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ÖZET 

GÖKKUŞAĞI ALABALIĞI BAĞIRSAKLARINDAN İZOLE EDİLEN LAKTİK ASİT 

BAKTERİLERİNİN LACTOCOCCUS GARVİEAE’YE KARŞI PROBİYOTİK 

POTANSİYELİNİN İN VİTRO OLARAK BELİRLENMESİ 

Amaç: Bu çalışmanın amacı, Gökkuşağı alabalıklarının bağırsak mikroflorasından 

Lactococcus garvieae’ye karşı antagonostik etkiye sahip Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) 

izole edilmesi ve antagonostik etkiye sahip olduğu belirlenen bakteriyel türlerin olası 

probiyotik potansiyelinin in vitro olarak ortaya konulmasıdır. 

Materyal ve Metot: Gökkuşağı alabalıklarının bağırsak florasından LAB türleri 

konvansiyonel kültür metotları kullanılarak izole edildi. Elde edilen izolatların L. garvieae’ye 

karşı antagonostik etkinlikleri agar well difüzyon testi ile belirlendi. Sonraki aşamada 

antagonostik aktiviteye sahip olduğu belirlenen izolatların hidrofobisitesi, pH ve safra 

tolerans düzeyleri ve antibiyotik duyarlılık profilleri belirlendi. Elde edilen aday probiyotik 

bakterilerinin genetik identifikasyonu PCR metodu ile gerçekleştirildi.  

Bulgular: Gökkuşağı alabalığının bağırsak florasından toplamda 47 izolat elde edildi. Bu 

izolatların 6’sının L. garvieae’ye karşı antagonostik etkinliğe sahip olduğu belirlendi. İleri 

testlerde izolatların hidrofobik özellikte oldukları, yüksek safra ve düşük pH şartlarına 

dirençli oldukları ve izolatların tamamının beş farklı antibiyotiğe karşı dirençli olduğu 

belirlendi. Genetik identifikasyon sonucu izolatlardan beşi Lactobacillus acidophilus olarak 

identifiye edildi. Bir izolat ise Lactobacillus spp. olarak tanımlandı. 

Sonuç: Son yıllarda patojenik mikroorganizmaları önlemek ve balık hastalıklarının görülme 

sıklığını azaltmak için yararlı mikroorganizmaların kullanımı yoluyla probiyotik uygulamaları 

giderek artan bir ilgi görmektedir. Bu çalışma ile ülkemiz kültür balığı yetiştiriciliğinde 

yaygın olarak görülen L. garvieae’nın kontrol altına alınmasında kullanılabilecek olası 

probiyotik bakteriler elde edilmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Gökkuşağı alabalığı, Laktik asit bakterileri, Lactococcus garvieae, 

Probiyotik 

 
 
 

Dilek PEHLİVAN, Yüksek Lisans Tezi 
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ABSTRACT 

IN VITRO EVALUATION OF PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID 

BACTERIA ISOLATED FROM RAINBOW TROUT GUT AGAINST 

LACTOCOCCUS GARVİEAE  

Aim: The purpose of this study are to isolate Lactic Acid Bacteria (LAB), which have an 

antagonistic activity against Lactococcus garvieae, in the intestinal microflora of rainbow 

trouts and to reveal in vitro, the probable probiotic potential of the bacterial species, which 

were determined to have an antagonistic effect.  

Material and Method: LAB species were isolated from the intestinal flora of rainbow trouts 

using conventional culture methods. The antagonistic efficiencies of the obtained isolates 

against L. garvieae were determined with the agar well diffusion test. The hydrophobicity, pH 

and bile tolerance levels and antibiotic susceptibility profiles of the isolates, which were 

found to have antagonistic activity, were determined in the next stage. Genetic identification 

of the obtained candidate probiotic bacteria was performed with PCR method.   

Results: A total of 47 isolates were obtained from the intestinal flora of the rainbow trout. Six 

of these isolates were determined to have antagonistic activity against L. garvieae. Further 

tests revealed that the isolates were hydrophobic, resistant to high bile and low pH conditions, 

and that all isolates were resistant to five different antibiotics. Following genetic 

identification, five of the isolates were identified as Lactobacillus acidophilus. One of the 

isolates was defined as Lactobacillus spp. 

Conclusion: In recent years, the probiotic applications through the use of beneficial 

microorganisms in order to prevent pathogenic microorganisms and reduce the prevalence of 

fish diseases have received increasing attention. With this study, possible probiotic bacteria 

were obtained, which can be used to control L. garvieae, widespread in our country's culture 

fish farming. 

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactococcus garvieae, Probiotic, Rainbow trout  
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

LAB  : Laktik asit bakterisi 

PCR  : Polimeraz zincir reaksiyonu 

MRS  : de Man, Rogosa and Sharpe 

g  : Gram 

µl  : Mikrolitre 

sn  : Saniye 

mM  : Milimol 

µM  : Mikromol 

ng  : Nanogram 

µg  : Mikrogram 

U  : Ünite 

pmol  : Pikomol 

ml  : Mililitre 

dk  : Dakika 

 



vii 

 

İÇİNDEKİLER 

ÖZET ............................................................................................................................... iv 

ABSTRACT ..................................................................................................................... v 

SİMGELER VE KISALTMALAR............................................................................... vi 

İÇİNDEKİLER............................................................................................................. vii 

1. GİRİŞ ............................................................................................................................ 1 

2. GENEL BİLGİLER .................................................................................................... 3 

2.1. Probiyotikler ........................................................................................................... 4 

2.2. Probiyotiklerin Seçimi ............................................................................................ 5 

2.3. Probiyotiklerin Etki Mekanizmaları ....................................................................... 6 

2.3.1. Adezyon Bölgeleri için Yarışma ve Kolonizasyon .......................................... 6 

2.3.2. İmmun Yanıtı Arttırma .................................................................................... 7 

2.3.3. Antimikrobiyal Madde Üretme ........................................................................ 8 

2.3.4. Su Kalitesini İyileştirme ................................................................................... 9 

3. MATERYAL VE METOT ....................................................................................... 10 

3.1. Materyal ................................................................................................................ 10 

3.2. Metot ..................................................................................................................... 10 

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu ............................................................ 10 

3.2.2. Patojen Bakteri ve Kültür Koşulu .................................................................. 11 

3.2.3. Antagonostik Aktivite Testi ........................................................................... 11 

3.2.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi .................... 12 

3.2.5. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarının Belirlenmesi ................. 12 

3.2.6. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarının Belirlenmesi .................... 13 

3.2.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarlılıkları ......................... 13 

3.2.8. Aday Probiyotik Bakterilerin Moleküler İdentifikasyonu ............................. 13 

4. BULGULAR .............................................................................................................. 16 

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu .................................................................. 16 

4.2. Antagonostik Aktivite Testi .................................................................................. 16 

4.3. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi .......................... 17 

4.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarının Belirlenmesi ....................... 17 

4.5. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarının Belirlenmesi ........................... 18 

4.6. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarlılıkları ............................... 18 

4.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Moleküler İdentifikasyonu .................................... 19 

5. TARTIŞMA ............................................................................................................... 21 



viii 

 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER .......................................................................................... 25 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 26 

ÖZGEÇMİŞ ................................................................................................................... 33 



1 
 

1. GİRİŞ 

Tüm dünyada olduğu gibi ülkemiz su ürünleri yetiştiriciliği sektörü hızlı bir 

gelişim sürecine girmiş ve 2017 verilerine göre 276 bin 502 ton üretim hacmine 

ulaşmıştır. Bu üretim hacmi içerisinde yetiştiriciliği en fazla yapılan tür ise 109 bin 657 

ton üretim ile gökkuşağı alabalığı olmuştur (TOB, 2019). Su ürünleri üretiminde 

yaşanan hızlı gelişim sürecini olumsuz yönde etkileyen bir takım faktörler bulunmakta, 

bunların en başında ise enfeksiyöz hastalıklar gelmektedir. Balıkların entansif olarak 

yüksek populasyon yoğunluğunda yetiştiriciliğinin yapılması, enfeksiyonların görülme 

sıklığını artırmakta ve dolayısıyla hastalıkların kolay yayılmasına, yerleşmesine ve daha 

uzun süre devam etmesine neden olmaktadır. İşletmelere hastalıkların girişinin 

engellenmesinde ve hastalıkların tedavi edilmesinde aşı ve antibiyotik uygulamaları 

