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OZET

GOKKUSAGI ALABALIGI BAGIRSAKLARINDAN iZOLE EDIiLEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ LACTOCOCCUS GARVIEAE’YE KARSI PROBiYOTIK
POTANSIYELININ IN VITRO OLARAK BELIRLENMESI

Amag¢: Bu calismanin amaci, Gokkusagi alabaliklarinin  bagirsak mikroflorasindan
Lactococcus garvieae’ye karst antagonostik etkiye sahip Laktik Asit Bakterilerinin (LAB)
izole edilmesi ve antagonostik etkiye sahip oldugu belirlenen bakteriyel tiirlerin olasi

probiyotik potansiyelinin in vitro olarak ortaya konulmasidir.

Materyal ve Metot: Gokkusagr alabaliklarinin  bagirsak florasindan LAB tiirleri
konvansiyonel kiiltiir metotlar1 kullanilarak izole edildi. Elde edilen izolatlarin L. garvieae’ye
kars1 antagonostik etkinlikleri agar well difiizyon testi ile belirlendi. Sonraki asamada
antagonostik aktiviteye sahip oldugu belirlenen izolatlarin hidrofobisitesi, pH ve safra
tolerans diizeyleri ve antibiyotik duyarlilik profilleri belirlendi. Elde edilen aday probiyotik
bakterilerinin genetik identifikasyonu PCR metodu ile ger¢eklestirildi.

Bulgular: Gokkusagi alabaliginin bagirsak florasindan toplamda 47 izolat elde edildi. Bu
izolatlarin 6’smin L. garvieae’ye karsi antagonostik etkinlige sahip oldugu belirlendi. ileri
testlerde izolatlarin hidrofobik oOzellikte olduklari, yliksek safra ve diisiik pH sartlarina
direncli olduklari ve izolatlarin tamaminin bes farkli antibiyotige karst direngli oldugu
belirlendi. Genetik identifikasyon sonucu izolatlardan besi Lactobacillus acidophilus olarak

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

Sonug¢: Son yillarda patojenik mikroorganizmalar1 6nlemek ve balik hastaliklarinin goriilme
sikligin1 azaltmak i¢in yararlt mikroorganizmalarin kullanim1 yoluyla probiyotik uygulamalari
giderek artan bir ilgi gormektedir. Bu calisma ile iilkemiz kiltir balig1 yetistiriciliginde
yaygin olarak goriilen L. garvieae nin kontrol altina alinmasinda kullanilabilecek olasi

probiyotik bakteriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Laktik asit bakterileri, Lactococcus garvieae,

Probiyotik

Dilek PEHLIVAN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran - 2019
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ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM RAINBOW TROUT GUT AGAINST
LACTOCOCCUS GARVIEAE

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

Dilek PEHLIVAN, Master’s Thesis
University of Ondokuz Mayis - Samsun, June - 2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

LAB : Laktik asit bakterisi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu
MRS : de Man, Rogosa and Sharpe
g : Gram

ul : Mikrolitre

sn : Saniye

mM : Milimol

uM : Mikromol

ng : Nanogram

ug : Mikrogram

U : Unite

pmol : Pikomol

ml : Mililitre

dk : Dakika

vi
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1. GIRIS

Tim diinyada oldugu gibi iilkemiz su iirlinleri yetistiriciligi sektorii hizli bir
gelisim siirecine girmis ve 2017 verilerine gore 276 bin 502 ton liretim hacmine
ulagmistir. Bu iiretim hacmi igerisinde yetistiriciligi en fazla yapilan tiir ise 109 bin 657
ton tiretim ile gokkusagi alabaligi olmustur (TOB, 2019). Su firiinleri iretiminde
yasanan hizli gelisim siirecini olumsuz yonde etkileyen bir takim faktdrler bulunmakta,
bunlarin en basinda ise enfeksiyoz hastaliklar gelmektedir. Baliklarin entansif olarak
yiiksek populasyon yogunlugunda yetistiriciliginin yapilmasi, enfeksiyonlarin goériilme
sikligin1 artirmakta ve dolayisiyla hastaliklarin kolay yayilmasina, yerlesmesine ve daha
uzun siire devam etmesine neden olmaktadir. Isletmelere hastaliklarin girisinin
engellenmesinde ve hastaliklarin tedavi edilmesinde as1 ve antibiyotik uygulamalari
onemli bir yer tutmaktadir. Ancak bu uygulamalar bir takim problemlerin olusmasina
yol agmaktadir. Akuakiiltiirde bakteriyel enfeksiyonlarm Onlenmesi ve tedavisi
amaciyla her yil yiizlerce ton antimikrobiyal kullanilmaktadir. Bu durum hastaliklara
kars1 direngli bakterilerin gelismesine, antibiyotiklerin balik doku ve organlarinda
birikmesine dolayli olarak da sucul ortam ve insan sagligi acisindan zararli sonuglarin
olusumuna neden olmaktadir. Ulkemizde baliklarda gériilen baslica hastalik etkenleri
olan Listonella anguillarum, Vibrio ordalii, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae ve
Photobacterium damsela subsp. piscicida’ya karst ruhsatli kullanilabilir agilar
bulunmaktadir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2018). Netice de smirh sayida
ticari irlniin bulunmasi sektérde goriilen hastaliklarin tamami ile miicadeleyi
kisitlamaktadir ki, bu hastalik etkenlerinin diginda kalan diger etkenlerin isletmelerden
elemine edilmesinde antibiyotikler en fazla tercih edilen uygulama olmaktadir.

Sucul ortamda direngli bakteri ve diren¢ genlerinin bulunmasi bakteriyel
mutasyonu, rekombinasyonu ve yatay gen transferinin olusmasini tesvik ederek
akuvatik ve insan patojen resistomlar1 arasindaki muhtemel kopriilenme ile yeni
antimikrobiyal direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu direngli bakterileri
ve sahip olduklar1 antimikrobiyal diren¢ genleri de hastaliklarin hayvan ve insan
popiilasyonlarina kiiresel olarak yayilmasina yol agmaktadir (Cabello ve ark., 2016).

Ozellikle asilama miimkiin olmadiginda akuakiiltiirde antibiyotik kullanimini
azaltacak birgok alternatif ¢Ozlimler Onerilmektedir. Bu ¢0zlimler arasinda

antimikrobiyal peptitler, bitkisel ekstraktlar, probiyotikler, prebiyotikler, sinbiyotikler



yer almaktadir. Bunlarin arasinda, 6zellikle probiyotikler uygulama kolayligi, fazla
bulunmasi ve diisiik maliyetlerinden dolayr dikkat ¢cekmektedir (Hoseinifar ve ark.,
2018).

Bu tez calismasi ile lilkemizde en fazla yetistiriciligi yapilan balik tiirii olan
gokkusag alabaliklarinin bagirsaklarindan laktik asit bakterileri (LAB) izole edilmistir.
Elde edilen izolatlar arasindan in vitro olarak L. garvieae’ye karsi inhibitdr etki
gosterdigi belirlenen izolatlarin probiyotik potansiyelleri yine in vitro testler ile
degerlendirilerek, etkenin kontroliinde kullanilabilecek aday probiyotik bakteriler ortaya

konulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

Su friinleri yetistiricilik sektoriinde meydana gelen enfeksiyonlar ekonomik
olarak biiyiik kayiplara neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin %54,9’unden bakteriyel
patojenlerin, %22,6’sindan viriislerin, %3,1’inden mikotik ve %19,4’linden paraziter
ajanlarin sorumlu oldugu bildirilmistir (Dhar ve ark., 2014). Ayirica yetistiricilik
sistemlerinde goriilen hastaliklarin  yetistiriciligi yapilan birgok akuatik tiiriin
bliylimesini birincil derecede kisitladigi bildirilmektedir. Bununla birlikte bu hastaliklar
diinyanin bir¢ok {iilkesinde hem ekonomik hem de sosyo-ekonomik kalkinmanin
engellenmesinden biiyiik 6l¢lide sorumlu tutulmaktadirlar (Subasinghe, 2009).

