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Bu ¢alismada, Kuzeydogu Akdeniz’de doga ve yetistiricilik ortaminda yer alan
¢ipura (Sparus aurata) bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen potansiyel probiyotik
bakteriler, molekiiler olarak tanimlannmus ve probiyotik bakterilerde bulunmasi gereken
in vitro kriterler belirlenerek, degerlendirilmistir. Dogadan elde edilen g¢ipuralarin
bagirsak toplam aerobik bakteri sayisinin (105—109 kob/mL), yetistiricilikten elde edilen
¢ipuralarm bagirsak toplam aerobik bakteri sayismdan (10°-107 kob/mL) oldukca
yiikksek oldugu bulunmustur (p<0,01). Dogadan elde edilen hidrofobik karakter
gosteren izolat sayisimin (17 sus), yetistiricilikten elde edilen izolat sayis1 (4 sus)’ndan
daha fazla oldugu belirlenmistir. Izole edilen potansiyel probiyotik bakteriler; Rothia
dentocariosa (293b¢) Kocuria rosea (285bg), Kocuria kristinae (480bg), Acinetobacter
Iwoffi (400bg), Pseudomonas flourecens (351bg), Streptococcus sanguis (238bg),
Kocuria varians (220b¢) PZR ile genotipik olarak tammlanmigtir. Dogada yasayan
¢ipuralarin probiyotik bakteri cesitliliginin daha zengin oldugu goriilmistiir. Bu
doktora tezi kapsaminda, onemli probiyotik ozellik gosteren Rothia dentocariosa,
Acinetobacter Iwoffi, Kocuria rosea ve Pseudomonas flourecens tiirlerinin yem katkist
olarak kullanilabilecek etkin probiyotik karaktere sahip olduklar1 sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Cipura (Sparus aurata), Probiyotik, Genotipik Tanimlama,
Probiyotik Karakterizasyon.
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In this study, potential probiotic isolated from intestinal microbiota of sea
bream (Sparus aurata) obtained from wild and aquaculture in the Northeastern
Mediterranean, was identified as molecularly and in vitro criteria that must be found in
potential probiotic bacteria were determined and evaluated. Total aerobic intestinal
bacterial count of sea bream captured from wild were found (10>-10° cfu/mL) higher
than, the total aerobic intestinal bacterial count (10°-107 cfu/mL) of sea bream taken
from aquaculture system (p<0,01). It was determined that the number of isolates (17
strains ) that show hydrophobic character obtained from wild is higher than the number
of isolates (4 strains) obtained from aquaculture system. Isolated potential probiotic
bacteria as Rothia dentocariosa (293bp), Kocuria rosea (285bp), Kocuria kristinae
(480bp), Acinetobacter Ilwoffi (400bp), Pseudomonas flourecens (351bp),
Streptococcus sanguis (238bp), Kocuria varians (220bp) were identified as genotypic
by PCR. It has been observed that the probiotic bacteria diversity of sea bream
captured in wild were richer. Within the scope of this doctoral thesis, it was concluded
that the strains, Rothia dentocariosa, Acinetobacter Iwoffi, Kocuria rosea and
Pseudomonas flourecens showing important probiotic properties can be used as feed
additives.

Key Words: Sea Bream (Sparus aurata), Probiotic, Genotypic Identification,
Probiotic Characterization.
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GENISLETILMIS OZET

Kuzeydogu Akdeniz’de doga (Tuzla Milli Parki lagiinii) ve yetistiricilik
(kiyidan uzak yiizen kafeslerde)ortamlarindan toplam 50 adet c¢ipura (S.
aurata)’nin toplam bagirsak bakteri yiikii, potansiyel probiyotik bakterilerin
molekiiler olarak tanimlanmasi ve in Vvitro olarak bakterilerin probiyotik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmaistir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, ayni yil igerisinde ve bahar mevsiminde
orneklemeler yapilmistir. Dolayistyla, su analiz degerlerinin birbirine yakin oldugu
tespit edilmistir. Yetistiricilik kosullarinin smirli birim de gerceklesmesi ve
yemlemenin diizenli ve sik olmasi nedeniyle 6rneklenen baliklarin agirliklari,
dogadan elde edilen c¢ipuralardan daha fazla bulunmustur. Dogadan elde edilen
cipuralarin bagirsak toplam aerobik bakteriyel yiikiinin 10°-10° kob/mL,
yetistiricilikten elde edilen c¢ipuralarin bagirsak toplam aerobik bakteriyel
yiikiinden (10°-107 kob/mL) oldukca fazla oldugu gériilmiistiir. Dogadan alman
baliklarin genel mikrobiyota izolasyonunda toplam 95 adet izolat, yetistiricilikten
toplam 29 adet izolat elde edilmistir. Tiim izolatlara biyokimyasal testler
uygulanip, siiflandirtlmistir.

Dogadan elde edilen hidrofobik karakter gosteren izolat sayisi (17 sus)’nin,
yetigtiricilikten elde edilen izolat sayist (4 sus)’ndan daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Belirlenen hidrofobik karaktere sahip bakterilere, fenotipik tiir ve
familya tanimlamasi yapilmistir. Buna gére Rothia dentocariosa (293b¢) Kocuria
rosea (285bg), Kocuria kristinae (480bg), Acinetobacter Iwoffi (400bg),
Pseudomonas flourecens (351bg), Streptococcus sanguis (238bg), Kocuria varians
(220bg) suslarmin molekiiler acidan kanitlanmasinda, 16S rDNA {izerinde
genotipik olarak tiir tanimlamasi yapilmstir.