önemli bir yer tutmaktadır. Ancak bu uygulamalar bir takım problemlerin oluşmasına 

yol açmaktadır. Akuakültürde bakteriyel enfeksiyonların önlenmesi ve tedavisi 

amacıyla her yıl yüzlerce ton antimikrobiyal kullanılmaktadır. Bu durum hastalıklara 

karşı dirençli bakterilerin gelişmesine, antibiyotiklerin balık doku ve organlarında 

birikmesine dolaylı olarak da sucul ortam ve insan sağlığı açısından zararlı sonuçların 

oluşumuna neden olmaktadır. Ülkemizde balıklarda görülen başlıca hastalık etkenleri 

olan Listonella anguillarum, Vibrio ordalii, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae ve 

Photobacterium damsela subsp. piscicida’ya karşı ruhsatlı kullanılabilir aşılar 

bulunmaktadır (Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 2018). Netice de sınırlı sayıda 

ticari ürünün bulunması sektörde görülen hastalıkların tamamı ile mücadeleyi 

kısıtlamaktadır ki, bu hastalık etkenlerinin dışında kalan diğer etkenlerin işletmelerden 

elemine edilmesinde antibiyotikler en fazla tercih edilen uygulama olmaktadır. 

Sucul ortamda dirençli bakteri ve direnç genlerinin bulunması bakteriyel 

mutasyonu, rekombinasyonu ve yatay gen transferinin oluşmasını teşvik ederek 

akuvatik ve insan patojen resistomları arasındaki muhtemel köprülenme ile yeni 

antimikrobiyal dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına neden olur. Bu dirençli bakterileri 

ve sahip oldukları antimikrobiyal direnç genleri de hastalıkların hayvan ve insan 

popülasyonlarına küresel olarak yayılmasına yol açmaktadır (Cabello ve ark., 2016). 

Özellikle aşılama mümkün olmadığında akuakültürde antibiyotik kullanımını 

azaltacak birçok alternatif çözümler önerilmektedir. Bu çözümler arasında 

antimikrobiyal peptitler, bitkisel ekstraktlar, probiyotikler, prebiyotikler, sinbiyotikler 
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yer almaktadır. Bunların arasında, özellikle probiyotikler uygulama kolaylığı, fazla 

bulunması ve düşük maliyetlerinden dolayı dikkat çekmektedir (Hoseinifar ve ark., 

2018).  

Bu tez çalışması ile ülkemizde en fazla yetiştiriciliği yapılan balık türü olan 

gökkuşağı alabalıklarının bağırsaklarından laktik asit bakterileri (LAB) izole edilmiştir. 

Elde edilen izolatlar arasından in vitro olarak L. garvieae’ye karşı inhibitör etki 

gösterdiği belirlenen izolatların probiyotik potansiyelleri yine in vitro testler ile 

değerlendirilerek, etkenin kontrolünde kullanılabilecek aday probiyotik bakteriler ortaya 

konulmuştur. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Su ürünleri yetiştiricilik sektöründe meydana gelen enfeksiyonlar ekonomik 

olarak büyük kayıplara neden olmaktadır. Bu enfeksiyonların %54,9’unden bakteriyel 

patojenlerin, %22,6’sından virüslerin, %3,1’inden mikotik ve %19,4’ünden paraziter 

ajanların sorumlu olduğu bildirilmiştir (Dhar ve ark., 2014). Ayırıca yetiştiricilik 

sistemlerinde görülen hastalıkların yetiştiriciliği yapılan birçok akuatik türün 

büyümesini birincil derecede kısıtladığı bildirilmektedir. Bununla birlikte bu hastalıklar 

dünyanın birçok ülkesinde hem ekonomik hem de sosyo-ekonomik kalkınmanın 

engellenmesinden büyük ölçüde sorumlu tutulmaktadırlar (Subasinghe, 2009).  

Ülkemiz su ürünleri sektöründe en sık karşılaşılan bakteriyel kökenli hastalık 

etkenlerinden birisi L. garvieae’dır (Altun ve ark., 2013; Didinen ve ark., 2014). Etken 

balıklarda hiperakut hemorojik septisemiyle seyreden lactococcozis hastalığının 

etiyolojik ajanıdır (Meyburg ve ark., 2017). Hastalığa hem tatlı hem de tuzlu suda 

yetiştiriciliği yapılan balıklarda rastlanmaktadır (Gibello ve ark., 2016). Ülkemizde ilk 

hastalık bildirimi gökkuşağı alabalıklarında 2001 yılında yapılmıştır (Diler ve ark., 

2002). İlerleyen yıllarda hastalık tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de ortaya çıkan 

epizootilerden sonra hızlı bir yayılım sürecine girmiş ve özellikle alabalık 

işletmelerinde önemli ekonomik kayıplara neden olmuştur (Altun ve ark., 2004; 

Didinen ve ark., 2014).  

Günümüzde, balıkların enfeksiyonlara karşı korunmasında aşılama ve 

antibiyotik uygulamaları önemli bir yer tutmaktadır (Onuk ve Fındık, 2015). Ancak bu 

metotlar sağlıklı intestinal mikrofloranın profilini değiştirebilmekte ve balıklarda strese 

neden olabilmektedir. Bununla beraber, su ürünleri yetiştiriciliğinde antibiyotiklerin 

kullanımı antimikrobiyal direnç gelişimine neden olabilmekte ve halk sağlığı açısından 

önemli bir risk oluşturmaktadır (Smith ve ark., 1994; Heuer ve ark., 2009). Bu sebeple 

son yıllarda su ürünleri yetiştiriciliğinde hastalıkların kontrol altına alınması ve 

büyümeyi teşvik edici amaçla antibiyotiklere alternatif olabilecek yeni probiyotik 

mikroorganizmaların elde edilmesi ve bu mikroorganizmaların çeşitli probiyotik 

özelliklerinin hem in vitro hem de in vivo yöntemler ile belirlenmesi üzerine yapılan 

çalışmalar hız kazanmıştır (Capkin ve Altınok, 2009; Didinen ve ark., 2014; Didinen ve 

ark., 2018).  



4 
 

Gastro intestinal kanalda kolonize olan bakteriler arasında LAB’lar konakçı 

gastro intestinal kanalının gelişimini sağlaması, sindirim fonksiyonlarını düzenlemesi, 

mukozal toleransı ve immun yanıtı uyarması ve hastalıklara karşı direnci arttırması 

nedeniyle probiyotik bakteri olarak kullanılabilecek en favori mikroorganizmalardır.  

LAB’lar taksonomik olarak Firmicutes şubesi, Bacilli sınıfı ve Latobacillales takımı 

içerisinde sınıflandırılmaktadır. Gram-pozitif, endosporsuz, çomak ya da kokoid 

şeklinde morfolojiye sahiptirler, katalaz ve oksidaz negatifdirler ve birçoğu 

hareketsizdir ve genellikle pH 5.5-5.8 arası en uygun üreme şartlarıdır. LAB’lar 

içerisinde Carnobacterium, Dolosigranulum ve Lactobacillus cinsleri çomak şeklinde, 

Aerococcus, Alloiococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus ve Vagococcus cinsleri kok şeklinde ve 

Weissella cinsi kokoid veya çomak şeklinde morfolojiye sahiptirler (Ringo ve ark., 

2018). Günümüze kadar akuakültürde yem katkı maddesi olarak LAB’ların olası 

kullanımlarını ele alan bir çok literatür bulunmaktadır (Lopez-Cazorla ve ark., 2015; 

Safari ve ark., 2016; Soltani ve ark., 2019). Ancak probiyotiklerin konakçı fizyolojisi 

üzerindeki etkilerinin tam olarak anlaşılabilmesi için halen çalışmaların yapılması 

gerektiği bir gerçektir (Ringo ve ark., 2018).  