Ulkemiz su iiriinleri sektdriinde en sik karsilasilan bakteriyel kokenli hastalik
etkenlerinden birisi L. garvieae’dir (Altun ve ark., 2013; Didinen ve ark., 2014). Etken
baliklarda hiperakut hemorojik septisemiyle seyreden lactococcozis hastaliginin
etiyolojik ajanidir (Meyburg ve ark., 2017). Hastaliga hem tatlh hem de tuzlu suda
yetistiriciligi yapilan baliklarda rastlanmaktadir (Gibello ve ark., 2016). Ulkemizde ilk
hastalik bildirimi gokkusagi alabaliklarinda 2001 yilinda yapilmistir (Diler ve ark.,
2002). ilerleyen yillarda hastalik tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de ortaya ¢ikan
epizootilerden sonra hizli bir yayihim siirecine girmis ve Ozellikle alabalik
isletmelerinde ©nemli ekonomik kayiplara neden olmustur (Altun ve ark., 2004;
Didinen ve ark., 2014).

Giliniimlizde, baliklarin  enfeksiyonlara karst1 korunmasinda asilama ve
antibiyotik uygulamalar1 6énemli bir yer tutmaktadir (Onuk ve Findik, 2015). Ancak bu
metotlar saglikli intestinal mikrofloranin profilini degistirebilmekte ve baliklarda strese
neden olabilmektedir. Bununla beraber, su iiriinleri yetistiriciliginde antibiyotiklerin
kullanim1 antimikrobiyal diren¢ gelisimine neden olabilmekte ve halk saglig1 acisindan
onemli bir risk olusturmaktadir (Smith ve ark., 1994; Heuer ve ark., 2009). Bu sebeple
son yillarda su drilinleri yetistiriciliginde hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve
biiyiimeyi tesvik edici amacla antibiyotiklere alternatif olabilecek yeni probiyotik
mikroorganizmalarin elde edilmesi ve bu mikroorganizmalarin c¢esitli probiyotik
Ozelliklerinin hem in vitro hem de in vivo yontemler ile belirlenmesi {lizerine yapilan
calismalar hiz kazanmistir (Capkin ve Altinok, 2009; Didinen ve ark., 2014; Didinen ve
ark., 2018).



Gastro intestinal kanalda kolonize olan bakteriler arasinda LAB’lar konakg1
gastro intestinal kanalinin gelisimini saglamasi, sindirim fonksiyonlarin1 diizenlemesi,
mukozal tolerans1 ve immun yanit1 uyarmasi ve hastaliklara kars1 direnci arttirmasi
nedeniyle probiyotik bakteri olarak kullanilabilecek en favori mikroorganizmalardir.
LAB’lar taksonomik olarak Firmicutes subesi, Bacilli siifi ve Latobacillales takimi
icerisinde siniflandirilmaktadir. Gram-pozitif, endosporsuz, ¢omak ya da kokoid
seklinde morfolojiye sahiptirler, katalaz ve oksidaz negatifdirler ve bircogu
hareketsizdir ve genellikle pH 5.5-5.8 arasi en uygun iireme sartlaridir. LAB’lar
icerisinde Carnobacterium, Dolosigranulum ve Lactobacillus cinsleri gomak seklinde,
Aerococcus, Alloiococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus ve Vagococcus cinsleri kok seklinde ve
Weissella cinsi kokoid veya ¢omak seklinde morfolojiye sahiptirler (Ringo ve ark.,
2018). Giiniimiize kadar akuakiiltirde yem katki maddesi olarak LAB’larin olasi
kullanimlarini ele alan bir ¢ok literatiir bulunmaktadir (Lopez-Cazorla ve ark., 2015;
Safari ve ark., 2016; Soltani ve ark., 2019). Ancak probiyotiklerin konake¢1 fizyolojisi
tizerindeki etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi icin halen g¢alismalarin yapilmasi

gerektigi bir gergektir (Ringo ve ark., 2018).

2.1. Probiyotikler

Probiyotiklerin su iiriinlerinde kullanimi karasal hayvanlar ve insanlarda
kullanimlarindan farklidir. Bu farkliligi olusturan 6nemli faktér akuatik hayvanlarin
bulundugu ortamdir. Bundan dolay1r karasal hayvanlardaki tanimin aksine akuatik
hayvanlar i¢in farkli bir tamim yapilmasi gerektigi kabul edilmektedir. Bir¢ok yazar
akuakiiltiir i¢in cesitli tanimlar onermektedir. Tanimlar benzer olmakla birlikte her bir
tanimin kendine 0zgii spesifitesi vardir (Wang ve ark., 2019). Bir tanimlamada
probiyotikler, hayvan ve insanlarda patojen mikroorganizmalarin intestinal siiperfisiyal
hiicrelere  yapisarak ¢ogalmalarin1  engelleyen ve irettikleri antimikrobiyal
metabolitlerle bu mikroorganizmalarin  {iremelerini  baskilayan canli  bakteri
kiiltlirlerinden olusan biyolojik iirlinler olarak tanimlanmistir (Fuller, 1989; Vine ve
ark., 2004). Gida ve Tarmm Orgiitii ve Diinya Saghk Orgiitii probiyotikleri konakg1
tizerinde uygun miktarda uygulandiginda konakg¢1 iizerinde saglik yoniinden fayda veren
canli mikroorganizmalar olarak tanimlamistir (Wang ve ark., 2019°’dan alind1).

Verschuere ve ark. (2000), akuatik hayvanlar i¢in probiyotik tanimini “konake1



organizmanin bulundugu ortama karsi direncini, hastaliklara karsi immun yaniti,
beslenme degerini ya da yemden yararlanimini arttiran, konak¢i mikrobiyal ortaminda
faydali etkilere sahip canli mikrobiyal katkilar” olarak yapmistir. Dikkat ¢eken bir
onemli hususta bazi bilim adamlarinin akuatik probiyotikleri bir mikroorganizmanin
tiimii ya da bir pargasi olarak tanimlamasidir (Salminen ve ark., 1999; Irianto ve Austin,
2002). Probiyotiklerin fonksiyonel komponentleri ¢ok Onemli olmasina ragmen
probiyotik olarak diisiiniilemeyen bu komponentleri probiyotik efektorleri olarak

tanimlamanin daha dogru bir yaklasim olacagi bildirilmistir (Wang ve ark., 2019).

