, pargalanmis hiicre, hiicresiz siipernatant, etkili sporlar olarak siralanabilir.
Probiyotik uygulamalar1 larval safthada istenebilir ¢linkli baliklardaki bu safha
beslenme baslangicinda ya da sindirim sitemi tamamiyle gelistiginde ve bagisiklik
sistemi eksik oldugunda bagirsak mikrobiyotasiyla ilgkili bozukluklara maruz
kalmaktadir. Uygun dozaj seviyesi dikkate alinmalidir. Bu bakteriler ¢esitlidir ve
probiyotik tiirlere, konak balik tiirtine, konagin fizyolojik durumuna, besleme
uygulamasinin ana amacina baghdir. ideal olan probiyotiklerin faydali olmasi ve
konaga herhangi bir zararli etkisinin olmamasidir. Bu yilizden tiim strainler sucul
hayvanlar tarafindan alindiginda yan etkilere sebep olmamasi icin toksik ve
patojenik olmamalidir. Probiyotiklerin sahip olmasi gereken ozellikler asagidaki

gibi olmalidir.

2.7.3.4. Rekabetci dislama

Rekabetci dislama kurulmus bir mikroflorada bagirsaktaki ayni lokasyona
olan rekabetci kolonizasyonu azaltan ya da engelleyen bir olgudur. Bu mikroflora
sucul hayvanlarin bagirsaginda olusmak i¢in kuluckalama isleminde ve
bakterilerin ortamda olugsmasindan kisa bir siire sonra baglar. Rekabetc¢i dislamada
kiiltiirlerde dizayn edilen probiyotik {riinlerdeki ama¢ mukozadaki tutunma
bolgeleri i¢in rekabet, besinler icin rekabet, inhibitdr bilesiklerin {iretilerek
patojenite bakterilerin ¢ogalmasin1 ya da kolonizasyonunu engelleyen stabil,
anlasilir ve kontrollii bir mikrobiyotanin olusturulmasina dayanmaktadir.
Mikroorganizmalarin ~ tutunma  bolgelerine  baglanmasinda pasif  glicler,
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik, sterik giicler, lipoteikoik asitler, adezyonlar
ve adezyonlarin spesifik yapilar1 gibi fakli stratejiler rol almaktadir. Rekabetci
diglama faktorleri bagirsak epitelyum hiicrelerine tutunma ya da bagisiklik
sisteminin aktivasyonu i¢in Onemli faktorler olup organizmalarin sagligina,

bagirsak dengesine ve sindirimine yardim eder (Lara —Flores, 2011).

Probiyotik bakterilerin intestinal sistemdeki konagin dogal florasinin
patojenler i¢in bir bariyer olusturmasmma yardimci olmak en Onemli

fonksiyonlarindan biridir. Bu nedenle probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde,



45

patojenleri ve bozulma etmeni mikroorganizmalar1 inhibe etme potansiyeli dnemli
bir kriterdir. Bir¢ok probiyotik sus, bu fonksiyonu hidrojen peroksit (H,O,),
organik asit, diasetil, biyosiirfaktan maddeler, bakteriyosin veya bakteriyosin
benzeri molekiilleri igeren bir ya da birka¢ antimikrobiyel maddeyi iiretmek ya da
bagirsak epitel hiicrelerine patojen bakterilerin tutunmasini engellemek suretiyle

yerine getirmektedir (Ouwehand et al., 2000).

Aday probiyotiklerin in-vitro antagonizm testini gerceklestirmesi icin
genel yol patojenlerin aday probiyotiklere ya da sivi ortamda ekstraseliiler
{iriinlerine maruz birakilmasiyla olur. In-vitro antagonizm sonuglar1 biiyiik bir
dikkatle yorumlanmalidir. inhibisyon siirekli iiretilen inhibitér bilesiklerin sonucu
olmaylp primer metabolitlerden ya da ortamdaki pH degisiminden de
kaynaklanabilecegi dikkate alinmalidir. Bu teste dayanarak probiyotiklerin 6n

secimi efektif probiyotiklerin se¢ilmesini saglamaktadir (Vershuere, 2000).

Yiiksek cesitlilikteki mikrobiyal topluluklarin kontrol edilmesi zordur. Bu
tip topluluklar istilayla ya da belirli patojen mikroorganizmalarin eklenmesiyle
olusan etkileri dagitabilir. Bakteriyal antagonizm dogada yaygin bir fenomendir.
Bu yiizden mikrobiyal etkilesimler patojen ve faydali mikroorganizmalar
arasindaki dengede ¢ok onemli rol oynarlar. Ek olarak mikroorganizmalar temel
aragtirmalarda ticari anlamda mikrobiyal biiyiime {izerinde inhibitor etkiye sahip

biyoaktif dogal iiriinlerin kaynagi olabilir (Vershuere, 2000).

Antagonistik bilesikler mikroorganizmalar tarafindan {retilen bagka
mikroorganizmalar iizerinde toksik ya da inhibitor olan kimyasal bilesenler olarak
adlandirilirlar. Konagin bagirsaginda, yilizeyinde ya da kiiltiir suyunda
antibakteriyal bilesik iireten bakterilerin varlif1 patojen bakterilerin ¢ogalmasini
engelleyen hatta onlarin elemine etmesi diisiincesini akla getirmektedir.
Antibakteriyal bilesikler bakteriler lizerinde direkt ya da indirekt etkilerine gore
ayrilabilirler. Laktik asit bakterileri siklikla bakteriyosin iiretirler fakat bunlar
sadece yakin ilgili tiirler yetistiricilikte bulunan tiirler tizerinde etkilidirler.
Antibakteriyal bilesiklerin yapis1 her zaman ayirt edilemeyip etki mekanizmalari

heniiz bildirilmemistir ve bunlarin in vivo’da tretildiklerine dair herhangi bir bilgi
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bulunmamaktadir. Patojenlerin bu bilesiklere kars1 direnclilik gelistirmesi

miimkiindiir (Vershuere, 2000).

Diger taraftan antagonizm testlerinde probiyotik tiirlerin kaynagi onemli
bir elementtir. Mikroorganizmalar gelismeleri boyunca farkli fizyolojiler ve
biyokimyasal aktvitelerde bulunurlar. Bu o6zellikler tutunma bdlgeleri igin
probiyotik potansiyeli etkiler ve belki de in vivo testlerde probiyotiklerin
inhibisyonunda yanlis izlenimlere sebep olur. Probiyotik taranmasi antagonizm,
faydal1 bilesiklerin iiretimi, tutunma ve ¢esitli ¢evrelerde biiylime gibi farkli

stratejileri gerektirmektedir (Vershuere, 2000).

2.7.3.5. Bagisiklik uyarilmasi

Baliklarin ve daha yiiksek vertebratlarin bagisiklik sistemleri benzer olup
iki integral bilesene sahiptir. Bunlardan ilki cesitli hiicreler ve humoral bilesikler
tarafindan olusturulan dogustan, dogal ya da spesifik olmayan savunma sistemi;
digeri adapte, kazanilmig ya da antikor liretimi yardimiyla olugsan humoral
bagisiklik cevab1 ve T-lenfositlerle karakterize edilen 6zel bagisiklik sistemidir.
Bagisiklik ekosistemindeki normal mikrobiyota baliklarda hastaliga direncte
hayati dneme sahip olan dogustan bagisiklig1 etkiler ve fiziksel bariyer, humoral
ya da hiicresel bilesenlere boliiniir. Dogustan humoral parametreler antimikrobiyal
peptitleri, lizozim, tamamlayici bilesenler, ileticiler, pentraksinler, lektinler,
antiproteazlar ve dogal antikorlar1 igerir. Spesifik olmayan bagisiklik sistemi
probiyotikler tarafindan uyarilabilir. Gokkusagi alabaliklarina  agizdan
verildiginde Clostridium butyricum’un I6kositlerin fagositik aktivitesiyle baligin

vibriosise direncliligini arttirdig1 goriilmiistiir (Lara —Flores, 2011).

2.7.3.6. Antiviral etkiler

Aday probiyotik olarak kullanilan bazi bakteriler antiviral etkilere sahiptir.
Bazi c¢alismalar dogal bakteri ve probiyotiklerin bagirsak ylizeyinin
glikolizasyonunu degistirebilen dolayisiyla viral reseptorlerin yapisini degistirerek
virlis girisini ve tanima bolgesini bozan ¢dziilebilir etkenler tiretirler (Freitas et al.,
2003). Bu mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen laboratuvar ortaminda

viriislerin inaktivasyonunun deniz algleri ve bakterilerin hiicre dis1 kimyasal ve
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biyolojik bilesenleriyle gergeklestirdigi goriilmiistiir. Alabalik ¢iftliklerden izole
edilen Pseudomonas sp. Vibrio sp. Aeromonas sp. ve coryneformlarin infeksiy6z
hematopoietik nekroziz virusun olusturdugu plagr %50 oraninda azalttig

gorilmiistiir (Lara —Flores, 2011).

2.7.3.7. Baguwsak _Hiicrelerine _Tutunma__ve _Sindirim _Sistemine

Kolonizasyon

Probiyotikler dogal mikroflorayr olusturup konaklarinin saglikli olmasini
saglar. Bazi strainlerin mukusa, bagirsak sistemine, epitelyum hiicre ve diger
dokulara tutunmalar1 probiyotik se¢medeki genel kriterlerden olup bakteri
kolonizasyonuyla ilgilidir. Probiyotik mikroorganizmalarin intestinal epitelyum
yiizeylere tutunabilme kapasiteleri; intestinal bolgede kolonize olabilmelerinde,
patojen mikroorganizmalarin  tutunmasini  engellemede, immiin sistem
modiilasyonunda, hasarli mukozanin iyilestirilmesinde ve daha fazla ve uzun
siireli probiyotik etki saglayabilmede kritik Onem tasimaktadir. Probiyotik
bakteriler, ag1z boslugunda bulunan mikroorganizmalarin kolonizasyonunda etkili
olan tutunma ve/veya koagregasyon faktorleri gibi farkli kolonizasyon
mekanizmalarina sahiptir. Hayvanlarin bagirsak sisteminin probiyotiklerce
kolonizasyonu yalnizca dogumdan sonra ve rekabetci dogal mikrobiyotanin kesin
olarak kurulmasindan once miimkiindiir. Bu kurulumdan sonra probiyotiklerin
yiiksek dozlarinin verilmesi yapay ve gecici baskinligir saglar. Laktobasillerin
insanlarda ince ve kalin bagirsaga tutunma ve kolonize olma mekanizmalari,
hayvanlardaki tutunma ve kolonizasyon mekanizmalarindan  farklidir.
Hayvanlarda bu tutunma proksimal sindirim sistemde bulunan katlanmis epitel
yiizeylerinde ger¢ceklesmektedir. Olgun hayvanlarda bagirsak sistemindeki
probiyotik organizma popiilasyonu alim bittikten sonraki birka¢ giin i¢inde keskin

bir azalig gosterir (Sanchez et al., 2011).

Conway (1996) bir organizmanin bagirsakta uzun siire kaldiginda ve
cogalmas1 dis ortama ¢ikmasindan yiiksek oldugunda oraya kolonize olabildigini
belirtmistir. Mukozal yiizeylere tutunma ve kolonizasyon tutunma boélgeleri ve
besinlere ya da bagisiklik modiilasyonuyla olan rekabet yoluyla patojenlere karsi

bir savunma mekanizmast olusturur. Tutunmanin temel prensibi konakta belirli bir
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seviyesini elde etmek ve sindirim sisteminden yiyeceklerle disa atilimim

engellemektir.

2.7.3.8. Sindirim islemi

Probiyotikler mideden gecip bagirsaga tutunduklarinda biliyiimeleri i¢in
bir¢ok karbonhidrat kullanirlar ve organik maddelerin ve proteinlerin sindirimini
saglayan (amilaz, proteaz ve lipaz) sindirim enzimleri Tretirler, bagirsak
diizensizliklerini engellerler, bitki protein kaynaklarinda bulunan sekonder
bilesiklerin {iretimini uyarirlar ya da iretirler. Baliklarda probiyotikler
kullanildiginda biliylime performansi, yem verimi, organik maddelerin ve

proteinlerin sindiriminde yararli olduklar1 kanitlanmistir (Lara-Flores, 2011).

2.7.3.9. Asiditeye ve Safra Tuzlarina Direnc

Probiyotik olarak kullanilacak bir mikroorganizmanin, sindirim
sisteminden ge¢isi sirasinda canli kalabilmesi zorunludur. Bu nedenle
lizozim basta olmak {izere, agiz boslugunda bulunan enzimlere dayanikli
olmast ve midenin gastrik ortamindan (pH 1,5-3,0) biiyiik Olgiide
etkilenmemesi gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik mikroorganizma
seciminde ilk aranmasi gereken kriter suslarin asit direngleridir. Probiyotik
seciminde kullanilan diger bir kriter ise sujlarin safra tuzlarina direng
ozellikleridir. Safra tuzlar1 kolesteroliin suda c¢oziinebilen son iirliniidiir.
Safra tuzlari, karacigerde kolesterolden sentezlenir ve safra kesesinden
duedonuma salgilanir (500-700 mL/giin). Bu asitler daha sonra kolonda
mikrobiyal aktiviteden dolayr kimyasal modifikasyonlara (dekonjugasyon,
dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve deglukuronidasyon) ugrar (Lara-
Flores, 2011). Safra asitlerinin konjuge olan ve olmayan formlar1 6zellikle
mikroorganizmalar lizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ancak bu etki
konjuge olmayan formlarda ve gram pozitif mikroorganizmalarda daha

belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Basyigit, 2004).
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Sekil 2.4. Probiyotik bakteriler tarafindan bariyer fonksiyonunun arttirilmasinin sematik
gosterimi (Otutumi et al., 2012).

2.7.4. Potansiyel  Probiyotikerin Konak  Uzerinde In-vivo
Degerlendirilmesi

Probiyotiklerin besleme etkisi diisliniildiigiinde aday probiyotikler sucul
tirlerin kiiltlirtine eklenerek biiyiime ve hayatta kalma parametreleri tizerindeki
etkisi degerlendirilebilir. Probiyotikler konaga ya da ¢evresine birka¢ yolla

eklenebilir: yapay yeme ekleme, kiiltiir suyuna ya da canli yeme eklenebilirler.

2.7.4.1. In-vivo antagonizm test- deneysel enfeksiyon

Bir kiiltiir probiyotik olarak degerlendirilmeden 6nce konakta patojenik etki
olusturup olusturmadigina bakmak gerekmektedir. in vivo patojenite testi temsili
patojenle deneysel enfeksiyonu igerir. Bu ylizden hedef tiir aday probiyotikle
normal ve stresli kosullarda patojenite edilmelidir. Patojenler ya da firsatci
patojenler yem, immersiyon ya da kiiltiir suyuna ekleme yoluyla eklenebilir.
Bunlarin  heniiz kurulmus mikrobiyotadaki her tiirli kiiltiirel etkilesimi
engellemek i¢cin monoksenik kosullarda yapilmasi gerekmektedir. Probiyotikler
biyolojik kontrol ajan1 ya da canli yemin iiretimini arttirmak amach
diisiindiiglinde predator larva ya da juvenile karsi patojenitesi dikkate alinmalidir.
Patojenin nasil gelistigini belirlemek i¢cin uzun donemli etkiler calisilmalidir.

Patojenin biiylimesi ya da patojenitesinin probiyotigin antagonizm etkisi
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tarafindan gergekten baskilandigt mi yoksa gecici bir besin rekabetinden mi

kaynaklandiginin incelenmesi 6nemlidir (Vershuere, 2000).

2.7.4.2. Izleme araclarinin gelistirilmesi

Probiyotiklerin biiylik c¢apli kullanimina karar verildiginde bakteriyel
kiiltlirlerin iretim ve uygulamalarinin kontrol edilmesi i¢in izleme araglarinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Biiyiik ¢apli bakteriyal biyomasin iiretilmesi diger
bakterilerin kontaminasyonunu engelleyen kalite kontrole ihtiyag¢ duyar. Uretilen
bakteriyal strainlerin genetik stabilitesine dikkat edilmelidir. Ciinkii spontan ya da
indiiklenen mutasyonlar strainlerin probiyotik aktivitesini etkileyebilir. izleme
probiyotiklerin yetistirilen sucul tiirlerin girisinden sonra yapilmalidir ve rutine

alimmalidir (Vershuere, 2000).

2.8. Probiyotiklerin Yetistiricilikte Kullanilmasi

Su drlinleri yetistiriciligi hayvan proteini {iretiminde en Onemli
seceneklerinden birisidir ve organizmayr saglikli tutmak ve biiylimeyi
desteklemek icin bazi tamamlayict katkilar ve yiiksek protein igeren yiiksek
kaliteli yemlere gereksinim duyar. Probiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda yem
olarak kullanilmas1 1970’lere dayanmaktadir. Probiyotiklerin yetistiricilikte
kullanilmas1 yem katkilarini kullanarak yem fiyatin1 azaltmanin en iyi yollarindan
biri olarak kabul edilmektedir. Probiyotiklerin baslica etkileri yem verimini ya da
giinliik alim1 1yilestirmektir. Bu katki maddelerinin kullanilmasi balik ¢iftgilerine
saglik, kazang ve iireme ve yem verimi agisindan maksimum performans saglar.
Probiyotiklerin yeme katilmasinin sebebi hayvanin biiylimesini arttirmak ve
hastaliklara direncini arttirarak sagligimi iyilestirmektir. Bircok iilkede yapilan
arastirmalarin  probiyotik olarak kullanilan bazi bakterilerin (Lactobacilli)
bagisiklik sistemini uyardigin1  gostermistir. Bazi  probiyotiklerin  sucul
organizmalarin beslenmesi iizerindeki pozitif etkiler {izerinde ¢ok yogun

calismalar bulunmaktadir.

Akrami ve arkadaslar1 (2008) yavru Huso huso’larin yemine probiyotik
katildiginda biliylime, hayatta kalma ve beslenme veriminde gelisme oldugunu

gostermistir. Gatesoupe (1991) kalkan larvalarinin laktik asit bakterilerinin
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probiyotik strainleriyle beslendiginde en iyi biiylime ve hayatta kalma oranina

sahip oldugunu gostermistir.

Yem katki maddelerinin kullanilmas1 bakteriyostatik bir etki gdsterir ya da
beslenme alaninda yasayan bakteri popiilasyonlarint uyarir. Su {riinleri
yetistiriciligindeki probiyotikler birka¢ etki moduna sahiptirler. Inhibitor
bilesiklerin sentezlenmesi yoluyla patojen bakterilerin rekabetci diglanmasi, su
kalitesinin iyilestirilmesi, konake¢1 tiirlerinin bagisiklik cevabinin gelistirilmesi ve
ek sindirim enzimleri yoluyla beslenmesinin gelistirilmesi (Carnevali et al., 2006).
Yemdeki katki formunda bulunan ilave yemler kiiltiir sistemlerinin tagima
kapasitesinin arttirir ve sazan gibi sicak sularda bulunan baliklarin {iretimini

arttirir ve kisa zamanda en 1iyi liretimi saglar (Deveraj et al, 1986).

Sazan gibi omnivor ve karnivor baliklar i¢in en 6nemli faktdrlerden birisi
sindirilebilirlik ve yapay pelet yem sindirilebilirligidir. Yemlerdeki lif ve
probiyotik gibi geleneksel olmayan katkilar yem sindirilebilirligi ve emilimini
gelistirir. Sucul hayvanlarin {iretiminde ticari yonden bakildiginda yem balik

yetistiriciligi yonetiminin %50 masrafini olusturmaktadir (Noveirian et al., 2012).

2.8.1. Su iiriinleri yetistiriciliginde probiyotik olarak kullamilan farkh
strainler

Probiyotiklerin ¢ogu laktik asit bakterilerine aittir. Vibrio, Bacillus,
Pseudomonas ve Roseobacter genuslari bunlarin baslicalaridir (Ringo et al.,
2010). Bagirsak sistemiyle iligkili laktik asit bakterilerinin popiilasyon seviyesi
yas, beslenme aligkanligi, mevsim, tuzluluk ve stresle iliskili fizyolojik, gidasal ve
cevresel faktorlerden etkilenir. Yapay yemle beslenen yavru baliklarda ¢ok az
bulunmalarina ragmen eger yeme eklenirlerse bagirsak florasinda baskin
olabilirler. Yetistiricilikte kullanilan probiyotikler sdyledir: Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus sakel,
Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Aeromonas sobria, Saccharomyces cerevisiae, Carnobacterium
divergens’tir. Bacillus’larin yemde probiyotik olarak kullanilmalarindaki avantaj

pelletleme asamasinda hayatta kalma yetenekleridir.
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Cizelge 2.10 Probiyotik olarak kullanilan baz1 mikroorganizmalar (Cakir ve Cakmakgi,

2004).

insanlar icin kullanilanlar

Hayvan beslemede kullamlanlar

L.acidophilus

L. casei Shirota

L. delbrueckii subsp.
bulgaricus

L. johnsonii

L.reuteri

L. rhamnosus
Bifidobacterium adolescentis
B. bifidum

B. breve

B. longum

B. infantis.

S. salivarius subsp.
thermophiles, S. boulardii

L.acidophilus

L. casei

L. delbrueckii subsp.
Bulgaricus

L. plantarum
L.reuteri
L.fermentum

L. brevis

L. helveticus

B. bifidum

B. brevis

B. pseudolongum

faecium

B. thermophilus Enterococcus

Bacillus mesentericus
B. licheniformis
B. subtilis

B. natto

B. toyoi

Pediococcus pentosaceus
P. acidilactici

Aspergillus oryzae
Candida pintolopesi
Saccharomyces cerevisiae
Torulopsis spp

Cizelge 2.11 Probiyotiklerin yetistiricilikteki farkli uygulamalari (Cruz et al., 2012).

Uygulama

Probiyotigin adi

Uygulanan tiir

Biiyiime promotu

Bacillus sp. S11

Penaeus monodon

Bacillus sp.

Carnobacterium divergens
Alteromonas CA2
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus lactis AR21
Streptococcus thermophilus
Streptomyces

L. casei

Bacillus NL 110, Vibrio NE 17
Bacillus coagulans

Catfish

Gadus morhua

Crassostrea gigas
Scophthalmus maximus
Brachionus plicatilis
Scophthalmus maximus
Xiphophorus helleri
Poeciliopsis gracilis
Macrobrachium rosenbergii
Cyprinus carpio koi

Patojen inhibisyonu

Bacillus sp.

Enterococcus faecium SF 68
L. rhamnosus ATCC53103
Micrococcus luteus A1-6
Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens AH2

Pseudomonassp.
Roseobacter sp. BS. 107
Saccharomyces cerevisiae,

exiguous, Phaffia

Vibrio alginolyticus

V. fluvialis

Tetraselmis suecica
Carnobacterium sp. Hg4-03
Lactobacillus acidophilus
Bacillus spp., Enterococcussp.
Lactococcus lactis

Penaeids

Anguilla anguilla
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Scallop larvae

Litopenaeus vannamei

Salmonids

Oncorhynchus mykiss

Salmo salar

Hepialus gonggaensis larvae
Clarias gariepinus
Farfantepenaeus brasiliensis
Epinephelus coioides

Besin sindirimi

L. helveticus

Bacillus NL 110, Vibrio NE 17
Carnobacterium sp. Hg4-03
Lactobacillus acidophilus
Shewanella putrefaciens Pdp11

Scophthalmus maximus
Macrobrachium rosenbergii
Hepialus gonggaensis larvae
Clarias gariepinus

Solea senegalensis
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Cizelge 2.11 (Devam)

Su kalitesi Bacillus sp. 48 Penaeus monodon
Bacillus NL 110, Vibrio sp. NE 17 Macrobrachium rosenbergii
Lactobacillus acidophilus
B. coagulans SC8168 Clarias gariepinus
Bacillus sp., Saccharomyces sp. Pennaeus vannamei
Penaeus monodon
Stres toleransi Lactobacillus delbrueckii | Dicentrarchus labrax
Alteromonas sp. Sparus auratus
B. subtilis, L. acidophilus, S. | Paralichthys olivaceus
cerevisiae
L. casei Poecilopsis gracilis
Pediococcus acidilactici Litopenaeus stylirostris
Shewanella Makimaki

putrefaciens Pdp11

Uremenin iyilestirilmesi Bacillus subtilis Poecilia reticulata,
Xiphophorus maculatus
L. rhamnosus Danio rerio
L. acidophilus, L. casei, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium | Xiphophorus helleri

thermophilum

2.8.2. Yetistiricilik i¢in diisiiniilen probiyotikler

Uzun siire once kesfedilen probiyotikler laktik asit iireten Lactobacillus
sp.’dir. Bu yiizden Aeromonas hydrophila, A.media, Altermonas sp,
Carnobacterium inhibens, Debaryomyces hansenii, Enterococcus faecium,
Lactobacillus helveticus, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens,
Roseobacter sp., Streptococcus thermopilus, S. exiguous, Vibrio alginolyticus, V.
fluvialis, Tetraselmis suecica ve Weissella helenica, Lactococcus sp. gibi birgcok

tiir yetistiricilik amagli kullanilmakta ya da kullanilacaktir (Sahu et al., 2008).

Cizelge 2.12 Probiyotiklerin yetistiricilikte biyokontrol ajani olarak segilmesi i¢in
diyagram (Balcazar et al., 2006d).

77 Salsis nireatada - Mikrobiyal strainlerin
( ( seqimi )

. saglikls hayvanlaon laranma;l

Potansiyel probiyotiklerin in vitro

Tgili konakta in-vive etkilerin deferlendinimesi
defrerlendirilmest

[ Kolomzasyon yetenegi ]

Tutunma faktérleri Histopatoloji ]

[ Inhibitsr bilegiklerin fretimy
[ Bouinler igin rekabet

Patojenik strainlere kary: deneyael
patojenite

lL

Probiyotik |
[ Ekonomik xl«pm Imullmm [ Kavit pmAl‘d(lllml
./'--./
\‘ P

[ Ticari probiyotik l
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2.8.3. Su Uriinlerinde Probiyotik Uygulamalari

Su drilinleri yetistiriciliginde probiyotikler; oOzellikle iiretimi arttirmak,
sudaki patojenlerin engellenmesi ve su kalitesinin 1iyilestirilmesi amaciyla

kullanilmaktadir.

2.8.3.1. Patojenlerin yayiliminin engellenmesi

Balik sagligt mikrobiyal istilalara karsi kendi biinyelerindeki direng
mekanizmasina birinci dereceden baglidir. Bundan dolay1 sucul ¢evrede bulunan
mikroorganizmalar baliklarin biiyiimesinde dogrudan etkilidirler (Maeda, 1999).
Sucul ortamda mililitrede bir milyondan fazla mikroorganizma bulunur; bu
mikroorganizmalar Urettikleri ve yaydiklar1 maddeler ile birbirlerinin yasamlari
iizerinde etkiye sahiptirler. Bu nedenle yetistiricilik suyuna diisiikk dozlarda
organik madde ilavesi hem balik larvalarinin yasama oranlarini artirir hem de
organik maddeleri besin olarak kullanan faydali mikroorganizmalarin gelismesini

saglar (Maeda, 1999).

Sudaki viriis ve zararli bakterileri tespit ederek onlar1 uzaklastirmak
yetistiricilikle ugrasan kisilerin temel hedefidir. Bunun i¢in suyun filtre edilmesi,
sodyum klorit ilavesi, ozonlama, UV sterilizasyonu ve yapay antibiyotikler
bulunduran yemler kullanma, yetistiricilikte diizenleyici metotlarin yaygin
olanlaridir. Bu metotlar her ne kadar etkili olsa da patojenleri uzaklastirmak icin
¢6ziim olmamaktadir. Ozellikle uzun siireli ¢6ziim sans1 hemen hemen hi¢ yoktur.
Ornegin eger kanamycin antibiyotigi suya ilave edilirse iki giinliiiine bakteri
sayis1 azalir, fakat sonra bakteri sayisi eski seviyesine gelecektir. Deniz suyu;
filtrasyon, UV ve ozonlama ile sterile edildikten sonra da ayn1 durum goriilebilir;
bu uygulamalardan sonra bakteri populasyonu ¢ok hizli ¢ogalir. Ciinkii bakteriyel
populasyonlar arasindaki antagonizm azaltilmis olur. Daha da 6nemlisi hi¢ kimse
yukarda sayilan uygulamalardan sonra olusan boslukta tekrar hangi bakterilerin
lireyecegini bilemez (Maeda, 1999). Bu nedenle yukarida sayilan uygulamalardan
sonra ortama Yyararli bakteri ilavesi zararli baktari ve viriislerin gelisimini
simnirlandiracaktir.  Yetistiricilik cevrelerinde stirekli hastaliklar artmakta ve

bunlara yonelik farkli tedavi yontemleri bulunamamaktadir. Ciinkii bazi
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hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere kars1 bakterilerde direng
gelisimi  olmakta ve uygulanan tedavi yoOntemleri gitgide etkinligini
kaybetmektedir. Bu olgularin farkina varilmasindan sonra bakterilerin
antagonistik 6zelliklerinden faydalanma yoluna gidilmistir. Bu yilizden belirli
patojen mikroorganizmalara yonelik antagonizm gosteren spesifik bakteriler 6ne
cikmaya baglamigtir. Mikroplar arasindaki antagonizm dogal olarak sucul ¢evrede
hangi mikroplarin 6lmesi veya azaltilmasi gerektigi yoniinde bir goriis ortaya
cikardi. Bu biyolojik veya biyokontrol olarak bilinen metot yetistiricilik alaninda
coktan beri uygulanmaya baslamistir. Ornegin patojenik bdcekleri oral yolla
etkileyerek sonunda onlar1 6ldiiren iinlii bakteri Bacillus thuringiensis, Avrupa ve
Kuzey Amerika’da binlerce ton kullanimi ile su an yaygin olarak
uygulanabilmektedir. Bu olumlu sonuclar biyokontrol araci olarak patojen
organizmalarin elimine edilmesi i¢in kullanilan virlis, mantar ve protozoonlarla

ilgili ileri ¢aligmalaria onciilitk etmistir (Maeda, 1999).