2.1. Probiyotikler 

Probiyotiklerin su ürünlerinde kullanımı karasal hayvanlar ve insanlarda 

kullanımlarından farklıdır. Bu farklılığı oluşturan önemli faktör akuatik hayvanların 

bulunduğu ortamdır. Bundan dolayı karasal hayvanlardaki tanımın aksine akuatik 

hayvanlar için farklı bir tanım yapılması gerektiği kabul edilmektedir. Birçok yazar 

akuakültür için çeşitli tanımlar önermektedir. Tanımlar benzer olmakla birlikte her bir 

tanımın kendine özgü spesifitesi vardır (Wang ve ark., 2019). Bir tanımlamada 

probiyotikler, hayvan ve insanlarda patojen mikroorganizmaların intestinal süperfisiyal 

hücrelere yapışarak çoğalmalarını engelleyen ve ürettikleri antimikrobiyal 

metabolitlerle bu mikroorganizmaların üremelerini baskılayan canlı bakteri 

kültürlerinden oluşan biyolojik ürünler olarak tanımlanmıştır (Fuller, 1989; Vine ve 

ark., 2004). Gıda ve Tarım Örgütü ve Dünya Sağlık Örgütü probiyotikleri konakçı 

üzerinde uygun miktarda uygulandığında konakçı üzerinde sağlık yönünden fayda veren 

canlı mikroorganizmalar olarak tanımlamıştır (Wang ve ark., 2019’dan alındı). 

Verschuere ve ark. (2000), akuatik hayvanlar için probiyotik tanımını “konakçı 



5 
 

organizmanın bulunduğu ortama karşı direncini, hastalıklara karşı immun yanıtı, 

beslenme değerini ya da yemden yararlanımını arttıran, konakçı mikrobiyal ortamında 

faydalı etkilere sahip canlı mikrobiyal katkılar” olarak yapmıştır. Dikkat çeken bir 

önemli hususta bazı bilim adamlarının akuatik probiyotikleri bir mikroorganizmanın 

tümü ya da bir parçası olarak tanımlamasıdır (Salminen ve ark., 1999; Irianto ve Austin, 

2002). Probiyotiklerin fonksiyonel komponentleri çok önemli olmasına rağmen 

probiyotik olarak düşünülemeyen bu komponentleri probiyotik efektörleri olarak 

tanımlamanın daha doğru bir yaklaşım olacağı bildirilmiştir (Wang ve ark., 2019). 

2.2. Probiyotiklerin Seçimi 

Probiyotiklerin seçimindeki başlıca metot, patojen bakteriler ile olası 

probiyotiklerin katı veya sıvı ortamda birbirlerine maruz bırakıldığı in vitro 

antogonizim testleridir (Balcazar ve ark., 2006). Ancak Gram ve ark., (1999) in vitro 

etkinliklerin olası in vivo etkileri tahmin etmede kullanılamayacağını belirtmişlerdir. 

Pseudomonas fluorescens’in in vitro olarak antagonostik aktivite gösterdiği Aeromonas 

salmonicida’ya karşı in vivo etkin olmadığı görülmüştür. Dolayısıyla probiyotik 

bakterinin orijininin, güvenirliliğinin ve konakçı gastrointestinal kanalından geçerken 

hayatta kalabilme yeteneğinin bilinmesi birinci derecede önem taşımaktadır (Balcazar 

ve ark., 2006). Potansiyel probiyotikler için ana seçim kriterlerinden biri de 

kolonizasyon yeteneğidir. Bu özellik sayesinde patojen türlerin konakçı barsak 

mukozasına adezyonu engellenebilmektedir (Vine ve ark., 2004). Bununla beraber 

probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmaların, depolama koşullarına dayanıklı 

olması, gastrointestinal sistemde aktif hale gelebilmesi, güvenli olması ve konakçıya 

yararlı etkilerinin olması gerekir (Fuller, 1989).  

 Akuakültürde probiyotik olarak kullanılabilecek bakterilerin seçim metotları 

arasında (a) geçmiş bilgilerin toplanması, (b) probiyotik bakteri ile mücadele eden 

patojen türlerin değerlendirilmesi, (c) probiyotiklerin olası patojenitesinin 

değerlendirilmesi, (d) probiyotiklerin konakçıdaki etkilerinin değerlendirilmesi ve (e) 

ekonomik olarak fiyat, fayda analizinin yapılması yer almaktadır (Gomez-Gill ve ark., 

2000).  
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2.3. Probiyotiklerin Etki Mekanizmaları 

Balık yetiştiriciliğinde kullanılabilen probiyotiklerin konakçı üzerinde 

gösterdikleri sağlık açısından faydalı etkiler bir takım mekanizmalar sonucunda ortaya 

çıkmaktadır.  

2.3.1. Adezyon Bölgeleri için Yarışma ve Kolonizasyon  

 Probiyotiklerin intestinal yüzeye adezyonu ve gastro-intestinal kanala 

kolonizasyonu istenilen en önemli özelliktir. Probiyotiklerin adherent türleri intestinal 

kanalda uzun süre kalabilmekte ve non-adherent türlere oranla metabolik ve 

immunmodulatör etkilerini daha iyi gösterebilmektedir. Adezyon ile bağırsağın 

mukozal yüzeyine bağlanan bakteri bölgesel lenf yumrularının aktifleşmesini sağlamak 

suretiyle lokal ve daha sonra sistemik immun etkiye neden olarak intestinal mukozal 

bariyeri dengelediği ifade edilmektedir (Salminen ve ark., 1996). Adezyon aynı 

zamanda intestinal epiteldeki patojen bakteriler ile kompetatif ekslüzyon (yarışmadan 

dışlama) sağlamaktadır. İn vitro ortamda patojenlerin adezyonunun baskılanmasında 

hem canlı hem de ısı ile inaktive edilmiş Lactobacillus acidophilus bakterileri etkili 

olmuştur (Coconnier ve ark., 1993). Konakçı spesifitesinin probiyotik bakterilerin 

istenilen bir özelliği olarak ele alınmasına rağmen (Saarela ve ark., 2000) konakçı 

spesifikliği tartışılmaktadır. Bununla beraber, yapılan çalışmaların birçoğunda türler 

arası farklılık üzerinde durulmamış ve birçok probiyotik ürün farklı hayvanlar türlerinde 

kullanılmıştır.  

 İn vitro adezyon çalışmaları farklı probiyotik türlerinin adezyon 

potansiyellerinin farklı olduğunu göstermiştir (Tuomola ve Salminen, 1998). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalar, probiyotik laktik asit bakterilerinin aslında insanlardan 

izole edilmiş olsa da in vitro ortamda hem karnivor (Rinkinen ve ark., 2000) hem de 

balık mukus’una (Nikoskelainen ve ark., 2001) yapıştığını göstermektedir. Deney 

hayvanlarında ki LAB populasyonunun konakçı genetiğine bağlı olmadığı, daha ziyade 

çevresel faktörlerden etkilendiği gösterilmiştir (Benno ve Mitsuoka, 1986).  

 Rinkinen ve ark., (2003) yapmış oldukları probiyotik bakterilerin adezyonu ile 

ilgili çalışmada, adezyon özelliğinin konakçı spesifitesine değil de LAB türlerinin 

özelliklerine bağlı olduğunu ifade etmişlerdir. Sonuçta mukus adezyon özelliğinin 

konakçı spesifitesinden daha çok LAB türlerine dayandığını saptamışlardır. 
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Patojenlerle kompetatif eksluzyon veya immun sistemin regulasyonu gibi 

sağlık açısından yararlı etkiler için en etkili probiyotik en azından geçici bir süre 

bağırsak mukozasında kolonize olmalıdır (Saarela ve ark., 2000). Probiyotik adayların 

kolonizasyon kapasitesini değerlendirmek için kullanılabilecek bazı parametreler 

şunlardır: (a) simüle edilmiş mide suyunda hayatta kalma oranı, (b) simüle edilmiş 

bağırsak koşullarında hayatta kalma, (c) adezyon kapasitesi ve (d) balık bağırsak 

mukusunda üreme yeteneği (Geraylou ve ark. 2014). 