2.2. Probiyotiklerin Se¢imi

Probiyotiklerin se¢cimindeki baslica metot, patojen bakteriler ile olasi
probiyotiklerin kati veya sivi ortamda birbirlerine maruz birakildigi in vitro
antogonizim testleridir (Balcazar ve ark., 2006). Ancak Gram ve ark., (1999) in vitro
etkinliklerin olasi in vivo etkileri tahmin etmede kullanilamayacagini belirtmislerdir.
Pseudomonas fluorescens’in in vitro olarak antagonostik aktivite gosterdigi Aeromonas
salmonicida’ya karsi in vivo etkin olmadigr goriilmiistiir. Dolayisiyla probiyotik
bakterinin orijininin, giivenirliliginin ve konakg¢1 gastrointestinal kanalindan gegerken
hayatta kalabilme yeteneginin bilinmesi birinci derecede 6nem tasimaktadir (Balcazar
ve ark., 2006). Potansiyel probiyotikler icin ana se¢im kriterlerinden biri de
kolonizasyon yetenegidir. Bu oOzellik sayesinde patojen tiirlerin konak¢i barsak
mukozasina adezyonu engellenebilmektedir (Vine ve ark., 2004). Bununla beraber
probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin, depolama kosullarina dayanikli
olmasi, gastrointestinal sistemde aktif hale gelebilmesi, giivenli olmasi ve konakgiya
yararl etkilerinin olmas1 gerekir (Fuller, 1989).

Akuakiiltiirde probiyotik olarak kullanilabilecek bakterilerin secim metotlar
arasinda (a) geemis bilgilerin toplanmasi, (b) probiyotik bakteri ile miicadele eden
patojen tiirlerin  degerlendirilmesi, (c) probiyotiklerin olast patojenitesinin
degerlendirilmesi, (d) probiyotiklerin konakgidaki etkilerinin degerlendirilmesi ve (e)
ekonomik olarak fiyat, fayda analizinin yapilmasi yer almaktadir (Gomez-Gill ve ark.,

2000).



2.3. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalar:
Balik yetistiriciliginde kullanilabilen probiyotiklerin konak¢1 {izerinde
gosterdikleri saglik acisindan faydali etkiler bir takim mekanizmalar sonucunda ortaya

¢ikmaktadir.

2.3.1. Adezyon Bolgeleri icin Yarisma ve Kolonizasyon

Probiyotiklerin intestinal yiizeye adezyonu ve gastro-intestinal kanala
kolonizasyonu istenilen en 6nemli 6zelliktir. Probiyotiklerin adherent tiirleri intestinal
kanalda uzun siire kalabilmekte ve non-adherent tiirlere oranla metabolik ve
immunmodulatdr etkilerini daha iyi gosterebilmektedir. Adezyon ile bagirsagin
mukozal yiizeyine baglanan bakteri bolgesel lenf yumrularinin aktiflesmesini saglamak
suretiyle lokal ve daha sonra sistemik immun etkiye neden olarak intestinal mukozal
bariyeri dengeledigi ifade edilmektedir (Salminen ve ark., 1996). Adezyon ayni
zamanda intestinal epiteldeki patojen bakteriler ile kompetatif eksliizyon (yarigmadan
dislama) saglamaktadir. /n vitro ortamda patojenlerin adezyonunun baskilanmasinda
hem canli hem de 1s1 ile inaktive edilmis Lactobacillus acidophilus bakterileri etkili
olmustur (Coconnier ve ark., 1993). Konake¢1 spesifitesinin probiyotik bakterilerin
istenilen bir 6zelligi olarak ele alinmasina ragmen (Saarela ve ark., 2000) konakgi
spesifikligi tartisilmaktadir. Bununla beraber, yapilan calismalarin birgogunda tiirler
arasi farklilik iizerinde durulmamis ve birgok probiyotik iirlin farkli hayvanlar tiirlerinde
kullanilmustir.

In vitro adezyon ¢alismalart farkli probiyotik tiirlerinin adezyon
potansiyellerinin farkli oldugunu gostermistir (Tuomola ve Salminen, 1998). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, probiyotik laktik asit bakterilerinin aslinda insanlardan
izole edilmis olsa da in vitro ortamda hem karnivor (Rinkinen ve ark., 2000) hem de
balik mukus’una (Nikoskelainen ve ark., 2001) yapistigin1 gostermektedir. Deney
hayvanlarinda ki LAB populasyonunun konakg1 genetigine bagli olmadigi, daha ziyade
cevresel faktorlerden etkilendigi gosterilmistir (Benno ve Mitsuoka, 1986).

Rinkinen ve ark., (2003) yapmis olduklar1 probiyotik bakterilerin adezyonu ile
ilgili calismada, adezyon oOzelliginin konakg¢i spesifitesine degil de LAB tiirlerinin
ozelliklerine bagli oldugunu ifade etmislerdir. Sonu¢ta mukus adezyon Ozelliginin

konakgi spesifitesinden daha ¢ok LAB tiirlerine dayandigini saptamislardir.



Patojenlerle kompetatif eksluzyon veya immun sistemin regulasyonu gibi
saglik agisindan yararli etkiler i¢in en etkili probiyotik en azindan gecici bir siire
bagirsak mukozasinda kolonize olmalidir (Saarela ve ark., 2000). Probiyotik adaylarin
kolonizasyon kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilabilecek bazi parametreler
sunlardir: (a) simiile edilmis mide suyunda hayatta kalma orani, (b) simiile edilmis
bagirsak kosullarinda hayatta kalma, (c) adezyon kapasitesi ve (d) balik bagirsak
mukusunda tireme yetenegi (Geraylou ve ark. 2014).

Patojenlerin  kolonizasyonunun engellenmesinde en O©nemli mekanizma
probiyotiklerin barsak veya diger dokular {izerindeki adezyon bdlgeleri igin
yarismasidir. Enterik mukus veya bagirsak duvar ylizeyine baglanma yeteneginin
bakterinin balik bagirsaklarina yerlesmesi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Olsson ve
ark., 1992). Doku yiizeyine bakteriyel adezyon, patojenik enfeksiyonlarin ilk evresinde
onemli olmaktadir ve patojenlerle adezyon reseptorleri i¢in yarisma probiyotiklerin
konakgidaki 6nemli etkilerinden birisidir (Montes ve Pugh, 1993). Adezyon kapasitesi,
intestinal veya eksternal mukus igerisinde ya da iizerinde lireme V. anguillarum ve A.
hydrophila gibi balik patojenleri ile yapilan in vitro caligmalarda gosterilmistir
(Gatesoupe, 1991). Yapilan bu caligmalarin amaci tiirlerin in vitro olarak adezyon
kapasitesini 0lgmek ve hastaliklara karst koruyuculuk diizeylerini belirlemektir.
Gatesoupe (1999) tarafindan yapilan bir arastrmada mayalarin gokkusagi
alabaliklarinda uzun siire dayamiklilik gosterdigi bildirilmektedir. Mayalar balik
bagirsak florasina etkili bir sekilde yapismasi ve kolonize olmasi nedeniyle 6nem

tagimaktadir.