Chabrillon ve arkadaslarinin 2006 yilinda cipuralardan izole edilen
probiyotik organizmalarm Listeria anguillarum’un 6nlenmesi konusunda
yaptiklar1 ¢alismada; cipuralarin deri, solungag ve bagirsak mukuslarinda
yerlesmis olan 4 tane sus tizerinde ¢alisilmistir. Bunlarin L. anguillarum’a karsi
etkileri incelemislerdir. Mukusa tutunma O&zelliginin biitiin izolatlarda %7’den
daha fazla oldugu tespit edilmistir. 3 susun patojenlere kars1 antagonistik etkisi
gbzlenmistir. Bu suslarin L. anguillarum’un balik mukusuna tutunmasi tizerine
etkisi de incelenmis ve yalmizca iki adet susun bali§in mukusuna L.
anguillarum’un tutunmasimi 6nemli 6l¢iide azalttigi belirlenmistir. Bu sekilde bir
sus secilerek oral yolla invivo probiyotik potansiyeli test edilmistir. Daha sonra L.
anguillarum ile epriivasyon yapilmistir. Besleme denemeleri igin 50 adet balik
almmis ve ticari balik yemine liyofilize edilmis bakteri 10° cfu/g olacak sekilde
eklenmistir. Uygulama 15 giin devam etmistir. Diger deney grubunda ise higbir
sey eklenmemis ticari yem verilmis ve eprivasyondan sonra baliklarda mortalite;
diyete probiyotik ilave edilmis olan grupta kontrol gruba oranla daha diisiik

bulunmustur.
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2.8.3.2. Probiyotiklerin Bagisiklik Sistemine Etkisi

Kim ve Austin (2006), dogustan gelen savunma sisteminin probiyotiklerle
desteklenmesi konusunda yaptiklari ¢alismada; saglikli gokkusag1 alabaliklarinin
(Oncorhynchus  mykiss, walbaum) bagirsaklarindan izole edilen C.
maltaromaticum ve C. divergens probiyotik olarak denenmis; Aeromonas
salmonicida ve Yersinia ruckeri’ye karsi yapilan direng testlerinde basari
gostermistir. Boylece alabaliklar bu bakterileri 107 hiicre/ml igeren yemlerle
beslenmisler ve yukarida sayilan patojenlerin viriilens suslar ile test edilmislerdir.
Her iki bakteri de uygulamadan 3 hafta sonra midede bulunmustur. Bu kiiltiirler
baliklarda humoral (salgisal) ve hiicresel bagisiklik sistemini giiclendirmislerdir.
Ozellikle C. maltaromaticum igeren yemlerle beslenen baliklarda 6n
bobreklerdeki makrofajlarin fagositik aktivitelerinde biiyiik oranda artis olmustur.
Bununla birlikte Carnobacterium divergens igeren yemle beslenenlerde de serum
lizozim aktivitesi ve respiratory burst aktivitesi (Super oksit anyon aktivitesi)
yiikselmigtir. Bagirsak mukusunun lizozim aktivitesinde her iki probiyotikle
beslenen baliklarda da istatistiki olarak kontrol gruba oranla yiiksek farklar

bulunmustur.

Brunt ve Austin’in (2005) alabaliklarda Lactococcus ve Streptococcus’un
onlenmesi konusunda yaptiklar1 ¢aligmada; Gokkusagi alabalifi ve sazanlarin
sindirim kanalindan 125 bakteri susu izole edilmis ve bu suslarin Lactococcus
garviae ve Streptococcus ineae’ye karsi balik yemine ilave etme suretiyle etkileri
arastirilmistir. Probiyotik olarak belirlenen Aeromonas sobria ortalama agirliklari
20 g olan gokkusag: alabaliklarmim yemine 5x10” hiicre/g dozunda 14 giin siire ile
verilmigtir. Lactococcus garviae ve Streptococcus inae ile kas i¢i enjeksiyon ile
yapilan epriivasyonda kontrol grubu baliklarinda 9%75-100 arasinda oliim
gorililiirken; probiyotikli baliklarda o6lim oran1 sadece %0-6 arasinda
gergeklesmistir. Bu calismada probiyotik etki ile birlikte baliklarda 16kosit

sayilari, fagositik ve respiratory burst aktivitenin de arttig bildirilmistir.
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2.8.3.3. Probiyotiklerin sindirim ve yem degerlendirmeye etkisi

Yanbo ve Zirong (2006) probiyotiklerin sazan baliklarmin (Cyprinus
carpio) biiyiime performansi ve sindirim enzim aktiviteleri {izerinde yaptiklari bir
calismada baliklarin proteaz, lipaz ve amilaz iretimi {izerine etkilerini
incelemislerdir. Kiiltiir ortamindan Bacillus ve Photobacterium izole edilmistir.
Fotosentetik bakteriler ve basilluslar liyofilize edilerek 1 kg yeme 1 g ilave
edilerek karistirilmigtir. 60 giin sonra probiyotik eklenmis ve eklenmemis
diyetlerle beslenen baliklar incelenmis ve probiyotik ilave edilenlerde yem
degerlendirme ve biiyiime oram1 Onemli Olglide yiiksek c¢ikmustir. Sindirim
enzimlerinin aktivitesi agisindan da énemli farklar bulunmustur. Proteaz aktivitesi
Bacillus ilave edilenlerde ve karisik olanlarda kontrole ve fotosentetik bakterilere
gore daha yiiksek ¢ikmistir. Yine amilaz ve lipaz etkisi de mix probiyotik ilave
edilenlerde kontrole gore yiiksek bulunmustur. Sonucta bu ¢alismalarda
probiyotiklerin sindirim ve enzim aktivitesini artirdigi ve Yem doniisiim oranini
(Food Conversation Ratio, FCR) azalttig1 belirlenmistir. Bu amacla probiyotik
uygulamanin iyi sonug¢ verdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte farkli probiyotik
formlar1 farkli etkiler gdstermis ancak karma probiyotik uygulamasinin en iyi

sonucu verdigi ortaya ¢ikmustir.

2.8.3.4. Probiyotiklerin deformasyon ve mortaliteye etkisi

Aubin ve arkadaglarimin 2005 yilinda alternatif tedavi yontemlerinin siirh
oldugu alabaliklarda omurga egriligi sendromundan, (Vertebral Column
Compression Syndrome (VCCS)) korunmada probiyotik kullanimi konusunda
yaptiklar1 c¢alismada; iki probiyotik sus kullaniminin florfenikol kullanimi ile
karsilagtirilmast yapilmistir. Antibiyotik, laktik asit bakterisi (Pediococcus
acidilactici) ve bir maya (Saccharomyces cerevisiae var. Boulardii) yemlere ilave
edilmis ve hicbir sey ilave edilmeyen kontrol yemi ile karsilagtirilmistir.
Antibiyotik, tedavinin ilk haftasinda bilesimindeki toksisiteden dolay1 biraz
mortaliteye sebep olmustur. Bununla birlikte antibiyotik uygulamasit VCCS’ye
duyarhiligt %3’e distrmiistiir. Kontrol grupta baliklarin % 13’1 hastaliktan
etkilenmistir. Pediococcus uygulamasi da antibiyotik kadar etkili olmustur. Fakat

yasama oraninda herhangi bir zit etki gdstermeden 5 ay boyunca uygulanmustir.
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Ciinkii VCCS’nin simirlandirilmast igin Pediococcus’un sadece ilk yemlemeden
itibaren 20 giin kullanilmas1 yeterli bulunmamistir. Uzun siireli probiyotik
uygulamas1 VCCS sendromundan sonra korunma i¢in etkili gibi goriinmiis fakat
bliyiik capli yetistiricilik isletmelerinde probiyotik uygulamasinin yani sira

korunma yontemlerine de siki sikiya uyulmasinin gerektigi belirlenmistir.

2.8.3.5. Probiyotiklerin Su Kalitesi Uzerine Etkisi

Su {irlinlerinde probiyotik kullanimi konusundaki aragtirmalar ¢evre dostu
yetistiricilik fikrinin benimsenmesinden sonra artmistir. Probiyotik canlilarin
yemlerine katilan ve onlarin sagliklarimi iyilestiren mikroorganizmalar olarak
bilinir. Balik ve kabuklularin bagirsak mikroflorasi ¢evreye ¢ok baglidir. Ciinkii
bircok mikrop besinler ve suyoluyla barsaga gecer. Bazi ticari iirlinler dogrudan
probiyotik gibi liretimi iyilestirici olarak liretilir ve onlara probiyotik ilave etmeye
gerek yoktur. Probiyotik uygulamalarimin temelinde baligin mikroflorasini
diizenleme amaci vardir. Diger taraftan biyokontrol veya biyo remediasyon (Su
kalitesini iyilestirici) terimleri de probiyotikler i¢in kullanilir. Bununla birlikte
baliklarda ilk denenen probiyotikler karasal hayvanlar i¢in hazirlanmis triinlerdi
(Gatesoupe, 1999). Probiyotik verilmeden once onun sucul ortamda yasayip
yasamayacagl konusu belirlenmelidir. Bunun i¢in su {riinleri i¢in kullanilacak
probiyotikler sucul ¢evrelerden izole edilmelidir. Bu mikroplar Vibrio,
Pseudomonas, Enteromonas, Laktik asit bakterileri 6zellikle Bacillus spp. ve
mayalardir (Gatesoupe, 1999). Probiyotiklerden; patojenlerle besin veya ortama
tutunma konusunda rekabet ve bagisiklik sistemini giiclendirmek gibi ¢ok 6nemli

gorevler ve etkiler beklenir (Gatesoupe, 1999).

Sucul canlilar probiyotiklerin kullanimi, hazirlama ic¢in gerekli ©n
calismalar1 ve gelisim asamalar1 bakimindan ¢ok farkhidirlar. insanlar ve karasal
canlilar embriyonik gelisimlerini bir kese i¢inde gegirirler. Bir¢ok balik ve karides
tiirtinde larval donem ve erken bagkalasim donemleri dis ¢evrede gergeklesir. Bu
larvalar mikrobiyal faaliyetlerden ¢ok etkilenirler. Ciinkii ilk yemlemenin
yapildigi donemlerde sindirim sistemleri (Timmermans, 1987) ve bagisiklik
sistemleri yeterince gelismemistir. Bu yiizden probiyotik uygulamalar: larval

safthada daha ¢ok tercih edilir. Ayrica ¢ok kiiciik baliklarin bagisiklik sistemleri
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yeterince gelismedigi ve asilama yapilamamasi nedeniyle erken donemlerdeki
probiyotik uygulamalar1 patojenlere karsi larvayr koruma konusunda daha etkili

olur.

Gram negatif fakiltatif anaeroblar balik ve karideslerde sindirim
sistemlerinde baskin durumdadirlar. Bazi tropik ot¢ul baliklarin sindirim kanalinin
sonunda yararli anaerobik bakteriler de bulunabilir (Clements, 1997). Vibrio ve
Pseudomonas kabuklularda (Moriarty, 1990), deniz baliklarinda ve midyelerde
baskin cinstirler. Aeromonas, Plesimonas ve Enterobactericidae familyasi tatli su
baliklarinda baskindir. Sucul organizmalara probiyotiklerin etkisi karasal
hayvanlara etkisinden daha fazladir. Sucul canlilar poikiloterm olduklar1 igin
onlarin viicutlarindaki mikrobiyal konsantrasyon sicaklikla degisir (Lesel, 1990).
Tuzluluk degisimleri mikrop yogunlugunu artirir ve deniz baliklar1 vucutlarinin su
kaybin1 Onlemek i¢in devamli su igerler. Bu devamli su alma ¢evredeki
maddelerin etkisini artirir. Ozellikle midye, karides larvalar1 ve canli yemler gibi
stizerek beslenen canlilara dikkat edilmelidir. Bu etki 6zellikle mide engellerinin
olmadig1 larval donemde Onemlidir. Bununla birlikte sucul canlilarin bagirsak
mikroflorast yem ve sudan gelen mikroorganizmalarla hizli bir sekilde degisir

(Moriarty, 1990).

Taoka ve arkadaglari (2006) tarafindan Paralichthys olivaceus
yetistiriciliginde resirkiile sistemlerde probiyotiklerin biiylime, stres toleransi ve
spesifik olmayan bagisiklik sistemi iizerine etkisi lizerine yapilan bir ¢caligmada,
ticari probiyotikler yeme ve suya ilave edildiklerinde ozellikle su kalitesi
parametrelerinden pH, amonyum azotu, nitrat azotu ve fosfatin kontrol gruba gore

probiyotik ilaveli yemle beslenenlerde daha az oldugu goriilmiistiir.

2.8.3.6. Probiyotiklerin Kullanilmasinda Dikkat Edilmesi Gereken
Hususlar

Probiyotik mikroorganizmalar ortam kosullarina duyarli olduklarindan,
depolanmalarina ve kullanilan tasiyicinin 6zelligine dikkat edilmelidir. Gram (+)
mikroorganizmalar dondurma ve dondurarak kurutma islemlerine oldukca

duyarhdirlar. Probiyotik mikroorganizmalar biyolojik {iriinlerin elde edilme
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teknolojisine gore dondurularak kurutuldugunda canlilifini uzun siire devam
ettirebilmektedirler (Vanbelle et al., 1990). Ticari probiyotik {irlinler toz, graniil,
pelet, sivi silispansiyon, kapsiil gibi degisik sekillerde hazirlanmaktadirlar.
Uretilen mikroorganizmalar dondurma teknigine uygun olarak kurutuldugunda
canliliklarin1 uzun siire korumaktadirlar. Probiyotikler genellikle nem igerigi ¢ok
diistik olan karma yemlerde daha uzun siire canli kalabilmektedirler. Fakat bu tip
yemlerdeki probiyotiklerin sayilar1 zamanla azalmaktadir. Bu azalmanin hizi
mikroorganizmanin tiir ve sekline bagli olarak degisiklik gdstermektedir.
Probiyotikler yemdeki su ile reaksiyona girdiklerinde canliliklarimi hizla
kaybetmektedirler. Bu nedenle probiyotik ilave edilen yemler, kuru ve serin
yerlerde usuliine uygun sekilde depolanmalidir. Probiyotik iriinlerin 22-25°C’ de
ve kuru yerde tutulmalar1 gerekmektedir. Ortam sicakligt 30°C’ nin {izerine

ciktiginda bakteriler canliliklarini1 kaybetmektedirler.

2.9. Probiyotik Bakterilerin Tiplendirmesinde Kullanilan Yoéntemler

2.9.1. Fenotipik yontemler

Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek i¢in gen ekpresyonunun {iriiniinii
karakterize eden (gozlemlenebilir karakterleri) ve genelde genus-tiir diizeyinde
identifikasyona olanak saglayan geleneksel fenotipik yoOntemler arasinda
morfolojik, fizyolojik, metabolik, biyokimyasal Ozellikler ve kemotaksonomik
markirler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler,
hiicre duvar bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre
yiizeyindeki antijenler, antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da
hiicre duvar1 proteinlerinin elektroforetik paternleri yer almaktadir. Farkli pH,
sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, gaz iiretimi gibi bazi basit fizyolojik
testler genus identifikasyonunda kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermentasyonu
gibi biyokimyasal testler fenotipik yontemler olarak kullanilmakta ve tiir bazinda
ayirim saglayabilmektedir. Kullanisli olmasina ragmen, tiirler aras1 varyasyonlar
ve tekrarlanabilirliginin zayif olmasi gibi baz1 dezavantajlari da bulunmaktadir.
Bununla birlikte; standardize edilmis sonuglardan olusturulmus veri tabanlarindan
hazirlanmis API 50CHL gibi ticari amagh sistemler yiliksek sayidaki suslarin

tanimlanmasinda kullanilmakla beraber yeni 6zellik kazanmis tiirlerin veya alt
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tirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir. Simdiye kadar identifikasyonda
kullanilan fermentasyon 6zellikleri ve API Kit prensibine dayali biyokimyasal
testler tiir ve genus bazinda ayrim saglarken; identifikasyonda kullanilan fenotipik
yontemler arasinda en giivenilir yontemin protein profil analizi oldugu
belirtilmistir. LAB’larda en iyi bilindik tiirlere ait protein patern veri bankasi
olusturularak bu problemin de iistesinden gelinmeye calisilmistir (Pot et al.,
1993). Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez sisteminde elde edilen
toplam hiicre protein profillerinin kiyaslanmasi, tiir ve alt tiir bazinda
identifikasyon i¢in oldukca gilivenilir bir yontem olmakla beraber bazi tiirler igin
yeterli degildir dolayistyla, protein profiline dayali tiplendirme tekniginin yeterli
olmadigt ve dogrulugunu kanitlamak icin molekiiler yontemlere ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir (Temmerman et al., 2004). Bununla beraber, fenotipik
yontemler ile gen ekspresyonunun iirtinii karakterize edildiginden bu 6zelliklerin
hepsi spontan mutasyon ve biiyiime kosullarindaki farklilanmalar neticesinde
degisim gostermeye meyillidirler. Probiyotik olarak kullanilabilecek LAB’larin
cogu oldukca benzer besinsel ihtiyaclara sahip olup benzer ¢evresel sartlar altinda
gelisim gosterebildiklerinden dolayi tiir diizeyinde tanimlanmalarinda kullanilan
bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alict ve ayni zamanda ayrim giicli ve
hassasiyetleri bakimindan da ¢ogu zaman siiphe uyandiricidir. Bununla beraber
biiyiime kosullar1 hiicre morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi durumlarda genus
diizeyinde dahi identifikasyon islemlerinde zorluk yaratmaktadir. Bu kriterler
kaba bir identifikasyon amaci i¢in yeterli olsalar da net ve kesin bir identifikasyon
amacina yonelik degillerdir. Bundan dolayidir ki LAB’larin genus ve tiir bazinda
identifikasyonunda kullanilan fenotipik ve biyokimyasal o6zelliklere dayali
identifikasyon sistemlerinin kullanimi genellikle yanlis identifikasyonlara ve
hayal kiriklig1 yaratan identifikasyon sonuglarmin ortaya cikmasina sebep
olabilmektedir. Dolayisiyla tan1 ve tiplendirmede fenotipik yontemler yetersiz
kalmaktadir. Ciinkii uygun probiyotik analizleri i¢in genus ve tiir diizeyinde
tanilama ¢ok onemlidir. Dolayisiyla biz ¢alismamizda fenotipik testlerle birlikte

molekiiler yontemleri kullandik.
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2.9.2. Molekiiler (genotipik) yontemler

Probiyotik iiretiminde ilk asama bagirsak mikrobiyotasinin normal
bilesenlerinin izolasyonu ve tanilanmasidir ¢iinkii probiyotik olarak kullanilacak
strainlerdeki istenen 6zelliklerden biri mideye alindiklarindaki ekosistemde dogal

olarak bulunup oranin bir pargasi olmalaridir.

Bagirsak  sisteminin  dogal mikrobiyotas1 konagin  biyokimyasi,
immunolojisi, fizyolojisi ve enfeksiydz hastaliklara spesifik olmayan direnci
iizerinde etkilidir. Bu yiizden mikrobiyota konagin beslenmesi iizerinde hayati
oneme sahiptir. Ozellikle de yogun yetistiriciligi yapilan hayvanlar igin daha
onemlidir. Bu yiizden bagirsak flora toplulugunu ve onu olusturan farkli
mikroorganizmalar1 tanilamak gerekmektedir. Bu 6zellikle dogal mikrobiyota ile

probiyotiklerin ayrilmasi gereken alanlarda gereklidir.

Mikrobiyal tanilamada verimin ve kalitenin arttirilmasinda molekiiler
metotlarin kullanilmasi1 devrim niteliginde olup ¢ok saglikli sonuclar vermektedir.
Genetik metotlar ve yeni nesil dizileme metotlar1 probiyotik mikroorganizmalarin
filogenetik tanilamasim1 geleneksel yontemler olmadan cok kolay bir sekilde

saglamaktadir (Cruz et al., 2012).

Mikrobiyal topluluklardan bakterileri hizli tanilayip analiz etmek i¢in klasik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler yeterli degildir ¢ilinkii bakteriyal popiilasyonlar
benzer beslenme gereksinimlerine sahip olup benzer gevresel kosullarda biiytirler.
Gtivenilir bir probiyotik seciminde en 6nemli kriter, susun tanimlanmis olmasidir.
Bu amacla DNA-DNA hibridizasyonu veya 16S rRNA dizi analiz teknikleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Probiyotik 6zellik gdsteren bir bakteri, patojen
suslara da sahip bir tiriin iyesi ise detayli bir klinik taninin yapilmasi

gerekmektedir.

Molekiiler teknikler organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan
yontemlerdir. DNA temelli yontemler, kullanilan teknigin tipine bagli olarak
mikroorganizmalarin genus seviyesinden sus seviyesine kadar identifikasyonunu
saglayabilmektedir. Niikleotit sekanslarinin kullanimini igeren bu teknikler
olduk¢a hizli teknikler olup besiyerindeki degisikliklerden etkilenmemeleri
bakimindan fenotipik identifikasyon yontemlerine kiyasla olduk¢a 6nemli

avantajlar sunmaktadir. Bununla beraber, genotipik yontemler kromozomal DNA
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molekiiliniin  insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNA’nin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerinin
yaratilmasina veya var olan kesim bolgelerinin elemine olmasina sebep olan
rastgele mutasyonlardan etkilenmekle beraber dogal varyasyona daha az maruz

kalmaktadirlar (Miljkovi¢-Selimovi¢ et al., 2009).

Fenotipik ya da genotipik olsun, tiim identifikasyon sistemleri yorum ve
performans rahatligi, ayrim giicii, iiretilebilirlik ve tiplendirilebilirlik bakimindan
karakterize  edilmelidir.  Gilinlimiizde, @LAB identifikasyon/tiplendirme
caligmalarinda ilgi odag1 fenotipik yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar
veren molekiiler (genotipik) yontemlere dogru kaymistir. DNA temelli molekiiler
yontemler  filogenetik  calismalarda  mikroorganizmalarin  birbirleri  ile
baglantisinin belirlenmesinde siklikla kullanilan yaklasimlardandir ve kullanilan
yonteme bagli olarak genus diizeyinden sus diizeyine kadar mikroorganizmalarin
farkli seviyelerde tanimlanmasinda gelismis bir bakis acis1 sunmaktadir.
Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giicline sahip olmalari, tekrarlanabilir
olmalari, uygulamasmin kolay olmasmin yaninda, sonuclarin  kolay
yorumlanabilmesi gibi nedenlerden dolay1 son yillarda siklikla kullanilmakta ve

gelistirilmektedir (Bush and Nitschko., 1999; Kiran ve Osmanoglu, 2011).

Simdilerde kullanilan molekiiler stratejiler farkli primerleri igeren DNA-
temelli tiplendirme yontemlerinin temel avantaj1 ayrim giiciine ve evrensel olarak
uygulanabilir olmasina dayalidir. Birbiri ile hemen hemen ayni fenotipik
Ozelliklere sahip akraba suslar gilinlimiizde plazmid profillemesi, 16S-23S
ribozomal DNA analizleri, molekiiler ribotiplendirme, rRNA
oligoniikleotidlerinin kullanilmasi, ¢oklu lokus dizi analizleri (MLSA), DNA-
DNA hibridizasyonu, darbeli alan jel elektroforezi (PFGE), rastgele cogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD), restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP),
denatiirasyon gradiyent jel elektroforezi (DGGE), amplifiye edilmis parca uzunluk
polimorfizmi (AFLP), c¢ogaltilmis ribozomal DNA’nin restriksiyon analizi
(ARDRA) gibi kromozom temelli teknikler sayesinde giivenilir sekilde ayirt
edilebilmektedir. Molekiiler tan1 yontemlerinin bir kismi sadece tiir diizeyinde
tanimlama yapabilecek uygulama yeterliligine sahip iken, bir kismu ise alt tiirlerin
evrimsel siliregte genomlarinda meydana gelen genetik olaylar ve meydana

getirdikleri varyasyonlarin saptanmasinda da kullanilmaktadir. 16S rRNA genleri
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evrimsel siiregte ¢cok iyi korunmus, degismez ve sinirlandirict fonksiyonlara sahip,
erken sathada gelisimi belirlenmis ve diger genlere nazaran ¢evresel baskilardan
etkilenmemis evrensel belirtecler olmalarina ragmen, tanimlama caligmalari igin
tek basma kullanimlarinda karsilagilan bazi olumsuzluklar bulunmaktadir. Bu
olumsuzluklardan ilki 16S rRNA genlerinin genomda ¢ok iyi korunmus olarak
bulunmasinin bakteri analizi i¢in siirlandirict bir etki olusturmasidir. Ikinci
olarak, 16S rRNA genleri cesitli bakteri tiirlerinde evrensel belirtegler olarak
kullanilsalar bile genlerin kopya sayisi farklilik gostermektedir. Bu durum 16S
rRNA genleri hedef olarak kullanildiginda bazi bakteri tiirlerinin ¢ok iyi ayirt
edilebilmesine bazilarinin ayrimmin ise daha giic olmasina yok ag¢maktadir

(Mohania et al., 2008).

2.9.2.1. Dalgali Alan Jel Elektroforezi (PFGE: Pulsed Field Gel
Electrophoresis)

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin en basarilist olarak kabul edilen bu
yontemde s1vi veya kat1 besiyerinde iiretilen bakteriler, diislik erime 1s1l1 agarozla
karistirilip kiigiik kaliplar i¢cine dokiilmektedir. Agaroz i¢ine karistirilan bakteri
hiicreleri, deterjan ve enzim yardimiyla parcalanarak DNA izolasyonuna tabi
tutulmaktadir. PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundan DNA’da
kirilmalara yol acabilen geleneksel DNA izolasyonu uygun degildir. Liziz
islemini takiben agaroz kaliplari iyice yikanarak veya diyalize edilerek protein ve
karbonhidrat gibi kontaminantlarin uzaklagtirilmasi saglanmaktadir. Kromozomal
DNA agaroz jel iginde tutulu kalmaktadir. Agaroz igindeki bakteriyel DNA
nispeten az sayida ve biiyiik pargalar olusturan bir restriksiyon enzimi ile kesime
ugratilmaktadir. Daha sonra i¢inde kesime ugratilmis DNA parcalar1 bulunan
kaliplar, elektroforez uygulanacak jel i¢indeki uygun ¢ukurlara yerlestirilmekte ve
belli araliklarla yoni degistirilen elektrik akimina tabi tutulmaktadir. Bu tip bir
elektrik akimi 10-800 kb’lik DNA fragmanlarinin net olarak ayirt edilmesini
saglamaktadir. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle boyanarak her bir
izolata ait bant profili goriiniir hale getirilmektedir. Bu bant profilleri bilgisayar
programlar1 yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbiriyle iligkileri ortaya
konulmaktadir. Son senelerde, PFGE ile DNA parmakizi tiplendirmeleri biiyiik

restriksiyon fragmentlerinin karsilastirilmasina imkan vererek cesitli LAB sus
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tiplendirmelerinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla beraber, oldukca
fazla zaman/is gilicii harcanmasini gerekli kilan bu yontem ayni zamanda da tiire
spesifik bir yaklagimi gerekli kilmakta (farkli restriksiyon enzimleri ve
elektroforez kosullar1) ve dolayisiyla genelde tiir i¢i ayrim veya iligkilerin ortaya
konulmasinda, bakteriyel suslarin ayrilmasinda da kullanilmaktadir. PFGE’yi
yilksek ayrim gilicii gosteren bir yontem olarak kabul edilmektedir. PFGE
restriksiyon bi¢imi zamana karsi stabildir, tekrarlanabilir ve yorum i¢in standart
kriterler mevcuttur. Bu nedenle bu yoOntemin tiirlerin tanmimlanmasi ve
siiflandirilmasinda kullaniglt bir ara¢ oldugu bildirilmistir. Bir¢ok aragtirmact
prosediirii hizlandirmak i¢in ve zaman tiiketen prosediirlerin {istiinden gelebilmek
icin PFGE protokollerinin degisik modifikasyonlarini tanimlanmis bulunmaktadir

(Moschetti et al., 1998: Bush and Nitschko, 1999; Kiran ve Osmanoglu, 2011).