Patojenlerin kolonizasyonunun engellenmesinde en önemli mekanizma 

probiyotiklerin barsak veya diğer dokular üzerindeki adezyon bölgeleri için 

yarışmasıdır. Enterik mukus veya bağırsak duvar yüzeyine bağlanma yeteneğinin 

bakterinin balık bağırsaklarına yerleşmesi için gerekli olduğu bilinmektedir (Olsson ve 

ark., 1992). Doku yüzeyine bakteriyel adezyon, patojenik enfeksiyonların ilk evresinde 

önemli olmaktadır ve patojenlerle adezyon reseptörleri için yarışma probiyotiklerin 

konakçıdaki önemli etkilerinden birisidir (Montes ve Pugh, 1993). Adezyon kapasitesi, 

intestinal veya eksternal mukus içerisinde ya da üzerinde üreme V. anguillarum ve A. 

hydrophila gibi balık patojenleri ile yapılan in vitro çalışmalarda gösterilmiştir 

(Gatesoupe, 1991). Yapılan bu çalışmaların amacı türlerin in vitro olarak adezyon 

kapasitesini ölçmek ve hastalıklara karşı koruyuculuk düzeylerini belirlemektir. 

Gatesoupe (1999) tarafından yapılan bir araştırmada mayaların gökkuşağı 

alabalıklarında uzun süre dayanıklılık gösterdiği bildirilmektedir. Mayalar balık 

bağırsak florasına etkili bir şekilde yapışması ve kolonize olması nedeniyle önem 

taşımaktadır. 

2.3.2. İmmun Yanıtı Arttırma 

 İmmunositumulanlar hayvanlarda immun sistemi aktive eden ve onları viral, 

bakteriyel, paraziter ve mantarlar tarafından oluşturulan enfeksiyonlara karşı daha 

dirençli hale getiren kimyasal maddelerdir (Raa, 1996). Balık larvalarında immun 

sistem erişkin balıklara göre daha az gelişmiştir ve bu sistem nonspesifik immun yanıt 

şeklindedir (Soderhall ve Cerenius, 1998). Bağırsak mukozal epitel hücreleri, mukus, 

antimikrobiyal ürünler, bağırsakta bulunan kommensal organizmalar ile mukoza ve 

submukozadaki bağışıklık hücreleri arasındaki ilişki balıkların sağlığı için hayati öneme 

sahiptir (Mohapatra ve ark., 2013). Yapılan çalışmalarda farklı balık türlerinde 

probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların çeşitli immun sistem parametrelerini 
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uyardığı gösterilmiştir. Salinas ve ark. (2006) çipura (Sparus aurata L.) balıklarında ısı 

ile inaktive edilmiş L. delbrueckii ssp. lactis uygulamasının respiratori börst aktivitesini 

arttırdığını bildirmiştir. Benzer şekilde Nikoskelainen ve ark. (2003), 2 hafta boyunca L. 

rhamnosus ilave edilmiş yemler ile beslenen gökkuşağı alabalıklarında kontrol grubuna 

oranla respiratori börst aktivitesini anlamlı bir şekilde arttırdığını belirlemiştir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalar ile probiyotik uygulamalarının total protein içeriğini, 

albumin konsantrasyonunu, globulin konsantrasyonunu, lizozim aktivitesini, IgM 

üretimini (Nandi ve ark., 2017) ve sitokin genlerinin (IL‐4, IL‐12 ve IFN) ekspresyon 

düzeylerini (Hamdan ve ark., 2016) arttırdığı ortaya konulmuştur.  

2.3.3. Antimikrobiyal Madde Üretme 

Mikrobiyal populasyonlar ortamda bulunan diğer mikrobiyal populasyonlar 

üzerine bakterisidal veya bakteriyostatsik etkiye sahip kimyasal maddeleri salgılarlar 

(Lemos ve ark., 1991). Genel olarak antimikrobiyal etki antibiyotiklerin, 

bakteriyosinlerin (Bruno ve Montville, 1993), proteazların, lizozimlerin, hidrojen 

peroksitin ve organik asitlerin üretimi ile ortam pH’sının değiştirilmesi şeklindedir. Söz 

konusu bu maddeler gerek tek gerekse kombine olarak antibakteriyal etki gösterebilirler 

(Sugita ve ark., 1997).  

 Probiyotiklerin kolonik flora üzerinde güçlü bir etkiye sahip olması patojenik 

bakterilere karşı antimikrobiyal madde üretimi veya kompetatif ekslüzyon yoluyla 

antogonizm göstermesi için önemlidir. Yapılan araştırmaların çoğunda bakteriosinlerin 

etkisi üzerinde durulmaktadır. Bakteriyosinler, ribozomlarda sentezlenen antimikrobiyal 

peptitlerdir ve LAB’lar en yaygın bakteriyosin üreticileridir (Ringo ve ark., 2018). 

Satish Kumar ve ark. (2011), topan kefalinden (Mugil cephalus) enterosin adı verilen 

bir bakteriyosin üreten Enterococcus faecium MC13 izole etmişler ve özelliklerini 

belirlemişlerdir. Elde edilen enterosin’in Listeria monocytogenes, V. parahaemolyticus, 

ve V. vulnificus’a karşı inhibitör etkiye sahip olduğunu saptamışlardır. Bir başka 

çalışmada Atlantic som (Salmo salar) balıklarının gastrointestinal kanalından izole 

edilmiş olan LAB’larda (L. farraginis, Pediococcus acidilactici, ve P. pentosaceus) 

bakteriyosin kodlayan genlerin var olduğu belirlenmiştir (Amin ve ark., 2017). 

Bakteriyosinlerin in vivo patojenleri baskılamadaki rolleri sınırlı olabilmektedir. Bunun 

nedeni bu bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinlerin Laktobasiller, Bacillus veya 

Clostridium gibi sporlu formlar üzerinde baskılayıcı etkiye sahip olmasıdır (Holzapfel 
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ve ark., 1995). Bununla beraber hidrojen peroksit, laktik ve asetik asit gibi düşük 

moleküler ağırlıktaki metabolitlerin Salmonella, E. coli, Clostridium ve Helicobacter 

gibi bir çok zararlı mikroorganizmaya karşı geniş baskılayıcı etkiye sahip oldukları 

bildirilmiştir (Niku-Paavola ve ark., 1999). 

2.3.4. Su Kalitesini İyileştirme 

Uygun ve iyi su kalitesinin sağlanması ve korunması için gerekli olan temel 

hijyen kuralları balık yetiştiriciliğinde önem taşır (Austin ve Austin, 1985). Bakteriyel 

hastalıklar başlıca fakültatif bakteriyel patojenler tarafından oluşturulur. Bu patojenler 

normalde balıklarda ya da çevrede bulunabilir. Akuatik ortamda balık ve 

mikroroganizmalar arasındaki etkileşimler mortalite için önemli bir potansiyeldir. 

Ancak standart hijyen kuralları uygulandığında mortalite riski büyük oranda azalır. 

Düşük çözünmüş oksijen miktarı, yüksek amonyak, yüksek sıcaklık, çeşitli kirlilikler, 

yoğunluk gibi bazı stres durumlarında doğal bağışıklık zayıflar ve bakteriler kolonize ve 

penetre olarak sağlıklı dokuları enfekte ederler (Hansen ve Olafsen, 1999). Yapılan 

birçok çalışmada, su kalitesi probiyotiklerin, özellikle, Bacillus spp. eklenmesi ile elde 

edilmiştir. Bunun nedeni, Gram pozitif Bacillus spp.’nin genellikle Gram negatif türlere 

göre organik maddeleri CO2 daha iyi dönüştürmesidir (Dalmin ve ark., 2001). 
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3. MATERYAL METOT 

3.1. MATERYAL 

 Çalışmanın materyal kısmını Samsun, Bafra, Derbent barajında bulunan ticari 

bir işletmeden tüketime sunulmak amacıyla yeni hasat edilen 25 adet sağlıklı gökkuşağı 

alabalığı (ort. 200 g) oluşturdu. Rutin prosedür olarak balıklar hasat öncesi 48 saat 

yemlenmedikleri için sindirim kanalları temiz olmaktadır. Balık örnekleri soğuk zincir 

altında iki saat içerisinde Ondokuz Mayıs Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Su Ürünleri 

Hastalıkları Anabilim Dalı Laboratuvarı’na getirildi. Balıklar laboratuvara ulaşır 

ulaşmaz rutin nekropsi aşamaları uygulandı. 