2.3.2. immun Yamti Arttirma

Immunositumulanlar hayvanlarda immun sistemi aktive eden ve onlar1 viral,
bakteriyel, paraziter ve mantarlar tarafindan olusturulan enfeksiyonlara karsi daha
direncli hale getiren kimyasal maddelerdir (Raa, 1996). Balik larvalarinda immun
sistem erigkin baliklara gére daha az gelismistir ve bu sistem nonspesifik immun yanit
seklindedir (Soderhall ve Cerenius, 1998). Bagirsak mukozal epitel hiicreleri, mukus,
antimikrobiyal iirlinler, bagirsakta bulunan kommensal organizmalar ile mukoza ve
submukozadaki bagisiklik hiicreleri arasindaki iliski baliklarin sagligi i¢in hayati 6neme
sahiptir (Mohapatra ve ark., 2013). Yapilan calismalarda farkli balik tiirlerinde

probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin ¢esitli immun sistem parametrelerini



uyardig1 gosterilmistir. Salinas ve ark. (2006) ¢ipura (Sparus aurata L.) baliklarinda 1s1
ile inaktive edilmis L. delbrueckii ssp. lactis uygulamasinin respiratori borst aktivitesini
arttirdigini bildirmistir. Benzer sekilde Nikoskelainen ve ark. (2003), 2 hafta boyunca L.
rhamnosus ilave edilmis yemler ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda kontrol grubuna
oranla respiratori borst aktivitesini anlamli bir sekilde arttirdigini belirlemistir. Son
yillarda yapilan calismalar ile probiyotik uygulamalarmin total protein igerigini,
albumin konsantrasyonunu, globulin konsantrasyonunu, lizozim aktivitesini, IgM
tiretimini (Nandi ve ark., 2017) ve sitokin genlerinin (IL-4, IL-12 ve IFN) ekspresyon
diizeylerini (Hamdan ve ark., 2016) arttirdig1 ortaya konulmustur.

2.3.3. Antimikrobiyal Madde Uretme

Mikrobiyal populasyonlar ortamda bulunan diger mikrobiyal populasyonlar
lizerine bakterisidal veya bakteriyostatsik etkiye sahip kimyasal maddeleri salgilarlar
(Lemos ve ark.,, 1991). Genel olarak antimikrobiyal etki antibiyotiklerin,
bakteriyosinlerin (Bruno ve Montville, 1993), proteazlarin, lizozimlerin, hidrojen
peroksitin ve organik asitlerin iiretimi ile ortam pH’sinin degistirilmesi seklindedir. S6z
konusu bu maddeler gerek tek gerekse kombine olarak antibakteriyal etki gosterebilirler
(Sugita ve ark., 1997).

Probiyotiklerin kolonik flora iizerinde gii¢lii bir etkiye sahip olmasi patojenik
bakterilere karsi antimikrobiyal madde iiretimi veya kompetatif eksliizyon yoluyla
antogonizm gostermesi i¢in 6nemlidir. Yapilan arastirmalarin ¢cogunda bakteriosinlerin
etkisi iizerinde durulmaktadir. Bakteriyosinler, ribozomlarda sentezlenen antimikrobiyal
peptitlerdir ve LAB’lar en yaygin bakteriyosin iireticileridir (Ringo ve ark., 2018).
Satish Kumar ve ark. (2011), topan kefalinden (Mugil cephalus) enterosin adi verilen
bir bakteriyosin iireten Enterococcus faecium MCI13 izole etmisler ve o6zelliklerini
belirlemislerdir. Elde edilen enterosin’in Listeria monocytogenes, V. parahaemolyticus,
ve V. vulnificus’a karsi inhibitdr etkiye sahip oldugunu saptamiglardir. Bir bagka
calismada Atlantic som (Salmo salar) baliklarinin gastrointestinal kanalindan izole
edilmis olan LAB’larda (L. farraginis, Pediococcus acidilactici, ve P. pentosaceus)
bakteriyosin kodlayan genlerin var oldugu belirlenmistir (Amin ve ark., 2017).
Bakteriyosinlerin in vivo patojenleri baskilamadaki rolleri sinirli olabilmektedir. Bunun
nedeni bu bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin Laktobasiller, Bacillus veya

Clostridium gibi sporlu formlar iizerinde baskilayici etkiye sahip olmasidir (Holzapfel



ve ark., 1995). Bununla beraber hidrojen peroksit, laktik ve asetik asit gibi diigiik
molekiiler agirliktaki metabolitlerin Sa/monella, E. coli, Clostridium ve Helicobacter
gibi bir ¢ok zararli mikroorganizmaya karsit genis baskilayici etkiye sahip olduklari

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

2.3.4. Su Kalitesini Iyilestirme

Uygun ve iyi su kalitesinin saglanmasi ve korunmasi i¢in gerekli olan temel
hijyen kurallar1 balik yetistiriciliginde 6nem tasir (Austin ve Austin, 1985). Bakteriyel
hastaliklar baglica fakiiltatif bakteriyel patojenler tarafindan olusturulur. Bu patojenler
normalde baliklarda ya da c¢evrede bulunabilir. Akuatik ortamda balik ve
mikroroganizmalar arasindaki etkilesimler mortalite icin 6nemli bir potansiyeldir.
Ancak standart hijyen kurallar1 uygulandiginda mortalite riski biiyiik oranda azalir.
Diisiik ¢oziinmiis oksijen miktari, yiiksek amonyak, yiiksek sicaklik, c¢esitli kirlilikler,
yogunluk gibi bazi stres durumlarinda dogal bagisiklik zayiflar ve bakteriler kolonize ve
penetre olarak saglikli dokular1 enfekte ederler (Hansen ve Olafsen, 1999). Yapilan
bircok calismada, su kalitesi probiyotiklerin, 6zellikle, Bacillus spp. eklenmesi ile elde
edilmistir. Bunun nedeni, Gram pozitif Bacillus spp.’nin genellikle Gram negatif tiirlere

gore organik maddeleri CO, daha iyi doniistiirmesidir (Dalmin ve ark., 2001).



3. MATERYAL METOT

3.1. MATERYAL

Calismanin materyal kismini Samsun, Bafra, Derbent barajinda bulunan ticari
bir isletmeden tiiketime sunulmak amaciyla yeni hasat edilen 25 adet saghikli gokkusagi
alabalig1 (ort. 200 g) olusturdu. Rutin prosediir olarak baliklar hasat oncesi 48 saat
yemlenmedikleri i¢in sindirim kanallar1 temiz olmaktadir. Balik 6rnekleri soguk zincir
altinda iki saat igerisinde Ondokuz May1s Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Su Uriinleri
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi. Baliklar laboratuvara ulagsir

ulagsmaz rutin nekropsi asamalar1 uygulandi.

3.2. METOT

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Laboratuvar sartlarinda baliklarin ventral yiizeyleri %70 etanol ile sterilize
edildi ve diseksiyon ile her bir baligin gastrointestinal kanali aseptik olarak ¢ikartildi
(Sekil 1). Kanal igerisinde bulunan non-adherent mikrobiyom’un uzaklagtirilmasi i¢in
cikartilan gastrointestinal kanal uzunlamasina ensize edildi ve % 0,9 steril tuzlu su ile 3
kez yikandi. Gastrointestinal kanalin distal kism1 (hindgut) ayrilarak steril peptonlu su
ile homojenize edildi (1:10; agirlik:hacim) ve 10 kath seri diliisyonlar (102-10®)
hazirland1. 102, 107 ve 107 lik diliisyonlardan 100 pl alinarak 3 adet MRS agar’a (de
Man, Rogosa and Sharpe; MRS, Merck) yayma tarzinda ekim yapildi (Lin ve ark.,
2013). Ekim yapilan pleytler aerobik sartlarda 28 °C’de 3-5 giin inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonras1 farkli morfolojiye sahip koloniler degerlendirmeye alindi.

Degerlendirme Oncelikle izolatlarn Gram morfolojisi, katalaz ve oksidaz
aktivitesinin test edilmesiyle yapildi. Sadece Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif
olan izolatlar secildi. Elde edilen izolatlar MRS agara ekim yapilarak, saflastirildi ve
ilerleyen asamadaki testlerde kullanilmak tizere gliserinli buyyon (%15) icerisinde -20

°C'de saklandi.
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Sekil 1. Gokkusag alabaliklarinda gastrointestinal kanalin distal kisminin ¢ikarilmasi.