2.9.2.2 Ribotiplendirme (Ribotyping):

Bakterilerde, Okaryotlarda ve arkealarda bulunan rRNA molekiillerinin
bir¢ogunun molekiiler evrimin gidisatinda ¢ok az degismis oldugu goriilmektedir
(Woese, 1987), bundan dolay1 bu sekanslara spesifik problar bakterilerin genis bir
simiflandirmasini, benzer rRNA sekanslariyla belirleyebilmektedir. Diger prob
tipleri ise belirli tiirler veya tiir i¢inde sinirl kalmaktadir. Ribotiplendirmede total
genomik DNA bir restriksiyon enzimiyle daha kiigiik fragmentlere parcalanmakta
ve bu parcalar jel elektroforeziyle birbirinden ayrilmaktadir. Fragmentler jelden
bir membrana transfer edilmekte ve ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan
genlerin korunmus bdlgelerine spesifik isaretlenmis evrensel bir probla
hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Hibridizasyondan sonra fragmentl9eri
gostermek i¢in problarin hibridize oldugu yerde probdaki isaret gézlenmektedir.
Ribotip denilen bu bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla karsilastirilarak
izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Ribotiplendirme ayni1 zamanda
muhtemelen bu yontemin en yaygin kullanim amacinda oldugu gibi, izolatlarin
filogenetik amagclar i¢in tiplendirilmesinde de kullanilabilir. Gegmis yillarda bu
yontem Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Weissella tiirlerinin veya
alttiirlerinin taksonomik c¢aligmalarinda da kullanilmistir (Lee and Salminen,
2009). PFGE ile karsilastirildiginda ribotiplendirme, alttiir ve sus identifikasyonu

icin yetersiz kalmaktadir buna ragmen tiirlerin ayriminda uygulanabilir bir
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yontemdir. Ribotiplendirme; arasgtirmacilarin  yanlis bir sekilde PCR-
ribotiplendirme olarak tanimladigi, 16S-23S ara bolgesinin PZR bazli fragment

uzunluk polimorfizminden ayrilmalidir.

2.9.2.3. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Ayn1 zamanda kromozomal DNA restriksiyon analizi veya DNA
mikrorestriksiyon analizi olarak da bilinmektedir. Bu yontemde kromozomal
DNA izole edilmekte ve restriksiyon enzimiyle muamele edildikten sonra olusan
fragmentlerin agaroz jelde ayrimi yapilmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin kesim
sonucunda olusturdugu parcalara “restriksiyon parcalar1” denmektedir. Bunlarin
blyiikligi  kullanilan  restriksiyon  enzimlerine bagli olarak  degisim
gostermektedir. DNA molekiilii farkli kesim bolgelerine sahip olabilmektedir.
DNA parcalarinda goriilen bu polimorfizmin nedeni nokta mutasyonu olabilecegi
gibi, inversiyon, delesyon, translokasyondan kaynaklanan biiyiilk mutasyonlar da
olabilmektedir. Kisaca; bu yontemde RFLP analizinde restriksiyon enzimlerinin
DNA’daki kesim noktalarindaki degismelerden faydalanilmaktadir. Bantlar ve
bantlar arasindaki farkliliklar karsilagtirilarak her izolatin ayrimi saglanmaktadir.
RFLP; hizli, ucuz ve uygulanmasi nispeten kolay olan bir yontemdir. Ancak
bircok fragmentin olugsmasi ve bunlarin jelde yakin bir sekilde dizilmesiyle bu
bant profillerini ayirmak giiclesmektedir. Bu nedenle tutarli sonuglarin olusmasi
icin birden fazla restriksiyon enziminin kullanimi gerekebilmektedir (Kiran ve

Osmanoglu, 2011).

2.9.2.4. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD)

Geleneksel PCR calismalart belirli bir tiire veya hatta susa 6zgii DNA
sekanslarin1 amplifiye etmek i¢in kullanilabilmekle beraber sistemin ¢alisabilirligi
spesifik oligoniikleotitlerin varligina ihtiya¢ duydugu i¢in {izerinde calisilacak
organizmanin DNA sekansinin bilinmesi gerekmektedir. Bu da 6zellikle iizerinde
calistigimiz organizmanin DNA sekanst hakkinda bilgi sahibi olmadigimiz
durumlarda dezavantaj olarak karsimiza cikabilmektedir. RAPD analizleri bu
gereksinimi ortadan kaldirmaktadir c¢linkii primer tasarlamak icin parmakizi

analizi yapilacak olan genomun sekansini bilmeye gerek yoktur. Literatiire
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RAPD-PZR olarak gecen bu yontemin analizleri sonucu elde edilen ¢ogaltilmis
iriin  polimorfizm gostermekte ve bdylelikle genetik markorler olarak
kullanilabilmektedir. Bu yontemde bilinen 6zgiil bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak
yerine rastgele secilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki bircok bdlgenin
cogaltilmas1 gerceklesmektedir. Oligoniikleotit primerleri PZR’nin anahtaridir.
Olusan parcalarin sayr ve biiyiikliigli; primerin niikleotid dizisine ve kalip
DNA’da bu diziye komplamenter dizinin varligina bagli olarak arastirilan genoma
0zgii bir desen (patern) vermektedir. Bu sistemle, genom dizisi hakkinda hic¢bir
sey bilinmeyen DNA’lar ¢alisilmaktadir. Primer baglanmasiyla, polimeraz enzimi
5’—3" yoniinde ¢alisgarak DNA molekiillerini ¢ogaltilmakta ve bunlar agaroz jel
veya poliakrilamid jel elektroforezi ile birbirinden ayrilip uygun boyalarla
boyanarak izlenebilmektedir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik
farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen farkli sayr ve uzunluktaki (baz gifti)
bantlarin  olusmasmma neden olmaktadir. Diisilk sicaklik derecesinde
gerceklestirilen baglanma asamasinda, secilen primerler, kromozom iizerinde hem
kendilerine 6zglin bolgelere, hem de 6zgli olmayan bolgelere baglanmaktadir

(Cocconelli et al., 1997).

Aymn tiir i¢indeki farkli suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayisi ve
birbirlerine olan wuzakliklar1 degisik olacagindan agaroz -elektroforezinde,
amplifiye edilen parcalarin arasinda primerlerin baglanma yerlerinde gerceklesmis
olan bir mutasyon (delesyon veya insersiyon) bant polimorfizminin ortaya
c¢ikmasma neden olmaktadir. Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde
gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilmaktadir. Aym
bant profili goOsteren izolatlar filogenetik olarak iligkili  seklinde
yorumlanabilmektedir. Bant profilleri benzer olan izolatlar yeni primerlerle tekrar
test edilmeli veya diger tiplendirme yontemleriyle calisilmalidir. RAPD
yonteminin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok farkl
degisken bulunmaktadir. En O6nemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir.
(Cocconelli et al., 1997).

Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona
giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in diger

karsilagtirmali analizlere girmeden Once yontemin optimize edilmesi oldukca
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onemlidir. Uygulanma kolaylig1 ve kisa siirede sonug¢ verebilme agisindan genis
kullanim alan1 bulan bu yontem diger molekiiler yontemlere gére daha hizli ve
daha ucuzdur. Kullanilan primer sayisi arttik¢a ayrim giicii artmaktadir. LAB’larin
tirler aras1 ayriminda, bazi tiirlerin (Enterococci, Pediococci ve Lactobacilli) tiir
ici ayriminda ve gidalardan izole edilen suslarin genus bazinda ayriminda basarili

bir sekilde kullanilmaktadir (Cocconelli et al., 1997).

2.9.2.5. Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

AFLP; molekiiler markor teknikleri igerisinde genetik karakterizasyon
caligmalar i¢in gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi analizi tekniklerinden biridir.
Genellikle birbirine yakin tlirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP
sonuclart gliniimiizde bakteriyel taksonomiyi agiklamakta ve sonuglart DNA-
DNA hibridizasyonu gibi teknikler ile desteklenmektedir. AFLP temelde RFLP ve
RAPD-PZR tekniklerinin bir arada kullanildigi ve identifikasyonda ozellikle
RFLP ve RAPD-PZR’de oldugu gibi tiir-sus diizeyinde oldukg¢a yiiksek oranda
basariya ulasan ve son yillarda diger molekiiler yontemlere alternatif olarak
sunulan popiiler bir tekniktir. Yontem, uygun kosullarda amplifiye edilecek olan
kalip DNA’y1 yaratmak i¢cin DNA fragmanlarinin uglarma eklenmis olan g¢ift
zincir DNA adaptorlerini taniyan primerlerle secici amplifikasyonu gerekli
kildigindan elde edilen sonuglar tekrarlanabilir 6zellik sergilemektedir. AFLP
caligmalarinda kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin her biri DNA {izerinde
spesifik bir bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi neticesinde DNA
fragmanlar1 meydana gelmektedir. Farkli hedef sekanslar1 taniyan pek ¢ok farkl
restriksiyon enzimlerinin es zamanl kullanimlari farkli uzunluklara sahip yiizlerce
DNA fragmaninin olusmasina sebep olmaktadir. Istenilen hedef fragmam
cogaltmak adma pre-selektif amplifikasyon adi verilen bir islem ile fragmanlar
taranmakta ve daha sonra PZR teknigi kullanilarak istenilen hedef fragmanin
sayis1 binlerce kere arttirilmaktadir. Genelde her bir AFLP reaksiyonunda
yaklagik 30-80 restriksiyon fragmani beraber amplifiye oldugundan ve denatiire
kosullarda gergeklesen jel elektroforez sisteminde tespit edilebildiklerinden teknik
DNA polimorfizmin tespiti i¢in olduk¢a giicliidiir. Tiir ve alt tiir seviyesinde
ayrim saglayan bu teknigin kullanimi diger DNA tiplendirme yoOntemlerine

kiyasla sergilemis oldugu avantajlardan dolay1 giin gectik¢e artmaktadir. Teknigin
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cok genis bir alani taramasi, az miktarda is giicline gereksinim duymasi, kisa
siirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin oldukc¢a kolay olusu en temel
avantajlarindan olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir. Bununla beraber,
analiz i¢in gerekli olan DNA miktar1 ¢ok az olmakla beraber ulasilan bilgi
oldukga fazladir. Analiz 6ncesi DNA sekansina ait bir bilgiye gerek yoktur ve
diger tekniklere kiyasla AFLP’nin tekrarlanabilirligi oldukca yiiksektir (Vos et al.,
1995).

2.9.2.6. Tekrarlanan Palindromlara dayali PZR (Rep-PZR)

Bakteri DNA’s1 icerisinde siirekli tekrarlayan elementler bulunmaktadir.
DNA igindeki degisken sayida tekrarlayan ve dkaryotik organizmalarda rep olarak
isimlendirilen bu elementler bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus palindromik
yapiya sahip sekanslardir. Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber bu
bolgelerin kromozomal organizasyonda yer aldiklar diisiiniilmektedir. Rep-PZR
¢ogu bakterinin genomunda birgok kopyasmin dogal olarak bulundugu, oldukga
korunmus ve tekrarlanan DNA sekanslarinin amplifikasyonu iizerine kurulmus bir

genomik parmakizi teknigidir (Olive and Bean, 1999; Georghiou et al., 1995).

Bugiine kadar tekrarlanan DNA sekanslarmin 3 tiirii tanimlanmistir.
Bunlardan birincisi; tekrarlanan ekstrajenik palindromik (REP) olarak adlandirilan
35-40 baz ¢ifti biiylkliginde ve c¢esitli halkalar1 yapisinda bulunduran
elementlerdir. Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik palindromik konsensus
(ERIC) ise; 124-127 baz cifti biiyiikliigiinde ve merkezi korunmus palindromik
yapiya sahip sekanslardir. Son olarak BOX dizisi ise 154 baz ¢iftlik box A, box B,
ve box C seklinde isimlendirilmis korunmus alt {initelere sahip elementlerdir.
Bakteriler arasinda biitiin bu alt {initeler arasinda sadece box A-1 alt {initesi
oldukca korunmustur. Tiplendirme amaciyla primerler DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in
REP ve ERIC’de tekrarlanan bdlgelerin disindan, BOX’da ise box A alt
tinitesinden baglayacak sekilde tasarlanabilirler. Bu primerlerin kullanimiyla REP,
ERIC ve BOX elementlerinin arasinda yerlesmis ayirici bolgeler ¢cogaltilabilmekte
ve REP-PZR, ERIC-PZR ve BOX-PZR genomik parmakizi olarak
adlandirilmaktadir. Toplu halde bu yontemler Rep-PZR genomik parmak izi

teknigi olarak tanimlanmaktadir. Bu teknikle tekrarlanan elementler PZR ile
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degisik boyutlarda DNA fragmentleri tiretmek i¢in ¢cogaltilmaktadir. PZR {iriinleri
daha sonra boyutlarima gore agaroz jel elektroforezinde ayrilmakta ve spesifik
DNA parmak izi bantlar1 olusturulmaktadir. Daha sonra bu bantlar tanimlayici
bilgisayar programi kullanilarak analiz edilmektedir. Rep veya ERIC dizilerinden
kaynaklanan primerlerle yapilan PZR kolay uygulanabilmesi, ¢cok sayida izolat ile
caligilabilmesi, ayirt ediciliginin yiiksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan
molekiiler tiplendirme yontemleri arasindadir. Teknigin uygulanmasi kolaydir
ayrica hem ¢ok sayida hem de az sayida Ornege uygulanabilir. Yontemin en
onemli dezavantaji s6z konusu serilerdeki yiiksek degisimdir. Bu nedenle ¢ogu
durumda tiir ayriminda kullanilamaz. Daha fazla tiire uygulanabilirlik gostermekte
olan Rep-PZR, PFGE ile karsilastirildiginda daha diisiik ancak plazmid profil
analizleri veya genomik parmakizleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek ayrim

giicline sahiptir (Olive and Bean, 1999; Georghiou et al., 1995).

2.9.2.7. 16S-23S I¢ Transkribe Edilen Ayirict Bélge PZR (16S- 23S ITS)

Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak iizere 3 gen
bolgesi bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle ayrilmakta ve sekansta, hem genus
hem tiir seviyesinde uzunluk agisindan cesitlilik gostermektedir. 16S ve 23S
rRNA bolgeleri yiiksek derecede korunmus dizileri iceren bolgelerdir. Bu
bolgelere 6zgii primerler kullanilarak PZR islemi gergeklestirilerek sekanslama
islemi neticesinde sonuca gidilebilir. 16-23S rRNA arasindaki bdlgesinin
cogaltilmas: genellikle ITS-PZR olarak tanimlanmaktadir. ITS-PZR; 16S-23S
rRNA’nin intergenik transkripsiyon bolgesi icindeki polimorfizmleri ortaya
cikarmakta ve bakteriyal tlirlerin karakterizasyonunda kullanilabilmektedir. Bu
yiizden filogenetik analizler i¢in 6dnemli bir ara¢ olarak gorev yapabilir. rRNA
genleri arasindaki ara bolge hedef bolge oldugu i¢in yontem ayni zamanda PZR-
ribotiplendirme olarak da adlandirilmaktadir. Agaroz jelde ayrilan ¢ogaltilan
bolgeler karsilastirilmaktadir. Cogaltilmis bolgenin restriksiyon analizi veya
sekansi, yontemin ayrim giiclinii yilikseltmektedir. Bununla beraber ¢ok net olarak
farkli olan bazi tiirlerin ayn1 16S rDNA sekansina sahip olmasi, dolayisiyla veri
tabaninda yer alan bazi sekanslarin gilivenilirliginin siipheli olmasi gibi bazi

giicliikler de mevcuttur (Kiran ve Osmanoglu, 2011).
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2.9.2.8. MLST (Multi-Locus Sequence Typing

Bakterilerin mutasyona ugramayan genlerinde goriilen farkli yapilarin
listelenmesi yaklasimi MLEE (Multi-Locus Enzyme Electrophoresis, Coklu-
Lokus Enzim Elektroforezi) yontemiyle saptanmistir. Niikleotit diziliminin
avantaji, sonuglarinin kolayca onaylanabilmesi, saklanabilmesi ve elektronik
olarak paylasilabilmesidir. MLST analizine verilmis olan lokus i¢in tiim benzersiz
dizilimler kesif siralarma gore bir allele atanir. Bu MLEE’deki elektromorflarin
tasarimina karsilik gelmektedir. Eldeki izolatin her bir MLST lokusunda var olan
alleller, allelik profili olusturur ve dizilim tiplendirilmesi tasarlanir ki, bu da
MLEE’deki elektroforetik tiplendirme tasarimma karsilik gelir. MLST’de,
MLEE’ye gore daha az lokus incelenerek benzer diizeyde ayirim
yapilabilmektedir. Bu durum, MLST nin niikleotit dizilimlerini ayirma giiciiniin
daha yiiksek oldugu anlamma gelmektedir. izolatlar arasindaki iliskiler allelik
profillerin karsilastirilmasi ile belirginlesir. Yakin iligkili izolatlar 6zdes dizilim
tiplendirmelerine veya birkag¢ lokusta farklilik gosteren dizilim tiplendirmelerine

sahiptirler (Cetinkaya ve Ayhan., 2014).

MLST teknigi housekeeping genlerindeki DNA dizi varyasyonlarini direk
olarak Olgcen ve strainleri unik alel profillerine gore karakterize eden bir
yontemdir. MLST teknigi basit olup DNA dizilenmesinden sonra PCR
cogaltilmasini icerir. MLST nin akis semasi: veri toplanmasi, veri analizi ve
multilokus dizi analizinden olusmaktadir. Ik boliimde varyasyonun kesin tanimi
gen fragmentlerinin niikleotid dizi tanilamasiyla elde edilmektedir. Veri
analizlerinde tiim unik dizilerin alel sayilari belirlenir ve alelik profille
birlestirilerek sekans tipi belirlenir (ST). Eger yeni aleller ve STs’ler elde edilirse
dogrulamadan sonra databazda saklanir. Final kisimda ise izolatlarin
iligkileri/akrabaliklar1 alelik profillerin kiyaslanmasiyla yapilir (Spratt 1999;
Spratt and Maiden., 1999).

2.9.2.9. Cogaltilmis rDNA Geni Restriksivon Analizi (ARDRA)

Temeli 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmas: esasina dayanan PZR-RFLP

esaslt bir yontem olan ARDRA’da 16S rDNA genleri evrensel primerler veya tiire
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spesifik primerler kullanilarak 16S rDNA bolgesi ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra
yine spesifik restriksiyon enzimlerin kullanimi ile amplifiye edilen bdlgeler
kesilmektedir. Restriksiyon enzimlerinin seg¢imi, ¢ogaltilmis bolgenin niikleotit
kompozisyonuna gore yapilir, bu se¢im ayrica genis sayida tiiriin net bir ayrimi
icin gereklidir. Sonugta olusan fragmentler agaroz jelde goriintiilenerek
karsilastirmali olarak siiflandirmaya tabi tutulmaktadir. 16S rDNA bolgesi
korunmus ve tiirler aras1 degisken dizilere sahip oldugundan dolay1
mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda Onemli belirtegler olarak
kullanilmaktadir. Baz1 yakin tiirler arasinda ayrim elde edebilmek icin birden fazla
restriksiyon profilinin karsilastiritlmas: 6nemlidir (Soto et al., 2010; Temmerman

et al., 2004; Kiran ve Osmanoglu, 2011).

2.9.2.10. DNA sekans analizi

Bir DNA molekiiliiniin niikleotid kompozisyonun belirlenmesidir. DNA
tiplendirme yontemleri, bakteriyel DNA’daki farkliliklarin ayrimi istiine
kurulmustur. izolatlarin ayrimi i¢in DNA sekanslamanim kullanilmasi en ideal yol
olarak goriilmesine ragmen, her izolatin tiim genomunun sekanslanmasi pratik
degildir. 16S rRNA sekanslarinin veri bankalar1 olusturulmustur ve bu sekanslarin
karsilagtirilmas1 tanimlanmasimna olanak saglamaktadir. Aslinda 16S rRNA
sekanslar1 bakterilerin taksonomik calismalar1 icin oldukca kullanighidir. Bu
sekanslara gore evrimsel agaglar kurulmus olup bakteriyel tiirlerin filogenetik
iligkileri belirlenmektedir. DNA sekanslamasi i¢in en popiiler yontem dideoksi
veya “Sanger” yontemi olarak adlandirilmaktadir. Cesitli gen sekanslarina ait
DNA dizi analizi bir identifikasyon/tiplendirme yontemi olarak umut vericidir.
Birgok laboratuvar i¢in bu teknik su an i¢in uygulanabilir olmadigi i¢in daha ucuz
DNA sekans araclarmin uygulanabilirligi bu teknigi gelecekte daha ulasilabilir
hale getirebilir. PZR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk sekans1 bilinmeyen
bir susun tek bir basamak ile tanimlanmasinda oldukg¢a etkili bir yontemdir.
Bununla beraber bazi giicliikler de mevcuttur, 6rnegin, ¢ok net olarak farkli olan
baz1 tiirlerin ayn1 16S rDNA sekansina sahip olmasi dolayisiyla veri tabaninda yer
alan baz1 sekanslarin giivenilirliginin siipheli olmast gibi (Kiran ve Osmanoglu,

2011).
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2.10. Tiirkiye’de Probiyotik Laktik Asit Bakterileriyle Ilgili

Gergeklestirilen Calismalar

Tiirkiye’de farkli gidalardan ya da kaynaklardan laktik asit bakteri
izolasyonu ve identifikasyonuyla ilgili calismalar mevcut olup arastirmamiza gore
tath su baliklarindan probiyotik potansiyele sahip laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, molekiiler idendifikasyonu ve alabaliklarda potansiyel probiyotik

olarak kullanilmasiyla ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Yetistiricilikle ilgili olarak ise birka¢ caligma mevcut olup bu calismalar
asagida verilmistir. Yapilan calismalar géz oniine alindiginda yiiriitiilen bu tez
calismast hem probiyotik potansiyele sahip laktik asit bakterilerinin tatli su
baliklarindan izole edilmesi hem de baliklarin kendi floralarindan elde edilen
bakterilerin bu baliklara karst probiyotik potansiyellerinin degerlendirilmesi
acisindan bir orijinallige sahiptir. Cilinkii yiriitiilen yetistiricilik ¢aligmalarinda

baliklarda ticari probiyotikler kullanilmistir.

Can (2001) yiiriittiigii “Probiotik Uriinlerin Levrek (Dicentrarchus labrax,
L. 1758) Larvalarinin Gelisimine Etkisi” adli yiiksek lisans tez calismasinda
yogun (intensif) balik iiretimi yapilan kuluckahanelerde, baliklarin ilk iiretim
sathalarinda ortaya c¢ikan genis populasyonlardaki patojen mikroorganizmalarla
dogal metotlarla miicadele olanaklari arastirmak, probiotik bakteriler ve
niitrientlerden olusan {irlinlerin tiretim kalitesine, miktarina ve larval gelisime
etkisinin incelenmesini amaglamistir. Sonucta, deneme siiresince herhangi bir
patojen mikroorganizmaya rastlamamistir. Baliklarin gelisimiyle ilgili olarak da;

deney tanklarinda, kontrol tanklarina oranla % 12’lik fark oldugunu rapor etmistir.

Oztiirk (2007) “Levrek Baliklarinda (Dicentrarchus labrax) Probiyotik
Olarak Lactobacillus rhamnosus Kullanilmasinin Performans Uzerine Etkisi” adl1
doktora tez caligmasinda levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax) probiyotik
olarak kullanilan Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103)’un deformasyon orant,
canli agirlik artis1 (S.G.R), yem degerlendirme oranlar1 (F.C.R) ve yasama orani
lizerine etkisi arastirilmustir. Oztiirk (2007), larval yasama oranini deneme

gruplarinda % 27,4 ve kontrol grubunda % 18,9 olarak saptamis olup aradaki
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farkin 6nemli oldugunu rapor etmistir (P < 0,001). Probiyotik uygulamasinin
larva, yavru ve yetiskin donemdeki baliklarin aylik agirlik artiglart (S.G.R.) ve
yem degerlendirme oranlar1 (F.C.R) iizerinde” etkisinin olmadigini belirtmistir (P

>0,05).

Kaya (2009) ¢’ Probiyotik Bakteri Izolasyonu ve Kiiltiirii Yapilan Balik
Tiirlerinin Bagisiklik Sistemleri Uzerindeki Etkisinin Tespiti Uzerine Bir
Calisma” adli yiiksek lisans tez ¢aligmasinda Cipura (Sparus aurata) ve Deniz
Levregi’nin (Dicentrarchus labrax) bagisiklik sistemlerini = giiclendirecek
probiyotik bakteri izolasyonu amaglamistir. Vibrio anguillarum’a karsi
antagonistik etkisi test edilecek 22 sus izole edilmistir. Ayrica deneme sonundaki
balik agirliklar1 da tespit ederek probiyotik bakterinin agirlik artisina etkisini de

incelemistir; fakat bu farkin istatistiki olarak 6nemsiz oldugunu rapor etmistir.

Dullug (2010) gergeklestirdigi “Probiyotik Ilaveli Beslemenin Tilapia
(Oreochromis niloticus L.) ve Aynali Sazan (Cyprinus Carpio L. 1758)
Yavrularinin Biiyiime ve Yem Degerlendirmesine Etkileri” adli doktora tez
calismasinda, %39 ham protein ve 3500 kcal/kg sindirilebilir enerji igerecek
sekilde temel yem hazirlayip bu yeme 1,0x10°, 1,0x10°, 1,0x10" kob/g yem
oranlarinda olacak sekilde Bactocell® (Pediococcus acidilactici igeren) ilave edip
hazirladig1 1zonitrojenik ve izokalorik deneme yemlerini uygulamada hangi
kosullarda ne kadar siireyle kullanilabilecegini belirlemek ve hazirlanan bu
yemlerle tilapia (O. niloticus) ile aynali sazan (C. carpio) yavrularinin beslemeyi
amaglamigtir. Sonugta tilapia (O. niloticus) ve aynali sazan (C. carpio) yemlerine
1,0x10" kob/g Pediococcus acidilactici MA 18/5M (Bactocell®) probiyotik
bakterisi ilave edilerek beslemenin yem degerlendirme ve besin maddelerinin

sindirilebilirligi agisindan olumlu yonde etkisinin oldugunu bildirmistir.

Tiirkiye’de probiyotiklerin su iiriinlerinde kullanimiyla ilgili ¢aligmalar
yaygin olmaylp Ang ve arkadaslart (2013) c¢alismalarinda ¢ipura larva
yetistiriciliginde 40. giine kadar ticari bir {irin olan probiotik bakteri (Bacillus sp.)
eklenmesinin larvalarda biiyiime parametreleri ve sindirim enzimleri (alkalin ve
asit proteaz) iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak, probiotiklerin

canli yem kiiltiiri ve tank ortamina eklenmesi alkalin ve asit proteaz aktivitesini
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onemli oranda arttirdigini, bu yiizden probiotiklerin bu yontemle uygulanmasinin
bliylime parametreleri ve besinsel durumlar agisindan daha etkili oldugu

sonucuna varmislardir.

Aytekin  (2013), “Balik Yetistiriciliginde Kullanilacak  Potansiyel
Probiyotiklerin ~ Biiylime Karakteristiklerinin ~ Optimizasyonu” adli tez
caligmasinda, E. faecium’un biyokiitle ve biyokiitle verimliligini arttirmak igin
kiltliriin blyiitilme kosullarinin optimizasyonunu amaglamiglardir. Calismanin
ilk kisminda, farkli bilesiklerden veya farkli oranlarda bilesiklerden olusan
ortamlar, sicaklik ve pH degerleri denemislerdir. Ikinci kisimda ise,
mikroorganizmayi, biyoreaktorde farkli fermentasyon yontemleri deneyerek
biiyiitmiislerdir. Son asamada ise, biyokiitleyi fermentore geri dondiirmek tizere
fermentdre entegre edilmis membran filtrasyon sistemi denemislerdir. Sonuglara
gore optimum sicaklik olan 37°C ve 6.5 pH degerlerinde, en iyi biiylime
gozlemlemislerdir. 37°C, 350 rpm ve 6.5 pH degerlerinde, en yiiksek deger olan
6.3 g/L biyokiitle, siirekli steril ve taze besi ortaminin beslendigi ve biyokiitlenin
fermentdre geri dondiiriildiigli membran filtrasyon sistemini iceren deneyde elde

etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan 6rnekler

Bu caligmada kullanilan 75 adet bakteri straini (Cizelge 4.1) Egirdir
Goli’'nde bulunan Sazan (Cyprinus carpio), Sudak (Sander lucioperca), Havuz
balig1 (Carassius gibelio), ve yerel isletmelerden ticari olarak satin alinan

Gokkusagi alabaligi (Onchorhychus mykiss)’ndan izole edilmistir.