Doga ve yetistiricilikten izole edilen ve tamimlanan tiim potansiyel
probiyotik bakteriler; 25°C, 37°C, 45°C sicakliklarda canliligin1 korurken, 4 ve 15

°C’de canliliklarimi siirdiirememislerdir. Sadece dogadan elde edilen potansiyel
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probiyotik bakterilerden, K. rosea’nin 2 susu ve A. lwoffi suslar1 pH 1; 3; 7°de
canliligmi siirdiirebilmis ve kuvvetli bir lireme potansiyeli sergilemistir. Doga ve
yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden; R. dentocariosa’nin 4 susu,
K. rosea’nin 5 susu, P. flourecens’e ait 2 sus pH 3 ve 7°de canliligim
stirdiirebilmistir. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden; R.
dentocariosa’nin 2 susu, K. rosea’nin 1 susu, A. Iwoffi’nin 2 susu, S. sanguis ve P.
flourecens; yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden R. dentocariosa
ve P. flourecens suslar1 %0,6; 1; 1,5 safra oranlarinda canliliklarim1 korumuslardir.
Ancak dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerden R. dentocariosa’ya
ait 2 sus ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerden K.
varians hicbir safra oraninda yasamini siirdiirememistir. Dogadan elde edilen
potansiyel probiyotik bakterilerden K. rosea’nin 6 susu, K. kristinae’nin 2 susu, A.
Iwoffi’nin 2 susu ve S. sanguis suslar1 ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel
probiyotik bakterilerden K. rosea ve K. varians suslari pepsinin pH 1,5 ve pH 3
asitlik degerlerinde canliligini siirdiirmiistiir. Potansiyel probiyotik bakterilerden
sadece yetistiricilikten izole edilen P. flourecens susu pepsintpH 3’te varligini
stirdiirememistir. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerden R.
dentocariosa’nin 4 susu, A. Iwoffi’nin 2 susu, P. flourecens suslari; yetistiricilikten
izole edilen potansiyel probiyotik bakteriler P. flourecens ve K. varians suslar
siderofor olusturma yetenegine sahiptir. Bakteriyosin iiretimini dogadan elde
ettigimiz potansiyel probiyotik bakterilerden, sadece R. dentocariosa’ya ait 2 sus
gerceklestirmistir. Dogadan izole edilen potansiyel probiyotik bakterilerden R.
dentocariosa’nin 4 susu K. rosea’nin 3 susu A. lwoffi’e ait 2 sus ve P. flourecens
suslar1 Vibrio fluvialis’e karsi antagonizma gelistirmistir. Yetistiricilikten elde
edilen potansiyel probiyotik bakterilerden R. dentocariosa ve P. flourecens suslari
V. fluvialis’e kars1 antagonizma gostermistir. Dogadan elde elde ettigimiz
potansiyel probiyotik bakterilerden K. rosea’nin 2 susu ve K. kristinae’nin 1 susu
ve S. sanguis suslar1 sadece eritromisine karst direng géstermistir. Yetistircilikten

izole edilen potansiyel probiyotik bakterilerden; P. flourecens’in eritromisine,
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sulfametoksazol/trimetoprime ~ ve  amoksisillin/klavulanik  asite; K.
varians’in ise eritromisin ve amoksisillin/klavulanik asite karsi direng
gelistirdigi tespit edilmistir.

Kiiltiir balik¢ilig1 hastaliklarin1 ve dogada ki antibiyotik yiikiinii kontrol
etmek icin yeni ve etkin probiyotikleri arama ¢aligmalari ilgi odagi haline gelmistir.
Bagirsak bakteriyel florasi, konagin bagisiklik sistemini gelistiren, koruyan ve
gelistirmenin yani1 sira, konaga besinlerin sindiriminde kolaylik saglayan kilit
aktorlerdir. Memelilerden farkli olarak, baliklarin bagirsak mikrobiyotasinin,
¢ogunlukla onlar1 ¢evreleyen sudan olustugu ve mikrobiyal bilesimlerin ig¢inde
bulundugu habitatlar1 tarafindan zaman iginde sekillendigi bilimsel ¢alismalarla
ortaya konulmustur. Bagirsak mikrobiyotasinin olusumu, gelisimi ve olusabilecek
degisikliklerin kayit altina alinmasi, balik fizyolojisi ve beslenmesini dogala en
yakin hale getirme cabalari, gelecekte fayda saglayacaktir.

Su iriinleri yetistiriciliginde saf probiyotik bakteri susularmin seg¢imi,
tamimlanmas1 ve probiyotik karakterler ortaya konarak,deneysel verilerin

laboratuvardan endiistriye yonlendirilmesi gerekmektedir.
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1. GIRIS Sevkan OZUTOK

1. GIRIS

Diinya, bir yandan iklim degisikliginden kaynaklanan sorunlarla miicadele
ederken, diger yandan 9 milyar1 asmasi beklenen hizli niifusartisinin yarattigi
yeterli, glivenli ve dengeli giday1 saglama sorunlari ile karsi karsiya kalmustir.
Kiiresel 6l¢ekte onemli bir gida ve kazang kapist olan su iiriinleri iiretimi, 2016
itibariyle 171 milyon tonluk bir rakama ulasmis olup, bunda su iiriinleri
yetistiriciligi %47’lik bir paya sahiptir. Gida dis1 kullanim (balik yemi ve balik
yag1 vb.) cikarildiginda ise bu paymn %53’e ulastig1 gdzlenmistir (FAO, 2018).
FAO (2018)’nun calismalarinda, ekolojik veriler 1s18inda; oniimiizdeki yillarda
avlama yoluyla denizlerden elde edilecek su iiriinleri miktarinda azalma olacagi
Ongoriisii, yetistiricilik sektoriindeki biiyiimenin daha da artacagini gostermistir.
Tiirkiye’de denizlerden yetistiricilik yoluyla iiretilen baliklarin %54’tnii levrek
(Dicentrarchus labrax), % 37’sini ¢ipura (Sparus aurata) ve %5’ini alabalik
(Salmo trutta) olusturmaktadir. Tiirkiye ¢ipura yetistiriciliginde, diinya ¢apinda
Yunanistan ve Ispanya ile birlikte en fazla iiretim yapan iilke durumuna gelmistir
(EC, 2017).

Arastirma konusu ¢ipura’ya hemen hemen tiim Akdeniz’de rastlanmakla
birlikte, Dogu ve Giineydogu Akdeniz iilkelerinde, Kanarya adalari, Ingiltere
kiyilari, Verde Burnu ve nadir olarak Karadeniz kiyilarinda rastlamak ta miimkiin
olmustur. Ulkemizde ise daha ¢ok Giiney ve Ege Bolgeleri'nde yaygin olarak
bulunmaktadir. Genellikle tropikal, subtropikal ve iliman kusaklarda yayilim
gosteren cipura, camurlu ortamlarin yani sira nehir agizlarina ve lagiiner bolgelere
de girmektedir. (Saka ve Firat, 2008).