3.2.2. Patojen Bakteri ve Kiiltiir Kosulu
Calismada patojen bakteri olarak daha Once yetistiriciligi yapilan gokkusagi
alabaliklarindan izole ve identifiye edilmis olan L. garvieae saha izolati (E7) kullanildi.

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

3.2.3. Antagonostik Aktivite Testi

Baliklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen LAB’larin, L. garvieae’ye
kars1 antagonistik etkilerinin arastirilmasinda agar well diflizyon testi kullanildi. Bu
amagcla patojen mikroorganizmanin (L. garvieae E7) MRS broth igerisinde bir gecelik
kiltliri hazirland1 ve bu kiiltiir Mc Farland 0,5’e¢ gore ayarlandi. Sonrasinda bu
kiiltiirden 5 ml (%]1) alinarak, dokiim sicakligina kadar sogutulmus 500 ml MRS agar’a
ilave edildi. Bakterinin besi yerinde homojen bir sekilde dagilimi i¢in dokiim dncesinde
tyice karistirildi. Dokiim agamasinda kuyucuklarin agilmasi amaciyla petrilerin igerisine
daha oOnce sterilize edilmis steril porselen boncuklar yerlestirildi (Sekil 2). Patojen
bakterinin ilave edildigi besiyeri steril boncuklarin yerlestirildigi petrilere dokiildi ve
15 dakika beklendikten sonra boncuklar c¢ikarilarak kuyular hazir hale getirildi.
Kuyucuklarin igerisine aday probiyotik bakteri kiiltiirlerinden (MRS broth igerisinde 24
saatlik kiiltiirler) 100 pl ilave edildi ve 28 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyon

gergeklestirildi. Inkubasyon sonras1 LAB’larin etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlar1
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Olciildi ve 0 (0-5 mm), 1 (diistik, 6-10 mm), 2 (orta, 11-20 mm), 3 (yiiksek, 21-25 mm)
ve 4 (cok yliksek, >26 mm) olarak skorlama yapildi (Mukherjee ve Ghosh, 2016). L.
garvieae’ye karsi antagonistik aktivite gosterdigi belirlenen izolatlar sonraki testlerde

kullanildi.

v os Ce%)
§ 8 e

Sekil 2. Agar well difiizyon testinde kuyucuklarin hazirlanmasi.

3.2.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi

L. garvieae’ye kars1 antagonostik aktivite gosterdigi belirlenen aday probiyotik
bakterilerin hidrofobisitilerini belirlemek i¢in % 0,03 Kongo Kirmizisi (Sigma-Aldrich)
karistirtlmis MRS agar hazirlandi ve aday probiyotik bakteriler kongo kirmizisi ilave
edilen MRS agar’a ekildi. Ekim yapilan petriler 28°C'de 24-72 saat inkiibasyona
birakildi. 72 saat igerisinde goriilen kirmizi koloniler pozitif (hidrofobik) olarak, beyaz
veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak degerlendirildi (Sharma ve

ark., 2006).

3.2.5. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan safra 6rnekleri, 6rnekleme yapilan alabaliklarinin safra
keselerinden steril enjektor yardimiyla toplandi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Aday probiyotik bakterilerin safra toleranslarinin belirlenmesi amaciyla her
bir aday probiyotik bakterinin PBS icerisindeki siispansiyonlart 10° kob/ml olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan bakteriyel siispansiyonlarin 0.5 ml alinarak, farkli oranda
(% 2.5, 5, 10) safra iceren 4,5 ml steril PBS igeren tiiplere inokiile edildi. Ornekler 28
°C’de 1,5 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi orneklerin steril PBS
igerisinde seri dilusyonlar1 hazirland1 ve bu diliisyonlardan 0,1 ml alinarak MRS agar’a
yayma plak teknigi ile ekim yapilarak canli bakteri sayimi yapildi (Balcazar ve ark.,

2008).
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3.2.6. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarinin Belirlenmesi

Aday probiyotik bakterilerin farkli pH sartlarina tdleransinin belirlenmesi
amactyla her bir aday probiyotik bakterinin PBS igerisindeki siispansiyonlart 10°
kob/ml olacak sekilde hazirlandi. Her bir bakteri siispansiyonundan 0,5 ml alinarak HCI
(1IM) eklenerek farkli pH degerlerinde (pH 1, 2 ve 3) ayarlanmis olan 4,5 ml PBS
icerisine inokule edildi. Ornekler 28 °C’de 1,5 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonrasi Orneklerin steril PBS igerisinde seri dilusyonlar1 hazirlandi ve bu diliisyonlardan
0.1 ml alinarak MRS agar’a yayma plak teknigi ile ekim yapilarak canli bakteri sayimi

yapild1 (Balcazar ve ark., 2008; Perez-Sanchez ve ark., 2011).

3.2.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarhhiklar:

Belirlenen potansiyel probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 disk
difiizyon testi ile degerlendirildi. Bu amacla oncelikle her bir izolatin MRS broth
icerisinde bir gecelik subkiiltiirleri hazirlandi ve yogunluklar1 Mc Farland No 0,5’e gore
ayarlandi. Daha sonra hazirlanmis olan bakteriyel siispansiyonlardan 0.1 ml alinarak
MRS agar’a steril svap yardimiyla ekildi. Ekim sonrasi petriler 30 dakika oda
sicakliginda birakildi ve bu siire sonunda agar yiizeyine antibiyotik diskleri yerlestirildi.
Calismada amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), ampisilin (10 pg), doksisiklin (30 pg),
enrofloksasin (5 pg), eritromisin (15 pg), florfenikol (30 pg), flumekuin (30 pg),
gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg), klortetrasiklin (30 mcg), nalidiksik asit (30 pg),
oksolinik asit (2 pg), penisilin (10 U), tetrasiklin (30 pg) ve trimetoprim/sulfamethakzol
(1.25/23.75 pg) olmak iizere 15 farkli antibiyotik diski kullanildi. Antibiyotik diskleri
yerlestirilen petriler 28° C’de 48 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi
antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari 6l¢iildii. Zon ¢aplarina gore
sonuglar duyarli (> 21 mm), orta diizeyde duyarli (16-20 mm) ve direngli (< 15 mm)

olarak degerlendirildi (Vlkova ve ark., 2006).