3.1.2. Kullanmilan besiyerleri

3.1.2.1. de Man Ragosa and Sharpe (MRS)Agar

g/litre
Pepton 10.0
Lab-Lemco meat extract 10.0
Yeast extract 5.0
D (-) Glucose 20.0
Tween 80 1
K,;HPO4 2.0
Sodium acetate 5.0
Triammonium citrate 2.0
MgSO0,.7 H,0 0.2
MnSO4.4 H,O 0.05
Agar 15.0
Distile su 1000ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiniip pH’st 6.2-6.7’ye ayarlanmis ve
otoklavda 121 C’de 15 dk sterilize edilmistir. Bu besiyeri lactobacillus tiirlerinin

gelistirilmesi ve izolasyonu amaciyla kullanilmistir (de Men et al., 1960).
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3.1.2.2. M17 AGAR

g/litre

Polypepton 5.0
Phytone pepton 5.0
Maya ekstrakti 2.5

Et ekstrakti 2.5
Laktoz 5.0
Askorbik asit 0.5
B-disodium glycerophosphate 19.0
MgSO4 (0.1M) 7 H,O 1.0
Agar 12.0
Distile su 1000ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziinlip pH’s1 7.2’ye ayarlanmis ve otoklavda
121 C’de 15 dk sterilize edilmistir. Bu besiyeri laktik streptokoklarin gelistirilmesi

ve izolasyonu i¢in kullanilmistir (Terzaghi and Sandine, 1975).

3.1.2.3. Tryiptic Soy Agar (TSA)

g/litre
Kazein pepton 15
Soya pepton 5
Sodyum kloriir 15
Agar 15
Distile su 1000ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziinlip pH’s1 7.2°ye ayarlanmig ve otoklavda
121 C’de 15 dk sterilize edilmistir. Bu besiyeri genel besiyeri olup nazli olan ve
nazli olmayan mikroorganizmalarin  gelistirilmesi ve izolasyonu igin

kullanilmaktadir (Atlas, 2004).
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3.1.2.4. Tryiptic Soy Broth (TSB)

g/litre
Kazein 17
Soya 3
Sodyum kloriir 5
Dipotasyum fosfat 2.5
Dekstroz 2.5
Distile su 1000ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiniip pH’s1 7.2°e¢ ayarlanip otoklavda
121 C’de 15 dk sterilize edilmistir. Genel bir besiyeri olup standart mikrobiyolojik
analizlerde kullanilmaktadir (Atlas, 2004).

3.1.2.5. Hugh and Leifson’s OF bazal ortami

g/litre

Pepton (tryptone) 2.0
Sodyum kloriir 5.0
Glukoz (ya da diger karbohidratlar) 10.0
Bromtimol mavisi 0.03
Agar 3.0
Dipotasyum fosfat 0.30
Distile su 1000ml

Icerik distile suda ¢oziindiikten sonra pH 7.1’e ayarlanmistir. Daha sonra
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Test edilecek karbon kaynaginin sterilize
edilmis %10’luk ¢ozeltisi besiyerine eklenerek son konsantrasyonunun %1 olmast
saglanir. Bu besiyeri mikroorganizmalarin oksidatif ve fermentatif karakterde olup

olmadiklarini anlamak i¢in kullanilmistir (Collins and Lyne, 1976).
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3.1.2.6. Tripton Broth

g/litre
Tripton 3
Sodyum kloriir 0.3
Distile su 100ml

pH 7-74¢ ayarlanir ve 121°C’de 15dk  sterilize edilir.
Mikroorganizmalarin indol iiretimi testinde kullanilmistir (Collins and Lyne,
1976).

3.1.2.7. Methyl-Red Voges-Proskauer Broth

Pepton 7
Glukoz 5
K,;HPO,4 5
Distile su 1000ml

Dehidre besiyeri, 17,0 g/LL olacak sekilde damitik su iginde eritilip,
standart deney tiiplerine 5'er mL olarak dagitilir ve otoklavda 121°C 'de 15
dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi-kahve renktedir ve
25°C'de pH's1 6,940,2'dir (Collins and Lyne, 1976).

3.1.2.8. TSI (Triple Sugar Iron) Agar

g/litre

Kazein pepton 15
Peptone from meat 5

Et ekstrakt 3
Maya ekstrakti 3
NaCl 5
Laktoz 10
Sukroz 10
D(+) glucose 1,0
Ammonium iron(Ill)citrate 0,5

Sodium thiosulfate 0,5
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Phenol red 0,024
Agar-agar 12,0
Distile su 1000ml

Dehidre besiyeri, 65,0 g/litre olacak sekilde damitik su iginde isitilarak
(kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak ya da
mikrodalga firin kullanilarak) tam olarak eritilir. Besiyeri heniiz siv1 halde iken,
standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olarak dagitilip, tiipler 121°C'de 15 dakika
sterilize edilir. Otoklav c¢ikisinda besiyeri heniiz sivi iken tiipler 1-1,5 cm
yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilarak (tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir
besiyeri kalinlig1 olacak sekilde) besiyerinin katilasmasi beklenir. Hazirlanmis
besiyeri berrak kirmizi renklidir ve 25°C'de pH's1 7,4+0,2'dir (Collins and Lyne,
1976).

3.1.2.9. Jelatin Hidroliz Test Ortami

g/litre
Nutrient broth 0,8
Jelatin 4
Distile su 100ml

Jelatin ve nutrient broth distile suda eritilir. Daha sonra 95-100 °C'de 20 dk
otoklavda sterilize edilir. Daha sonra tiiplere dagitilarak donmasi beklenir.
Hazirlanan ortama aktif kiiltiirlerden ekim yapilarak 22°C'de 48 saat veya daha
fazla inkiibe edilir ve tiiplerin lizerine Amonyum siilfat ¢ozeltisi dokiiliir. Jelatin

hidrolize edilmigse ortamda sulanma goriiliir (Collins and Lyne, 1976).

3.1.3. Kullanilan ¢6zelti, tampon ve bilesikler

3.1.3.1. Fenotipik tanilama icin kullanilan ¢cozeltiler

Nessler Reaktifi

g/litre
Potasyum iyodiir 70

Civa iyodiir 100
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Potasyum hidroksit 100
Distile su 1000ml

Mikroorganizmalarin arjininden amonyak olusturma testinde ayrag¢ olarak
kullanilmistir (Collins and Lyne, 1976).

Kovaks cozeltisi

Para-dimetil Aminobenzaldehit S5g
Butil alkol 75ml
%37’lik HCL 25ml

Mikroorganizmalarin indol iretimi testinde ayra¢ olarak kullanilmistir

(Collins and Lyne, 1976).

%40°lik KOH cozeltisi

KOH 40¢g
Kreatin 0,3g
Distile su 100ml

Voges proskauer testinde kullanilmistir (Collins and Lyne, 1976).

Alfa Naftol Cozeltisi

Naftol 5¢g
Etanol(%95) 100ml

Naftol etanolde c¢oziinerek hazirlanir. Voges proskauer testinde
kullanilmistir (Collins and Lyne, 1976).

Amonyum siilfat cozeltisi

Amonyum siilfat 53.1¢g
Distile su 100ml

Jelatin hidrolizinde kullanilmistir (Collins and Lyne, 1976).
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3.1.3.2. Molekiiler tanilama calismalarinda kullanilan materyaller

Lizis tamponu

EDTA (Sigma) pH 8.0 60 mM
NacCl (Sigma) 150 mM
SDS (Sigma) %1

Tris-HCI (Sigma) pH 8.0 400 mM

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu , 2000).

Potasyum asetat tamponu

5 M Potasyum-asetat (Sigma) 60 ml
Glisial asetik asit (Sigma) 11.5 ml
Distile Su 28.5 ml

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir (Liu, 2000).

Tris-borat-EDTA tamponu (TBE) (5x/L)
Trisma base (Sigma) 540¢g
Borik asit (Sigma) 275¢
0.5 M EDTA (Sigma) pH 8.0 20.0 ml

Bu tampon, agaroz jel elektroforezinde DNA ve PCR firiinlerinin
yiiriitiilmesinde kullanilmistir (Liu, 2000).

Tzopropil alkol (soguk)

%70’lik etanol (soguk)

Ultra saf su

Agaroz (Prona)

dNTP karisimi (100 mM, Fermentas)

GelRed (Niikleik asit jel boyasi, Biotium)
Marker DNA (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
MgCl, (Fermentas)

PCR reaksiyon tamponu (Fermentas)
Restriksivon Endoniikleazlar (Haelll, Hinfl Mspl)
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Safeview (Niikleik asit jel boyasi, NBC Biologicals)
Tag DNA Polimeraz (500 U, Fermentas)

Lacto 16S-F (5’- GGA ATC TTC CAC AAT GGA CG -39
Lacto 16S-R (5°- CGC TTT ACG CCC AAT AAATCC GG -3)
27F (5' -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3"

1492R (5' -GGYTACCTTGTTACGACTT-39)

Proteinaz K (Sigma)
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3.2. Metot

3.2.1. Baliklardan Laktik Asit Bakterisi izolasyonu

Izolasyon igin Sanchez ve arkadaslar1 (2011) tarafindan &nerilen metot
kullanilmigtir. Egirdir Golii Balik¢ilik Kooperatifi'nden satin alinan agirliklar
400-700g olan saglikli ve canli Gokkusagi alabaligi (Onchorhychus mykiss),
Sudak (Sander lucioperca), Havuz balig1 (Carassius gibelio) ve Sazan (Cyprinus
carpio) baliklar1 laboratuvara getirilerek fenoksietanol (0,5ml/L) ile muamele
edilip bayiltildiktan sonra yiizeyleri %70’lik alkolle temizlenip aseptik kosullarda
disekte edilmis daha sonra bagirsaklar1 alinarak kesilmistir. Bagirsaklar tuzlu suda
(NaCL %0,85) 3 kere yikandiktan sonra bagirsaktan 1g tartilarak steril 9 ml
peptonlu suya almmis ve homojenize edilerek 107°ye kadar seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan (107, 10°, 10° ve 107) 0,1ml alimp MRS agar,
M17 agar ve TSA agara damlatmayla ekimler yapilip 22'C’de 48-72 saat aerobik
ve anaerobik olarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda sayilabilir yogunlukta
olan petriler ayrilmis ve birbirinden farkli gériinimdeki koloniler tekrar MRS
agar, TSA (Gonzales et al., 2000) ve M17 agarda pasajlanarak saflastiriimaya
calisilmistir. Bakteri izolatlarinda oncelikle kolonilerin morfolojik 6zellikleri,

mikroskobik goriiniimleri, gram reaksiyonlar1 ve katalaz testine bakilmistir.

3.2.2. Laktik Asit Bakterileri izolatlarinin Fenotipik Tanilanmasi

3.2.2.1. Gram boyama

Incelenecek materyal steril sartlarda temiz bir lam {izerine homojen bir
sekilde yayilmis ve hava akimi ile kurutulmustur. Alevden gegirilerek fikse edilen
lam Kristal violet boyasi ile 1 dakika muamele edilmis, daha sonra lugol
soliisyonu damlatilarak 1-2 dakika beklenmistir. Su ile yikanarak etanol ile 30
saniye dekolorize edilmis ve lizerine sulu bazik fuksin damlatilarak 30 sn
bekletilmistir. Su ile tekrar yikanan ve hava akimi yardimi ile kurutulan lam
lizerine immersiyon yagi damlatilarak 1500X biiyilitmeli 151k mikroskobunda

gozlenmistir (William et al. 2001; Kiran, 2006).
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3.2.2.2. Katalaz testi

Kat1 agar besiyerinde 18-24 saat gelistirilen bakteri kolonileri iizerine
%3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek kiiltiirlerin ylizeyinde hava
kabarcigiin olusup olusmamasina gore sonuglar degerlendirilmistir. Gaz ¢ikisinin
olmadig1 izolatlar katalaz-negatif olarak degerlendirilmistir (William et al., 2001;

Kiran, 2006).

3.2.2.3. Oksidasyon/Fermentasyon testi

Bu test mikroorganizmalarin karbohidratlar (6zellikle glikozu) ayrigtirmada
oksidatif veya fermentatif metabolik yolu kullanma durumlarin1 saptamada ise
yarar ve ayrica bakterilerin  identifikasyonunda  yararlanilir.  Bazi
mikroorganizmalar glikozu oksidatif olarak metabolize ederken bir kisim
bakteriler de glikozu, oksijenin olmadigi durumlarda ayristirma yeteneklerine
sahiptirler (fermentasyon). Bu reaksiyon anaerobik sartlarda gelisir. Bu test i¢in
tipte hazirlanmis (4-5ml) Hugh ve Leifson besiyerinden 2 tane, teste tabi
tutulacak mikroorganizmalarin taze ve saf Kkiiltiirleri ve steril parafin
hazirlandiktan sonra taze kiiltiire batirilmis steril igne her iki besiyerine dikine
daldirilmak suretiyle ekilmistir. Bir tanesine (fermentasyon) 1cm kalinlikta olacak
sekilde steril parafin ilave edilmistir. Tiiplerin agz1 iyice kapanarak 22°C’de 10
giin inkiibasyonda tutularak her giin kontrol edilmistir. Oksidatif karakterde
glikozun ayrismasi sadece parafinsiz tiipte goOriilmiistiir ve besiyerinin orijinal
rengi (mavi-yesil) sartya donmiistiir. Bu renk degisimi oksidasyon pozitif olarak
degerlendirilmistir. Ustii kapali tiipte bir degisiklik olmamistir. Fermentatif
olanlarda ise her iki tiipteki besiyerinin rengi sartya donmiistiir. Her iki tiipte renk
degisiminin olmamasi ise glikozun metabolize olmadigini ifade etmektedir

(Cowan and Steel, 1970; Askarian et al., 2008).

3.2.2.4. Glikozdan gaz olusturma

Glikozdan gaz olusturma yeteneginin belirlenmesinde durham tiipleri igeren
TSB sivi besiyeri kullanilmigtir (Arict ve ark., 2012). Steril besiyerine aseptik
kosullarda taze kiiltiirden %1 diizeyinde inokiilasyon yapilmis ve 22°C’de 24-48

saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda durham tiipleri i¢inde gaz olusumu
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incelenmistir. Glikozdan gaz olusturanlar heterofermentatif, olusturmayanlar

homofermentatif olarak siniflandirilmistir.

3.2.2.5. Argininden Amonvyak olusturma

Argininden amonyak olusturma yeteneginin saptanmasinda Arjininli MRS
stvi besiyeri kullanilmigtir. MRS sivi besiyerine %0.3 oraninda L-arjinin
monohidroklorit ilave edilmis, 5’er ml besiyeri tiiplere dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Arjinin MRS sivi besiyerine aseptik
kosullarda ilave edilmis ve bu besiyerine aktif kiiltiirlerden %1 oraninda
inokiilasyon yapildiktan sonra 22°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda Nessler reaktifi kullanilarak renk degisimi incelenmistir. Arjinin MRS
stv1 besiyerinde gelistirilmis olan 24 saatlik kiiltiirlerden petri {izerine bir miktar
(1 ml veya 1 6ze dolusu) aktarilmigtir. Uzerine ayn1 miktar Nessler reaktifi ilave
edilmigtir. Renk kirmizi turuncuya doniismiisse reaksiyon pozitif, renk limon
saris1 olmussa reaksiyon negatif olarak degerlendirimistir (Harrigan and

McCance, 1966; Basyigit, 2004).

3.2.2.6. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

MRS s1v1 besiyerinden D-glikoz ve et ekstrakti ¢ikarilarak temel besiyeri
hazirlanmistir.  Besiyeri bilesimine sterilizasyondan o6nce %0,004 oraninda
klorfenolred indikatorii ilave edilmis, besiyeri tliplere 5’er ml dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Testi yapilacak karbonhidratlarin %10 luk
cozeltisi hazirlanmig, tindalizasyondan sonra son konsantrasyon %2 olacak
sekilde besiyerine ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltiirlerden %1
oraninda inokiilasyon yapilarak 22°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiiplerdeki renk degisimi incelenmistir (Harrigan ve

McCance, 1966; Basyigit G, 2004).

3.2.2.7.4°C, 10°C, 15°C ve 45°C’ de gelisme

Aktif kiiltiirlerden steril MRS sivi besiyerine %1 oraninda inokiilasyon
yapilmis ve 4°C, 10°C, 15°C ve 45°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda

MRS sivi besiyerinde bulaniklik olusumuna gore degerlendirme yapilmistir.
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Bulaniklik goriilen tiipler (+), goriilmeyenler ise (-) olarak degerlendirilmistir

(Harrigan ve McCance, 1966; Basyigit G, 2004).

3.2.2.8. Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme

Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi i¢in %2, %4 ve %6,5 sodyum
kloriir ilave edilerek MRS broth besiyeri hazirlanmis, test edilecek izolat, bu
besiyerini igceren tliplere inokiile edilerek 22°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda izolatin {ireme yetenegi, besiyerinde bulaniklik

olup olmamasi gozlenerek degerlendirilmistir (Arict ve ark., 2012; Yildiz, 2011).

3.2.2.9. Voges Proskauer Testi

Metil red reaksiyonu, glukozun fermentatif metabolize olmasi sonucu
olusan organik asitlerin ortamin pH’sin1 diisiirdiigiinii ortaya koyar. Metil red
indikatorii pH 6’da sar1 renk ve pH 4.4’ten asagida da kirmizi renk gosterir. VP
broth (Voges Proskauer) iceren tiiplere aktif kiiltiirden ekim yapilip 22°C’de 48
saat inkiibe edilir. 0,5ml alfa naftol ¢ozeltisinden sonra 0,5ml %40°lik potasyum
hidroksit ¢ozeltisinden ilave edilerek ¢alkalanir ve 15 dk beklenir. Kirmizi renge
dogru bir pembelesme asetil metil karbinol’lin olusumuna bagh olarak pozitif bir

sonug gosterir (Reginensi et al., 2013).

3.2.2.10. Jelatin Hidrolizi

Jelatin bir proteindir. Hidrolize edildigi zaman aminoasitler meydana gelir.
Jelatin  30-35°C'de erir. Bu nedenle inkiibasyon 20-25°C'de yapilmustir.
Mikroorganizmanin iirettigi proteolitik jelatinaz enzimi ile jelatin hidrolize olarak

eski kat1 6zelligini kaybeder siv1 hale doniismektedir (Pundir et al., 2013).

3.2.2.11. Indol Uretimi

Indol nitrogenli bir bilesik olup bazi bakteriler tarafindan triptofan’mn
enzimatik hidrolizasyonu sonucunda meydana getirilir, ancak her bakteri
triptofandan indol olusturmaz. TSA’daki 24 saatlik mikroorganizma kiiltiirleri

tripton broth’a ekilir. 22°C’de 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda
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her tiipe Iml kloroform konulup iyice c¢alkalanir, daha sonra her tiibe birka¢ damla
kovaks ¢ozeltisi damlatilir, hafifce ¢alkalanir. Kirmizi renk olusumu indol iiretimi

icin (+) sonuctur (Junren et al., 2011).

3.2.2.12. HyS Uretimi

Bazi aminoasitler kiikiirt igerirler. Mikroorganizmalar aminoasitlerdeki bu
kiikiirt atomlarin1 koparirlar ve substrattan koparilan H, iyonlar1 ile H,S meydana
getirirler. Bu durumda ortamda siyah renk olusur. Siyah renk olusumu pozitif
sonucu gosterir. Bu test i¢in Triple Sugar Iron Agar (TSI) ortami kullanilmigtir

(Junren et al., 2011).

3.3. Laktik asit bakterilerinin molekiiler identifikasyonu

Calismamizda fenotipik ve biyokimyasal testlere gore laktobasil olarak
tanilanan 25 izolatin molekiiler biyolojik identifikasyonu i¢in 6nce DNA
izolasyonlar1 gerceklestirilmis daha sonra genusa spesifik Lacto 16S-F (GGA
ATC TTC CAC AAT GGA CG) ve Lacto 16S-R (CGC TTT ACG CCC AAT
AAA TCC GG) primerleri kullanilarak 16 S rDNA’nin kismi bir bolgesi (216bp)
cogaltilmistir (Abdulamir et al., 2010). Geriye kalanlarin identifikasyonu i¢in ise
16S rDNA’s1 {iniversal primerler olan 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3") ve 1492R (5'-GGYTACCTTGTTACGACTT-3") primerlerle ¢ogaltilmas1 ve
daha sonra sekanslanmasiyla gergeklestirilmistir. Elde edilen dizi verileri
GenBank  database’indeki  dizilerle @ BLAST  algoritmas1  kullanilarak
karsilagtirilmistir daha sonra accession numaralarini almak i¢in NCBI (National

Center for Biotechnology Information)’ya yollanmistir.

3.3.1. DNA izolasyonu ve saflik kontrolii

Izolatlarmin genomik DNA izolasyonu, Liu ve arkadaglar1 (2000)
tarafindan genomik DNA izolasyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir;
1. TSB’ye ekilen hiicreler 37°C’de 1 gece inkiibe edilir.
2. Swv1 besiyerinde bir gece biiylitiilen kiiltlir steril bir eppendorf tiipiine
1,5ml aktarilir ve 8000 rpm’de 8 dk santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir,

daha sonra stipernatant dokdiliir.
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Pellet iizerine 500 pl lizis tamponu ilave edilir ve karisim homojen olana
dek karigtirtlir. Daha sonra orneklerin iizerine 10ul lizozim eklenerek
65°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilir.

Orneklerin iizerine 10ul proteinaz K koyularak 65°C’de 15 dk bekletilir ve
sonra lizerine 150 pl potasyum asetat ilave edilir ve karisim homojen olana
kadar karistirilir.

Karisim 12000 rpm’de 4°C’de 5 dk santrifiijlenir ve siipernatant yeni steril
bir eppendorf tiipiine aktarilir.

Yeni tiipe aktarilan sivinin tizerine esit hacimde izopropil alkol ilave edilir
ve homojen karigim saglanana dek karistirilir.

Karisim 12000rpm’de 4°C’de 2dk santrifiijlenir ve slipernatant atilir.

Daha sonra 300ul %70’lik soguk etanol ilave edilir ve 12000 rpm’de
4°C’de 1dk santrifiijlenir ve etanol ugurulur.

Etanol ugtuktan sonra 50ul ultra saf suda tekrar silispanse edilir (Liu,
2000).

edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel

elektroforezinde ylriitilmiistiir. Agaroz jel elektoroforezi, 5 nl/100 ml SafeView

ya da GelRed iceren %1 agaroz iceren mini jelde gerceklestirilmistir. Jel

hazirlanmasinda ve elektroforezde TBE tamponu kullanilmig, 3 pl DNA

sollisyonu, 1.5 pl yiikleme soliisyonu ile karistirilarak 90 voltta 75 dakika siireyle

yiirtitiilmustiir. Elektroforezde marker olarak GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

(Fermentas) ve GeneRuler 50 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) (enzim kesimleri

icin) kullanilmistir. Elektroforez sonucunda baslangic noktasina yakin, yiiksek

molekiil agirlikli tek bir bant gézlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigiiniin

tam oldugunu gdstermistir (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1997). Agaroz

jel elektroforezinin yani sira niikleik asitlerin saflik kontrolleri A260/A280

oranlarinin Nanodrop ile 6l¢iilmesi ile de kontrol edilmistir.

3.3.2. Cogaltilmus ribozomal DNA restriksiyon analizi ve dizileme,
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)

25 izolatin 16S rDNA’s1 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve

1492R (5'-GGYTACCTTGTTACGACTT-3") iiniversal primerleri kullanilarak
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ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) ile c¢ogaltildiktan
sonra, Msp I (Promega), Hae IIl (Promega), Hinf I (Promega) restriksiyon
enzimleriyle kesilmis ve elektroforezde olusan fragmentler gruplandirilmistir
(Soto et al.,, 2010). Olusan fragmentlere gbére aym restriksiyon paternlerini
sergileyenlerden 3 grup olusturulmustur. Her grubu temsil edecek sekilde 3 strain
secilerek PCR fdirlinleri ayni1 primerlerle ¢ogaltilarak dizilemeye yollanmustir.
DNA amplifikasyonu optimize edilmis 25ul’lik ve 50 ul’lik (ARDRA PCR)
reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 25 pl ve 50 pl
(ARDRA PCR) olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0.2 ml’lik ve 0.5

ml’lik ince cidarli bir PCR tiipiine konulmustur;

PCR protokolii (Laktobasiller icin)

-10x buffer 2, 5ul
-MgCl, I,5ul
-dNTP karigimi1 0,5 pl

-F primer 1,65 ul
-R primer 1, 65 ul
-Taq polimeraz 0,125 pul
-Kalip DNA 3ul
-dH,O 14,075 pl

Amplifikasyon programlanabilir bir Thermal Cycler’da (Palm Cycler,
Corbett) asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir;

- Tlk denatiirasyon 94°C’de 3 dakika
- 40 dongii, her dongiide;
1.95°C’de 30 saniye

I. 57°C’de 30 saniye
III. 73°C’de 60 saniye
- Final uzama 73°C’de 5 dakika

Tiipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’de saklanmistir. PCR {iriinlerinin

saflik kontrolleri, Boliim 3.2.14.’te belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

ARDRA icin PCR protokolii
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-10xbuffer 10p
-MgCl, 3ul
-F primer 2 ul
-R primer 2 ul
-Taq polimeraz 0,4 ul
-DNA Sul
-dH,0O 27.6 ul

- Tlk denatiirasyon 94°C’de 5 dakika
- 30 dongii, her dongiide;
L. 94°C’de 1 dakika
I1. 55°C’de 1 dakika
I1I. 72°C’de 1 dakika
- Final uzama 72°C’de 7 dakika
Tiipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’de saklanmistir. PCR {iriinlerinin
saflik kontrolleri, Bolim 3.2.14.’te belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Enzim
kesimi  karigimlarmmin  hazirlanmasinda  ireticinin =~ verdigi  bilgilerden

yararlanilmistir.

MSP 1 restriksivon endoniikleaz ile kesim

-10x buffer 2uL
-BSA 0,2 uL
-Restriksiyon enzimi 0,5 pL
-Kalip DNA 8 uL
-Bidistile su 9,3 uL
Toplam hacim 20 uL

Karisim dikkatlice karigtirilir. 5 dakika 37°C’lik bir etiivde inkiibe edilir.

Hae 111 restriksivon endoniikleaz ile kesim

-10x buffer 2uL
-BSA 0,2 uL
-Restriksiyon enzimi 0, 5 pL
-Bidistile su 9,3 uL
-Kalip DNA 8 uL
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Karisim dikkatlice karistirilir. 5 dakika 37°C’lik bir etiivde inkiibe edilir.

Hinfl restriksivon endoniikleaz ile kesim

-10x buffer 2 ul
-BSA 0,2 pul
-Restriksiyon enzimi 0,5 pul
-Bidistile su 9,3 ul
-Kalip DNA 8 ul
Toplam hacim 20 ul

Karisim dikkatlice karistirilir. 5 dakika 37°C’lik bir etiivde inkiibe edilir.
Restriksiyon endoniikleaz ile kesim sonrasinda elde edilen firiinler, %2 agaroz
iceren agaroz jel elektroforezinde Boliim 3.2.14°te bahsedildigi gibi 90 dakika

stiresince yiiriitiilmiis ve Bio-Rad jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmistir.

3.4. [lzolatlarin Potansiyel Probiyotik Ozelliklerini  Yansitan
Biyoteknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1. Hidrofobisite

Organizmalarin hidrokarbonlara tutunmalar1 (hidrofobisite) bagirsak epitel
hiicrelerine tutunduklarinin bir gostergesidir. Organizmalarin bagirsak yiizeylerine
tutunma kabiliyetlerinin 6l¢iisii olan hidrofobisite Perez ve arkadaslariin (1998)
bildirdikleri metoda gore belirlenmigstir. 22°C°de 48 saat inkiibe edilen bakteri
kiiltiirtinden 2ml 0,4 ml xylen ile birlikte 120 sn vortekslendikten sonra iistte
kalan faz uzaklastirilmis, alttaki fazin (sulu faz) spektrofotometrede 600 nm’de
absorbansi Olciilmistiir. Sulu faz uzaklastirilmadan 6nce (Ag) ve sonraki (A)
absorbans degerleri arasindaki farktan hiicre ylizeyi hidrofobisitesi asagidaki

formiil yardimiyla hesaplanmaistir.