Cipuranin biiylime hizi, bolgelere gore farklilik gdsterebilir. Ege'de Aralik-
Mart aylar1 arasinda dogan yavrular, Ilkbaharda 30-50 grama ulasirken, 1. yaz
sonunda ise 100 grami gegerler. Cipuralar optimum biiyiimeyi 22-25°C'de gdsterip,
6-32°C aras1 sicakliklarda yasayabilirler. Cok soguk sulardan hoslanmaz ve asiri

sicaklik degisimlerinde oOliirler. Bu nedenle dalyanlar1 sonbaharda terk ederler.
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%010-40 tuzluluga dayanabilirler. Ulkemizde cipuralarmn iireme periyodu Ekim-
Aralik aylar1 arasinda olup, maximum boylar1 70 cm ve ortalama uzunluklar1 25-40
cm arasindadir (Saka ve Firat, 2008).

Cipuralarin bakterilerle olan ilk kargilagsmasi, fizyolojik gelisimindeki en
onemli unsurlardandir. Bakteriyle karsilagsma, dollenmeden birkag saat sonra
yumurta yilizeyinde olusan bakteriyel adezyon ve kolonizasyonla meydana
gelmektedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar suyla dogrudan temasa gecip ve yem
almaya bagladiginda, larvalarin mikroflorasi da yem ve suyun mikroflorasiyla
paralel olarak gelisir (Hansen ve Olafsen, 1999). Zaman i¢inde gelisen sindirim
kanal1 yiizeyindeki epitel doku ile kommensal bakteriler arasinda bir iligski olusur.
Bagirsak mukozasindaki sindirim ve koruma dengesi, bu iliski sayesinde
saglanmaktadir (Yan ve Polk, 2004).

Sucul hayvanlarin bagirsak mikrobiyotast yem ve sudan gelen
mikroorganizmalarin alinmasi ile hizla degisebilir. Deniz baliklar1 viicutlarindaki
su kaybini onlemek igin siirekli su igmek zorundadir. Cift kabuklular, karides
larvas1 ve canli yem organizmalar filtre ederek beslenenlerde, siirekli su akisi ile
organizmay1 cevreleyen ortamin mikrobiyotasi da degisir. Bu degisim, gastrik
bariyere sahip olmayan larvalarda oldukg¢a yikici olabilir. Bu nedenle canli
yemlerle alman bakterinin etkisi, 6zellikle ilk yemleme sirasinda onemlidir.
(Gatesoupe, 1999). Ek olarak, birkac¢ calismada, larvalar beslenmeye basladiktan
sonra, bagirsak mikrobiyotalarinin suda bulunan bakterilerden degilde, alinan canli
yemden kaynaklandigini ortaya konulmustur (Muroga ve ark., 1986; Bergh ve
ark.,1994; Munro ve ark. 1995; Griez ve ark., 1997).

Yapilan ¢alismalarda bakterilerin nitel ve nicel Ozelliklerinin; baliklarin
tiirline, gelisim durumuna, sindirim sistemi anatomisine ve beslenmesine gore
degiskenlik gosterdigi, diger yandan cevresel degisiklikler (sicaklik, tuzluluk,
bolgesel farkliliklar, mevsimler), yetistiricilik tesislerinin tipi gibi faktorlere gore
de degistigi bildirilmistir (Campbell ve Buswell, 1983; Sugita ve ark., 1988; Cahill,

1990; Sitja-Bobadilla ve ark., 2003; Al-Harbi ve Uddin, 2004; Heikkinen ve ark.,
2
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2006; Ringo ve ark., 2006; Floris ve ark., 2013). Yogun yetistiricilik kosullari,
denizel tiirlerin larvalar i¢in mikrobiyal problemlerin olusmasim kolaylastirabilir.
Larva yetistiriciliginin erken asamalarinda su degisiminin ¢ok az ya da hig
olmamasi, kii¢iik larvalarda hassasiyete, yogun larva stogu ve 6lii larva birikimleri
ile yiiksek organik madde yiikiiniin artmasina neden olur (Skjermo ve Vadstein,
1999). Larvalarda olusan bu stres hali, denizel tiirlerin beslenme faaliyetlerini
azaltir, kiiltiir kosullarinda ise tiiketilmemis yem miktarin1 artiracagindan, su
kalitesinde bozulmalara neden olur (Sung ve ark., 2001).

Sediman yogunlugunun artmasi, en sik karsilasilan deniz kaynakli firsatgi
patojen bakteri Vibrio spp.’nin sayica artmasina neden olur. Vibrio’nun neden
oldugu vibriosis, organik besinler agisindan zengin sularda, en biiylik 6liim sebebi
olarak goriilmektedir (Goarant ve ark., 1999).

Vibrionaceae familyasina ait Vibrio cinsi Gram-negatif, diiz ya da hafif
kivrik 0,5-0,8 pum genisliginde; 1,4-2,6 pm uzunlugunda c¢omaklar igerir.
Endospor ya da mikrokist olusturmazlar (Sanders ve Fryer, 1988). Siv1
besiyerlerinde, tek ya da ¢ok polar flagella ile hareketli olup, kat1 besiyerlerinde
cok sayida lateral flagella sentezleyebilirler (Baumann ve Furniss, 1994).

Vibriosis yiizyillar boyunca bilinen bir hastaliktir ve ortaya ¢ikisi Italya
sahillerinde 1500’li yillara dayanmaktadir. Vibrioenfeksiyonlarini tanimlamak
amaci ile ‘kizil veba’, ‘kizil ¢iban’, ‘kizil plak’ ya da ‘tuzlu su furunkulozisi’ gibi
isimler kullanilmigsa da ‘vibriosis’ giiniimiizde hastaligin genel adi olarak kabul
edilmistir (Bullock,1987; Reed ve Francis-Floyd,1996).

Vibriosisi kontrol etmek icin c¢esitli stratejiler onerilmis olup, bu ydnde,
asilar gelistirilmistir. Ancak asilar, su iirlinleri yetistiriciliginde zaman ve emek
yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle, genel bir hastalik kontrol onlemi olarak
kullanilmazlar. Bu nedenle, yetistiricilik sistemlerinde 6nemli miktarda antibiyotik
ve kemoterapotik uygulamalari, su diriinleri yetistiricili§i endiistrisinin birgok
yerinde hastalik kontrolii ve yem doniisiimiinii artirmak i¢in tercih edilen yontem

olmaya devam etmektedir. Ancak antimikrobiyal kimyasallarin kotiiye kullanilmasi
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su triinlerinde direngli tiirlerin olugmasina ve kimyasallarin birikmesine yol
acmaktadir. Su {riinleri yetistiriciliginde antibiyotik direnci {izerine yapilan birkag
caligmada, Vibrio spp.’nin 1990'da sadece 4 antibiyotige (eritromisin, kanamisin,
penisilin G ve streptomisin) direng gosterirken, yillar igerisinde direng gelistirilen
antibiyotik sayisinin 20'ye yiikseldigi tespit edilmistir (Eleonor ve Leobert, 2001).