3.2.8. Aday Probiyotik Bakterilerin Molekiiler identifikasyonu

Aday probiyotik bakterinin molekiiler identifikasyonu Lactobacillus spp. ve L.
acidophilus spesifik primer dizilerinin kullanildigi PCR denemeleri ile yapildi. Bu
amacla oncelikle izolatlarin genomik DNA’lar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon esasina
dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak (Blood&Tissue, Invitrogen, Kanada)

iretici firma talimatlarina gore elde edildi. Kit igerigine ek olarak Gram pozitif
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bakteriler i¢in 0,06 g Tris-HCI, 0,15 g EDTA, 240 pl Triton X-100, 0,4 g lizozim’den
olusan 20 ml lizozim lizis buffer hazirlandi.

izolatlarin bir gecelik subkiiltiirlerinden 1 ml alind1 (yaklasik 2x10° hiicre) ve
hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Elde edilen pelet 180 pl lizozim lizis buffer
icerisinde siispanse edildi. Siispansiyon 37 °C’de 30 dk siire ile su banyosunda inkiibe
edildi. Daha sonra siispansiyon iizerine 20 pl proteinaz K eklendi ve vortekslenerek
homojen hale getirildi. Sonrasinda bu karisimin {izerine 200 pl PureLink® Genomik
Lysis/Binding buffer eklenerek homejen bir hale gelinceye kadar vortekslendi ve 55
°C’de 30 dk siire ile su banyosunda inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasi1 karisimin iizerine
200 pl % 96-100’lik etanol eklendi ve yaklasik 10 sn homojen bir soliisyon elde
edilinceye kadar vortekslendi. Hazirlanmis olan lizat PureLink® Spin kolonu igerisine
aktarildi ve 10000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta yer alan koleksiyon
tiipleri atild1 ve spin kolonlarma yeni koleksiyon tiipleri takildi. Sonrasinda kolon
tizerine 500 pl yikama tamponu 1 eklendi. Kolon 10000xg’de 1 dk siire ile santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 alttaki kolon tekrar atildi ve yeni koleksiyon tiipii takildi ve
kolon’a 500 pl yikama tamponu 2 eklendi. Kolon 15000xg’de 3 dk siire ile santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi alttaki kolon atildi ve DNase-RNase icermeyen mikrotiip
tizerine konulan koleksiyon tiiptine 100 pl eliisyon buffer eklendi. Kolon 2 dk siire ile
oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 8000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop (Thermo) ile 260 nm’de
olgiildii. Izolatlara ait DNA konsantrasyonlar: genotiplendirme c¢alismalarinda
kullanilmak tiizere 15 ng/pl olacak sekilde ayarlandi. Sonrasinda DNA’lar PCR
calismalarinda hedef DNA olarak kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

Lactobacillus spp.’nin PCR ile cins diizeyinde identifikasyonunda Lacto F
(TGG AAA CAG GTG CTA ATA CCQG) ve Lacto R (CCA TTG TGG AAG ATT
CCC) primerleri kullanildi (Markiewicz ve Biedrzycka, 2005). Lactobacillus spp.
pozitif olarak bulunan izolatlar L. acidophilus spesifik PCR ile identifiye edildi. Bu
asamada PCR’da LacidoF (CAC TTC GGT GAT GAC GTT GG) ve LacidoR (CGA
TGC AGT TCC TCG GTT AAG C) primerleri kullanildi (Sul ve ark., 2007). PCR
amplifikasyonunlarinda PCR water, 25 pl 2xPCR master mix (0,05 U/ul Taqg DNA
polymerase, reaction buffer, 4 mM MgCl,, 0,4 mM her bir ANTP) (Thermo), 50 pmol
her bir primer ve 2 ul template DNA’dan olusan 50 pl hacimde PCR master mix’i
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olusturuldu. Olusturulan karigimlar Lactobacillus spp. i¢in 94°C‘de 1 dk oOn
denatiirasyonu takiben 94°C‘de 30 sn denatiirasyon, 52 °C‘de 30 sn primer baglanma,
72°C*de 30 sn uzama olmak iizere 30 siklus ve 72°C‘de 5 dk final uzama kosullarinda,
L. acidophilus i¢in 95°C*de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 95°C‘de 30 sn denatiirasyon,
56 °C‘de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de 30 sn uzama olmak iizere 30 siklus ve
72°C‘de 5 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Amplifikasyon sonrasinda olusan PCR f{iriinleri ethidium bromide (2pg/ml) iceren %
2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Jel tizerinde Lactobacillus spp. ve L.
acidophilus igin sirastyla 230 bp ve 575 bp’lik amplifikasyon iiriinlerinin goriilmesi

pozitif olarak degerlendirildi.
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4.BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Saglikli goriinimde olan 25 gokkusagi alabaliginin bagirsak florasindan
toplamda 47 Gram pozitif, katalaz ve oksidaz aktivitesi negatif olan bakteriyel izolat
elde edildi. Elde edilen izolatlar MRS agar’a ekim yapilarak, saflastirildi ve ilerleyen

asamadaki testlerde kullanildi.

4.2. Antagonostik Aktivite Testi

Baliklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen LAB’larin, L. garvieae’ye
kars1 antagonistik etkilerinin arastirilmasinda agar well difiizyon testi kullanildi. Test
sonucunda toplam alt1 izolatin etrafinda L. garvieae’ye kars1 seffaf inhibisyon zonu
olustugu saptandr (Sekil 3) dolayisiyla bu izolatlar L. garvieae’ye karsi antagonostik

aktiviteye sahip olarak degerlendirildi. Yapilan skorlama sonucu izolatlardan ikisinin

orta, dordiiniin ise yiiksek diizeyde antagonostik aktiviteye sahip oldugu belirlendi
(Tablo 1).

Sekil 3. L. garvieae ye karsi olusan seffaf inhibisyon zonlart.
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Tablo 1. L. garvieae 'ye kars1 antagonostik aktivite gésteren LAB’lar

Izolatlar Inhibisyon zonu (mm) Skorlama
2 19.81 2 (orta)
9 23.27 3 (yiiksek)
10 19,63 2 (orta)
19 22.79 3 (yiiksck)
20 2281 3 (yiiksek)
27 20,99 3 (yiiksek)

4.3. Aday Probiyotik Bakterilerin Hidrofobisitilerinin Belirlenmesi

L. garvieae’ye kars1 antagonostik aktiviteye sahip oldugu belirlenen 6 izolatin
% 0,03 Kongo Kirmizisi ilave edilmis MRS agar’da 72 saat sonunda kirmizi renkli
koloniler olusturdugu saptandi. Dolayisiyla aday probiyotik bakterilerin tamami

hidrofobik olarak degerlendirildi (Sekil 4).

FE—

e

Sekil 4. izolatlarin hidrofobisitilerinin belirlenmesi. A: 24 saatlik inkubasyon sonrasi olusan beyaz

koloniler, B: 72 saatlik inkubasyon sonrasi olusan kirmizi koloniler.

4.4. Aday Probiyotik Bakterilerin Safra Toleranslarinin Belirlenmesi

Aday probiyotik bakterilerin safra tolerans testi sonuglart Tablo 2’de verildi.
Buna gore izolatlarin 2, 10, 19 ve 27 nolu izolatlarin % 2,5-10 arasindaki tiim safra
konsantrasyonlarina tolerasli olduklar1 saptandi. % 2.5 safra oraninin 9 ve 20 nolu

izolatlarin Giremelerini kismen inhibe ettikleri belirlendi.
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Tablo 2. LAB izolatlarinin farkl safra konsantrasyonlarina toleranslari (kob/ml)

% safra izolatlar
2 9 10 19 20 27
0 4,0x10® 1,3x10® 1,1x10® 1,5x10° 2,5x10%  1,86x10°
25 445x10°  6,0x107  1,7x10°  1,53x10°  9,0x10”  1,1x10%
3 4,5x10® 8,6x107  1,13x10®  1,3x10° 1,5x10° 1,4x10°
10

473x10%  1,26x10°  1,36x10°  1,36x10°  1,33x10°  1,46x10°

4.5. Aday Probiyotik Bakterilerin pH Toleranslarinin Belirlenmesi
Aday probiyotik bakterilerin pH tolerans testi sonuglari Tablo 3’de verildi.
Tim izolatlarin 1 pH’da inhibe olduklari, 2 ve 3 pH’da ise hayatta kalabildikleri

saptandi.