Hidrofobisite (%) = [(Ao-A)/Ag]x100 Ay ve A degerleri xylen ile
ekstraksiyondan Once ve sonraki absorbans degerleridir (Arict ve ark., 2011

Sanchez et al., 2011).
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3.4.2. pH toleransi

Laktik asit bakteri izolatlart MRS sivi besiyerinde 22°C’de bir gece inkiibe
edildikten sonra pH’lart HCL ile 1 ve 3’e ayarlanmis 10 ml’lik taze besiyerine
ekim yapilarak kiiltiirel yontemle baslangi¢ sayilar1 tespit edilmistir. Hazirlanan
bakteri kiiltiirleri 22°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon basinda ve
sonunda ph 1 ve 3’teki kiiltiirlerden 1’er ml alinarak 9ml’lik steril fizyolojik tuzlu
su ile 10'6’ya kadar seri diliisyonlar hazirlanarak 10'6, 107, 10'4,10'3
diliisyonlarindan MRS besiyerine damlatma yontemiyle ekim yapilmistir. Bu
petriler 22°C’de 48 saat inkiibe edilerek inkiibasyon sonunda gelisen koloniler
sayllmig ve baglangic sayisina (0.saatteki gelisen koloniler) gore canli kalma

oranlari tespit edilmistir (Arict ve ark., 2011; Sanchez et al., 2011).

3.4.3. izolatlarin Safra Tuzuna Toleransimin Belirlenmesi

Bagirsaktaki safra konsantrasyonu % 0,3 (w/v) olup besinlerin ince
bagirsakta kalma siireleri yaklasik 4 saattir. Bakteri strainleri %0,15-0,3 safra
tuzuyla —zenginlestirilmis MRS broth ortamina inokiile edilerek 30 °C’de inkiibe
edilmistir. 4 saatlik inkiibasyon sirasinda biiylime, broth kiiltiirlerde 600 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iilerek ve MRS agar ortamina aktarilarak olusan koloniler

sayllmistir (Chemlal-Kherraz et al., 2012).

3.4.4. Antibiyotik Duyarhhg

Antibiyotik duyarliligt Mueller Hinton agarda disk diflizyon testiyle
degerlendirilmistir. Kullanilan antibiyotikler: Doxycycline (30 pg), enoxacine (10
ng), erythromycin (15ug), florfenicol (30 pg), trimethoprim/sulfamethoxazole
(1.25/23.75 pg), enrofloxacin (5pg), oxytetracycline (30ug), chloramphenicol (30
ng) vancomycin (30 pg) ve penicilin (10 pg) Hedef bakteriyi igeren petrilere
yerlestirilen antibiyotik diskleri 22°C ‘de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda biiyiime inhibisyon zonlar1 oOlgiilerek (Sanchez et al., 2011)
degerlendirmeler biiylime inhibisyonlar1 Olciildiikten sonra degerlendirmeler
klinik ve laboratuvar standartlari enstitiisiine (CLSI —Clinical and Laboratory

Standards Institute) gore yapilmistir (CLSI, 2008).
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3.4.5. In vitro antagonism

Segilen laktik asit bakterilerinin Salmonella typhimirium (ATCC 14928),
Lactococcus garvieae ATCC 49156, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853,
Yersinia ruckeri ve Escherichia coli O157H7 iizerindeki antimikrobiyal etkisi
disk difiizyon teknigiyle belirlenmistir (Yersinia ruckeri Tiirkiye’deki alabalik
ciftliklerine en fazla goriilen patojen oldugundan diger bakteriler ise daha fazla
patojene toleransi tespit etmek i¢in kullanilmistir). Patojen bakteriler TSA agarda
37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra inokiiliim yogunluklar1 0,5 Mac
Farland’a ayarlanmis ve genel besiyerine (50-100 pl) swabla ekimi yapilmistir.
Ayn1 zamanda laktik asit bakterileri MRS broth’da 24 saat inkiibe edilerek taze
kiiltiirleri hazirlanmig ve kiltlir santrifiijlenerek (8000 rpm, 5 dakika, 4°C)
hiicresiz soliisyon elde edilmistir. Elde edilen supernatant patojen bakterileri
iceren petrilere yerlestirilmis steril disklere emdirilerek petriler 22°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zonlar1 &lgiilerek

kaydedilmistir (Allameh et al 2012; Kherraz et al 2012).

3.4.6. Patojenite Testi

4 numarali izolatin (Lactococcus lactis subsp. lactis) taze saf kiiltiirlerinden
ml’sinde 10° canli bakteri hiicresi olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlanmustir.
15 giinliik adaptasyon siiresi tamamlanmus baliklara intramiiskiiler olarak 10°
(cfu/ml) bakteri hiicresi ihtiva eden steril fosfat buffer salin (PBS) siispansiyonu
enjekte edilmistir. Kontrol grubuna ise sadece saf PBS enjekte edilmistir (Aydin
vd., 1997; Bricknell et al., 1999). Enjeksiyonu takip eden 20 giin i¢inde baliklarin
davranislari, klinik belirtileri ile 6len baliklarin nekropsi sonunda klinik belirtileri
kaydedilmistir. Yapilan testler sonucu baliklar {izerinde patojen olmadiklar

kesinlesen izolatlar balik yemine karistirilarak probiyotik etkileri arastirilmigtir.

3.4.7. Potansiyel probiyotiklerin balik beslemesinde kullanilmasi

Besleme calismasi icin Irianto ve Austin (2002) tarafindan 6nerilen metot
modifiye edilerek kullanilmigtir. Denemede @ 150 cm ebatli, 1150 L hacimli 6
adet CTP yuvarlak tanklar kullanilmistir Deneme i¢in agirliklar1 ortalama 19+22g
olan toplam 210 adet gokkusagi alabaligi (O.mykiss) kullanilmis ve her tanka 35
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adet balik yerlestirilmistir. Tanklara diizenli ve siirekli su akisi saglanmistir.
Glinlik olarak; su sicakligi ve c¢oziinmiis oksijen degerleri takip edilmistir.
Deneme 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup istatistiksel analizler i¢in SPSS
15.00 paket programi kullanilmistir. TSB (Tryptone soya broth)’de biiyiitiilen
probiyotikler santrifiij edilerek pellet PBS’de siispanse edilmistir (ml’de yaklasik
1010 hiicre olacak sekilde). Bakteri siispansiyonlar1 direk 100g ticari alabalik
yemiyle karistirilarak bdylece 1g yemde yaklasik 10°-10° (cfu/g) (Nikoskelainen
et al., 2001) bakteri hiicresinin olmasi saglanmistir. Bakteri sayimi igin
spektrofotometre (WTW) kullanilarak yapilan sayimlardan standart egri

olusturularak yapilmaistir.

Deneme grubundaki gokkusagi alabaliklar1 giinde 3 kere deneysel yem ve
ticari kontrol yemle 4 hafta boyunca beslenmistir. Baliklardan denemenin 14.
Giiniinde 10’ar tane alinip karindan 0.1ml (10’cfu/ml) patojenle inkiibe edilmis ve
baliklar tizerindeki etkisi ve baliklarin hayatta kalma oran1 14 giin boyunca takip
edilmistir (Sharifuzzaman and Austin, 2009; Brunt et al., 2007). LDsy dozunu
belirlemek i¢in toplam 120 adet balik kullanilmistir. In-vivo enfeksiyon denemesi
icin 9 adet tank kullanilmis olup her tanka 10 ar balik konulmus ve 10* ile 10’
(cfu/ml) arasinda degisen dozlarda patojen (Y.ruckeri) igeren siispansiyonlar
baliklarin karnindan 0,1ml oraninda enjekte edilerek 6liim oranlarina bakilmistir.
Baliklarm %30 sinden fazasini 6ldiiren doz 10’cfu/ml olarak tespit edilmis ve in
vivo enfeksiyonda bu doz kullanilmistir (Giri et al., 2012). Denemenin sonunda
biitiin baliklarin agirliklart ve genel saglik durumlari incelenmis ve baliklar
fenoksietanolle muamele edilerek oldiiriilmiis ve bagirsaklar1 alinarak izolasyonlar
yapilmis ve olusan koloniler saflagtirilarak API 20 strep testle tanilamalari

yapilmustir.
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Sekil 3.1 Spektrofotometrede yapilan bakteri sayimlart sonucu olusturulan standart egri
(Degiskenler arasinda istatistiki olarak anlamli1 (p<0.05) logaritmik bir
iligki bulunmaktadir).

3.4.7.1. Biiyiime parametrelerinin hesaplanmasi

Arastirmada deneme bagindan itibaren 7 giinliik periyotlarla baliklarin canli
agirhk ve boy olarak biiylime; mutlak, oransal ve spesifik bilylimenin
hesaplanmasiyla degerlendirilmistir. Biiylime parametrelerinin hesaplanmasinda
asagidaki formiiller kullanilmistir (El Sayed, 1990, Cetinkaya, 1995, Hossu vd.,
2001).

Boy kazanci (BK) = Lt-Lt-1

Canl1 agirlik kazanc1 (CAK) = Wt-Wt-1

Boyca oransal biiyiime (OB) = [(Lt-Lt-1)/Lt-1]x100
Agirlikca oransal biiytime (OB) = [(Wt-Wt-1)/Wt-1]x100
L1: t. periyottaki ortalama mutlak boy (cm)

Lt-1: t-1. Periyottaki ortalama mutlak boy (cm)

Wt: t. periyottaki ortalama mutlak agirlik (g)

Wt-1: t-1. Periyottaki ortalama mutlak agirlik (g)
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3.4.7.2. Yasama oraninin hesaplanmasi

Her tank i¢in yasama orani ayri ayri hesaplanmigtir. Yasama oraninin
belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir (Davis and Robinson, 1986;
Claudia et al., 2004; Jacinto et al., 2005; Hammond et al., 2006). Yasama orani
(YO), deneme sonunda akvaryumlarda kalan balik sayisinin (Nt) deneme

basindaki balik sayisina (Nt-1) oranlamasiyla hesaplanmaistir.

YO = (Nt/Nt-1) x100
YO = Yasama Orani
Nt = Deneme sonundaki balik sayis1 (adet)

Nt-1 = Deneme basindaki balik sayis1 (adet)

3.4.7.3. Deneme sonunda baliklarin bagwrsak florasinin tespiti

28 giinliik deneme sonunda bagirsak florasinin tespiti i¢in kalan tiim baliklar
fenoksietanolle muamele edilerek ylizeyleri %70’lik alkolle silinmis ve bagirsak
icerikleri alinarak kiiciik parcalara ayrilmis ve steril FTS de seyreltilerek 10'7’ye
kadar seyleltilerek TSA ve M17 besiyerlerine ekimler yapilmis ve 22°C’de 48
saat inkiibe edildikten sonra saflastirilan kolonilerin gram boyamalar1 ve katalaz
testleri yapildiktan sonra API 20 STREP testi ile tanilamalar1 yapilmistir. Genus
olarak tanimlanabilen izolatlarin tiir diizeyinde belirlenebilmesi i¢in; standardize
edilmis tanimlama sistemi olarak ifade edilen API (Analytical Profile Index) 20
strep test kitlerinden (BioMerieux) yararlamilmistir. Bu test probiyotik
denemesinin 28. Giinlinde kalan baliklardan izole edilen gr (+) katalaz (-)
ozellikteki bakterileri tanilamak i¢in kullanilmistir. API 20 strep testi, sekerlerin
enzimatik aktivitesi ya da fermentasyonunun belirlenmesi i¢in dehidre substratlar
iceren 20 mikrotiipten olusmaktadir. Kitte bulunan kullanima hazir 2 ml’lik
ortama bakteri yogunlugu McFarland 4’1 gececek sekilde siispanse edilmis ve
inokiilasyon yapilmistir. Daha sonra ilgili kuyucuklarin iizeri mineral yagla
kaplanarak 36°C+2°C ‘de 24 saat inkiibe edilmistir. Okumalar gerekli reaktifler
eklendikten sonra ilk 4.saat ve 24.saat olmak iizere yapilmis ve sonuglar “API
Identification Software (API Lab Plus Program, bioMerieux)” programina
aktarilmis ve izolatlar i¢inde secilen ornekler bu bilgisayar programina gore tiir

hatta alttiir diizeyinde tanimlanmustir.
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3.4.7.4. Verilerin degerlendirilmesi

Denemelerden elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15.00 paket
programi kullanilmistir. Biitiin verilere varyans homojenlik testleri uygulandiktan
sonra varyans analizi (ANOVA) yapilmis ve grup ortalamalar1 arasindaki
farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Onem seviyesi
olarak, biyolojik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan 6nem seviyesi (p=0,05)

secilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Tanillama

Sazan (C.carpio), Sudak (S.lucioperca), Havuz Baligi (Carassius gibelio)
ve Gokkusagr Alabaligi (O.mykiss) baliklarindan izole edilen 75 adet bakteri
izolatinin, kiiltiirel ve fizyolojik Ozellikleri konvansiyonel metotlara gore
yapilmistir. Izolasyon kaynaklar, kiiltiirel ve fizyolojik o6zellikleri gdsteren
cizelge (Cizelge 4.1- Cizelge 4.5) ve sekiller (Sekil 4.1- Sekil 4.5) asagida

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Laktik asit bakteri izolatlarinin izolasyon kaynaklar1 ve inkiibasyon kosullari

Strain No Bahk Organ | Besiyeri | Sicaklik | Inkiibasyon Siiresi
2 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
4 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
6 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
7 Sudak Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
8 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
9 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
10 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
30 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
33 Sudak Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
37 Alabalik Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
38 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
39 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
40 Sudak Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
48 Havuz Balig1 | Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
53 Havuz Balif1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
54 Havuz Balif1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
66 Sudak Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
68 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
69 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
75 Havuz Balif1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
36 Sazan Bagirsak M17 22°C 48 Saat
70 Alabalik Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
71 Alabalik Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
72 Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
51 Havuz Baligi | Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
34 Alabalik Bagirsak M17 22°C 48 Saat
19 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
57 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
25 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 Saat
35 Alabalik Bagirsak M17 22°C 48 Saat
61 Sazan Bagirsak M17 22°C 48 Saat
56 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
73 Havuz Baligi | Bagirsak | MRS 22°C 48 Saat
24 Sazan Bagirsak M17 22°C 48 Saat
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Cizelge 4.1 (Devam)

Strain No Balik Organ | Besiyeri | Sicakhk | Inkiibasyon Siiresi
42 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
49 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
28 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
60 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
23 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
52 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
41 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
46 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
43 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
64 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 Saat
31 Sudak Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
50 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
26 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 Saat
22 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
58 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
55 Havuz Balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
62 Sazan Bagirsak M17 22°C 48 Saat
59 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
47 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
32 Sudak Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
29 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
18 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 Saat
45 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
44 Havuz Balig1 | Bagirsak M17 22°C 48 Saat
63 Sazan Bagirsak M17 22°C 48 Saat
65 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 Saat
27 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 saat
15 Havuz balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 saat
21 Sudak Solungag TSA 22°C 48 saat
20 Sazan Bagirsak | MRS 22°C 48 saat
11 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 saat
16 Havuz balig1 | Bagirsak TSA 22°C 48 saat
5 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 saat

1 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 saat
3 Sazan Bagirsak TSA 22°C 48 saat
13 Alabalik Bagirsak TSA 22°C 48 saat
26 Sudak Bagirsak M17 22°C 48 saat
12 Alabalik Bagirsak TSA 22°C 48 saat
14 Sudak Bagirsak TSA _’.7:2°C 48 saat

Sekil 4.1 MRS’de 22°C’de 48 saat inkiibe edilen 4 numarali izolatin ¢izgi ekim

goriniimii.



@ v 3 ~
' bR A ¢
Sekil 4.2 22°C’de 48 saat inkiibe edilen 4 numarali izolatin gram boyama goriintiisii
(1000X).
B

!

Sekil 4.3 22°C’de 48 saat inkiibe edilen 70 numarali izolatin gram boyama goriintiisii
(1000X).
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Sekil 4.4 Bakteri izolatlarinin oksidasyon/fermentasyon (O/F) testi

Sekil 4.5 Bakteri izolatlarinin arjinin hidroliz testi

Sekil 4.6 Bakteri izolatlarinin oksidaz testi (mor renk olanlar oksidaz (+), sar1 renkli

olanlar oksidaz (-)).
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++

Cizelge 4.3 (Devam)
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Sekil 4.8 TSB’de 22°C’de 24 saat inkiibe edilen bakteri izolatlarinin %2 tuza olan

toleranslari

Sekil 4.9. TSB’de 22°C’de 24 saat inkiibe edilen bakteri izolatlarinin %4 tuza toleranslari

Sekil 4.10 TSB’de 22°C’de 24 saat inkiibe edilen bakteri izolatlarinin % 6,5 tuza olan

toleranslar
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Cizelge 4.4 Bakteri izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri
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Cizelge 4.4 (Devam)
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Cizelge 4.5 Calismadan elde edilen bakteri strainlerinin konvansiyonel tani sonuglari

1zolat numarasi Konvansiyonel Tami1 Sonucu

Streptococcus intermedius

Lactobacillus salivarius

Streptococcus intermedius

Lactococcus lactis

Enterococcus faecalis

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus fermentum

RN N | |W| N —

Lactobacillus plantarum

9 Lactobacillus acidophilus
10 Lactobacillus acidophilus
11 Streptococcus intermedius
12 Streptococcus intermedius
13 Streptococcus intermedius
14 Lactococcus lactis

15 Lactobacillus salivarius
16 Lactobacillus salivarius

Lactobacillus lindneri

—_
2
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Cizelge 4.5 (Devam)

18 Lactobacillus lindneri

19 Lactobacillus lindneri

20 Lactobacillus acidophilus
21 Aerococcus viridans

22 Pediococcus damnosus

23 Pediococcus damnosus

24 Lactococcus lactis

25 Streptococcus constellatus
26 Lactococcus lactis

27 Lactococcus lactis

28 Lactococcus lactis

29 Lactococcus lactis

30 Lactococcus lactis

31 Lactococcus lactis

32 Lactococcus lactis

33 Lactobacillus helveticus
34 Lactococcus lactis cremoris
35 Lactococcus lactis cremoris
37 Lactobacillus brevis

38 Lactobacillus fermentum
39 Lactobacillus fermentum
40 Lactobacillus curvatus

41 Lactobacillus delbrueckii
42 Lactobacillus delbrueckii
43 Lactococcus lactis

44 Lactococcus lactis

45 Lactococcus lactis

46 Lactococcus lactis

47 Lactobacillus delbrueckii
48 Lactobacillus delbrueckii
50 Streptococcus constellatus
51 Streptococcus constellatus
52 Streptococcus constellatus
53 Lactobacillus curvatus

54 Lactobacillus curvatus

55 Streptococcus constellatus
56 Streptococcus constellatus
57 Streptococcus constellatus
58 Streptococcus constellatus
59 Streptococcus constellatus
60 Streptococcus constellatus
61 Streptococcus constellatus
62 Streptococcus constellatus
63 Streptococcus constellatus
64 Streptococcus constellatus
65 Streptococcus constellatus
66 Lactobacillus curvatus

67 Lactobacillus curvatus

63 Lactobacillus curvatus

69 Lactobacillus curvatus

70 Lactobacillus curvatus

71 Lactobacillus curvatus

72 Lactobacillus curvatus

73 Streptococcus constellatus
74 Lactobacillus curvatus

75 Lactobacillus curvatus
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4.2. Molekiiler Tanilama

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi tath su baliklardan izole edilen 75 adet
bakteri straini molekiiler tanilama g¢aligmalarina dahil edilmistir. Bu strainlerin
genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen genomik DNA’larin
safliklari, hem agaroz jel elektroforezi hem de Nanodrop cihazinda A260/A280

oranlarinin 6l¢iilmesi ile kontrol edilmistir.

4.2.1. 16S rDNA bolgesinin PCR ve ARDRA PCR ile analizi

Gram boyamada morfolojileri laktobasile benzeyen 25 bakteri izolatindan
(2,4,6,7,8,9,10, 17, 30, 33, 36, 37, 38, 39, 40, 48, 53, 54, 66, 68, 69, 70, 71, 72
ve 75) elde edilen genomik DNA’lardan Lacto 16S-F ve Lacto 16S-R primerleri
kullanilarak ~ Bolim  3.3.2’de  belirtildigi  gibi PCR  amplifikasyonu
gercgeklestirilmistir. 16S rDNA’nin 216 bp’lik kismi PCR ile ¢ogaltilmis olup elde
edilen fragmentler Sekil 4.11°de verilmistir. Daha sonra 27F (5" -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve 1492R (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") primerleri kullanilarak izolatlarin  16S
rDNA’st ARDRA PCR ile cogaltilarak Boliim 3.3.2°de belirtildigi gibi Msp [
(Promega), Hae III (Promega) ve Hinf I (Promega) enzimleriyle kesilerek elde
edilen fragmentler jel elektroforezde goriintiilenerek gruplandirilmigtir. Elde
edilen gruplarin goriintiileri Sekil 4.12- 4.14’te verilmistir. Geriye kalanlarin
genomik DNA’lar1 (18, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 34, 35, 41, 42, 43,
44,45, 46, 47, 48, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 73,11, 1, 3, 5, 12,
13, 14, 15, 16, 20, 21) 27F ve 1492R primerleri kullanilarak Bolim 3.2.15°te
belirtildigi gibi PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PCR amplifikasyonu
sonucu elde edilen fragmentler Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da goriilmektedir.
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Sekil 4.11 16Sr DNA bélgesinin PCR amplifikasyonu sonucu olugan band uzunluklari
[M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder)].

M 2 4 6 7T X 9 10 1T 302 30 3T 3 W o

U"'-- . Ty ey

- - - ~ —_

M AN 5) S4 66 MR Y TO TE 72 75

Y gy T ey =

Sekil 4.12 2-75: LAB izolatlarinin Msp I ile kesim sonucu olusan fragmentler (M:
Marker (50bp’lik)).
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Sekil 4.13 2-75: LAB izolatlarmin Hae III ile kesim sonucu olusan fragmentler (M:
Marker (50bp’lik)).
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Sekil 4.14 2-75: LAB izolatlarinin Hinf I enzimiyle kesim sonucu olusan fragmentler (M:
Marker (50bp’lik)).
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Sekil 4.15 16S rDNA bdlgesinin PCR amplifikasyonu sonucu olusan bant uzunluklar
[M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder)].
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Sekil 4.16 16S rDNA bolgesinin PCR amplifikasyonu sonucu olugan bant uzunluklari

[M; marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder)].

Cizelge 4.6 16S rDNA sekans analizi sonucunda elde edilen tanilama sonuglart

Strain No Sekans Sonucu GenBank Accesion No.
F1 Streptococcus parauberis KP137352
F2 Lactococcus lactis subsp.lactis KMO017400
F3 Enterococcus sp. KP137353
F4 Lactococcus lactis subsp.lactis KMO017401
F5 Enterococcus faecalis KP137354
F6 Lactococcus lactis subsp.lactis
F7 Lactococcus lactis subsp.lactis
F8 Lactococcus lactis subsp.lactis
F9 Lactococcus lactis subsp.lactis
F10 Lactococcus lactis subsp.lactis
F11 Lactococcus lactis KP137351
F12 Streptococcus parauberis KP137355
F13 Streptococcus parauberis KP137356
F14 Lactococcus lactis KP137357
F15 Lactococcus garviae KP137358
F16 Lactococcus garvieae KP137359
F17 Tanimlanamadi
F18 Lactococcus garvieae KP137317
F19 Lactococcus garvieae KP137318
F20 Lactococcus lactis KP137360
F21 Streptococcus parauberis KP137361
F22 Streptococcus parauberis KP137319
F23 Streptococcus parauberis KP137320
F24 Vagococcus sp. KP137321
F25 Vagococcus sp KP137322
F26 Streptococcus parauberis KP137323

F27

Tanimlanamadi
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Cizelge 4.6 (Devam)
F28 Streptococcus parauberis KP137324
F29 Lactococcus lactis sp lactis KP137325
F30 Lactococcus lactis sp lactis
F31 Lactococcus lactis sb.lactis KP137326
F32 Lactococcus lactis subsp. KP137327
F33 Lactococcus lactis sp lactis
F34 Streptococcus parauberis KP137328
F35 Streptococcus parauberis KP137329
F36 Carnobacterium maltoramaticum KMO017406
F37 Lactococcus lactis subsp.lactis
F38 Lactococcus lactis subsp.lactis
F39 Lactococcus lactis subsp.lactis
F40 Lactococcus lactis subsp.lactis F17402
F41 Streptococcus parauberis KP137330
F42 Streptococcus parauberis KP137331
F43 Streptococcus parauberis KP137332
F44 Streptococcus parauberis KP137333
F45 Streptococcus parauberis KP137334
F46 Streptococcus parauberis KP137335
F47 Streptococcus parauberis KP137336
F48 Streptococcus parauberis KP137337
F49 Tanimlanamadi
F50 Tanimlanamadi
F51 Streptococcus parauberis KP137338
F52 Streptococcus parauberis KP137339
F53 Lactococcus lactis subsp.lactis F17403
F54 Lactococcus lactis subsp.lactis
F55 Lactococcus lactis strain KP137340
F56 Streptococcus parauberis KP137341
F57 Streptococcus parauberis KP137342
F58 Streptococcus parauberis KP137343
F59 Streptococcus parauberis KP137344
F60 Lactococcus lactis subsp.lactis KP137345
F61 Streptococcus parauberis KP137346
F62 Streptococcus parauberis KP137347
F63 Streptococcus parauberis KP137348
Fo64 Streptococcus parauberis KP137349
Fo65 Tanimlanamadi
F66 Lactococcus lactis subsp.lactis F17404
Fo67 Tanimlanamadi
F68 Lactococcus lactis subsp.lactis
F69 Lactococcus lactis subsp.lactis F17405
F70 Carnobacterium maltoramaticum KMO017407
F71 Carnobacterium maltoramaticum
F72 Carnobacterium maltoramaticum
F73 Streptococcus parauberis KP137350
F74 Tanimlanamadi
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4.3. Tamlanan Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Potansiyellerinin
Belirlenmesi

4.3.1. LAB izolatlarimin antibakteriyel (antagonistik) aktiviteleri

Laktik asit bakterilerinin  Salmonella typhimirium (ATCC 14028),
Lactococcus garvieae, Pseudomonas aeroginosa, Yersinia ruckeri ve Escherichia
coli O157H7 patojenleri tizerindeki antimikrobiyal etkisi Bolim 3.4.5’te
belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. 75 bakteri izolatinin belirtilen patojenlere
kars1 antagonistik etkileri Cizelge 4.7°de verilmistir. Bu strainlerden test edilen
bakterielere karsi en yliksek antagonistik etkiye sahip olanlar F2, F4, F6, F7, F8,
F9 ve F38 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7 LAB Izolatlarinin Antibakteriyel (Antagonizm) Aktiviteleri

Pseudomonas . Lactococcus
izolat no aeruginosa Yersm|g garvieae E.coli . _Sglmonella
ATCC 27853 ruckeri ATCC49156 typhimiriumATCC14928

1 12 - - - -
2 14mm - 10 9 12
4 14mm 12 14 12 10
6 10 12 16 11 9
7 4 6 18 11 11
8 10 8 2 8 11
9 11 10 8 10 10
10 11 4 6 13 9
17 - - 6 8 7
30 10 - - 14 11
33 - - - 11 10
36 - - - 8 4
37 - 6 16 6 8
38 12 10 18 10 10
39 11 10 10 0 8
40 10 - - 0 6
47 6 - - - 9
48 12 - - 0 8
53 12 4 - 4 13
54 16 4 4 4 12
66 8 - - 0 8
69 8 12 6 8 -
70 10 4 6 - -
71 - - - 4 9
72 - - - 6 4
75 10 10 6 8 9
43 - 10 - - -
65 4 - - 4 6
55 14 14 8 -

29 10 12 4 - -
73 - 10 10 - -
44 - 10 6 - -
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60 12 - -
61 6 - - - -
62 10 - - - -
26 _ 4 6 10 7
31 _ 10 4 - -
3 8 11 - 4 10
5 4 - -
12 - 4 - - -
11 8 4 - - -
13 - - -
14 12 10 14 10 0
16 8 12 12 - -
13 12 12 - - 4
19 6 - - - 4
15 12 12 - - 8
27 - - - 8 -
51 - 8 - - -
28 8 - - - -
20 10 10 - 7 6
21 10 6 2 - -
22 - - - - -
34 - - - 8 4
58 4 - - 10 11
59 - - -
23 - - - -
24 - - 8 ¢
25 - - 4 -
35 8 - 4 - -
32 6 8 - 4 10
63 6 4 - - -
64 4 6 - 4 8
52 - 6 - - 4
74 10 8 - - 4
56 10 - - - -
57 - - - - -
67 - - - - 8
68 8 10 - 4 6

Sekil. 4.17 TSA’ da 22°C’de 24 saat inkiibe edilen LAB izolatlarinin L. garvieae ‘ya

kars1 antibakteriyel aktiviteleri.
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Sekil 4.18 TSA ‘da 22°C’de 24 saat inkiibe edilen LAB izolatlarinin Y. ruckeri’ye kars1

antibakteriyel aktiviteleri

Sekil 4.19 TSA’ da 22°C’de 24 saat inkiibe edilen LAB izolatlarinin Salmonella

typhimirium’a kars1 antibakteriyel aktiviteleri.