Bu antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda yogun olarak kullanima,
antibiyotiklerin dokularda birikmesine ve bagirsaktaki faydali mikrobiyal
populasyonun azalmasina, normal bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin bozulmasi
ve en kotiisii, antibiyotiklere direngli bakteri nesillerinin olusmasina neden olurlar.
Bu tiir direng, ekolojik niste diger tiirlere de aktarilarak mevcut genomun
degisimine, plazmidler veya bakteriyofajlar araciligtyla genetik materyalin hiicreler
arasinda gecisine sebep olmaktadir (Gomez ve Balcazar, 2008; Nami ve ark.,
2015).

Su {riinlerinde yapilan arastirmalarda en c¢ok kullanilan molekiiler
tanimlama yontemlerinin basinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gelmektedir.
PZR; bakteri, viriis, fungus, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin, primerler (6zgiil tamamlayici oligoniikleotitler) ile 1s1ya
dayanikli enzimleri kullanarak laboratuvar ortaminda cogaltilmasini saglayan
Ozgilin ve giivenilir bir yontemdir (Schochetman ve Jones, 1988; Arda, 1995).
Reaksiyon isleminde; kalip DNA’nin sentezlenmesi, tiire 0zgii primer sentezi,
polimeraz enzimleri, deoksiniikleotit-trifosfat (ANTP) karisiminin (master mix)
birlestirilir. Ardindan, DNA’nin PZR ile gogaltilmasi, baglanma, uzama agamasiyla
PZR iglemi sonuglanmaktadir. Segilen DNA dizisi ¢ogaltilirken istenmeyen diziler
baskilanabilir. Boylece DNA dizisinin tanmimlanmast kolaylasir. PZR islemi,
bakteriye 0zgii primer dizisin DNA’ya baglanmasiyla tam bir tiir teshisinin
yapilmasina olanak saglamaktadir (Walker ve Dounan, 1989; Tiirkyilmaz ve
Esendal, 2002).

Avrupa Birligi kararlar1 dogrultusunda, bir gidanin giivenli gida olabilmesi

icin, ¢iftlik baliklarinin yasam ve bagisiklik sisteminin giiglendirilip gelistirilmesi
4
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gerekmektedir. Tiiketicinin de bu bilgiler 1s181nda, katki maddesi igermeyen dogal
uriinler talep etmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda bilimsel arastirmalar,
hastaliklarin &nlenmesi ve kontroliine yonelik, kimyasal katki maddeleri ve
veteriner ilaglarin 6zellikle de antibiyotik kullaniminin azaltilmasina odaklanmigtir
(Anderson, 1992). Hastalik kontroliinde antimikrobiyallerin kullanimina yo6nelik
alternatif stratejiler gelistirilmesi, ekosistemin korunmasi agisindan da énem arz
etmektedir (You ve ark., 2005).

Dogal olana yonelik stratejiler insanoglunu yeniden canlinin dogasina
dondiirmiistiir. Canlilarin ekosisteminde bulunan mikroorganizmalar, temelde
faydali ve zararli olmak iizere iki grupta incelenir ve saglikli bir konakta denge
halindedirler. Faydali mikroorganizmalar baskin mikrobiyotay1 olusturmakta ve
mide-bagirsak sisteminde bulunan yemlerin sindirimine, vitamin {iretimine ve
zararli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci
olduklar1 bilinmektedir. Bu baglamda, bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek
konake1 saglig iizerinde de olumlu etkileri olan mikroorganizmalar “Probiyotik*
olarak tanimlanmaktadir (Cakmakg1 ve ark., 2012).

Parker (1974), probiyotikleri “bagirsak mikrobiyal dengesine katki saglayan
organizma ve maddeler" olarak ifade etmistir. Gram ve ark., (1999) tanimlamay1
“konake¢1 hayvanin mikrobiyal dengesini olumlu yonde etkileyen canli mikrobiyal
takviye” olarak degistirmistir. Gatesoupe (2002) probiyotikleri, “sagligi gelistirmek
amaciyla mikrobiyal hiicrelerin sindirim sistemine girebilecek ve canli kalabilecek
sekilde diizenlenmesi” olarak tanimlamuigtir.

Probiyotiklerin isleyis mekanizmalar1 ve yararlarimi temel olarak maddeler

halinde tanimlamak miimkiin olacaktir:



1. GIRIS Sevkan OZUTOK

1. Patojen bakteri ile rekabet eder.

2. Konaga sindirim enzimleri saglar.

3. Probiyotik bakteri, suda bulunan organik veya toksik maddeleri ayrigtirarak
su kalitesinin iyilesmesini saglar.

4. Patojenlere kars1t humoral ve hiicresel bagisiklik yanitini uyarir ve artirir.

5. pH seviyesini diisiirerek mikrobiyal metabolizmanin degisimini saglar

(Balcazar ve ark., 2000).

Probiyotik bakteri, patojen bakteri ile besin, yer veya oksijen i¢in rekabete
girerek ya da patojen bakterinin gelismesini engelleyecek maddeler {iireterek,
patojen bakterilerin ortamda azalmasini saglamaktadir (Vaseeharan ve Ramasamy,
2003). Probiyotikler, besinlerdeki  potansiyel zararli  bilesimlerin
detoksifikasyonunu saglayarak, beslenmenin diizenlenmesine, amilazlar ve
proteazlar ile diyette sindirimin kolaylagsmasina, vitaminlerin iiretimine (biotin ve
B12 vb.) ve ayrica konagin bagisiklik sisteminin uyarilmasina yardimei olurlar
(Spanggaard ve ark., 2000; Irianto ve Austin, 2002).