Tablo 3. LAB izolatlarin farkli pH konsantrasyonlarina toleranslar1 (kob/ml)

izolatlar
pH
2 9 10 19 20 27
1 3 - - - - -
2 1,0x10° 6,5x10° 7,0x10° 8,0x10° 9,0x10° 5,5x10°
3 1,27x10%  3,9x107 3,3x107 1,3x108 1,2x108 1,5x108
- saptanamadi

4.6. Aday Probiyotik Bakterilerin Antimikrobiyal Duyarhliklar:
Potansiyel probiyotik bakterilerin 15 farkli antibiyotige karsi antibiyotik
duyarlhiliklar disk difiizyon testi ile degerlendirildi (Sekil 5).

Sekil 5. Disk difiizyon testinde goriilen antibiyotik inhibisyon zonlar1.
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Izolatlarin tamammin 5 farkli antibiyotige karsi direngli oldugu belirlendi.
Bununla birlikte izolatlarin tamaminin amoksisilin/klavulanik asit, doksisiklin,
eritromisin, florfenikol, klortetrasiklin, penisilin ve tetrasiklin’e karst duyarli oldugu

saptand1. Izolatlarm sergiledigi antimikrobiyal profiller Tablo 4’de sunuldu.

Tablo 4. Disk difiizyon test sonuglart ve sonuglarin degerlendirilmesi

Antibiyotikler Trolatiar
2 9 10 19 20 27

Amoksisilin/klavulanik asit (30 pg) S(34) S(36) S(38) S(36) S(41) S40)
Ampisilin (10 pg) R(15) R(14) 1(17) 120) S(21) S(21)
Doksisiklin (30 pg) S(39) S(36) S(35) S(34) S(33) S(34)
Enrofloksasin (5 pg) I(18) I(18) S(21) 1(20) 1(19) 1(18)
Eritromisin (15 pg) S(30) S(27) S(29) S(26) S(28) S(27)
Florfenikol (30 pg) S(37) S(30) S(36) S(34) S(40) S(35)
Flumekuin (30 pg) 1(16) R(14) R(15) R(14) R(@B) R(0)
Gentamisin (10 ug) RO) RO RO RO RO RO
Kanamisin (30 ug) R(0O) R(0) R@©O) RO R() R(0)
Klortetrasiklin (30 mcg) S(36) S(37) S(38) S(39) S(40) S(34)
Nalidiksik asit (30 ug) R(0O) R() R@©O) R®O) R@0) R(0)
Oksolinik asit (2 pg) R(0O) R(0) R@©O) RO R() R(0)
Penisilin (10 U) S(38) S(40) S(39) S(39) S(42) S(40)
Tetrasiklin (30 pg) S(B1) S(26) S(31) S(26) S(30) S(30)

Trimetoprim/sulfametoksazol (1.25/23.75 ug) R(0) R(0) R@O) R©O) RO) R(0)

S: duyarly, I: Orta derece duyarli, R: Direngli

4.7. Aday Probiyotik Bakterilerin Molekiiler Identifikasyonu

Aday probiyotik bakterilerin cins diizeyinde identifikasyonu sonucu tiim
izolatlarin 230 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon Ttriinleri verdigi saptandi (Sekil 6).
Dolayistyla tiim izolatlara L. acidophilus spesifik PCR uygulandi. Bu PCR uygulamasi
sonucunda 2, 9, 10, 19 ve 20 nolu izolatlarin 575 bp’lik amplifikasyon {iriinii verdigi
saptand1 (Sekil 7) ve bu izolatlar L. acidophilus olarak identifiye edildi. Diger 27 nolu

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

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

Baliklarda gastrointestinal kanal, ¢evre ile balik arasindaki etkilesimin oldugu
en Onemli yapilardan bir tanesidir. Bu nedenle bu kanal igerisinde LAB gibi faydali
bakterilerin bulunmasi olas1 patojenler ile karsilasmada hayati 6nem tasimaktadir
(Ringo ve ark., 1996). Baliklarin sahip oldugu intestinal mikrobiyata beslenme, fizyoloji
ve baligin etrafinda bulunan ¢evresel kosullardan etkilenmektedir. Dolayisyla tiirler
arasinda degiskenlik gostermektedir (Cahill, 1990). Eskiden baliklarin gastro intestinal
kanal mikrobiyatasin belirlenmesinde kiiltiire bagimli metotlar kullanilmaktaydi. Ancak
bu tiir metotlar1 kullaniminda goriilen sinirlamalar, son yillarda kiiltiir bagimsiz genetik
metotlarin  kullanimimi  arttirmistir. Yapilan  arastirmalar  sonucu  baliklarda
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus,
Carnobacterium, Weissella ve Pediococcus cinslerinin bagirsak florasinin yerel tiirleri
oldugu ortaya konulmustur. Gastro intestinal kanala kolonize olan bakteriler arasinda
Ozellikle LAB’lar sindirim kanalinin gelisimine katki saglamasi, immun yanit1 uyarmasi
ve hastaliklara kars1 direnci arttirmasi nedeniyle su tiriinleri yetistiriciliginde probiyotik
olarak kullanilabilecek en onemli bakterilerdendir (Ringo ve ark., 2018). Bu tez
caligmasinda gokkusagi baliklarinin bagirsaklariindan LAB’lar izole edilmis ve izole
edilen bakterilerin probiyotik potansiyelleri ortaya konulmustur.

Farkli balik tiirlerinde LAB’larin izole edildigi ve izolatlarin ¢esitli patojenlere
kars1 antagonostik aktiviteye sahip olup olmadiklarmin degerlendirildigi birgok ¢aligsma
bulunmaktadir. Balcazar ve ark. (2007), saglikli salmonidlerin bagirsaklarindan 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 karsi, L.
curvatus CLFP150 izolatinin ise V. salmoninarum’a karsi antagonistik etkiye sahip
olduklarini tespit etmislerdir. Perez-Sanchez ve ark. (2011), gokkusagi alabaligi
bagirsaklarindan izole ettikleri L. plantarum, L. lactis ve Leuconostoc mesenteroides
suslarinin L. garvieae’ye kars1 antagonistik etkileri oldugunu bildirmislerdir. Nguyen ve
ark. (2017), L. lactis WFLU12 susunu Japon pisi baliklarinin (Paralichthys olivaceus)
bagirsaklarindan izole etmisler ve bu susun Streptococcus parauberis’e karst etkin
oldugunu bildirmislerdir. Didinen ve ark. (2018), gokkusagr alabaliklarinin
mikrobiotasindan izole edilen L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L.

garvieae, P. acidilactici ve Lactobacillus sakei tiirlerinin Vagococcus salmoninarum’a
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kars1 antagonistik etkiye sahip olduklarini, ayni izolatlarin L. garvieae 'ye karsi herhangi
bir antagonostik aktivite gostermediklerini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda
gokkusag1 alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilmis LAB’lardan altisinin L.
garvieae'ye karsi antagonostik aktiviteye sahip olduklari belirlendi. Genetik olarak
spesifik primer c¢iftlerinin kullanildigi PCR metodu ile bu izolatlardan besi L.
acidophilus olarak biri ise Lactobacillus spp. olarak identifiye edildi.