4.3.2. pH toleransi

Izolatlarin pH1 ve pH3’e olan toleranslart Béliim 3.3.2°de anlatildig
gibi yapilmistir. Izolatlarm pH’ya olan toleranslari Cizelge 4.8°de
gosterilmistir. pH 1’°e en yliksek tolerans1 F4, F36, F37, F38, F39, F40, F48,
F68, F69 numarali izolatlar gosterirken pH 3’te F72, F33 ve F17 izolatlar

hari¢ diger izolatlarin hepsi tolerans gostermistir.
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Cizelge 4.8 Izolatlarin pH 1 ve pH 3’e olan toleranslari

. pH 1 pH 3
Izolat numaralan

0.h 3.h %canlisayis1 | 0. h 3.h %canh sayis1
F2 1.3x10° | 0 0 1.3x10° | 1.0x10° | 82
F4 1.0x10” | 4.0x10° | 4.1 1.0x107 | 5.0x10° | 50
F7 1.0x10° | 0 0 1.0x10* | 1.4x10" | 15
F8 1.3x10° | 0 0 1.3x10° | 5.3x10% | 40
F9 8.1x10" | 0 0 8.1x10" | 6.1x107 | 74
F10 2.4x10% | 0 0 2.4x10% | 1.5x10% | 61
F17 2.1x10° | 0 0 2.1x10° [ 0 0
F30 2.7x107 |0 0 3.0x107 | 5.2x10° | 1.2
F33 3.6x10° [ 0 0 3.6x10° | 0 0
F36 8.1x10% | 3.4x10° | 1.7 9.1x10® | 6.7x10% | 29
F37 9.0x10% | 4.4x10° | 1.9 9.0x10°% | 6.7x107 | 7.4
F38 1.8x107 | 3.4x10% | 0.2 1.8x107 | 8.2x10° | 4.4
F39 2.1x10% | 1.2x10° | 0.5 2.1x10° | 1.8x10” | 7.3
F40 2.5x10° | 3.6x107 | 1.4 2.5x10° | 5.8x10% | 22
F48 8.4x10° | 2.6x10% | 28 8.4x10° | 8.4x10° | 48
F53 2.6x10° | 0 0 2.6x10° | 1.5x10° | 51
F54 3.2x10° | 0 0 3.2x10° | 2.1x10° | 46
F66 3.9x10° | 5.2x10° | 0 3.8x10° | 8.5x10° | 21
F68 3.8x10° | 1.5x10° | 0.42 3.8x10° | 3.0x10° | 39
F69 3.8x10° | 4.0x107 | 0.4 3.8x10° | 2.7x10° | 65
F70 1.5x10° | 2.8x10° | 0 1.5x10° | 5.8x107 | 37
F71 3.4x10° | 1.1x10° | 0 3.4x10° | 1.3x10° | 40
F72 2.1x10% | 0 0 2.1x10° | 0 0
F75 7.6x10° | 1.0x10° | 0 7.6x10° | 2.0x10° | 28

4.3.3. Safra Toleransi

Bakteri strainlerinin %0,15-0,3 safraya olan toleranslari Boliim 3.3.3’te
anlatildig1 gibi yapilmustir. Izolatlarin safraya olan toleranslari Cizelge 4.9°da
gosterilmistir. Safraya en yiiksek tolerans gosteren izolatlar F4, F9, F10, F14, F16,
F18, F19, F22, F25, F39, F44, F48, F54, F55, F56, F66, F70 ve F75’tir. Genel

olarak izolatlarin %0.15 safraya olan toleransi %0.3 ‘ten daha diisiik bulunmustur.
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Cizelge 4.9 Izolatlarin safraya olan toleranslar1 (600nm’de okunan konsantrasyonlar)

izolatno | 0.15 0 | 0.15_1 | 0.15_I1 | 0.15_IIl | 0.15_IV | 0.30 0 | 0.30_I | 0.30_II | 0.30_I1 | 0.30_IV

1 0.081 | 0.079 | 0.077 0.070 0.064 0.089 | 0,089 0,087 0,088 0,088

0.076 | 0.075 0.074 0.076 0.077 0.093 | 0.091 0.091 0,088 0.086

0.86 0.74 0.77 0.76 0.076 0.225 | 0.0220 | 0.220 0.198 0.198

0.066 | 0.087 0.070 0.072 0.075 0.091 | 0.087 0.085 0.080 0.074

0.063 | 0.062 | 0.065 | 0.070 0.078 | 0.101 | 0.98 0.97 0.96 0.90

2
4
6
7 0.105 0.104 0.100 0.89 0.77 0.097 0.097 0.096 0.095 0.095
8
9

0.156 | 0,133 | 0,111 | 0,104 0,108 | 0.166 | 0,146 | 0,121 0,11 0,108

10 0.165 | 0,129 | 0,107 | 0,095 0,093 | 0.175 | 0,152 | 0,122 | 0,123 0,113

11 0.084 | 0,077 | 0,099 | 0,078 0,079 | 0.086 | 0,086 | 0,086 | 0,083 0,081

12 0.102 | 0,099 | 0,088 | 0,091 0,093 | 0.103 | 0,101 | 0,098 | 0,095 0,096

13 0.078 | 0,077 | 0,078 | 0,074 0,076 | 0.087 | 0,082 | 0,078 0,08 0,081

14 0.190 | 0,164 | 0,149 | 0,147 0,147 | 0.174 | 0,151 | 0,138 0,14 0,14

15 0.101 | 0,095 | 0,084 | 0,089 0,091 | 0.109 | 0,102 | 0,09 0,095 0,102

16 0.158 | 0,157 | 0,157 0,15 0,152 | 0.182 | 0,168 | 0,143 | 0,151 0,147

18 0.163 | 0,169 | 0,163 0,153 0,147 | 0.164 | 0,148 | 0,142 | 0,137 0,132

19 0.158 | 0,224 | 0,214 | 0,199 0,214 | 0.168 | 0,152 | 0,15 0,144 0,139

20 0.181 | 0,147 | 0,124 | 0,117 0,121 | 0.162 | 0,139 | 0,123 | 0,113 0,115

21 0,103 | 0,097 | 0,099 | 0,095 0,094 | 0.095 | 0,088 | 0,092 | 0,089 0,086

22 0,096 | 0,099 | 0,096 | 0,098 0,09 0.103 | 0,095 | 0,102 | 0,093 0,099

23 0.134 | 0,124 | 0,125 | 0,125 0,118 | 0.121 | 0,131 | 0,115 | 0,112 0,111

24 0.086 | 0,09 | 0,089 | 0,091 0,089 | 0.071 | 0,073 | 0,073 | 0,071 0,069

25 0.185 | 0,166 | 0,163 0,154 0,148 | 0.189 | 0,177 | 0,174 | 0,174 0,118

26 0,176 | 0.175 | 0.174 | 0.172 0.170 | 0.085 | 0,174 | 0,183 | 0,165 0,15

27 0.099 | 0,095 | 0,091 0,101 0,083 | 0.100 | 0,097 | 0,096 | 0,094 0,094

28 0.090 | 0,097 | 0,082 | 0,088 0,091 | 0.080 | 0,085 | 0,084 | 0,079 0,083

29 0.173 | 0,138 | 0,124 | 0,123 0,119 | 0.163 | 0,131 | 0,114 | 0,114 0,115

30 0.202 | 0,163 | 0,151 0,152 0,138 | 0.184 | 0,157 | 0,145 | 0,143 0,126

31 0.090 | 0,082 | 0,081 0,075 0,078 | 0.086 | 0,091 | 0,084 0,08 0,083

32 0.087 | 0,087 | 0,081 0,083 0,083 | 0.088 | 0,088 | 0,086 | 0,084 0,085

33 0.105 | 0,102 | 0,105 | 0,105 0,102 | 0.090 | 0,09 | 0,089 | 0,092 0,087

34 0.163 | 0,151 | 0,145 | 0,145 0,133 | 0.181 | 0,168 | 0,161 0,17 0,158

35 0.167 | 0,149 | 0,152 | 0,142 0,14 0.176 | 0,162 | 0,158 | 0,156 0,151

36 0.086 | 0,089 | 0,085 | 0,086 0,083 | 0.088 | 0,082 | 0,098 | 0,082 0,083

37 0.158 | 0,147 | 0,146 | 0,144 0,137 | 0.167 | 0,16 | 0,158 | 0,156 0,153

38 0,192 | 0.192 | 0.191 0.189 0.185 | 0.162 | 0,162 | 0,142 | 0,142 0,13

39 0,161 | 0.162 | 0.163 | 0.164 0.166 | 0.146 | 0,144 | 0,127 | 0,119 0,117

40 0,151 | 0.150 | 0.150 | 0.146 0.145 | 0.132 | 0,131 | 0,118 | 0,115 0,112

41 0.126 | 0,116 | 0,12 0,115 0,115 | 0.120 | 0,117 | 0,111 0,11 0,106

42 0.116 | 0,114 | 0,11 0,106 0,107 | 0.124 | 0,121 | 0,111 0,123 0,114

43 0.123 | 0,121 | 0,113 0,114 0,109 | 0.109 | 0,115 | 0,11 0,109 0,109
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44 0.123 | 0,121 | 0,113 | 0,114 | 0,109 | 0.109 | 0,115 | 0,11 | 0,109 0,109
45 0.108 | 0,106 | 0,108 | 0,095 | 0,095 | 0.112 | 0,115 | 0,103 0,1 0,102

46 0.112 | 0,107 | 0,107 | 0,086 | 0,103 | 0.098 | 0,094 | 0,088 | 0,086 0,092

47 0.124 { 0,118 | 0,138 | 0,116 | 0,117 | 0.108 | 0,146 | 0,224 | 0,103 0,098

48 0,139 { 0.139 | 0.136 | 0.135 | 0.134 | 0.140 | 0,139 | 0,132 | 0,133 0,126

49 0.091 | 0,098 | 0,094 | 0,089 | 0,087 | 0.089 | 0,088 | 0,086 | 0,085 0,09

50 0.091 | 0,098 | 0,094 | 0,089 | 0,087 | 0.089 | 0,088 | 0,086 | 0,085 0,09

51 0.roo { o,1 | 0,117 | 0,16 | 0,218 | 0.092 | 0,091 | 0,105 | 0,136 0,184

52 0.086 | 0,085 | 0,087 | 0,084 | 0,082 | 0.084 | 0,088 | 0,084 | 0,089 0,082

53 0,172 1 0.173 | 0.175 | 0.176 | 0.178 | 0.063 | 0,162 | 0,156 | 0,154 0,15

54 0.198 | 0,161 | 0,159 | 0,159 | 0,146 | 0.174 | 0,163 | 0,16 | 0,155 0,159

55 0.155 | 0,151 | 0,151 | 0,148 | 0,141 | 0.143 | 0,148 | 0,143 | 0,141 0,138

56 0.136 | 0,13 | 0,129 | 0,123 | 0,124 | 0.148 | 0,148 | 0,141 | 0,138 0,14

57 0.140 | 0,137 | 0,134 | 0,129 | 0,129 | 0.151 | 0,139 | 0,139 | 0,139 0,136

58 0.084 | 0,088 | 0,089 | 0,089 | 0,083 | 0.085 | 0,089 | 0,088 | 0,087 0,087

59 0.085 | 0,09 | 0,09 | 0,084 | 0,089 | 0.070 | 0,075 | 0,077 | 0,071 0,072

60 0.087 | 0,086 | 0,08 | 0,084 | 0,084 | 0.091 | 0.090 | 0.089 | 0.087 0.087

61 0.137 | 0,126 | 0,126 | 0,116 | 0,111 | 0.129 | 0,12 | 0,118 | 0,118 0,115

62 0.121 { 0,115 | 0,115 | 0,113 | 0,111 | 0.116 | 0,11 | 0,103 | 0,101 0,101

63 0.151 | 0,142 | 0,135 | 0,132 | 0,128 | 0.141 | 0,133 | 0,129 | 0,13 0,123

64 0.121) 0,118 | 0,116 | 0,109 | 0,11 | 0.134 | 0,133 | 0,126 | 0,132 0,126

65 0.145| 0,133 | 0,132 | 0,128 | 0,123 | 0.146 | 0,134 | 0,135 | 0,125 0,124

66 0,17 | 0.169 | 0.166 | 0.165 | 0.163 | 0.170 | 0,168 | 0,161 | 0,157 0,153

67 0,158 | 0.157 | 0.156 | 0.158 | 0.157 | 0.156 | 0,155 | 0,149 | 0,148 0,146

68 0.181 | 0,154 | 0,152 | 0,146 | 0,145 | 0.162 | 0,157 | 0,151 | 0,149 0,148

69 0.144 | 0,137 | 0,144 | 0,129 | 0,127 | 0.150 | 0,142 | 0,141 | 0,138 0,136

70 0,163 | 0.163 | 0.162 | 0.161 | 0.160 | 0.156 | 0,154 | 0,142 | 0,143 0,141

71 0.143 | 0,129 | 0,123 | 0,113 | 0,112 | 0.147 | 0,137 | 0,135 | 0,12 0,122
72 0.145 | 0,128 | 0,124 | 0,127 | 0,117 | 0.163 | 0,146 | 0,136 | 0,129 0,127
73 0.117 | 0,115 | 0,121 | 0,114 | 0,108 | 0.133 | 0,135 | 0,124 | 0,12 0,12

74 0.158 | 0,162 | 0,158 | 0,144 | 0,143 | 0.164 | 0,159 | 0,153 | 0,145 0,148

75 0,171 | 0,162 | 0,169 | 0,159 | 0.158 | 0.185 | 0.182 | 0.180 | 0.181 0.183

4.3.4. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Laktik asit bakterilerinin doxycycline (30 pg), enoxacine (10 pg),
erythromycin (15ug), florfenicol (30 pg), trimethoprim/sulfamethoxazole
(1.25/23.75 png), enrofloxacin (5ug), oxytetracycline (30ug), chloramphenicol (30
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ng) vancomycin (30 pg) ve penicilin (10 pg) antibiyotiklerine olan duyarliliklart
Boliim 3.3.4°te belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Hedef bakteriyi iceren
petrilere emdirilen antibiyotik diskleri 22°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
bliylime inhibisyon zonlar1 OSlgiilerek degerlendirmeler klinik ve laboratuvar
standartlar1 enstitlistine gore yapilmistir. Yapilan degerlendirme en yiiksek
antibiyotik direncliligi goOsteren izolatin F4 numarali izolat oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.10 Antimikrobiyal disk duyarlilik testleri i¢in standartlar (CLSI, 2008).

Antibiyotik <Direncli (mm) | Orta (mm) Zl()r;‘]{;‘)r h
Enrofloxacin 17 18-21 22
Doxycycline 12 13-15 16
Erithromycin 13 14-17 18
Florfenicol 12 13-17 18
Trimethoprim/Sulphamethoxazole 10 11-15 16
Oxytetracycline 14 15-18 19
Chloramphenicol 12 13-17 18
Enoxacin 14 15-17 18
Vancomycin 9 10-11 12
Penicillin 20 21-28 29

Cizelge 4.11 Izolatlarin antibiyotiklere olan toleranslart
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O
S}
X
Py

Izolat no

47

48

53

54

55

60

66

67

68

69

70

71

72

74

nNnnnnfnnflnn|nfL| |21l

w|m|w|n|n|=|=|= | v =] =|=|0|u|
U)HU)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)FH
n |||l M
C/JUJUJUJUJUJUJUJUJUJUJUJUJUJUJ_|
N ZIZ I Y P )
n|—|n|n|ln|—~|—~lun|ln|nln|ln|n|nlrn|Z
R R B n|nlB|m n B R nln )
UJUJUJVJUJVJUJUJVJU)VJU)VJVJU)<
nnFR @B unlnnlnnnnlnlnlnnl

75%

Do=Doxycycline, En=Enoxacin, E=Erithromycine, F= Florfenicol, STX: Trimethoprim, O: Oxytetracycline,
Enr: Enrofloxacin, C: Chloramphenicol, V: Vancomycin, P: Penicilin (S:Duyarli, R: Direngli)

Sekil 4.20 22°C’de 48 saat inkiibe Lactococcus lactis subsp.lactis (F4 numarali izolat)’in

antibiyotik duyarlilik testi.

Sekil 4.21 22°C’de 48 saat inkiibe Lactococcus lactis subsp.lactis (F4 numarali izolat)’in

antibiyotik duyarlilik testi.
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4.3.5. Patojenite Testleri

Probiyotik potansiyele sahip olabilecek F4 numarali izolatin (Lactococcus
lactis subsp.lactis KM017401) taze saf kiiltiirlerinden ml’sinde 10° canli bakteri
hiicresi olacak sekilde silispansiyonlari hazirlanmis olup 15 giinliilk adaptasyon
siiresi tamamlanmis baliklara intramiiskiiler olarak enjekte edilmistir. Kontrol
grubuna ise sadece saf PBS enjekte edilmistir (Aydin vd., 1997; Bricknell et al.,
1999). Enjeksiyonu takip eden 20 giin i¢inde baliklarin davranislari, klinik
belirtileri ile 6len baliklarin nekropsi sonunda klinik belirtileri kaydedilmistir
(Bolim 3.3.6). Yapilan testler sonucunda F4 numarali izolatin baliklar iizerinde

herhangi bir patojenik bulgusuna rastlanmamastir.

4.3.6. Potansiyel probiyotikli yemle besleme denemesi

Denemede F4 numarali Lactococcus lactis subsp.lactis probiyotik aday1
olarak kullanilmistir. Ciinkii bu tiir probiyotik Ozellikleri yansitan testlerin
digerlerine gore daha iyi sonuglar vermesi ve ayni zamanda patojenite
denemesinde baliklar iizerinde patojen olmamasindan dolayr kullanilmistir.
Probiyotik denemesi Boliim 3.4.7°de anlatildigi gibi gerceklestirilmistir. Deneme
28 giin olarak tasarlanmis olup 7 giinde bir baliklarin agirliklart ve boylar: tespit
edilmistir (Sekil 4.22). Deneme sonunda ise kalan baliklarin bagirsak florasindaki
probiyotik bakteri varligi icin Boliim 3.4.7.3°de anlatildig1 gibi tespit edilmistir
(Sekil4.27).
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Sekil 4.22. Besleme c¢alismasi i¢in kulugkahaneye getirilen baliklarin (a) boy ve kilo

Ol¢timlerinin yapilmasi (b) ve tanklara yerlestirilmesi (c).

4.3.7. Probiyotikli yemle beslenen baliklarda patojenle in vivo
enfeksiyon

Probiyotikli yemle beslemenin 14. giiniinde kontrol grubu ve deneme
grubundaki baliklar 107 (cfu/ml) oraninda patojen igeren siispansiyonlarla enfekte
edilmistir. Lethal dozun belirlenmesi icin kontrol ve deneme grubundaki
baliklarda her gruptan 10 tane olacak sekilde 10* -10” (cfu/ml) oraninda Yersinia
ruckeri igeren 0,1ml siispansiyon ile enjekte edilmistir deneme 3 tekrarli olarak
gergeklestirilmistir ve minimal lethal doz 107 (cfu/ml) olarak belirlenmistir (Giri

et al.,2012). 20 giinliik takip sonucunda 6len ve hayatta kalan baliklarin yagama

oranlar1 hesaplanarak hastalik agisindan incelenmistir (Cizelge 4.16).

Sekil 4.23. Besleme ¢alismasinin 14. giiniinde patojenle (Y.ruckeri) enfeksiyon denemesi

4.3.8. Probiyotikli Yem Ve Kontrol Yemiyle Beslenen Baliklarda

Biiyiime

4.3.8.1. Canli agirlik olarak biiyiime

Boliim 3.3.7°de anlatildigi gibi yapilan besleme denemesinde kontrol ve
probiyotik verilen grublar giinde 3 kez viicutlarinin %3’ii oraninda kontrol yem ve
probiyotikli yemle beslenilmistir. 7 giinde bir dlgiilen canli agirlik ortalamalari

Cizelge 4.12 ve Sekil 4.24°de verilmistir.
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Cizelge 4.12 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle ve kontrol yemiyle beslenen

alabalik gruplarinin dénemlere gore canli agirlik ortalamalari

Agirlik kazanci (g)
Prob+SE Cont.=SE F t p
7. Giin 3.59+1.55 2.21+0.30 6.028 1.461 0.218
14. Giin 13.37+1.43 5.354+0.46 5.293 5.337 0.006
21. Giin 13.68+1.46 8.214+0.57 4.947 3.467 0.026
28. Giin 27.25+2.70 19.72+1.85 0.349 2.292 0.084

14. ve 21.giinde farkliliklar istatistiksel olarak 6nemliyken (p<0,05) 7. ve 28.
giinlerde farkliliklar istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0,05).

30
Prob_
25 W

20

15

Agirlik Artisi (cm)
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Sekil 4.24 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle ve kontrol yemiyle beslenen alabalik

gruplariin canli agirlik olarak bilylime egrisi

Baglangic canli agirlik ortalamalart 19+22 g olan baliklarda deneme
sonunda en iyi biiyiime probiyotik yemle beslenen grupta (27.25+2.70) olmustur.
Canli agirlik ortalamalari i¢in yapilan varyans analizi ve Duncan testi sonuglarina
gore; 14. ve 21.giinde probiyotikli yem ve kontrol yemiyle beslenen gruplar
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemliyken (p<0,05) 7. ve 28. giinlerde
farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir (p>0,05).
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4.3.8.2. Canli agirlikca oransal biiyiime

Kontrol grubu ve kontrol grubu yemine farkli sayilarda probiyotik bakteri
ilave edilen yemlerle beslenen alabalik gruplarinin donemlere gore canli agirlikca
oransal biliylime degeri ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.13 ve Sekil 4.25°te

verilmistir.

Cizelge 4.13 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle ve kontrol yemiyle beslenen

alabalik gruplarinin donemlere gore canli agirlikca oransal biiylime degeri

(%)
Oransal Agirlik Artis1 (%)
Prob+SE Cont.£SE F t p
7. Giin 46.56+10.48 10.28+1.45 5.967 3.425 0.027
14. Giin 101.1542.60 18.16+5.12 2.857 14.435 0.000
21. Giin 112.03+12.67 37.97+1.84 9.758 5.784 0.004
28. Giin 190+13.02 91.01+6.40 2.243 6.862 0.002
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Sekil 4.25 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle ve kontrol yemiyle beslenen alabalik

gruplarinin dénemlere gore canli agirlik¢a oransal bilylime egrisi (%)

Canli agirlikca oransal biliylime bakimindan varyans analizi ve Duncan
testi sonuglara gore; 7. 14. 21. ve 28. giinlerde probiyotik yem ve kontrol

yemiyle beslenen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).
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Deneme sonu itibariyle; canli agirlikga oransal biiyiime en yiiksek 28.giinde
(190+13.02) olmustur.

4.3.8.3. Boyca biiyiime

Kontrol grubu ve probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle beslenen alabalik
gruplarinin donemlere gore total boy ortalamalar1 ve analiz sonuglar Cizelge 4.14

ve Sekil 4.26’te verilmistir.

Cizelge 4.14 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle ve kontrol yemiyle beslenen

alabalik gruplarinin dénemlere gore total boy ortalamalar1 (cm)

Boy kazanci (cm)
Prob+SE Cont.+=SE F t p
7. Giin 0.75+0.02 0.26+0.04 1.064 10.808 0.000
14. Giin 0.91+0.03 0.49+0.10 3.716 3.841 0.018
21. Giin 2.13+0.008 1.26+004 8.113 17.372 0.000
28. Giin 3.33+£0.25 2.61+0.17 1.040 2.356 0.078
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Sekil 4.26. Probiyotik bakteri ilave edilmis ve kontrol yemlerle beslenen alabalik

gruplarinin boyca bilylime egrisi

Total boy ortalamalar1 bakimindan yapilan varyans analizi ve Duncan testi
sonucuna gore 7. giin, 14. giin 21. giinde kontrol ve probiyotikli yemle beslenen
gruplar arasindaki fark onemliyken (p<0,05); 28. giinde istatistiksel farklilik

onemsiz bulunmustur (p>0,05).
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4.3.8.4. Boyca oransal biiyiime

Kontrol grubu ve probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle beslenen alabalik
gruplarinin dénemlere gore boyca oransal biiyiime degerleri Cizelge 4.15 ve Sekil

4.27’te verilmistir.

Cizelge 4.15 Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle beslenen alabalik gruplarinin

dénemlere gore boyca oransal (OB)(%) degerleri

Oransal Boy Artis1 (%)
Prob+SE Cont.£SE F t p
7. Glin 5.29+0.91 2.06+0.29 5.443 3.366 0.028
14. Giin 7.33+0.13 0.49+0.10 0.115 40.395 0.000
21. Giin 17.60+0.46 10.23+0.09 9.812 15.428 0.000
28. Giin 29.00+2.58 20.63%1.19 0.911 2.933 0.043
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Sekil 4.27. Probiyotik bakteri ilave edilmis ve kontrol yemlerle beslenen alabalik

gruplarmin boyca oransal biiyiime (%) egrisi

Boyca oransal biliylime acisindan yapilan varyans analizi ve Duncan testi
sonuglarina gore; 7. 14. 21. ve 28. giinlerde boyca oransal artis kontrol grubu ve
deneme grubu arasinda 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Deneme sonu itibariyle

boyca oransal karsilastirildiginda en iyi biiyltime 28. giinde olmustur.
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Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle 14 giin boyunca beslenen ve 14. giinde

ml’sinde 10° bakteri hiicresi (Yersinia ruckeri) olan siispansiyonlar intramiiskiiler

olarak deneme grubuna 3 tekrarli olacak sekilde verilmistir ve 20 giin boyunca

Olen ve hayatta kalan baliklarin saglik durumlar1 takip edilmistir. Alabalik

gruplarinda deneme siiresince kontrol ve deneme grubu arasinda istatistiksel

olarak fark onemsiz bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.16 10° oraninda patojenle enfekte edilen kontrol ve deneme gruplari arasindaki

yasama oranlari

Yasama Oranlar1 (%)

Prob+SE

Cont.+SE

20. Giin

50.00+5.57

53.33+£3.33

0.400

0.643

Sekil 4.28 Yersinia ruckeri ile

goriiniimleri

enjekte edilen

deneme grubu baliklarin genel saglik
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Sekil 4.29 Yersinia ruckeri ile enjekte edilen kontrol grubu baliklarin genel saglik

goriiniimleri

Sekil 4.30 Yersinia ruckeri ile enjekte edilen kontrol grubu baligin genel saglik gorinimii

Deneme sonunda kontrol grubu ve probiyotikli yemle beslenen deneme grubunun
baliklarindaki bobrek ve karacigerden yapilan ekimlerde Yersinia ruckeri bakterisi
izole edilmistir fakat klinik bulgulara baktigimizda deneme grubu baliklarinda
deride kararma, hemoraji daha az goriiliirken kontrol grubu baliklarinda genel
hemoraji (bobrek, bagirsak, solungag) karacigerde solgunluk, bagirsakta sar1 sivi

olusumu ve deride kararma goriilmiistiir.

4.3.8.6. Probiyotik bakteri ilave edilmis yemle besleme denemesi

sonunda bagirsak florasinin tespiti
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Sekil 4.31 Deneme grubundaki alabaliklarin bagirsak floralart

28 giin devam eden caligsmanin sonunda baliklarin bagirsak floralari tespit
edilmistir. Bu tespitin amacit deneme grubuna verdigimiz F4 numarali izolatin
varligint tespit etmektir. Bunun ic¢in probiyotik ilave edilmis yemle beslenen
baliklarin ve kontrol grubunun bagirsaklarindan segici besiyeri olan M17 ve genel
besiyeri olan TSA’ya ekimler yapilmis olup toplamda 63 koloni segilmis ve
saflagtirmalar1 yapildiktan sonra gram boya, katalaz testi ve hiicre morfolojilerine

bakilarak API 20 STREP testle dogrulamalar1 yapilmistir.