Probiyotik bakteriler O, toleransina gore, anaeroplar ve fakiiltatif anaeroplar
ve aeroblar olmak flizere {i¢ ana grupta degerlendirilmektedir. Ortam pH’smin (3-
5’den diisiik ve 8-8,5’dan yiiksek) ve iireme sicakliginin (10°C - 45°C) optimum
olmadig1r kosullarda ise c¢ogalmalari azalmaktadir (Yasar ve Kurdas, 2009).
Probiyotikler ayn1 zamanda, ortam pH’sin1 diisiirerek diger bakterilerin tiremeleri
i¢cin uygun olmayan bir ortam yaratmaktadir (Yigit, 2009). Probiyotik bakteriler
laktik asit, asetik asit, bakteriyosin, hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal maddeler
iireterek, bagirsaklarda patojenlerin liremesini kontrol altina alirlar (Timmerman ve
ark., 2004; Yasar ve Kurdas, 2009). Baz1 laktik asit bakterilerinin %10’ luk safra
ortaminda aktivitelerine devam ettigi tespit edilmistir (Balcazar ve ark., 2008).
Probiyotik bakteriler, proteolitik enzimler de (pH 2.5-9.0 araligi) firettirler.
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Boylece normal bagirsak mikroflorasinda bu bakterilerin proteinleri metabolize
ettigi sonucuna varilmistir (Novik ve ark., 2006).

Probiyotik  bakterilerin, bagisiklik sisteminin  diizenlenmesinde ve
kontroliinde 6nemli rolleri vardir. Probiyotikler bu 6nemli rolii, bagirsak epitel
hiicreleri ve bagirsak lenfoid doku arasinda devamli bir etkilesim saglayarak
olusturular. Oncelikle, bagirsaga giris yapan bakteriler “toll-like reseptdrler” (TLR)
ve “nucleotide-binding oligomerisation domain” (NOD) proteinleri tarafindan
tanmir. Bu reseptorler, bakteriyi hiicre duvari lipopolisakkaritleri, peptidoglikan,
bakteriyal flajellin aracilig1 ile tanir (Coskun, 2006).

Bakterilerin  bagirsaktaki epitel yiizeylere tutunmasi; kolonizasyon,
bagisiklik sisteminin aktive edilmesi ve patojenlere karsi antogonistik aktivitenin
On sart1 olarak dikkate alinmistir. Bu nedenle de tutunma ve hidrofobik karakter,
probiyotik se¢iminin asil kriteridir (Turabian, 1996).

Yetistiricilikte probiyotiklerin kullanimina yonelik, ilk uygulama ise Kozasa
(1986) tarafindan rapor edilmistir. Kozasa (1986), topraktan izole edilen Bacillus
toyoi sporlarinin, Edwardsiella spp. tarafindan enfekte olmus Japon yilan
baliklarinda mortaliteyi azalttigini, ayn1 yem ilavesinin sarikuyruklarda, biiylime
oranini arttirdigini bildirmistir. Sektorde saglik problemlerinin hizli artig1 da bu tiir
caligmalarin sayisinda artisa neden olmus ve son yillarda giderek yayginlagmistir.
Yapilan c¢aligmalarda; Gram-negatif bakteriler (Aeromonas, Alteromonas,
Photorhodobacterium, Pseudomonas ve Vibrio spp), Gram-pozitif bakteriler
(Bacillus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Micrococcus, Streptococcus ve Weissella spp.), mikroalgler (Tetraselmis,
Spirulina) ve mayalar (Debaryomyces, Phaffia ve Saccharomyces) (Irianto ve
Austin, 2002; Vine ve ark., 2006) probiyotik olarak yetistiricilik sistemlerinde

yerini hizla almustir.
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Ancak  probiyotiklerle  yapilan  arastirmalarda, uygun olmayan
mikroorganizmalarin se¢imi ve bununla birlikte segilen mikroorganizmalarin,
potansiyel probiyotik kritere sahip olup olmadigi konusunda 6nemli sikintilar
cikmaktadir. Genel se¢im kriterlerinde ¢ogunlukla biyolojik giivenlik sartlar
dikkate alinip; iiretim ve probiyotik kullanim yontemlerinin mikroorganizmanin
viicuttaki hedeflenen yeri ile belirlenmesi gerekmektedir. Yetistiricilikte

kullanilacak probiyotik bakterilerin se¢imlerinde:

Gegmis bilgilerin toplanmasi

Probiyotik bakterinin kazanimi

Probiyotik bakteri ile rekabet eden patojenik tiirlere etkisi
Probiyotik bakterinin patojenitesinin tespiti

Larvada probiyotik bakterinin etkisinin degerlendirilmesi

A o

Ekonomik maliyet ve kar analizi gibi asamalar dikkate alinmalidir (Reuter,

2001).

Yakin gelecekte, patojenlere karsi savasin kazanilmasinda probiyotiklerle
ilgili ¢aligmalarin artmasi, liretim kosullarinin optimize edilmesi, siirdiiriilebilir ve
ekonomik {retim siireglerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Balik sindirim
sisteminde probiyotiklerin kullanilmasi, patojen mikroorganizmalar arasinda direng
genlerinin aktarilamamasina ve dolayisiyla su {irlinii tiketen insanlarda da
hastaliklara karsi, dogru ve zamaninda antibiyotik miicadelesinde fayda
saglayacaktir.

Yetistiricilik sistemlerinde yapilan ¢aligmalarda; probiyotikler, patojenlerin
engellenmesinde ve sucul tiirlerin hastalik kontroliinde siklikla kullanilmistir.
Yapilan bir caligmada, yetistiricilik sistemlerinde c¢ipuralara uygulanan ticari
probiyotiklerin yem degerlendirme oranlarinda iyi sonuglar verdigi, ancak patojene

kars1 aktif rol iistlenemedigi bildirilmistir. Elde edilen sonu¢ ¢ipuranin yasadigi
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bolge itibariyle dogal mikrobiyotanin bilinmemesine bagli olarak, uygun
probiyotigin kullanilmadig seklinde yorumlanmistir (Burr ve ark., 2005).

Yetistiricilikte yapilacak uygulamalarda; balik sagligi, iiretim maliyeti ve
zamanin dogru kullanimi 6nem arz etmektedir. Avcilig1 bdlgemizde yaygin olarak
yapilan ¢ipuralarin, probiyotik mikrobiyotasinin ortaya konmasi ve hastaliklara
karst1 baliklara verilecek probiyotiklerde olmasi gereken kriterlerin  de
siniflandirilmasi gerekmektedir.