Patojenlere kars1 antagonistik etkilere sahip olan probiyotik adaylarinin
baliklarin gastrointestinal kanalinda kolonize olmas1 ve yiiksek safra konsantrasyonunu
ve asidik pH'yi tolere edebilmesi istenilen en onemli Ozelliklerindendir. Baliklarin
sindirim kanalindaki fizyolojik safra konsantrasyonu %0,4-1,3 araliginda degistigi,
ancak % 2,5-10 aras1 konsantrasyonlardaki safradanda yararlanilabildigi bildirilmistir
(Balcazar ve ark., 2008). Bu tez calismasinda elde edilen probiyotik bakteri adaylariin
tamaminin %10 safray1 tolere edebildigi belirlendi. Benzer sekilde Didinen ve ark.
(2018), V. salmoninarum’a kars1 antagonistik etki gosteren suslardan L. lactis subsp.
cremoris suslarmin ve L. garvieae (1-3) susunun % 2,5-10 arasindaki tiim safra
konsantrasyonlarina tolerasli olduklarmi saptamislardir. Ancak arastirmacilar bazi
izolatlarin ise (L. lactis subsp. lactis, L. garvieae 1-4 ve P. acidilactici 3-5) % 2,5
safraya duyarli olduklarmi bildirmislerdir. Perez-Sanchez ve ark. (2011), L. lactis, L.
plantarum ve L. mesenteroides izolatlarinin % 1 safra kosullarinda 3 saat inkiibasyona
toleransli oldugunu saptamiglardir. Yine bir baska calismada Sorroza ve ark. (2012),
%10 deniz levregi (Dicentrarchus labrax) safrasinin dil baliklarinin (Solea solea)
bagirsaklarindan izole ettikleri V. fluvialis’in iremesini %66,7 oraninda inhibe ettigini
belilemislerdir.

Baliklarda mide pH’si tiirler arasinda degiskenlik gostermektedir. Ornegin
gokkusag1 alabaliklarinin mide pH’s1 2,5-3,5 arasinda (Lavelle ve Harris, 1997) iken
tilapia’larda (Oreochromis niloticus) bu deger 1,4-1,5 arasindadir (Getachew, 1989).
Probiyotik aday1 mikroorganizmalarin mide pH’sindan etkilenmeden gecebilmeleri i¢in
tiirlere 6zgii pH araliklarina toleransli olmalar1 gerekmektedir. Bu tez caligmasinda elde
edilen aday probiyotik bakterilerin tamamimin pH 2 ve 3 degerlerinde hayatta
kalabildikleri belirlendi. Dolayisiyla izolatlarin tamami gokkusagr alabaliginin
midesinden etkilenmeden gecebilecek potansiye sahip oldugu ortaya konuldu.

Calismamizda izolatlarin genel olarak aside direngleri olduklar1 goriildii. Didinen ve
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ark. (2018), probiyotik olarak degerlendirdikleri bakterileri pH 1,5-3 arasinda degisken
diizeyde toleransa sahip olduklarini belirlemislerdir. Balcazar ve ark., (2008) gokkusagi
alabaliklarindan izole ettikleri L. lactis, L. plantarum ve L. fermentum suslarinin
tamamimin 2,5-6,5 pH degerlerine 1.5 saat siireyle maruz birakildiklarinda hayatta
kalabildiklerini, 1-2 pH’ya ise tolerans gosteremediklerini bildirmislerdir.

Probiyotik bakterilerin konak¢1 organizmanin bagirsak epitel hiicrelerine
tutunma yani kolonize olama yeteneginin olmasi probiyotikler i¢in énemli bir 6zelliktir
(Perez-Sanchez ve ark., 2011). Probiyotik bakterilerin bagirsaga ulagsmasi sonrasinda,
bagirsaktaki peristaltik hareketler ile bagirsaktan atilmamasi i¢in bagirsak epitel
hiicrelerine tutunmasi gerekmektedir. Probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara kars1
intestinal sistemde bir bariyer olusturarak, epitel hiicrelerinin bu mikroorganizmalarla
baglanma derecesini azalttigi diisiiniilmektedir. Laktik asit bakterileri sahip olduklar
cesitli ylizey determinantlart sayesinde intestinal epitel hiicrelere adeze olabilmektedir.
Laktik asit bakterilerinin adezyonunun pasif kuvvetler, elektrostatik iligkiler,
hidrofobisite, sterik kuvvetler, lipoteikoik asit ve lektinlerle kapli 6zgiin yapilarla iliskili
oldugu bildirilmektedir (Servin ve Coconnier, 2003). Bakterilerin hidrofobik 6zellikte
olmalari, bagirsak epitel hiicrelerine tutunma kabiliyetlerinin oldugunu gdstermektedir
(An ve Friedman, 2000; Rinkinen ve ark., 2004). Bu tez calismasinda L. garvieae’ye
kars1 antagonostik aktiviteye sahip oldugu belirlenen aday probiyotik bakterilerin
intestinal mukozaya tutunma yetenekleri, hidrofobisite 6zelliklerinin incelenmesi ile
belirlendi. Bu amagla % 0,03 Kongo Kirmizisi ilave edilmis MRS agar’a ekimler
yapilmis ve 72 saat inkubasyon sonrasi besiyeri iizerinde kirmizi renkli koloniler
olustugu saptandi. Dolayisiyla aday probiyotik bakterilerin tamami hidrofobik olarak
degerlendirildi. Perez-Sanchez ve ark. (2011), L. garvieae’ye kars1i antagonostik
aktiviteye sahip olduklarini belirledikleri L. plantarum ve L. lactis suslarinin hidrofobik
oldugunu belirlemislerdir.

Su iriinleri sektoriinde antimikrobiyal bilesikler yeme ilave edilerek yada
immersiyon seklinde kullanilmaktadir. Ancak kemoterapi uygulamalar1 bagirsak
fizyolojisinin homeostazisini bozabilmekte ve baliklarin enfeksiyonlara karsi
savunmasiz olmasina neden olabilmektedir. Bu bakimdan, antibiyotiklere direngli
probiyotikler baliklarda antibiyotik uygulamalar1 sirasinda bagirsaklarda faydal

mikroorganizmalarin uzun siireler boyunca yerlesmesine neden olabilir (Kim ve Austin,
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2008). Ancak antibiyotik direncinin genetik mekanizmalar yoluyla diger
mikroorganizmalara transfer olabildigi gercegi unutulmamalidir (Marti ve ark., 2014).
Dolayistyla probiyotiklerin giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in direngsiz
organizmalarin se¢ilmesi gerekir. Bu tez calismasinda da probiyotik bakteri adaylarinin
kullanilan antibiyotiklerin en az yarisina (yedi adet) duyarli bulunmasi bakterilerin
probiyotik olarak kullanilabilirligi agisindan 6nemli bir bulgudur. Ancak genetik olarak

antibiyotik direng¢ geni veya genlerini tasiy1p tasimadiklarinin belirlenmesi gerekir.
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6. SONUC ve ONERILER

Balik yetistiriciliginde probiyotikler bakterileri elimine etmek, hayvanlarin
immun sistemini stimiile etmek, biliylime performansini artirmak ve hastaliklara karsi
direngli hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir. Ancak, probiyotiklerin s6z konusu
etkilerini hangi mekanizmalar yoluyla gosterdikleri tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan c¢aligmalar incelendiginde, genellikle, probiyotiklerin etki mekanizmalari
tizerinde duruldugu ve 6nemli sonuclarin elde edildigi goriilmektedir. Bununla beraber,
ani stres durumlarinda direng distiiglinde probiyotiklerin nasil etkili olabildigi
tartismaya agik bir konu olarak giincelligini korumaktadir. Bu nedenle yapilacak

caligmalarla bu konunun aydinlatilmasi amaglanmalidir.
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