Yapilan ekimlerde deneme gruplarindaki baliklarin  bagirsaginda
probiyotik bakteri tespit edilmis, ancak kontrol grubundaki baliklarda probiyotik
bakteri goriilmemistir. Bunun sonucunda Sekil 4.27°de goriildiigii gibi bagirsak
florasinda baskin olarak Lactococcus lactis ssp lactis (% 42,9) olmak tizere

Aerococcus viridans (% 38,1) ve Enterococcus faecalis (% 19) tespit edilmistir.

ool

0.y sueeneene

F4

Sekil 4.32 Probiyotikli yemle beslenen baliktan izole edilen 4 numarali izolatin API 20
STREP test sonucu
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5. TARTISMA

Kiiresellesme siirecinde, yenilebilen baliklarin tiikketiminin 2030 yilina kadar
165 milyon tona ulasacagi projelerle ortaya konulmustur. Bu yiizden alternatif
balik tiirlerinin belirlenmesi ve balik beslemede kullanilan uygun yem igerikleri
bliyiik 6nem arz etmektedir (Singh et al., 2008). Diinya niifusunun artmasi ve giin
gectikce dogal kaynaklarin azalmasi ¢agimiz bilim adamlarini arayislara itmistir
(Baylan ve ark., 2015). Artan diinya niifusunun gida ihtiyacin1 kargilamak igin
yetistiricilik Uretimi arttirilmaktadir bu da beraberinde hastalik, uygun yem
katkisinin bulunamamasi, besleme mekanizmalar1 ve hatta su Kkalitesinin
kotiilesmesi  gibi  bircok olumsuzluga sebep olmaktadir. Yetistiricilikte
kemoterapotik ajanlarin  yiiksek seviyede kullanilmasi hastalik kontroliinde
alternatif giivenilir metotlarin aranmasma yol agmistir. Antibiyotikler hayatta
kalma oranini iyilestirse de bagirsak mikrobiyotasini degistirmekte ve insan
sagliginda tahmin edilemeyen uzun donemli etkilere yol agabilecek direngli
bakteri popiilasyonlarini indiiklemektedir. Bu nedenlerden dolay1r Avrupa Birligi
antibiyotik kullanimim1 2006 yilinda yasaklamis ve bu yasak alternatif metotlara
olan ihtiyaci daha da arttirmistir. Bu noktada probiyotikler yetistiricilikte birgok
probleme (hastalik kontrolii, bagisiklik yanitinin arttirilmasi, konagin beslemesine
yardimci olmasi ve sindirim enzimi saglamasi) ¢6ziim bulmak amaciyla genis bir
sekilde kullanilmaktadir (Qi et al., 2009). Probiyotiklerin uygulama metodu
acisindan da c¢evre dostu olduklari diisiiniilmektedir. Dolayisiyla probiyotiklerin
yogun yetistiricilikte saglikli bir bagirsak olusturmak i¢in balik yemi olarak
kullanilmas1 diinya ¢apinda artmaktadir (Ige, 2013).

Bagirsak bakterilerinin insan ve hayvan sagligi iizerindeki olumlu etkilerine
iliskin kavram ilk kez Metchnicoff tarafindan 1908 yilinda ortaya konmustur. Bu
alanda yapilan c¢alismalar, konsantre yararli bakteri kiiltiirleri ve bu kiiltiirleri
birgcok canlinin gida maddesine ekleme ¢alismalari, su diriinleri lretimi ve
yetistiriciliginde kullanimi1 6nem kazanmaktadir (Ozdemir ve Tuna-Kelestemur,
2009). “Probiyotik”, Yunanca “Once (pro) —hayat (bios)” anlamina gelen bir
sOzciikten tiiremistir (Lilly and Stillwell, 1965).
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Bagirsak sisteminin kompleks mikrobiyal ekolojisi hem beslenmeyi hem de
patojenlere karst korunmay1 saglar ve bu kompleks ¢evreyle faydali bagisiklik
cevabininin gelistirilmesi arasindaki iliskileri modiile etmek i¢in hayati énem
tasir. Bu durum bagirsak mikrobiyotasinin hayvan sagligi lizerinde ¢ok giiglii bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Probiyotikler de saglikli mikrobiyotanin
tiyeleridir bu yiizden antibiyotiklere ve diger kimyasallara alternatif olarak
kullanilabilirler (Balcazar et al., 2006¢). Probiyotikler, bagirsagin mikrobiyal
dengesini koruyarak konak¢1 hayvanda yararli etkiler olusturan, sindirim
kanalindaki mikrofloranin ekolojik dengesini diizene koyan, konak¢i mikroflora
icerisindeki potansiyel patojen mikroorganizmalarin iireyerek zararli hale
gelmelerini Onleyen ve akuatik organizmalarin yemden yararlanma oranini
artirmak amaciyla yem rasyonlarina katilan bir grup canli bakteri, maya kiiltiirleri
veya bu kiiltiirlerin icerdigi biyolojik tirinlerdir. Saglikli biitiin hayvanlar gibi
baliklarin bagirsak kanalindaki mikroorganizmalarda sabit ve denge halinde
bulunmaktadir. Yararli olan bu mikroorganizma tiirleri besin maddelerinin
sindirim ve emilimine yardim ederek, enfeksiyonlara karsi viicudun direncini

arttirmaktadirlar (Ozdemir ve Tuna-Kelestemur, 2009).

Baliklarda ilk denenen probiyotikler karasal hayvanlar i¢in hazirlanmis
tiriinlerdi (Gatesoupe, 1999). Fakat probiyotik verilmeden once onun sucul
ortamda yasayip yasamayacagi konusu belirlenmelidir. Bunun i¢in su {iriinleri i¢in
kullanilacak probiyotikler sucul ¢evrelerden izole edilmelidir. Bu mikroplar
Vibrio, Pseudomonas, Enteromonas, laktik asit bakterileri 6zellikle Bacillus spp.
ve mayalardir (Gatesoupe, 1999). Probiyotikler yeme canli mikroorganizma
olarak eklenerek sindirim sisteminde dengeli bir mikrofloral topluluk olusturmak
icin de kullanilabilirler (Rengpipat, 2005). Probiyotikler ayn1 zamanda terapotik
ajan olarak baz1 ¢iftciler tarafindan antibiyotiklere alternatif olarak

kullanilmaktadir (Fuller, 1989).

Yetistiricilik {iretimi tiim diinyada bir¢ok balik tiirlinlin retimi ile
geniglerken, alabalik bir¢ok iilkede oldugu gibi ililkemizde de balik {iretimine
onemli katkilar saglamaktadir. Gokkusag alabaligi denizden uzak i¢ kisimlarda
yetistiriciliginin yapilabilmesi sayesinde onem kazanmaktadir. Toplam kiiresel

salmonids tiirleri tiretiminin 2007 yilinda 2,2 milyon tona ulastig1 bildirilmektedir
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(Can ve ark., 2011). Bu kadar yogun iiretimi yapilan bir tiir olan gdkkusagi
alabaliginda hastaliklarin olusmas: da kaginilmazdir. Hastaliklar1 6nlemek igin
giinlimiizde uygulanabilecek en saglikli ve ekonomik yontem ise probiyotik
uygulamasidir. Arastirmamizda yukarida bahsedilen énemlerinden dolay1 tath su
baliklarindan laktik asit bakterisi izole edilip fenotipik ve molekiiler olarak
tanilariin  gercgeklestirilmesi, probiyotik potansiyellerinin arastirilmas: ve daha
sonra da Tiirkiye’de yetistiriciligi en ¢ok yapilan gokkusagi alabaliklarina karsi
potansiyel probiyotik olarak kullanilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
ilk olarak tatli su baliklarindan laktik asit bakterisi izole edilmeye caligilmistir.
Bunun i¢in laktobasiller i¢in segici besiyeri olan MRS agar (Arici ve ark., 2011;
Perez- Sanchez et al., 2011; Ashraf and Shah, 2011), izolasyon sansini arttirmak
icin TSA (Gonzales et al.,2000; Perez-Sanchez et al.,2011), Streptokok ve
laktokoklarin izolasyonu i¢in M17 agar (Ashraf and Shah, 2011; Bulut, 2003)
kullanilmigtir. Calismamizda laktik asit bakterilerinin tanilanmasi Oncelikle
fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore yapilmistir. Bunun i¢in gram boyama,
katalaz testi, oksidaz testi, glukozdan gaz olusumu, farkli sicakliklarda biiyiime,
farkli NaCl konsantrasyonlarina tolerans, arginin hidrolizi, jelatin hidrolizi, indol
detimi, metil red, voges proskauer ve karbohidrat fermentasyon testleri
gerceklestirilmistir (William et al., 2001; Kiran, 2006; William et al., 2001; Kiran,
2006; Cowan and Steel, 1970; Askarian et al., 2008; Aric1 ve ark., 2012; Harrigan
and McCance, 1966; Basyigit, 2004; Yildiz, 2011; Reginensi et al., 2013; Pundir
et al., 2013; Junren et al., 2011). Izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal testlere
gore tanilamalar1 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2009) ve Collins

ve Lyne (1976)’ya gore yapilmustir.

Calismamizda baliklardan izole edilen toplam 82 izolattan 7 tanesi gram (-
) olup elenmistir. Geriye kalan gram (+), katalaz negatif, oksidaz negatif olan 75
izolattan 4 tanesinin glukozdan gaz iirettigi (Cizelge 4.3), geriye kalanlarin ise
tiretmedigi belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde 4 °C sicakliklta 1, 12, 14, 15,
16, 25, 26, 27, 28, 31, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 51, 52, 54, 57, 58, 59, 60, 74 ve 75
numaral izolatlarda ¢ok az ilireme olurken diger izolatlarda lireme goriilmiistiir
(Cizelge 4.3). 10°C sicakhikta 11, 12, 13, 17, 18, 19, 21, 22, 23 numaral
izolatlarda zayif ireme olurken diger izolatlarda ilireme gorilmistir. 15°C

sicaklikta tiim izolatlarda iireme goriilmiistiir. 45°C’de ise 10, 12, 13, 25, 26, 27,
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28, 31, 33, 35, 42, 43, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 66, 67, 68, 69
numarali izolatlarda zayif tireme goriiliirken diger izolatlarda iireme gozlenmistir.
Yapilan fenotipik testlere gore 1, 3, 11, 12 ve 13 numaral1 izolatlar Streptococcus
intermedius; 2, 6, 15 ve 16 Lactobacillus salivarius; 1, 14, 24, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 43, 44, 45, 46 numaral izolatlar Lactococcus lactis; 5 numarali izolat
Enterococcus faecalis; 7, 38 ve 39 numaral1 izolat Lactobacillus fermentum;17, 18
ve 19 numarali izolatlar L.lindneri; 20 numarali izolat L.acidophilus; 21 numarali
izolat Aerococcus viridans; 23 numarali izolat Pediococcus damnosus; 33
numarali izolat Lactobacillus helveticus; 34 ve 35 numaral: izolatlar Lactococcus
lactis cremoris; 37 numarali izolat Lactobacillus brevis; 40, 53, 54, 66, 67, 68, 69,
70, 71, 72, 74 ve 75 numarali izolatlar Lb.curvatus ; 41, 42, 47 ve 48
Lb.delbrueckii; 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65 ve 73
numarali izolatlar ise Streptococcus constellatus olarak tanilanmistir (Cizelge
4.5). Fakat daha sonra yapilan genotipik tanilamada geleneksel yontemlerle
molekiiler yontemlerin ¢ogunlukla uyusmadigr goriilmiistiir (F4, F5, F14, F29,
F30, F31, F32 hari¢). F56 ve F59 arasindaki strainler ile F61 ve F64 arasindaki

strainler genus diizeyinde tutarli sonug vermistir.

Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik oOzellikleri belirlemeye yonelik
olan klasik fenotiplendirme testleri her ne kadar halen kullanish ve vazgecilemez
yontemler olsa da bir susun karakteristik 6zelliklerini tam olarak yansitamamakla
beraber bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alic1 ve ayn1 zamanda ayrim giicli
ve hassasiyetleri bakimindan da siiphe uyandiricidir. Bununla beraber LAB’larin
biiyiime kosullar1 hiicre morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi durumlarda cins
diizeyinde dahi tanilama iglemlerinde zorluk yaratmaktadirlar. Bu kriterler kaba
bir tanimlama amaci i¢in yeterli olsalar da net ve kesin bir identifikasyon amacina
yonelik degillerdir. API S0CHL sistemi ¢ok genis araliga sahip bircok LAB
tirlerinde hizli bir sekilde fermentasyon profili sergilemektedir fakat
tekrarlanabilir sonuglarin olmamasi sorun teskil etmektedir. Standardize edilmis
bu klasik tanimlama metodu, halen rutin olarak kullanilmakla birlikte pahali bir
sistemdir. Bununla birlikte 6zellikle fazla sayida bakteri izolat1 tanimlanabilirken
bu bakterilerin taksonomisine iligskin bir sonuca gidilememektedir (Stiles et al.

1997).
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Yaygin olarak kullanilan fizyolojik ve biyokimyasal testler bu bakteriler
icin pratikte ve uygulamada Oonemlidir, fakat seker fermentasyonu gibi farklilik
iceren ve stabil olmayan sonucglar nedeniyle daha az tercih edilir olmuslardir.
Genellikle fizyolojik olarak birbiri ile ilgisi gézlenmeyen yakin akraba tiirlerin
sayisindaki artig ile birlikte, bunlarin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda
molekiiler teknikler ayirt edici yontemler olarak tercih edilmeye baslanmigtir
(Schleifer et al., 1995). Bundan dolayidir ki, son yillardaki ¢aligmalar LAB’larin
mikrobiyal identifikasyonlar1 i¢in temeli genetik 6zelliklerin belirlenmesine dayali
olan molekiiler metotlarm kullammi yoniindedir. Identifikasyonda olumsuz
sonuglardan kurtulabilmek ve kesin tanimlama yapabilmek icin molekiiler
identifikasyon teknikleri, fenotipik testlere alternatif olarak gelistirilmektedir.
Ayrica laktik asit bakteri suslari arasinda iirline ve {liretime uygun olanlarin
seciminde bu molekiiler biyolojik yontemlerin gittikce artan bir dneme sahip
olacag siiphesizdir. Fermentasyon degerleri, karbonhidrat kullanimlari, laktik asit
iiretimi, peptidoglikan analizi gibi fizyolojik ve kemotaksonomik veriler igeren
geleneksel yontemler; birbirine akraba olan yakin tiirler arasinda taksonomik
acidan kullanigsiz yontemlerdir. Fenotipik metotlar ile yapilan taksonomik
caligmalarda belirsiz sonuglarin varligi ¢alismalar1 DNA-DNA hibridizasyonu,
dizi analizi, gen problarmin kullanimi ve PCR gibi molekiiler karakteristik
metotlara yOneltmistir. Gergekei, yiiksek kapasiteli ve ayrim giicii giicli
sonuglarin varlig ile tiirler aras1 farklar tesbit edilebilmektedir. PCR’a dayali
metotlardaki gelisimler laktik asit bakterilerinin hizli ve dogru sekilde
tanimlanmasinda yeni alternatifler olusturmustur. Molekiiler biyoloji metotlarinin
kullanim1 ile 16S rRNA’y1 kodlayan sekanslarin karsilastirilmasi taksonomik

diizenlemelerde 6nemli yer tutmustur (Stiles and Holzaphel., 1997).

Cogaltilmis 16S rRNA’nin restriksiyon analizi (PCR-ARDRA) farkl
mikroorganizmalarin ayriminda kullanilmistir. Bu yontem ilk kez Vaneedhoutte
(1992) tarafindan Comamonadaceae’lerin tanimlanmasinda kullanilmstir.
ARDRA ile PCR parmakizi hizli 6zellikli, basit ve duyarli bir metottur. Bu metot
farklh habitatlardaki LAB’larda tiirler arasinda ¢ok detayli bir tanimlama olanag:
saglamaktadir (Dicks et al., 1995). 16S rDNA geni dizilerinin kiyaslanmasi
bakteri tilirlerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in ¢ok giivenli bir metottur.

Ciinkii bu genler her bakteri tiiriinde ¢ok sayida kopyada bulunup yiiksek oranda
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KUmustur. Dolayisiyla son yillarda molekiiler hedef olarak kullanimlar1 artmaistir.
ARDRA metodu gram pozitif spor olusturmayan bakterilerin basit ve hizl
tanimlanmasinda yiiksek bir ayirt edici giice sahiptir. Bir¢ok yazar bu metodun
Lactobacillus tiirlerinin ve probiyotik olarak kullanilacak laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda kullanmistir (Roy et al., 2001; Soto et al., 2010; Temmerman et
al., 2004; Chen et al., 2005; Kopermsub and Yunchalard, 2010).

Ornegin Soto ve arkadaslar1 (2010) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada
buzagilarin bagirsak mikrobiyal ekosistemindeki baskin Laktobasiller analiz
edilmistir. 42 laktik asit bakterisi Haelll, Mspl ve Hinf I restriksiyon enzimleri ve
16S r DNA gen dizisi kullanilarak ARDRA teknigi ile analiz edilmistir. ARDRA
taramasi ile 42 izolat arasindan 9 tane unik model saptanmistir. 29 izolatin
hepsinde aynt model goriilmiistiir. Sonugta ARDRA tekniginin kompleks
ekosistemlerden izole edilen bakteri tiirlerinin ve yakin gruplarin tanilamasinda
saglikli bir metot oldugu belirlenmistir. Diger bir calismada, Michel ve arkadaslari
(2007), baliklarin dogasini ve farkli baliklarda bulunan LAB gruplarina ait
bakterileri tanilamak i¢in farkli orijinlerden gelen 57 izolati calismis ve amplifiye
rRNA gen restriksiyn analizini (ARDRA) kullanilarak 22 tip strainle kiyaslama
yapmislardir. Arastirmacilar Cfol, Sau3A, Haelll, Hpall, Mboll, Dral, Smal
enzimlerini kullanarak olusturduklart ARDRA profillerine bakip 12 ayr1 grup
tasarlamis ve bunlar1 sodA ve 16S rRNA gen dizilemesiyle dogrulamistir.
Olusturulan bu gruplar: Lactococcus raffinolactis, L.garvieae, Lactococcus lactis,
S.iniae, S.dysgalactiae, S.parauberis, S.agalactiae, Carnobacterium spp.
Vagococcus fluvialis ya da yeni tanimlanan V.carniphilus, V.salmoninarum, ve
Aerococcus spp’yi temsil edip ayut edilemeyen Enterococcus benzeri
Enterococcus faecium grubunu kapsamaktadir. L.lactis ve L.raffinolactis
kiimelerinin bir¢ok baligin kommensali oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bir diger
caligmada Balcazar ve arkadaslari (2006a), 16S rRNA geninin degisken
bolgelerinin PCR amplifikasyonunu kullanarak laktik asit bakterilerini izole
etmislerdir. Bu ¢aligmada saglikli alabaliklarin bagirsak mikrobiyotasindan 13
tane laktik asit bakterisi izole edilmistir. 16S r RNA geninin 500bp’lik kismi
amplifiye edilip V1 ve V2 degisken bolgelerini igeren 272 bp’lik bolgelerin dizi
analizi yapilmustir. izole edilen laktik asit bakterileri Carnobacterium
maltoramaticum, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus

plantarum, Lactococcus lactis subsp.lactis ve Leuconostoc mesenteroides olarak
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tanilanmistir. Bu metod laktik asit bakterilerinin tanilanmasi ig¢in basit, hizl,

spesifik ve diisiik maliyetli olarak tanilanmustir.

Yukarida belirtilen sebeplerle arastirmamizda molekiiler identifikasyon
icin ilk agsamada fenotipik testlere gore laktobasil olarak tanilanan 25 izolatin (F2,
F4, Fo, F7, F8, F9, F10, F17, F30, F33, F37, F38, F39, F40, F48, F53, F54 F66,
F68, F69, F75, F36, F70, F71 ve F72) kesin tanisi i¢in bu izolatlardan elde edilen
genomik DNA’lardan laktobasiller i¢in tiire spesifik Lacto 16S -F ve Lacto 16S -
R primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve sonugta 216 bp
uzunlugunda bantlar elde edilmistir (Sekil 4.11). Kesin teshis i¢in bu 25 izolatin
16S rRNA’s1 27 -F ve 1492 -R {iniversal primerleriyle ¢ogaltilarak restriksiyon
enzimler olan Haelll, Msp 1 ve Hinf 1 ile kesilerek olusan fragmentler
incelenmistir (Sekil 4.12, 4.13 ve 4.14). Bu fragmentlerden benzer profillere sahip
olanlar secilerek gruplandirilmigtir. 3 enzim kesimi sonucunda 3 tane grup
olusturulmustur. Bu gruplardan 1.de F2, F4, F6, F7, F8, F9, F10, F30, F33, F37,
F38, F39, F40, F48, F53, F54, F66, F68, F69 ve F75, 2.de F17, 3.de F36, F70,
F71 ve F72 numarali izolatlar olmak iizere olusturulmustur. Bu 3 grup arasinda
gorsel olarak bakildiginda ¢ok kiigiik farkliliklar oldugundan, bu gruplardan
temsili olarak F2, F4, F36, F40, F53, F66, F69, F70 ve F17 her grubu temsil
edecek sekilde sekans analizine gonderilmistir. Bu strainlerin accession
numaralar1 goyledir: Lactocococcus lactis strain F2, KM017400; Lactoccoccus
lactis strain F4, KM017401; Lactococcus lactis strain F40, F17402; Lactoccocus
lactis strain F53, F17403; Lactococcus lactis strain F66, 17404; Lactococcus
lactis strain F69, 17405; Carnobacterium maltoramaticum strain F36,
KMO017406; Carnobacterium maltoramaticum strain F70, KM017407. Sekans
analizi sonucunda bu 25 izolattan 1 tanesi (F17) tanimlanamamistir. Tanimlanan
24 strainden 19 tanesi Lactococcus lactis, 4 tanesi Carnobacterium
maltoramaticum ve 1 tanesi de Streptococcus parauberis strainini icermektedir.
Laktobasillere 0zgii primerler kullanilarak gercgeklestirilen PCR  sonuglari
fenotipik test sonuclarini desteklemistir. Daha Once fenotipik testlere gore
laktokok olarak tanimlanan 3 izolat da bu primerlerle laktobasil olarak
tanimlanmistir. Fakat ARDRA sonucu elde edilen sekansa gdnderilen drnekler
fenotipik test ve PCR sonuglarimi desteklememistir. Bu sonuclar segilen

primerlerin laktobasillere 06zgli olmadigin1 gostermektedir. Gergekten de
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NCBI’daki Lactobacillus and Lactococcus genuslarinin 16S rDNA’s1 igin
belirlenen bolgeler %84 oraninda benzerlik gostermektedir dolayisiyla secilen
primerler Lactococcus genusundaki ayni bolgeyi cogaltabilir. Geriye kalan
strainlerin molekiiler teshisi i¢in iiniversal primerler olan 27-F ve 1492-R
primerleri kullanilarak genomik DNA’lar1 amplifiye edilmis ve PCR iiriinleri
sekansa gonderilerek tanilamalart gergeklestirilmistir. Genotipik tanilama
sonucunda; F18 no’lu 6rnek Lactococcus garvieae (accession no KP137317), F19
Lactococcus garvieae (KP137318), F22 ornek Streptococcus parauberis
(KP137319), F23 Streptococcus parauberis (KP137320), F24 Vagococcus sp.
(KP137321), F25 Vagococcus sp (KP137322), F26 Streptococcus parauberis
(KP137323), F28 Streptococcus parauberis (KP137324) F29 Lactococcus lactis
sp. lactis (KP137325), F31 Lactococcus lactis sp.lactis (KP137326), F32
Lactococcus lactis subsp. (KP137327) F34 Streptococcus parauberis
(KP137328), F35 Streptococcus parauberis (KP137329) F41 Streptococcus
parauberis (KP137330), F42 Streptococcus parauberis (KP137331) F43
Streptococcus  parauberis (KP137332), F44  Streptococcus parauberis
(KP137333), F45 Streptococcus parauberis (KP137334), F46 Streptococcus
parauberis (KP137335) F47 Streptococcus parauberis (KP137336), F48
Streptococcus  parauberis  (KP137337) F51  Streptococcus parauberis
(KP137338), F52 Streptococcus parauberis (KP137339) F55 Lactococcus lactis
(KP137340), F56 Streptococcus parauberis (KP137341) F57 Streptococcus
parauberis (KP137342), F58 Streptococcus parauberis (KP137343) F59
Streptococcus parauberis (KP137344), F60 Lactococcus lactis subsp.lactis
(KP137345) F61 Streptococcus parauberis (KP137346), F62 Streptococcus
parauberis (KP137347) F63 Streptococcus parauberis (KP137348), F64
Streptococcus  parauberis  (KP137349) F73  Streptococcus parauberis
(KP137350), F11 Lactococcus lactis (KP137351) F1 Streptococcus parauberis
(KP137352), F3 Enterococcus sp. (KP137353) F5 Enterococcus faecalis
(KP137354), F12 Streptococcus parauberis (KP137355) F13 Streptococcus
parauberis (KP137356), F14 Lactococcus lactis (KP137357) F15 Lactococcus
garviae (KP137358), F16 Lactococcus garvieae (KP137359) F20 Lactococcus
lactis (KP137360), F21 Streptococcus parauberis (KP137361) olarak
tanilanmiglardir. Dolayisiyla daha 6nce de ; Temmerman et al. (2004); Miljkovié-

Selimovi¢ et al. (2009) ;U.Bush and H.Nitschko (1999); Kiran ve Osmanoglu
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(2011) tarafindan belirtildigi gibi molekiiler metotlar fenotipik metotlardan daha

giivenilir olup daha kesin sonuglar vermistir.

Molekiiler teshisten sonra arastirmamizdaki bir diger asama olan
tanimlanan laktik asit bakterilerinin probiyotik potansiyellerinin arastirilmasi
gerceklestirilmistir. Laktik asit bakterilerinin potansiyel probiyotik olmasi igin
aranan ilk oOzelliklerden biri antagonistik aktiviteye sahip olmalaridir (Chemlal-
Kherraz et al., 2012; Balcazar et al., 2006b; Jini et al., 2011; Zapata and Lara-
Flores, 2013) bunun igin 75 LAB strainin L. garvieae ATCC 49156, E. coli 0157,
S. typhimirium, P. aeriginosa ATCC 27853 ve Yersinia ruckeri’ye Kkarsi
antagonistik etkileri test edilmistir. LAB strainlerinin antagonistik aktivitelerine
baktigimizda; F7, F37 ve F38 numarali strainler L. garvieae ATCC 49156’ya en
yiiksek antagonistik aktiviteyi gostermislerdir. F4, F10, F30 ve F38 E. coli 0157:
H7’ye, F2, F4, F7, F8, F9, F33, F38, F53 ve F54 S. typhimirium’a F2, F4, F6, F8,
F9, F10, F30, F38, F39, F40, F48, F53, F54, F70 ve F75 P. aeruginosa ATCC
27853’ye ve F2, F6, F9, F38, F39, F68, F69 ve F75 Yersinia ruckeri’ye karsi

antagonistik etki gostermislerdir.