Bu c¢aligmada, Kuzeydogu Akdeniz’de farkli iki habitatta yer alan ¢ipuralarin
kiiltiire edilebilir aerobik bakteri florasinin tespiti ile elde edilen tiirlerden
potansiyel probiyotik bakterilerin molekiiler tanimlamasi ve probiyotik kriterlerin

karakterizasyonu arastirilmis ve degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Baliklarda Bakteriyel Flora

Yetistiricilik yolu ile iiretilen balik tiirlerinin yani sira dogada yasayan
tathisu ve deniz baliklarinin, bakteriyel florasi {izerinde cesitli arastirmalar
yapilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, a¢ik denizlerin suyu c¢ok az
miktarlarda bakteri igerirken, kiy1 bolgelerde kirlenmenin daha fazla olmasi
nedeniyle mikrobiyotadaki bakteri yikiiniin arttigr goézlemlenmektedir (Cabhill,
1990). Gokoglu (2002) yaptig1 calismada, tatli su baliklarinin bakteriyel florasinin
deniz baliklarindan istatistiksel olarak 6nemli dl¢lide farkli oldugunu bildirmistir.
Bilim insanlar1 yaptiklar1 ¢calismalarda, baligin tiiriine, sindirim kanalinin anatomik
ozelliklerine gore bakteriyel floranin degistigini tespit etmislerdir (Huss, 1988;
Cahill, 1990).

Hamid ve ark. (1978), yetistiricilik kosular altinda kefal baliklarin1 6nce
tatli suya, daha sonra deniz suyuna adapte edip, baliklarin mikrofloralarim
incelemislerdir. Baliklar tatli suda iken Enterobacter, Aeromonas ve Micrococcus
tirleri  baskin, deniz suyuna alindiklarinda Vibrio, Pseudomonas ve
Photobacterium cinslerinin baskin oldugunu tespit etmislerdir.

Yoshimizu ve ark. (1980), tathh sularda ki salmonid baliklarin bagirsak
florasimnin baslica Aeromonadlar ve Enterobacteriaceaec familyas: iiyelerinden
olustugunu, bu baliklarin tuzlu suya go¢ etmeleri durumunda floralarinin da
degiserek Vibrio tiirlerinin dominant tiir olabilecegini bildirmiglerdir

Deniz ve ac1 su baliklar1 i¢in en 6nemli patojen Vibrio cinsine ait bakteriler
olmasina karsin nadiren de olsa tatli su baliklarinda hastalik yapici etmen olarak
bildirilmistir (Ross ve ark., 1968; Ghittino ve ark., 1972; Muroga ve ark., 1986).

Vibrio’larin omurgasizlardan, sedimentten, sudan ve klinik olarak saglikli
baliklarin mukozal yiizeylerinden ve i¢ organlarindan izole edildigi Noga (2000)
tarafindan bildirilmistir. Reed ve Francis-Floyd (1996), Vibrio anguillarum, V.

ordalii, V. furnisi, V. alginolyticus, V. harveyi, V. cholerae non-01, V. vulnificus ve
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V. damsela balik patojeni olarak tanimladiklari sekiz adet Vibrio tirii tespit
etmislerdir.

Stres sartlarinda (yogun populasyon, organik kirlilik veya beslenme vb.),
normal flora elemani olan Vibrio’lar, konakgiy1 istila ederek konakginin sistematik
hastaligina ve dolayisiyla 6liimiine neden olurlar (Reed ve Francis-Floyd, 1996).
Tiire ait suslarin viriilensi de farklilik gostermektedir. Yapilan calismalar, bazi
suslarin stres olmadan da hastalik olusturduklarini géstermistir (Horne, 1982; Reed
ve Francis-Floyd, 1996; Noga, 2000; Timur ve Timur, 2003).

Yetistircilik sistemlerinde hastalik durumuna karsi {ireticiler Oncelikle
antibiyok kullanimina basvurmaktadirlar. Antibiyotikler patojen
mikroorganizmalarin populasyonlarinin yok edilmesine neden olurlar. Bakteriyel
hastaliklarin kontroliinde ayni ilacin siklikla doz ve siire kavramina uymaksizin
kullanimi, genellikle balik patojenlerinde direng gelisimi ile sonuglanmaktadir.
Direng, sik ve yogun antibiyotik kullanim1 veya bagka bir mekanizma ile sekillense
de antibiyotiklere direnc¢li bakteri yogunlugu, tiim diinyada halk sagligin tehdit
eden dnemli bir unsur olarak tanimlanmistir (Mc Phearson ve ark., 1991).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) gibi uluslararas1 kuruluslarin son
zamanlardaki c¢abalarma ragmen, su {riinleri yetistiriciliginde antibiyotik
kullaniminin antibiyotik direng genlerinin gelistirilmesi ve yayilmasindaki rolii
hala tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle balik yetistiriciliginde kullanilan
antibiyotiklerin etkinligi dikkatle izlenmesi gereken durumlar i¢inde yer almaktadir
(Erdogdu, 2012).

Su iiriinleri yetistiriciligi i¢in 6zel olarak tasarlanmis antibiyotikler mevcut
oldugu gibi veterinerlik ve diger alanlar icin gelistirilen yetkili dirlinler de
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ruhsatlandirilmis 34 adet ruhsatli ilag bulunmaktadir.
Oral ya da immersiyon seklinde kullanilan bu ilaglardan; 14 adeti Florfenikol, 9
adeti Sulfadiazint+Trimetoprim, 9 adeti Oksitetrasiklin, 1 adet Amoksisiklin ve 1

adeti de Oksoolinikasit etken maddesini icermektedir (Erdogdu, 2012).

12



2. ONCEKI CALISMALAR Sevkan OZUTOK

Balta ve Yilmaz (2019), Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki yiizen
ag kafeslerde kiiltiirii yapilan levreklerdeki hastalik salginlarindan izole edilen
bakterileri tamimlayarak, antibakteriyel diren¢ profillerini belirlemislerdir.
Universal 16S rRNA primerleri kullanarak yaptiklari PZR test sonucuna gore,
suslarin %98 V. parahaemolyticus oldugu dogrulanmistir. Antibiyogrami yapilan
izolatlar; sulphamethoxazole (%100), ampicilline (%84,4), eritromisine (%71,9),
oksitetrasiklin (%62,5), trimetoprim-sulfametoksazol (%56,3) ve streptomisin
(%46,9) direngli, fakat suslarin hepsi oksolinik asit, enrofloksasine ve florfenikol’e
duyarl oldugu tespit edilmistir.