3.2. METOT 

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu 

 Laboratuvar şartlarında balıkların ventral yüzeyleri %70 etanol ile sterilize 

edildi ve diseksiyon ile her bir balığın gastrointestinal kanalı aseptik olarak çıkartıldı 

(Şekil 1). Kanal içerisinde bulunan non-adherent mikrobiyom’un uzaklaştırılması için 

çıkartılan gastrointestinal kanal uzunlamasına ensize edildi ve % 0,9 steril tuzlu su ile 3 

kez yıkandı. Gastrointestinal kanalın distal kısmı (hindgut) ayrılarak steril peptonlu su 

ile homojenize edildi (1:10; ağırlık:hacim) ve 10 katlı seri dilüsyonları (10-2-10-8) 

hazırlandı. 10-2, 10-3 ve 10-4’lük dilüsyonlardan 100 µl alınarak 3 adet MRS agar’a (de 

Man, Rogosa and Sharpe; MRS, Merck) yayma tarzında ekim yapıldı (Lin ve ark., 

2013). Ekim yapılan pleytler aerobik şartlarda 28 °C’de 3-5 gün inkubasyona bırakıldı. 

İnkubasyon sonrası farklı morfolojiye sahip koloniler değerlendirmeye alındı.  

 Değerlendirme öncelikle izolatların Gram morfolojisi, katalaz ve oksidaz 

aktivitesinin test edilmesiyle yapıldı. Sadece Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif 

olan izolatlar seçildi. Elde edilen izolatlar MRS agara ekim yapılarak, saflaştırıldı ve 

ilerleyen aşamadaki testlerde kullanılmak üzere gliserinli buyyon (%15) içerisinde -20 

°C'de saklandı. 
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Şekil 1. Gökkuşağı alabalıklarında gastrointestinal kanalın distal kısmının çıkarılması. 

3.2.2. Patojen Bakteri ve Kültür Koşulu 

 Çalışmada patojen bakteri olarak daha önce yetiştiriciliği yapılan gökkuşağı 

alabalıklarından izole ve identifiye edilmiş olan L. garvieae saha izolatı (E7) kullanıldı. 

Bu izolat trypticase soy agar’da 25 °C’de 24-48 saat inkübe edilerek canlandırıldı.  

3.2.3. Antagonostik Aktivite Testi 

 Balıkların bağırsak mikroflorasından izole edilen LAB’ların, L. garvieae’ye 

karşı antagonistik etkilerinin araştırılmasında agar well difüzyon testi kullanıldı. Bu 

amaçla patojen mikroorganizmanın (L. garvieae E7) MRS broth içerisinde bir gecelik 

kültürü hazırlandı ve bu kültür Mc Farland 0,5’e göre ayarlandı. Sonrasında bu 

kültürden 5 ml (%1) alınarak, döküm sıcaklığına kadar soğutulmuş 500 ml MRS agar’a 

ilave edildi. Bakterinin besi yerinde homojen bir şekilde dağılımı için döküm öncesinde 

iyice karıştırıldı. Döküm aşamasında kuyucukların açılması amacıyla petrilerin içerisine 

daha önce sterilize edilmiş steril porselen boncuklar yerleştirildi (Şekil 2). Patojen 

bakterinin ilave edildiği besiyeri steril boncukların yerleştirildiği petrilere döküldü ve 

15 dakika beklendikten sonra boncuklar çıkarılarak kuyular hazır hale getirildi. 

Kuyucukların içerisine aday probiyotik bakteri kültürlerinden (MRS broth içerisinde 24 

saatlik kültürler) 100 µl ilave edildi ve 28 °C’de 24-48 saat süreyle inkübasyon 

gerçekleştirildi. İnkubasyon sonrası LAB’ların etrafında oluşan şeffaf inhibisyon zonları 
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ölçüldü ve 0 (0-5 mm), 1 (düşük, 6-10 mm), 2 (orta, 11-20 mm), 3 (yüksek, 21-25 mm) 

ve 4 (çok yüksek, ≥26 mm) olarak skorlama yapıldı (Mukherjee ve Ghosh, 2016). L. 

garvieae’ye karşı antagonistik aktivite gösterdiği belirlenen izolatlar sonraki testlerde 

kullanıldı. 

 

Şekil 2. Agar well difüzyon testinde kuyucukların hazırlanması.  

 3.2.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi 

 L. garvieae’ye karşı antagonostik aktivite gösterdiği belirlenen aday probiyotik 

bakterilerin hidrofobisitilerini belirlemek için % 0,03 Kongo Kırmızısı (Sigma-Aldrich) 

karıştırılmış MRS agar hazırlandı ve aday probiyotik bakteriler kongo kırmızısı ilave 

edilen MRS agar’a ekildi. Ekim yapılan petriler 28°C'de 24-72 saat inkübasyona 

bırakıldı. 72 saat içerisinde görülen kırmızı koloniler pozitif (hidrofobik) olarak, beyaz 

veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak değerlendirildi (Sharma ve 

ark., 2006). 

3.2.5. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarının Belirlenmesi 

 Çalışmada kullanılan safra örnekleri, örnekleme yapılan alabalıklarının safra 

keselerinden steril enjektör yardımıyla toplandı ve kullanılıncaya kadar -20 oC’de 

saklandı. Aday probiyotik bakterilerin safra toleranslarının belirlenmesi amacıyla her 

bir aday probiyotik bakterinin PBS içerisindeki süspansiyonları 108 kob/ml olacak 

şekilde hazırlandı. Hazırlanan bakteriyel süspansiyonların 0.5 ml alınarak, farklı oranda 

(% 2.5, 5, 10) safra içeren 4,5 ml steril PBS içeren tüplere inoküle edildi. Örnekler 28 
oC’de 1,5 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrası örneklerin steril PBS 

içerisinde seri dilusyonları hazırlandı ve bu dilüsyonlardan 0,1 ml alınarak MRS agar’a 

yayma plak tekniği ile ekim yapılarak canlı bakteri sayımı yapıldı (Balcazar ve ark., 

2008).  
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3.2.6. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarının Belirlenmesi 

 Aday probiyotik bakterilerin farklı pH şartlarına töleransının belirlenmesi 

amacıyla her bir aday probiyotik bakterinin PBS içerisindeki süspansiyonları 108 

kob/ml olacak şekilde hazırlandı. Her bir bakteri süspansiyonundan 0,5 ml alınarak HCl 

(1M) eklenerek farklı pH değerlerinde (pH 1, 2 ve 3) ayarlanmış olan 4,5 ml PBS 

içerisine inokule edildi. Örnekler 28 oC’de 1,5 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon 

sonrası örneklerin steril PBS içerisinde seri dilusyonları hazırlandı ve bu dilüsyonlardan 

0.1 ml alınarak MRS agar’a yayma plak tekniği ile ekim yapılarak canlı bakteri sayımı 

yapıldı (Balcazar ve ark., 2008; Perez-Sanchez ve ark., 2011). 

3.2.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarlılıkları 

 Belirlenen potansiyel probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarlılıkları disk 

difüzyon testi ile değerlendirildi. Bu amaçla öncelikle her bir izolatın MRS broth 

içerisinde bir gecelik subkültürleri hazırlandı ve yoğunlukları Mc Farland No 0,5’e göre 

ayarlandı. Daha sonra hazırlanmış olan bakteriyel süspansiyonlardan 0.1 ml alınarak 

MRS agar’a steril svap yardımıyla ekildi. Ekim sonrası petriler 30 dakika oda 

sıcaklığında bırakıldı ve bu süre sonunda agar yüzeyine antibiyotik diskleri yerleştirildi. 

Çalışmada amoksisilin/klavulanik asit (30 µg), ampisilin (10 µg), doksisiklin (30 µg), 

enrofloksasin (5 µg), eritromisin (15 µg), florfenikol (30 µg), flumekuin (30 µg), 

gentamisin (10 µg), kanamisin (30 µg), klortetrasiklin (30 mcg), nalidiksik asit (30 µg), 

oksolinik asit (2 µg), penisilin (10 U), tetrasiklin (30 µg) ve trimetoprim/sulfamethakzol 

(1.25/23.75 µg) olmak üzere 15 farklı antibiyotik diski kullanıldı. Antibiyotik diskleri 

yerleştirilen petriler 28° C’de 48 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrası 

antibiyotik diskleri etrafında oluşan inhibisyon zon çapları ölçüldü. Zon çaplarına göre 

sonuçlar duyarlı (≥ 21 mm), orta düzeyde duyarlı (16–20 mm) ve dirençli (≤ 15 mm) 

olarak değerlendirildi (Vlkova ve ark., 2006).  