Antagonistik aktiviteyle ilgili bir¢ok calisma mevcut olup Balcazar ve
arkadaglar1 (2006b) salmonidlerden izole edilip tanimlanan Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus curvatus,
Leuconostoc  mesenteroides, Lactobacillus sakei ve Carnobacterium
maltaromaticum strainlerinin Aeromonas tiirlerinin biiylimesini inhibe ettigini
gostermislerdir. Dolayisiyla bu sonuglardan bu strainlerin yetistiricilikte biyolojik
kontrol ajan1 olarak kullanilabileceklerini gdstermislerdir. Bir diger caligmada
G.Sica ve arkadaglar1 (2010) yiiriittiikleri ¢aligmada Dogu Arjantin korfezindeki
nehirde ve baliklarlarda bulunan laktik asit bakterilerinin biyogesitliligini analiz
edip patojenlerine karsi antagonistik etkisine bakmislardir. Toplamda 21 laktik
asit bakterisi izole etmislerdir. 16S rDNA analizlerine gore izolatlar Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Weissella olarak tanilanmislardir.
Antagonistik aktivite Listeria monocytogenes, Yersinia ruckeri, Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida ve Lactococcus garvieae patojenlerine karsi
denenmistir. Calismada 20 strainin A.salmonicida’ya karsi antagonistik etki

gosterdigi belirtilmistir. Antagonistik aktivite test sonuclart Cizelge 4.7°de
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verilmigtir buna gore bu strainlerden test edilen bakterielere karsit en yiiksek
antagonistik etkiye sahip olanlar F2, F4, F6, F7, F8, F9 ve F38 olarak tespit

edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin potansiyel probiyotik olma &zelliklerinden bir
digeri antibiyotik duyarlilik testidir. Laktik asit bakterilerindeki antibiyotik
direncliligi ya da duyarliligi strain ve izolasyon kaynagina bagli olarak ¢ok
degiskenlik gostermektedir (Salminen et al., 1998). Simdiye kadar yiiriitiilen
calismalarda (Coppola et al., 2005; Kim and Austin, 2008; Chemlal-Kherraz et al.,
2012; Allameh et al., 2012) baliklara antibiyotik verildiginde yardimci ve faydali
mikroorganizmalar olan antibiyotik direngli probiyotiklerin bagirsak sisteminde
uzun siire kalarak bagirsak sisteminin hizla iyilesmesine yardimci olabildiklerini
belirtmislerdir; bu yiizden bu mikroorganizmalarin direncliligi avantaj
olabilmektedir. Antibiyotik direncliligin bir diger anlami antibiyotik tedavisi
gerektiginde probiyotiklerin tedavi amagli verilebilmesi anlamina gelmektedir
(Chemlal-Kherraz et al., 2012; Balcazar et al., 2006; Jini et al., 2011; Zapata and
Lara-Flores, 2013). Antibiyotik direnclilik test sonuglar1 Cizelge 4.11°de
verilmistir. Calisilan orneklerden sadece F8, F48 ve F60’in test edilen tim
antibiyotiklere karst duyarli oldugu tespit edilmistir. En yliksek antibiyotik
direngliligi Enoxacin, Oxytetracycline ve Chloramphenicol’a karg1 bulunmustur.
Tiim strainler Vancomycin’e duyarli bulunmustur. 70 ve 72 numarali izolatlar
hari¢ tlim strainler penisiline duyarli bulunmustur. Buldugumuz bu sonuglar
Mourad ve Nour-Eddine,(2006); Kim and Austin (2008) tarafindan yiiriitiilen
calismayla uyumlu bulunmus olup Sanchez et al (2011) ile uyusmamaktadir
bunun nedeninin laktik asit bakteri tiirlerinin ve izolasyon kaynaklarmnin farkl

olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin potansiyel probiyotik olma 6zelliklerinden bir
digeri pH’ya olan toleranslaridir. Probiyotik olarak kullanilacak bir
mikroorganizmanin, sindirim sisteminden gecisi sirasinda canli kalabilmesi
zorunludur. Bu nedenle lizozim basta olmak iizere, agiz boslugunda bulunan
enzimlere dayanikli olmasi ve midenin gastrik ortamindan (pH 1,5-3,0) biiyiik
Olciide etkilenmemesi gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik mikroorganizma

seciminde ilk aranmasi gereken kriter suglarin asit direngleridir. Sindirim
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borusuna gegmeden Once Dbakterilerin mide asiditesine dayanmalari
gerekmektedir. Bu durum, bakterilerin konagin bagirsaginda kolonize olmasinin
ve metabolik aktivitelerinin birincil kosuludur (Nguyen et al., 2007; Kim and
Austin., 2008; Allameh et al., 2012). Bagirsak sistemine ulagsmadan Once
probiyotik bakterilerin ph’in 1,5-3’lere kadar diisen mide asiditesine dayanmalari
gerekmektedir bu asiditeye tolerans probiyotik bakterilerin bagirsaga ulasip orda
kolonize olmasina ve bagirsak sisteminde dengeli bir bagirsak mikroflorasi
olusturulmasina yardim etmesini saglamaktadir (Tambekar ve Bhutada, 2010),
Diisiik ph bagirsak sistemine giren bakteriler icin efektif bir bariyer saglamaktadir
(Holzapfel et al., 1998). Calismamizda mide asiditesi dikkate alinarak 1’den 3’e
kadar degisen asiditeler denenmistir. pH tolerans test sonuclar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir. pH 1°de 6rneklerin ¢ogunda iireme gozlenmezken pH 3’te izolatlarin
cogunda lireme gozlenmistir. pH 3’te en yiiksek iireme F2, F4, F8, F9, F10, F48,
F53 ve F69 numarali izolatlarda goriilmiistiir (Cizelge 4.8). Yapilan test sonuglari
Allameh ve arkadaslar1 (2012); Tambekar ve Bhutada (2010); Perez ve arkadaslar
(2011); Arict ve arkadaglar1 (2011) taafindan yiriitlen ¢alismalarla uyumlu

bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinin probiyotik etkileri gram negatif patojen
bakterileri inhibe eden safra tuzlari gibi deterjanlarla kombine halde bulunan
mikrogevrelerde liretilen laktik asitle alakali olabilmektedir (Stiles and Holzapfel,
1997). Safra tuzu laktik asit bakterilerinin bagirsak sistemindeki canliligim
dolayisiyla konagin sagligini etkileyen dnemli bir faktordiir. Safra tuzlar1 konagin
ince bagirsagindaki bakterilerin kolonizasyonu ve metabolik aktivitesi igin
gereklidir. Bu laktik asit bakterilerinin ince bagirsaga ulasip kolonize olmasini ve
bagirsak mikroflorasinin dengede kalmasini saglar. (Tambekar and Bhutada,
2010). Bakterilerin safra tuzuna direngliligi onlarin safra tuzu hidrolazlari (enzim)
iretmesiyle ilgili olabilir. Safra tuzu enzimi safra tuzlari asitlerini ayirarak bu
enzimi iireten bakterileri konjuge safra tuzlarinin toksisitesinden korur. Dekonjuge
safra tuzlar1 benzer konjugeleriyle kiyaslandiginda ¢oziiniirliigii diisiiriip deterjan
aktivitesini azaltarak bagirsaktaki bakteriler iizerinde daha az toksik olmasini
saglar. Ince bagirsakta salgilanan safra hiicre membranindaki yag asitlerinin ve
lipidlerin 6nemli bilesenlerini yikarak bakterilerin hayatta kalma oranini azaltir.

Bu modifikasyon sadece hiicre gecirgenligi ya da yasama giiciinii degil aym
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zamanda membranla ¢evresi arasindaki etkilesimi de etkileyebilir. Safra tuzuna
direng probiyotik strainlerin belirlenmesinde onemli bir kriterdir (Boke et al.,
2010). Izolatlarin farkli konsantrasyonlardaki (%0.3 ve 0.15) safra tuzu bulunan
besiyerinde gelismeleriyle ilgili sonuglar Cizelge 4.9°da gosterilmistir. Izolatlar
genel olarak 9%0.3’e daha fazla tolerans gosterirken, %0.15’lik safra tuzu
varliginda daha az gelisme gostermislerdir. Fuller (1992) safra tuzlarinin diisiik
konsantrasyonlarda bile (in vitro) mikroorganizmalar1 inhibe ettigini
bildirmektedir. Aynm1 sekilde Gilliand ve arkadaslar1 (1984) da safra tuzlarinin
%0,3’liik konsantrasyonunu mikroorganizmalarin bu tuzlara karst direncinin

belirlenmesinde kritik konsantrasyon olarak kabul etmektedir.

Yetistiricilikte probiyotik kullanimi, kulugka performansinin gelistirilmesi,
bliylime performansi, bagisiklik yanitinin uyarilmasi ve hastaliklara direncin
arttirllmas1 ve hatta kuluckadan birka¢ giin sonra larvanin hayatta kalmasi
tizerinde etkili olabilir. Yapilan calismalarda Enterococcus faeciumun ticari
preparasyonunun Israil sazaninin ve atbaliginin biiyiime ve verimini gelistirdigi
goriilmiistiir (Ringo, 2004). Yine ¢ipura bagirsagindan izole edilen Lactobacillus
fructivorans 'm bagirsak kolonizasyonunu etkileyip larva ve yavrunun Olim
oranin1 azalttigt ve kronik pH stresine toleransi gelistirdigi gozlemlenmistir.
Yapilan bir diger calismada, sazanlarin laktik asit bakteri karigimiyla
beslendiginde (Streptococcus faecium M74, E.faecium PDFM ve E.faecium SF68)
14 giin sonra ortamdaki E.coli bakterisini azalttiklar1 ve Clostridium genusunu ise
tamamiyle elemine ettikleri gézlenmistir (Ringo 2004). Yeme laktik asit bakteri
ilavesinin ayn1 zamanda alabaliklardaki yiiksek immiinoglobulin seviyesini
indiikledigi goriilmiistiir. Immiinoglobiiliin ise insan ve hayvanlardaki hastaliklara
kars1 korunmay1 saglamaktadir (Tukmechi et al., 2007). Probiyotiklerin bu
etkilerinin bagirsak mikrobiyal dengesinin diizeltilmesi ve gida alimini
hizlanmasini saglayan patojen floranin azaltilmasiyla saglandig: diisiiniilmektedir.
Balik 6liim oraninin azalmasi Vendrell et al. (2008) tarafindan da bildirilmistir.
Leuconostoc mesenteroides CLFP196 ve Lactobacillus plantarum CLFP 238
alabaliklara 10’cfu g'1 oraninda 30 giin boyunca oral yolla verildiginde
Lactococcus garviae’yle miicadele ettirildiginde mortaliteyi %78’den %46-
54’lere diistirdiigii gézlemlenmistir. Gokkusagi alabaliklarinda Carnobacterium

maltaromaticum strain B26 ve C.divergens strain B33 14 giin boyunca 10’ cfu g’
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oraninda verildiginde ve A.salmonicida ve Y.ruckeri’yle miicadele ettirildikten

sonra bu tiirlere kars1 koruma sagladigi gézlenmistir.

Taoka ve arkadaslar1 (2006) canli probiyotiklerin Oreochromis niloticus
tilapyasina verdiklerinde nonspesifik bagisiklik yanitini lizozim aktivitesi, ndtrofil
gocii ve Edwerdsiella tarda enfeksiyonuna karsi direngliligi saglayan bakterisidal
aktiviteyi arttirdigmi bildirmislerdir. Fuller (1989), balik yemine probiyotik
eklemenin yemdeki antibiyotik ve sentetik kimyasallarin kullanimin1 azaltacagini
belirtmektedir. Bu da probiyotiklerin balik ciftliklerindeki  kullanimini
yayginlagtirmaktadir. Probiyotiklerin biiylimeyi arttirmadaki roliiniin besin
sindiriminin arttirmasiyla ilgili oldugu disiiniilmektedir. Mikroorganizmalar
mideden gectikten sonra bagirsakta kolonize olarak biiylime i¢in sekerlerin biiyiik
bir kismini1 kullanirlar ve amilaz, proteaz ve lipaz gibi sindirim enzimleri iireterek

biliylime ve sindirim proseslerinde onciil olarak rol alirlar.

Faydali bakterilerin patojenlerle rekabet yoluyla yer degistirmesi
antibiyotiklere alternatif olarak yetistiricilik endiistrisinde kabul goérmiistiir
(Moriarty, 1990; Nikoskelainen et al., 2003). Probiyotikler sindirim sistemindeki
potansiyel patojenlerin olusumunu genelde antibiyozis, besin ya da yer icin
rekabet hatta mikrobiyal metabolizma se¢ilimi ve konak bagisikliginin

uyarilmasiyla yaparlar (El-Haroun et al., 2006).

Probiyotiklerin sucul organizmalar ve cevre lizerindeki etkisiyle ilgili
caligmalar mevcuttur. Sakai ve arkadaglar1 (1995) Clostridium butyricum
bakterisinin gokkusagi alabaligmma oral yolla verildiginde vibriosise direnci
l6kositlerin fagositik aktivitesini arttirarak sagladigi bildirilmislerdir. Yang ve
arkadaslar1 (2010) yiiriittiikkleri ¢alismada ¢ubuk sekilli laktik asit bakterilerinin
(MM1 ve MM4 strainleri) hidrojen peroksit ve bakteriosin benzeri bilesenler
sentezleyerek gram negatif patojenler Vibrio metschnikovii, V. harveyi ve gram
pozitif patojen olan Staphylococcus aureus’a karst ¢ok giiglii bir inhibitor etki

gosterdiklerini bildirmiglerdir.

Mocanu ve arkadaslar1 (2013), probiyotiklerin alabaliklar tizerindeki

etkisine biiyliime performansi ve hemotolojik profillerine bakarak incelemislerdir.
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B. licheniformis ve B. subtilis karisimindan (V1:22.4x10°, V2:38.4x10° ve V3:
70.4x10° cfu g) olusan yemleri baliklara vermislerdir. Agirliklari 101.96+2.26g
olan baliklar1 giinde 3 kez viicut agirliklarinin %3’i ile 4 hafta boyunca
beslemislerdir. Besleme sonunda biiylime performansi, yem kullanimi ve genel
saglik durumlar incelediklerinde, en iyi biiyiimenin 22.4x10° konsantrasyonunda
bakteri igeren gruplarda oldugunu belirtmislerdir. Hemotolojik gostergelerden
hemoglobin, kirmizi kan hiicresi ve hematokritlere bakildiginda farkliliklar
gorilmistlir fakat biiylime ve fizyolojik parametreler acisindan bu farkliligin
yiiksek sayida probiyotikle iligkili olmadigini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada,
Noveirian ve Nasrollahzadeh (2012), biyojen probiyotiklerin Cyprinus carpio’nun
biiylime performansi iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Bunun i¢in (65 + 3.5g)
agirhiginda 72 adet sazan yavrusu kullanmislardir. 60 giinlik besleme
denemesinde probiyotik yem alan baliklarin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
canlt agirlik kazanimi, spesifik biliylime orani, protein doniisim orani, yem
doniisiim orani ve hayatta kalma oranlar1 arasinda 6nemli bir fark oldugunu tespit
etmislerdir. Deneme sonunda yem verimi ve biiyiime performansi agisindan en iyi

verim % 0.3 Biogen probiotikle beslenen gruplarda tespit etmislerdir.

Diger bir ¢alismada, Heo ve arkadaslar1 (2013) probiyotik Lactococcus
lactis subsp. lactis 12’nin pisi baliginin bagisiklik ve bitylime tizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Pisi baliginin bagirsagindan izole edilen Lactococcus lactis
subsp. lactis 12, 5 haftalik besleme denemesinde 10°cfu/gr olarak pisi baliklarina
agizdan verilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda probiyotik yemle beslenen
baliklarin agirliklarinda artis olup lizozim, antiproteaz, serum peroksidaz gibi non-
spesifik bagisiklik parametrelerini arttirmistir. Ayrica 9 giinliik probiyotik yemle
beslemeden sonra S. iniae ile ¢eling edildiginde kontrol yemiyle beslenenlerde
%90 oOlim oranm1 gozlenirken probiyotik yemle beslenenlerde Gliim
gozlememisglerdir. Yine bir diger calismada, Beck et al., (2015) Bezelye
filizlerinden izole edilen Lactococcus (Lc.) lactis BFE920 ve pisi baligindan
(Paralichthys olivaceus) izole edilen Lactobacillus (Lb.) plantarum FGL0001’dan
olusan probiyotik karigimimi, Lc. lactis BFE920’nin pisi balig1 tizerindeki
probiyotik etkisini arttirmak ic¢in calisilmiglardir. 30 giinliik denemede pisi
baliklarinin bagisiklik, hastaliga diren¢ ve agirhik kazanimlarinda Onemli

degisiklikler gormiiglerdir. Probiyotik karisimla beslenen baliklarin lizozim
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aktivitesi, fagositik aktivitesinde diizelme, ayrica notrofil aktivitesi, IL-6, IL-8,ve
TNF-a ifadelerinde de kontrolle kiyaslandiginda 6nemli fark tespit etmiglerdir.
Probiyotik karisimi, Lc. lactis BFE920 ve Lb. plantarum FGL00O1 ile beslenen
deneme grubu ve kontrol yemle beslenen gruplar Streptococcus iniae (logl0 6.0
CFU/balik) ile enfekte edildiklerinde yasama oranlarinin sirasiyla 55%, 45%,
35%, ve 20% oldugunu; ayrica probiyotikle beslenen baliklardaki agirlik kazanci
kontrol yemiyle beslenenlerle kiyaslandiginda ise % 38.1 + 2.8 daha fazla

oldugunu tespit etmislerdir.

Dullug (2010) yiiriittiigli tez c¢alismasinda, %39 ham protein ve 3500
kcal/kg sindirilebilir enerji icerecek sekilde temel yem hazirlaylp bu yeme
1,0X105, 1,0X106, 1,OX107 kob/g yem oranlarinda olacak sekilde Bactocell®
(Pediococcus acidilactici igeren) ilave edip deneme sonunda canli agirlik kazanci
ve canli agirlikca oransal biiyimede; kontrol grubunu deneme grubundan daha
yiiksek, deneme sonunda ise gruplar arasindaki farki dnemsiz bulmustur; boyca
bliyime ve boy kazancinda ise gruplar arasindaki farki onemsiz buldugunu

bildirmistir (p>0,05).

Yukarida bahsedildigi gibi probiyotiklerin baliklar iizerindeki etkisinin
gozlemlemek i¢in, calismamizda ortalama canli agirliklart 19+£22 g olan 210
alabalik yavrusunda, 28 giin boyunca probiyotik potansiyele sahip (gramda 10°-
10® hiicre) Lactococcus lactis ssp lactis’le yapilan besleme sonucunda kontrol
grubu ile deneme grubu arasinda canli agirlik kazanci, agirlikga oransal biiyiime,
boyca biiyiime ve boyca oransal biiyiime agisindan degerlendirilmistir. Istatistiksel
degerlendirmelere baktigimizda; agirlik¢a biiylime agisindan deneme sonunda en
iyl biiyiime probiyotik yemle beslenen grupta (27.25+£2.70) olmustur (Cizelge
4.12, Sekil 4.24). Canli agirlik ortalamalari i¢in yapilan varyans analizi ve Duncan
testi sonuglarina gore; 14. ve 21. glinde probiyotikli yem ve kontrol yemiyle
beslenen gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemliyken (p<0,05) 7.

ve 28. giinlerde farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Total boy ortalamalar1 bakimindan yapilan varyans analizi ve Duncan testi
sonucuna gore 7. gilin, 14. giin ve 21. giinde kontrol ve probiyotikli yemle

beslenen gruplar arasindaki fark onemliyken (p<0,05); 28. giinde istatistiksel
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farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.14, Sekil 4.26). Boyca oransal
biiylime agisindan yapilan varyans analizi ve Duncan testi sonuglarina gore; 7. 14.
21. ve 28. giinlerde boyca oransal artis kontrol grubu ve deneme grubu arasinda
onemli (p<0,05) bulunmustur. Deneme sonu itibariyle boyca oransal biiylime

karsilagtirildiginda en iyi biiylime 28. giinde olmustur (Cizelge 4.15, Sekil 4.27).

Aragtirma sonunda kontrol grubu ile probiyotik ilaveli gruplar arasinda
canli agirlik artist bakimidan 6nemli bir fark tespit edilmemesi gesitli literatiir
sonuglarini desteklemektedir. Elde edilen bulgular Byun ve arkadaslari (1997) nin
pisi baliklari, Shelby ve ark. (2006)’in tilapia baliklari, Merrifield ve ark.
(2010b)’in  gokkusagr  alabaliklariyla  yaptiklar1  calismalarla  paralellik
gostermektedir. Byun ve ark. (1997), pisi baliklarinin yemlerine probiyotik olarak
Lactobacillus sp. DS-12 ilave edilmesinin baliklarin canli agirhik artisini
istatistiksel olarak onemli sekilde etkilemedigini bildirmislerdir. Shelby ve ark.
(2006), Nil tilapiast yavrulariyla farkli probiyotik ilave edilmis yemlerle 39 ve 63
giinlik besleme denemelerinde agirlik kazancinin gruplar arasinda istatistiksel
farklilik gostermedigini bildirmislerdir. Merrifield ve ark. (2010b) yiiriittiikleri
caligmada, kontrol yemine log 7,79 cfu/g BioPlus 2B® (B. licheniformis + B.
subtilis), log 8,36 cfu/g E. faecium ve log 8,05 + log 8,23 cfu/g BioPlus 2B + E.
faecium ilave edilerek yapilan 10 haftalik besleme denemesinden sonra deneme
sonu canli agirlik artis1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik
gostermedigini bildirmislerdir. Bagheri ve ark. (2008), 2 ay siireyle yaptiklar
besleme denemesinde gokkusag: alabaligi yemlerine 5 farkli seviyede (4,8x10°
cfu/g, 1,2x10° cfu/g, 2,01x10° cfu/g, 3,8x10° cfu/g, 6,1x10° cfu/g) ticari
probiyotik BioPlus® eklemisler ve probiyotigin etkisini probiyotik igermeyen
kontrol yemiyle beslenen grupla karsilastirmislardir. Deneme sonunda en yiiksek
agirhk artist gozlenen 3,8x10° cfu/g probiyotik eklenmis deneme grubu harig
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gozlememislerdir (p>0,05).
Bunun tam tersi olarak probiyotik ilave edilmis yemlerle beslemenin canli agirlik
artis1 sagladigini gosteren calismalar da mevcuttur. El-Haroun ve ark. (2006), Nil
tilapialarinin  yemlerine farkli oranlarda (%0,5, %1,0, %1,5, %2,0) ticari
probiyotik Biogen® eklemisler ve deneme sonunda probiyotik bakteri ilave
edilmis yemlerle beslenen gruplarda daha fazla agirlik kazanci saglandigini

bildirmislerdir.



150

Hastaliklarin ortaya c¢ikmasi yetistiriciligin gelistirilmesinin  6niindeki
onemli bir engel olup bir ¢ok iilkede ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Y.ruckeri ozellikle alabalik yetistiriciliginde Enterik kirmizi agiz hastaligi
(yersiniosis)’'na sebep olup (Kumar et al.,, 2015) Tiirkiye’deki alabalik
ciftliklerinde de 6nemli bir sorunu teskil etmektedir. Hastalik ismini subkutenoz
hemorajiden almistir. Yersiniosis akut ve kronik septisemi ile seyreden enfeksiyoz
bir hastaliktir. Akut vakalarda hasta baliklarda durgunluk ve yem almama dikkati
ceker. Baliklarin derisinde kararma, agiz etrafinda ve boslugunda, bogazda,
gozde, solungaglarda ve ylizgec tabanlarinda subkutan kanamalar, bilateral
ekzoftalmus, karinda ascites, aniiste prolapsus ve kizariklik goriliir. Gozde
kanama ve Odemler genellikle g6z yirtilmast sonucu korliikkle sonlanmaktadir.
Kronik vakalarda ise kanamali lezyonlar pek goriilmez. Kronik hasta baliklarda
renkte kararma, zayiflama ve tek yada ¢ift tarafli ekzoftalmus vardir. Hastaliga en
duyarli balik tirti iilkemizde de kiiltiiri yaygin olarak yapilan gokkusagi
alabaligidir. Yukarida bahsettigimiz bu nedenlerden dolayr calismamizda Y.
ruckeri’yi in vivo olarak probiyotiklerin etkisini arastirmak i¢in kullandik.
Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle 14 giin boyunca beslenen ve 14. giinde
ml’sinde 10° (Enstitimiizde daha 6nce yiiriitiilen proje ¢alismalarinda bu oranin
%50’den daha fazla bakterinin 6liimiine yol actig1 tespit edilmistir) bakteri hiicresi
(Y. ruckeri) olan siispansiyonlar intramiskiiler olarak deneme grubuna 3 tekrarl
olacak sekilde verilmistir ve 20 giin boyunca 6len ve hayatta kalan baliklarin
saglik durumlar takip edilmistir. Alabalik gruplarinda deneme siiresince hayatta
kalma agisindan kontrol ve deneme grubu arasinda istatistiksel olarak fark
Oonemsiz bulunmustur (p>0,05). Bu sonuclar Taoka ve arkadaslar1 (20006),
Sharifuzzaman ve Austin (2009), Vendrell ve arkadaslari (2008) tarafindan
yiiriitiilen caligmalarla uyusmamaktadir. In-vivo deneme sonunda deneme grubu
ve kontrol gruplarinda hayatta kalan baliklarin morfolojik incelemesi yapildiktan
sonra i¢ organlart gbzlenmistir. Yapilan gozlemlerde kontrol grubu baliklarinda
renkte kararma ve i¢ organlarda hemoraji goriilirken deneme grubu baliklarinda
boyle bir etki gézlenmemistir. Ayrica hastalik etkeni olan Y.ruckeri i¢in segici
besiyeri olan Shotts-Waltman (Gunasena et al., 2003) da karaciger, dalak ve
bobreklerden yapilan ekimlerde kontrol grubundaki baliklarin timiinde Y.ruckeri
izole edilmesine ragmen deneme grubundaki baliklardan yapilan izolasyonlarda

baliklarda hastalik etkeni izole edilmemistir. Elde edilen bu bulgular



151

Sharrifuzzaman ve Austin (2009) tarafindan yiiriitillen ¢calismayla uyusmaktadir.
Bu da probiyotikli yemle beslemenin hastalik etkenini baskiladigini
gostermektedir. Probiyotikler genel anlamda yeterli miktarda konaga verildiginde
fayda saglayan canli mikroorganizmalardir. Bu tez ¢alismasinda baliklarin kendi
dogal ortamlarindan izole edilen bakterilerin Tiirkiye’de yetistiriciligi en ¢ok
yapilan  alabaliklara  karst  potansiyel probiyotik olma  kapasiteleri
degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Giinlimiizde en ¢ok ¢alisilan probiyotikler Basillus
ve Laktobasillus genus tiirleridir. Bu genuslarin disindaki bakterilerin de
probiyotik kapasiteleri aragtirllmalidir. Dolayisiyla bu c¢alismamizda tatli su
bakterilerinden elde ettigimiz Lactococcus lactis subsp. lactis (F4 nolu izolat)’in
probiyotik potansiyeli degerlendirilmistir. Bu ¢alisma dogal ortamdan izole edilen
bir bakterinin probiyotik potansiyelinin degerlendirilmesi ve yetistiricilikte
kullanilmast bakimindan Tiirkiye’de bir ilk olup bu agidan 6zgiindiir. Yiirtitiilen
bu calisma sonucunun Lactococcus lactis subsp. lactis olarak tanilanan F4
numarali strainin potansiyel probiyotik olarak kullanilabilecegini gostermis ancak
tam olarak ticari iiretime gegebilmek i¢in diger in-vivo c¢aligmalarin Ornegin
bagisiklik arastirmalart ve farkli patojenlere tolerans gibi denemelerle devam
ettirilmesi gerekmektedir. Probiyotik bakterilerin patojenlere karsi hayatta kalma
oranlarinin ve diger probiyotik karakteristiklerinin gili¢lendirilmesi ¢aligmalarina
da ihtiya¢ vardir fakat mikrobiyal metabolik miihendisligi araglari bu konuda
yetersiz kalmaktadir (Nguyen et al., 2016). Bunun yaninda temel mikrobiyoloji
bakterilerin ¢evresel streslere adapte oldugunu kanitlamistir. Ornegin sub-lethal
stresler mikroroganizmalara yeterli ve belli bir siklikta verildiginde
mikroorganizmalar bu streslere kars1 giderek giiclenmektedir. Bilim adamlar1 da
mikroorganizmalarin verdigi bu yanit1 taklit ederek probiyotikleri giiclendirmek
icin bu yonde c¢aligmalar yapmaktadir fakat bu denemeler heniiz deneme

asamasindadir.
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SONUC VE ONERILER

Global gida krizi ve iiretim maliyetlerinin artmasi hiikiimetler ve uluslar
aras1 topluluklar iizerinde biiyiiyen popiilasyonlarin gida ihtiyaclarmi karsilama
anlaminda baski olusturmustur. Boylece yetistiricilik tath su gidas1 ve deniz
iirlinlerine olan ihtiyaci karsilamanin bir yolu olarak goriilmektedir. Devam eden
kiiresellesmeyle ilgili zorluklara cevap vermek igin yetistiriciligin yogunlagmasi
ve cesitliligi gida tretimi i¢in teknolojik yeniliklerin gelismesine, ekolojik
sistemlerde ve insan davranislarinda (biyogegitliligi koruma bilinci, halk sagligi
ve cevre) degisikliklere neden olur. Bu zorluklar yetistiricilik uygulamalarinin
gelistirilmesine olan dikkatin artmasina ve avciliktan kaynaklanan sucul
ekosistemlerde modifikasyon ve asir1 tiilketim igin iyi bir alternatif olmasini
saglayacaktir. Mikrobiyal topluluklarla ilgkili yetistiricilik sistemlerindeki
mikrobiyal ekoloji c¢alismalarmin  su kalitesi ve hayvan biiylimesiyle
giiclendirilmesi gerekmektedir. Dikkat edilmesi gereken bir diger giivenlik kriteri
de, antibiyotik direng¢ genlerini tagiyip aktarabilen ve intestinal sistemde mukozal

yaptya zarar veren suslarin probiyotik olarak kullanilmamasidir.

Probiyotik potansiyeli olan mikroorganizmalarin faj direnglilik, genetik
stabilite gibi Ozelliklerinin 1yi arastirilmasi yaninda; biiylik Olgekte iiretime
uygunluk, {iriin tadinda olumsuz etkisinin olmamasi ve {iriinde canli kalabilme
yetenegi gibi teknolojik siireglerdeki durumunun da belirlenmesi gerekmektedir.
Probiyotik iirlinler genellikle mikroorganizmalarin canliligini ve aktivitesini
olumsuz yonde etkileyebilecek santrifiij, liyofilizasyon gibi yoOntemler
uygulanarak toz veya graniiler formda hazirlanmaktadir. Probiyotik iiriin,
hedeflenen yararli etkiyi gosterebilmesi i¢in bagirsak florasinda yarisa girebilecek
diizeyde canli mikroorganizma sayisina sahip olmalidir. Probiyotik iiriiniin
icerdigi canli bakteri sayisi; depolama siiresi, nem, sicaklik gibi kosullardan
etkilenmektedir. Bu nedenle probiyotik suslarin canliligi ve stabilitesi {lizerine
teknolojik siireclerin etkisinin incelenmesi, son kullanim tarihini belirlemek i¢in
zorunludur (Sanders ve Veld, 1999; Dunne v.d., 2001). Kullanilan probiyotigin
konsantrasyonu her durumda optimize edilmelidir. Verilme siiresi ¢cok onemli bir
faktor olup 2-4 hafta optimum goriinmektedir. Diinyada su iirlinlerine siirekli artan

bir talep oldugundan yeni ve daha iyi probiyotik formiilasyonlar1 ve faydalarinin
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arttirtlmas1 bu taleplerin karsilanmasina yardimci olabilir. Boylece ucuz ve daha
iyl liretim metotlar1, verme yollar1 ya da diger terapdtik ajanlarla kombinasyonlari

1yi olabilir.
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