Aoki (1988) yaptig1 calismada, kiiltiir sazanlarindan izole edilen
antibiyotiklere direngli Aeromonas hydrophila soylarinda transfer edilebilir R
plazmidlerine siklikla rastlandigini bildirmislerdir.

Yapilan bir calismada, Aeromonas tiirlerinin Amerika Birlesik
Devletleri’nde lisanslandirilmis iki antibiyotik oksitetrasiklin ve
stilfometoksinormetoprim’e  direnglerinin oldukca yiiksek oldugu, izolatlarin
sirastyla bu antibiyotiklere %67 ve %97 oraninda direngli oldugu saptanmistir
(Dixon ve ark., 1990).

Iskogya’da gerceklestirilen bir ¢alismada ise oksitetrasikline direncli 40
Aeromonas salmonicida izolatindan 11’inde transfer edilebilir R-plazmidleri
saptanmustir (Inglis ve ark., 1993).

Antimikrobiyallere karsi plazmid aracili rezistans gelisimi Aeromonas
salmonicida, A. hydrophila, V. anguillarum, Pseudomonas fluorescens, Pasteurella
piscicida, Edwardsiella tarda ve Yersinia ruckeri gibi bazi bakteriyel balik
patojenlerinde belirlenmistir. A. salmonicida’da kloramfenikol, siilfonamid ve
streptomisin  (Japonya’da) ile siilfonamid kombinasyonlari, streptomisin,
trimetoprim ve/veya tetrasikline (irlanda’da) karsi direnci kodlayan, transfer
edilebilir R-plazmidleri belirlenmistir (Grandis ve Stevenson, 1985; Aoki, 1988).

Tittleimie ve ark. (2007), Kanada’da 1993- 2004 yillar1 arasinda su

iriinlerinde LC-MS/MS ile 39 farkli veteriner ilacin varliginmi arastirdiklar
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caligmada, 1 balikta 0,4 pg/kg kloramfenikol, 4 karideste nitrofuran 0,5-2 pg/kg, 3
karideste 0,3-0,73 pg/kg enrofloksasin kalintisina rastlandigini bildirmislerdir.

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Toksikoloji laboratuvarinda yapilan
toplam 3962 balik numunesi analizinde; 16 numunede Enrofloxacin, 10 numunede
Ciprofloxacin, 10 Enrofloxacin+Ciprofloxacin numunede, 6 numunede
Doksisiklin, 5 numunede Oksitetrasiklin, 3 numunede Sulfadiazin olmak iizere 50
adet numunede yasal limitlerin iistiinde kalintiya rastlanmistir (Erdogdu, 2012).

Capkin ve ark. (2015) c¢alismalarinda, 2004-2014 yillar1 arasinda
baliklardan izole edilen 133 bakteri susu kullanmislardir. Calisilan 133 bakteri
ornegi, 43 farkli tiirii olusturmustur. Izole edilen bakterilerin belirlenen
antibiyotiklere karsi gostermis oldugu diren¢ her bir bakteri tiiri igin farklilik
gostermistir. Bakterilerin en direncli oldugu antibiyotikler ise Eritromisin (%68) ve
Cephalothin (%70) olarak tespit edilmistir. izole edilen bakteriler antibiyogram
testinde Ticarcilin (75pg), Ampisilin (10pg), Sulphamethoxazole (100 pg),
Aztreonem (30pg), Cephalothin (30pg), Eritromisin (15 pg) ve Amoxycillin
(25ng)'e karst %50'den fazla direng gostermislerdir.

2.2. Denizel Tiirlerden Yapilan izolasyonlar ve Kullanilan Probiyotikler

Karasal ve sucul ortamlarda, antibiyotige direngli suslarin siirekli ortaya
¢ikigi, antibakteriyel ilaglarin kullanimiyla ilgili artan diizenlemeler ve yasaklar
konuyla ilgili yeni yaklasimlar gelistirmistir (Kesarcodi-Watson ve ark., 2008). Bu
nedenle su iriinleri yetistiriciliginde; konagi istilact patojenlere karst koruyan
mekanizmalar, balik bagirsak mikroflorasinin manipiilasyonu ve kontrolii agisindan
kritik 6neme sahiptir (Merrifield ve ark., 2010).

Dogal mikrobiyotada yer alan probiyotik bakteriler; rekabet¢i dislanma,
balik bagisiklik yanitini iyilestirme yoluyla patojenik bakterilere hiikmeden ve
bazen antiviral bir ara¢ olarak ta hareket ederler (Gildberg ve ark., 1995;

Nikoshelainen ve ark., 2001).
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Probiyotiklerin sucul ¢iftlik hayvanlar iizerindeki etkisini degerlendirmek
icin yapilan bilimsel g¢aligmalarin ¢ogu, konakgi tiirlerin hayatta kalmasi ve
biliylimesinde iyilesme, beslenme, patojenlere karsti savas ve konak¢inin
bagisikligina odaklanmigtir (Merrifield ve ark., 2010; Dimitroglou ve ark., 2011).

Uygulama yapilmadan once, probiyotik bakterilerin segiminde konakei
canliin mikrobiyotasinin iyi taninmis olmasi ¢ok 6nemli bir faktordiir. Probiyotik
bakteriler konake1 tiirlerine gore 6zgiinliik gostermektedirler. Bu yilizden kullanim
icin sec¢ilecek probiyotik bakteri tiirii, o canlinin mikroflorasindan izole edilmis bir
bakteri tiirii ise ¢ok daha olumlu sonuglar vermektedir (Duangjitcharoen ve ark.,
2008).

Hjelm ve ark. (2004) yaptiklar ¢aligmada, kalkan (Scophthalmus maximus)
larvas1 yetistiriciliginde hastaliklarin kontroliinii saglamak i¢in, bakteri secimi,
tanimlamasi1 ve karakterizasyonun dnemini amaglamislardir. 400 deniz suyu bakteri
susunun 34’iniin, ti¢ balik larva patojenine (V. anguillarum 90-11 287, V.
splendidus DMC-1, Pseudoalteromonas HQ) kars1 in vitro anti-bakteriyel aktivite
sergiledigini tespit etmislerdir.