3.2.8. Aday Probiyotik Bakterilerin Moleküler İdentifikasyonu 

 Aday probiyotik bakterinin moleküler identifikasyonu Lactobacillus spp. ve L. 

acidophilus spesifik primer dizilerinin kullanıldığı PCR denemeleri ile yapıldı. Bu 

amaçla öncelikle izolatların genomik DNA’ları prensibi spin kolon ile filtrasyon esasına 

dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanılarak (Blood&Tissue, Invitrogen, Kanada) 

üretici firma talimatlarına göre elde edildi. Kit içeriğine ek olarak Gram pozitif 
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bakteriler için 0,06 g Tris-HCl, 0,15 g EDTA, 240 µl Triton X-100, 0,4 g lizozim’den 

oluşan 20 ml lizozim lizis buffer hazırlandı.  

 İzolatların bir gecelik subkültürlerinden 1 ml alındı (yaklaşık 2x109 hücre) ve 

hücreler santrifüj edilerek toplandı. Elde edilen pelet 180 µl lizozim lizis buffer 

içerisinde süspanse edildi. Süspansiyon 37 oC’de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe 

edildi. Daha sonra süspansiyon üzerine 20 µl proteinaz K eklendi ve vortekslenerek 

homojen hale getirildi. Sonrasında bu karışımın üzerine 200 µl PureLink® Genomik 

Lysis/Binding buffer eklenerek homejen bir hale gelinceye kadar vortekslendi ve 55 
oC’de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edildi. İnkubasyon sonrası karışımın üzerine 

200 µl % 96-100’lük etanol eklendi ve yaklaşık 10 sn homojen bir solüsyon elde 

edilinceye kadar vortekslendi. Hazırlanmış olan lizat PureLink® Spin kolonu içerisine 

aktarıldı ve 10000xg’de 1 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası altta yer alan koleksiyon 

tüpleri atıldı ve spin kolonlarına yeni koleksiyon tüpleri takıldı. Sonrasında kolon 

üzerine 500 µl yıkama tamponu 1 eklendi. Kolon 10000xg’de 1 dk süre ile santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası alttaki kolon tekrar atıldı ve yeni koleksiyon tüpü takıldı ve 

kolon’a 500 µl yıkama tamponu 2 eklendi. Kolon 15000xg’de 3 dk süre ile santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası alttaki kolon atıldı ve DNase-RNase içermeyen mikrotüp 

üzerine konulan koleksiyon tüpüne 100 µl elüsyon buffer eklendi. Kolon 2 dk süre ile 

oda ısısında inkübe edildikten sonra 8000xg’de 1 dk süre ile santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası elde edilen DNA’ların konsantrasyonları Nanodrop (Thermo) ile 260 nm’de 

ölçüldü. İzolatlara ait DNA konsantrasyonları genotiplendirme çalışmalarında 

kullanılmak üzere 15 ng/µl olacak şekilde ayarlandı. Sonrasında DNA’lar PCR 

çalışmalarında hedef DNA olarak kullanılmak üzere -20 oC’de saklandı. 

 Lactobacillus spp.’nin PCR ile cins düzeyinde identifikasyonunda Lacto F 

(TGG AAA CAG GTG CTA ATA CCG) ve Lacto R (CCA TTG TGG AAG ATT 

CCC) primerleri kullanıldı (Markiewicz ve Biedrzycka, 2005). Lactobacillus spp. 

pozitif olarak bulunan izolatlar L. acidophilus spesifik PCR ile identifiye edildi. Bu 

aşamada PCR’da LacidoF (CAC TTC GGT GAT GAC GTT GG) ve LacidoR (CGA 

TGC AGT TCC TCG GTT AAG C) primerleri kullanıldı (Sul ve ark., 2007). PCR 

amplifikasyonunlarında PCR water, 25 µl 2×PCR master mix (0,05 U/μl Taq DNA 

polymerase, reaction buffer, 4 mM MgCl2, 0,4 mM her bir dNTP) (Thermo), 50 pmol 

her bir primer ve 2 µl template DNA’dan oluşan 50 µl hacimde PCR master mix’i 
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oluşturuldu. Oluşturulan karışımlar Lactobacillus spp. için 94°C‘de 1 dk ön 

denatürasyonu takiben 94°C‘de 30 sn denatürasyon, 52 °C‘de 30 sn primer bağlanma, 

72°C‘de 30 sn uzama olmak üzere 30 siklus ve 72°C‘de 5 dk final uzama koşullarında, 

L. acidophilus için 95°C‘de 5 dk ön denatürasyonu takiben 95°C‘de 30 sn denatürasyon, 

56 °C‘de 30 sn primer bağlanma, 72°C‘de 30 sn uzama olmak üzere 30 siklus ve 

72°C‘de 5 dk final uzama koşullarında amplifikasyon işlemine tabi tutuldu. 

Amplifikasyon sonrasında oluşan PCR ürünleri ethidium bromide (2µg/ml) içeren % 

2’lik agaroz jel elektroforezi ile görüntülendi. Jel üzerinde Lactobacillus spp. ve L. 

acidophilus için sırasıyla 230 bp ve 575 bp’lik amplifikasyon ürünlerinin görülmesi 

pozitif olarak değerlendirildi. 
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4.BULGULAR 

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu 

 Sağlıklı görünümde olan 25 gökkuşağı alabalığının bağırsak florasından 

toplamda 47 Gram pozitif, katalaz ve oksidaz aktivitesi negatif olan bakteriyel izolat 

elde edildi. Elde edilen izolatlar MRS agar’a ekim yapılarak, saflaştırıldı ve ilerleyen 

aşamadaki testlerde kullanıldı.  

4.2. Antagonostik Aktivite Testi 

 Balıkların bağırsak mikroflorasından izole edilen LAB’ların, L. garvieae’ye 

karşı antagonistik etkilerinin araştırılmasında agar well difüzyon testi kullanıldı. Test 

sonucunda toplam altı izolatın etrafında L. garvieae’ye karşı şeffaf inhibisyon zonu 

oluştuğu saptandı (Şekil 3) dolayısıyla bu izolatlar L. garvieae’ye karşı antagonostik 

aktiviteye sahip olarak değerlendirildi. Yapılan skorlama sonucu izolatlardan ikisinin 

orta, dördünün ise yüksek düzeyde antagonostik aktiviteye sahip olduğu belirlendi 

(Tablo 1). 

 

Şekil 3. L. garvieae’ye karşı oluşan şeffaf inhibisyon zonları. 
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Tablo 1. L. garvieae’ye karşı antagonostik aktivite gösteren LAB’lar 

İzolatlar İnhibisyon zonu (mm) Skorlama 
2 19,81 2 (orta) 
9 23,27 3 (yüksek) 
10 19,63 2 (orta) 
19 22,79 3 (yüksek) 
20 22,81 3 (yüksek) 
27 20,99 3 (yüksek) 

 

4.3. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi 

 L. garvieae’ye karşı antagonostik aktiviteye sahip olduğu belirlenen 6 izolatın 

% 0,03 Kongo Kırmızısı ilave edilmiş MRS agar’da 72 saat sonunda kırmızı renkli 

koloniler oluşturduğu saptandı. Dolayısıyla aday probiyotik bakterilerin tamamı 

hidrofobik olarak değerlendirildi (Şekil 4). 

 

Şekil 4. İzolatların hidrofobisitilerinin belirlenmesi. A: 24 saatlik inkubasyon sonrası oluşan beyaz 
koloniler, B: 72 saatlik inkubasyon sonrası oluşan kırmızı koloniler. 

4.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarının Belirlenmesi 

 Aday probiyotik bakterilerin safra tolerans testi sonuçları Tablo 2’de verildi. 

Buna göre izolatların 2, 10, 19 ve 27 nolu izolatların % 2,5-10 arasındaki tüm safra 

konsantrasyonlarına toleraslı oldukları saptandı. % 2,5 safra oranının 9 ve 20 nolu 

izolatların üremelerini kısmen inhibe ettikleri belirlendi. 
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Tablo 2. LAB izolatlarının farklı safra konsantrasyonlarına toleransları (kob/ml) 

% safra 
İzolatlar 

2 9 10 19 20 27 
0 4,0x108 1,3x108 1,1x108 1,5x108 2,5x108 1,86x108 

2,5 4,45x108 6,0x107 1,7x108 1,53x108 9,0x107 1,1x108 
5 4,5x108 8,6x107 1,13x108 1,3x108 1,5x108 1,4x108 

10 
4,73x108 1,26x108 1,36x108 1,36x108 1,33x108 1,46x108 

4.5. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarının Belirlenmesi 

 Aday probiyotik bakterilerin pH tolerans testi sonuçları Tablo 3’de verildi. 

Tüm izolatların 1 pH’da inhibe oldukları, 2 ve 3 pH’da ise hayatta kalabildikleri 

saptandı.  

Tablo 3. LAB izolatların farklı pH konsantrasyonlarına toleransları (kob/ml) 

pH 
İzolatlar 

2 9 10 19 20 27 

1 - - - - - - 

2 1,0x106 6,5x105 7,0x105 8,0x105 9,0x105 5,5x106 

3 1,27x108 3,9x107 3,3x107 1,3x108 1,2x108 1,5x108 

- saptanamadı 

4.6. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarlılıkları 

Potansiyel probiyotik bakterilerin 15 farklı antibiyotiğe karşı antibiyotik 

duyarlılıkları disk difüzyon testi ile değerlendirildi (Şekil 5).  

 

Şekil 5. Disk difüzyon testinde görülen antibiyotik inhibisyon zonları.  
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İzolatların tamamının 5 farklı antibiyotiğe karşı dirençli olduğu belirlendi. 

Bununla birlikte izolatların tamamının amoksisilin/klavulanik asit, doksisiklin, 

eritromisin, florfenikol, klortetrasiklin, penisilin ve tetrasiklin’e karşı duyarlı olduğu 

saptandı. İzolatların sergilediği antimikrobiyal profiller Tablo 4’de sunuldu.  

Tablo 4. Disk difüzyon test sonuçları ve sonuçların değerlendirilmesi 

Antibiyotikler 
İzolatlar 

2 9 10 19 20 27 

Amoksisilin/klavulanik asit (30 µg) S(34) S(36) S(38) S(36) S(41) S(40) 

Ampisilin (10 µg) R(15) R(14) I(17) I(20) S(21) S(21) 

Doksisiklin (30 µg) S(39) S(36) S(35) S(34) S(33) S(34) 

Enrofloksasin (5 µg) I(18) I(18) S(21) I(20) I(19) I(18) 

Eritromisin (15 µg) S(30) S(27) S(29) S(26) S(28) S(27) 

Florfenikol (30 µg) S(37) S(30) S(36) S(34) S(40) S(35) 

Flumekuin (30 µg) I(16) R(14) R(15) R(14) R(8) R(0) 

Gentamisin (10 µg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) 

Kanamisin (30 µg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) 

Klortetrasiklin (30 mcg) S(36) S(37) S(38) S(39) S(40) S(34) 

Nalidiksik asit (30 µg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) 

Oksolinik asit (2 µg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) 

Penisilin (10 U) S(38) S(40) S(39) S(39) S(42) S(40) 

Tetrasiklin (30 µg) S(31) S(26) S(31) S(26) S(30) S(30) 

Trimetoprim/sulfametoksazol (1.25/23.75 µg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) 

S: duyarlı, I: Orta derece duyarlı, R: Dirençli 

4.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Moleküler İdentifikasyonu 

 Aday probiyotik bakterilerin cins düzeyinde identifikasyonu sonucu tüm 

izolatların 230 bp büyüklüğünde amplifikasyon ürünleri verdiği saptandı (Şekil 6). 

Dolayısıyla tüm izolatlara L. acidophilus spesifik PCR uygulandı. Bu PCR uygulaması 

sonucunda 2, 9, 10, 19 ve 20 nolu izolatların 575 bp’lik amplifikasyon ürünü verdiği 

saptandı (Şekil 7) ve bu izolatlar L. acidophilus olarak identifiye edildi. Diğer 27 nolu 

izolat ise Lactobacillus spp. olarak değerlendirildi. 
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Şekil 6. Lactobacillus spp. PCR (230 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker) 1; Negatif kontrol 
(distile su), 2-7; Aday probiyotik bakteriler. 

 

Şekil 7. L. acidophilus spesifik PCR (575 bp). 1-6; Aday probiyotik bakteriler, M; Marker (100 bp Plus 
DNA Marker) 
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5. TARTIŞMA 

 Balıklarda gastrointestinal kanal, çevre ile balık arasındaki etkileşimin olduğu 

en önemli yapılardan bir tanesidir. Bu nedenle bu kanal içerisinde LAB gibi faydalı 

bakterilerin bulunması olası patojenler ile karşılaşmada hayati önem taşımaktadır 

(Ringo ve ark., 1996). Balıkların sahip olduğu intestinal mikrobiyata beslenme, fizyoloji 

ve balığın etrafında bulunan çevresel koşullardan etkilenmektedir. Dolayısyla türler 

arasında değişkenlik göstermektedir (Cahill, 1990). Eskiden balıkların gastro intestinal 

kanal mikrobiyatasın belirlenmesinde kültüre bağımlı metotlar kullanılmaktaydı. Ancak 

bu tür metotları kullanımında görülen sınırlamalar, son yıllarda kültür bağımsız genetik 

metotların kullanımını arttırmıştır. Yapılan araştırmalar sonucu balıklarda 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, 

Carnobacterium, Weissella ve Pediococcus cinslerinin bağırsak florasının yerel türleri 

olduğu ortaya konulmuştur. Gastro intestinal kanala kolonize olan bakteriler arasında 

özellikle LAB’lar sindirim kanalının gelişimine katkı sağlaması, immun yanıtı uyarması 

ve hastalıklara karşı direnci arttırması nedeniyle su ürünleri yetiştiriciliğinde probiyotik 

olarak kullanılabilecek en önemli bakterilerdendir (Ringo ve ark., 2018). Bu tez 

çalışmasında gökkuşağı balıklarının bağırsaklarınından LAB’lar izole edilmiş ve izole 

edilen bakterilerin probiyotik potansiyelleri ortaya konulmuştur.  

 Farklı balık türlerinde LAB’ların izole edildiği ve izolatların çeşitli patojenlere 

karşı antagonostik aktiviteye sahip olup olmadıklarının değerlendirildiği birçok çalışma 

bulunmaktadır. Balcazar ve ark. (2007), sağlıklı salmonidlerin bağırsaklarından izole 

edilen L. lactis subsp. lactis CLFP100, L. lactis subsp. cremoris CLFP102’in Y. ruckeri 

ve V. anguillarum’a, L. lactis subsp. cremoris DSM 20069’in L. garvieae’ye karşı, L. 

curvatus CLFP150 izolatının ise V. salmoninarum’a karşı antagonistik etkiye sahip 

olduklarını tespit etmişlerdir. Perez-Sanchez ve ark. (2011), gökkuşağı alabalığı 

bağırsaklarından izole ettikleri L. plantarum, L. lactis ve Leuconostoc mesenteroides 

suşlarının L. garvieae’ye karşı antagonistik etkileri olduğunu bildirmişlerdir. Nguyen ve 

ark. (2017), L. lactis WFLU12 suşunu Japon pisi balıklarının (Paralichthys olivaceus) 

bağırsaklarından izole etmişler ve bu suşun Streptococcus parauberis’e karşı etkin 

olduğunu bildirmişlerdir. Didinen ve ark. (2018), gökkuşağı alabalıklarının 

mikrobiotasından izole edilen L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. 

garvieae, P. acidilactici ve Lactobacillus sakei türlerinin Vagococcus salmoninarum’a 
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karşı antagonistik etkiye sahip olduklarını, aynı izolatların L. garvieae’ye karşı herhangi 

bir antagonostik aktivite göstermediklerini bildirmişlerdir. Bu tez çalışmasında 

gökkuşağı alabalıklarının bağırsaklarından izole edilmiş LAB’lardan altısının L. 

garvieae’ye karşı antagonostik aktiviteye sahip oldukları belirlendi. Genetik olarak 

spesifik primer çiftlerinin kullanıldığı PCR metodu ile bu izolatlardan beşi L. 

acidophilus olarak biri ise Lactobacillus spp. olarak identifiye edildi. 

Patojenlere karşı antagonistik etkilere sahip olan probiyotik adaylarının 

balıkların gastrointestinal kanalında kolonize olması ve yüksek safra konsantrasyonunu 

ve asidik pH'yi tolere edebilmesi istenilen en önemli özelliklerindendir. Balıkların 

sindirim kanalındaki fizyolojik safra konsantrasyonu %0,4-1,3 aralığında değiştiği, 

ancak % 2,5-10 arası konsantrasyonlardaki safradanda yararlanılabildiği bildirilmiştir 

(Balcazar ve ark., 2008). Bu tez çalışmasında elde edilen probiyotik bakteri adaylarının 

tamamının %10 safrayı tolere edebildiği belirlendi. Benzer şekilde Didinen ve ark. 

(2018), V. salmoninarum’a karşı antagonistik etki gösteren suşlardan L. lactis subsp. 

cremoris suşlarının ve L. garvieae (1-3) suşunun % 2,5-10 arasındaki tüm safra 

konsantrasyonlarına toleraslı olduklarını saptamışlardır. Ancak araştırmacılar bazı 

izolatların ise (L. lactis subsp. lactis, L. garvieae 1-4 ve P. acidilactici 3-5) % 2,5 

safraya duyarlı olduklarını bildirmişlerdir. Perez-Sanchez ve ark. (2011), L. lactis, L. 

plantarum ve L. mesenteroides izolatlarının % 1 safra koşullarında 3 saat inkübasyona 

toleranslı olduğunu saptamışlardır. Yine bir başka çalışmada Sorroza ve ark. (2012), 

%10 deniz levreği (Dicentrarchus labrax) safrasının dil balıklarının (Solea solea) 

bağırsaklarından izole ettikleri V. fluvialis’in üremesini %66,7 oranında inhibe ettiğini 

belilemişlerdir.  

Balıklarda mide pH’sı türler arasında değişkenlik göstermektedir. Örneğin 

gökkuşağı alabalıklarının mide pH’sı 2,5-3,5 arasında (Lavelle ve Harris, 1997) iken 

tilapia’larda (Oreochromis niloticus) bu değer 1,4-1,5 arasındadır (Getachew, 1989). 

Probiyotik adayı mikroorganizmaların mide pH’sından etkilenmeden geçebilmeleri için 

türlere özgü pH aralıklarına toleranslı olmaları gerekmektedir. Bu tez çalışmasında elde 

edilen aday probiyotik bakterilerin tamamının pH 2 ve 3 değerlerinde hayatta 

kalabildikleri belirlendi. Dolayısıyla izolatların tamamı gökkuşağı alabalığının 

midesinden etkilenmeden geçebilecek potansiye sahip olduğu ortaya konuldu. 

Çalışmamızda izolatların genel olarak aside dirençleri oldukları görüldü. Didinen ve 
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ark. (2018), probiyotik olarak değerlendirdikleri bakterileri pH 1,5-3 arasında değişken 

düzeyde toleransa sahip olduklarını belirlemişlerdir. Balcazar ve ark., (2008) gökkuşağı 

alabalıklarından izole ettikleri L. lactis, L. plantarum ve L. fermentum suşlarının 

tamamının 2,5-6,5 pH değerlerine 1.5 saat süreyle maruz bırakıldıklarında hayatta 

kalabildiklerini, 1-2 pH’ya ise tölerans gösteremediklerini bildirmişlerdir.  

 Probiyotik bakterilerin konakçı organizmanın bağırsak epitel hücrelerine 

tutunma yani kolonize olama yeteneğinin olması probiyotikler için önemli bir özelliktir 

(Perez-Sanchez ve ark., 2011). Probiyotik bakterilerin bağırsağa ulaşması sonrasında, 

bağırsaktaki peristaltik hareketler ile bağırsaktan atılmaması için bağırsak epitel 

hücrelerine tutunması gerekmektedir. Probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara karşı 

intestinal sistemde bir bariyer oluşturarak, epitel hücrelerinin bu mikroorganizmalarla 

bağlanma derecesini azalttığı düşünülmektedir. Laktik asit bakterileri sahip oldukları 

çeşitli yüzey determinantları sayesinde intestinal epitel hücrelere adeze olabilmektedir. 

Laktik asit bakterilerinin adezyonunun pasif kuvvetler, elektrostatik ilişkiler, 

hidrofobisite, sterik kuvvetler, lipoteikoik asit ve lektinlerle kaplı özgün yapılarla ilişkili 

olduğu bildirilmektedir (Servin ve Coconnier, 2003). Bakterilerin hidrofobik özellikte 

olmaları, bağırsak epitel hücrelerine tutunma kabiliyetlerinin olduğunu göstermektedir 

(An ve Friedman, 2000; Rinkinen ve ark., 2004). Bu tez çalışmasında L. garvieae’ye 

karşı antagonostik aktiviteye sahip olduğu belirlenen aday probiyotik bakterilerin 

intestinal mukozaya tutunma yetenekleri, hidrofobisite özelliklerinin incelenmesi ile 

belirlendi. Bu amaçla % 0,03 Kongo Kırmızısı ilave edilmiş MRS agar’a ekimler 

yapılmış ve 72 saat inkubasyon sonrası besiyeri üzerinde kırmızı renkli koloniler 

oluştuğu saptandı. Dolayısıyla aday probiyotik bakterilerin tamamı hidrofobik olarak 

değerlendirildi. Perez-Sanchez ve ark. (2011), L. garvieae’ye karşı antagonostik 

aktiviteye sahip olduklarını belirledikleri L. plantarum ve L. lactis suşlarının hidrofobik 

olduğunu belirlemişlerdir.  

Su ürünleri sektöründe antimikrobiyal bileşikler yeme ilave edilerek yada 

immersiyon şeklinde kullanılmaktadır. Ancak kemoterapi uygulamaları bağırsak 

fizyolojisinin homeostazisini bozabilmekte ve balıkların enfeksiyonlara karşı 

savunmasız olmasına neden olabilmektedir. Bu bakımdan, antibiyotiklere dirençli 

probiyotikler balıklarda antibiyotik uygulamaları sırasında bağırsaklarda faydalı 

mikroorganizmaların uzun süreler boyunca yerleşmesine neden olabilir (Kim ve Austin, 
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2008). Ancak antibiyotik direncinin genetik mekanizmalar yoluyla diğer 

mikroorganizmalara transfer olabildiği gerçeği unutulmamalıdır (Marti ve ark., 2014). 

Dolayısıyla probiyotiklerin güvenli bir şekilde kullanılabilmesi için dirençsiz 

organizmaların seçilmesi gerekir. Bu tez çalışmasında da probiyotik bakteri adaylarının 

kullanılan antibiyotiklerin en az yarısına (yedi adet) duyarlı bulunması bakterilerin 

probiyotik olarak kullanılabilirliği açısından önemli bir bulgudur. Ancak genetik olarak 

antibiyotik direnç geni veya genlerini taşıyıp taşımadıklarının belirlenmesi gerekir. 
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 6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Balık yetiştiriciliğinde probiyotikler bakterileri elimine etmek, hayvanların 

immun sistemini stimüle etmek, büyüme performansını artırmak ve hastalıklara karşı 

dirençli hale getirmek amacıyla kullanılmaktadır. Ancak, probiyotiklerin söz konusu 

etkilerini hangi mekanizmalar yoluyla gösterdikleri tam olarak bilinmemektedir. 

Yapılan çalışmalar incelendiğinde, genellikle, probiyotiklerin etki mekanizmaları 

üzerinde durulduğu ve önemli sonuçların elde edildiği görülmektedir. Bununla beraber, 

ani stres durumlarında direnç düştüğünde probiyotiklerin nasıl etkili olabildiği 

tartışmaya açık bir konu olarak güncelliğini korumaktadır. Bu nedenle yapılacak 

çalışmalarla bu konunun aydınlatılması amaçlanmalıdır.  
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