Savag ve ark. (2005), ¢ipura larva ve yavrularinin bagirsaklarindaki aerobik
bakteri florasini, beslendikleri diyetlere (rotiferler, karides, yapay diyet) ve i¢inde
bulunduklar1 suyun kalitesine gore analiz etmiglerdir. Canli yemlerle beslenen
baliklarin, yapay diyetle beslenen baliklardan daha yiiksek bir bakteri ylikiine sahip
oldugu Dbildirilmistir. Rotiferlerde toplam bakteri sayis1 8,7x10° cfu/g ve
Pseudomonas (%60,2)’in florada baskin durumda oldugunu tespit etmislerdir.
Rotiferle beslenen larvalardaki bakteri yiikii 9,8x10° cfu/g ve Pseudomonas
(%48,4) ve Vibrio (%28,3)’yu baskin tiirler olarak bulmuslardir. Karidesin bakteri
yiikii 1,7-3,5x107 cfu/g iken Vibrio (%73,7-81,3), Pseudomonas (%10,2-15,5) 'tan
daha fazla sayida yer almstir. Karidesle beslenen larvalarin bakteri yiikii 5,3x10*
1,8x10° cfu/g bulunurken, Vibrio (%61,2-70,1) baskin tiir olarak tespit edilmistir.
Yapay yem ile beslenen larvalarda bakteri yiikii 1,2x10*, Pseudomonas baskin

iken, yapay yemle beslenen yavrular igin sayim 2,3x10* cfu/g, Vibrio’yu dominant
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olarak tespit etmislerdir. Yetistirme suyundaki bakteriyel mikroflora ise, 1,3x10
ila 3,2x10° cfu/ml arasinda degismistir. Bu ¢alisma ile, gipura larvalarinin bagirsak
mikroflorasinin balik yemi igerikleri tarafindan kantitatif ve kalitatif olarak
etkilendigi gosterilmigtir.

Chabrillon ve ark. (2005), ¢iftlik ¢ipuralarinda dnceki ¢aligmalarindan izole
ettikleri Vibrionaceae, Pseudomonodaceae familyalari ve Micrococcus cinsine ait 4
adet izolatin, ¢iftlik dil balig:i (Solea senegalensis)’nin Vibrio harveyi'ye karsi
antagonistik etkisini arastirmiglardir. Bu 4 izolattan sadece 2’sinin V. harveyi’ye
kars1 antagonistik etki olusturdugunu tespit etmislerdir.

You ve ark. (2005) bir karides giftligindeki deniz sedimanlarindan toplam
94 Actinomycetes susu izole etmisler, bunlardan %87,2'si Streptomyces cinsine ait,
digerleri ise Micromonospora spp. olarak bulunmustur. Actinomycetes suslarinin
%S50’si patojenik Vibrio spp'ye kars1 aktivite gostermistir. Denizel Streptomyces
suslarinin %38’ krom azurol S (CAS) agar plaklarinda siderofor iiretmistir. 7
Streptomyces susunun sidefor trettigi ve in vitro’da Vibrio spp.’nin bilylimesini
engelledigini bildirmiglerdir. Sonuglar, Streptomyces'lerin kiiltiir balik¢iligindaki
biyolojik kontrol ajanlar1 i¢in umut verici bir kaynak olabilecegini gostermistir.

Chabrillon ve ark. (2006), cipuradan elde ettikleri dort izolatin,
cipura deri, solunga¢ ve bagirsak mukozasina yapisma ve ¢iftlik
cipuralarmin 6nemli bir patojeni olan Listonella anguillarum ile etkilesim
yetenegini test etmislerdir. Sadece iki izolatin, rekabet ve yer degistirme
kosullarinda, L. anguillarum'un mukusa yapigsmasmi Onemli oOlgiide
azattigin tespit etmislerdir. Pdp11 adli izolat se¢ilmis ve in vivo probiyotik
potansiyelini, oral uygulama ile degerlendirmis, ardindan patojen L.
anguillarum ile rekabet ettirmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinda, Pdp11
adli susun patojene karst koydugunu bildirmislerdir.

Oztiirk (2007), ticari olarak temin edilen Lactobacillus rhamnosus

bakterisinin, levreklerin larval ve yavru dénemlerinde biiyiime ve hayatta kalma
16



2. ONCEKI CALISMALAR Sevkan OZUTOK

oranlarina etkisini arastirmistir. Larval ve yavru dénemde probiyotik kullaniminin
istatistiksel olarak agirlik artigina etkisinin olmadigin tespit etmistir. Yumurtadan
¢ikan larvalarin tanklara aktarilmasi sonrasinda yagsama oranini ise istatiksel agidan
yiiksek bulmustur. Larval yasama oran1 deneme gruplarinda %20-27 iken kontrol
grubunda %18,9 olarak belirlenmis ve larval donemden yavru doneme gecisin
arttigini saptamistir. Yavru donemdeki baliklarin kafeslere aktarilmasi sonrasinda
ise yasama oranlarinda istatistiksel farkin olmadigini bulmustur.

Stizer ve ark. (2008) yaptiklar1 bir c¢alismada, ticari probiyotigin
(Lactobacillus spp.) ¢ipura biiyiime parametrelerinde ve bagirsak sindirim
enzimlerinde yarattig1 etkileri incelemislerdir. in vivo olarak gerceklestirdikleri
caligmada, Lactobacillus spp.’yi grup 1’de sadece canli yeme, grup 2’de canli
yeme ve suya, grup 3’te ise sadece suya ilave etmislerdir ve kontrol grubuyla
karsilagtirmiglardir. 1. ve 2. gruplarda Lactobacillus spp., bagirsaklarda sindirim
enzimlerinin aktivitesini arttirirken, bu dogrultuda agirlik ortalamalarinda da artig
tespit etmislerdir. Lactobacillus spp.’nin sadece suya ilave edildigi 3.grupta,
baliklarin sindirim enzimlerinin aktivitesine ya da bilylime parametreleri iizerine
etkisinin olmadigimi saptamiglardir.

Sorroza ve ark. (2012) calismalarinda, yetistiricilikten elde edilen ¢ipura ve
levrek bagirsaklarindan izole edilen farkli bakteri suslarinda, probiyotik potansiyeli
ortaya ¢ikarmay1 amaglamiglardir. in vitro olarak 50 bakteri susu izole etmisler ve
sadece 1 potansiyel probiyotigi, in vivo’da iyi yanitlar verdigini bildirmislerdir.
Vagococcus fluvialis olarak tanimlanan tiirtin, in vivo da Vibrio anguillarum’a karsi
pozitif kontrol grubundan %42,3 daha yiiksek bir hayatta kalma orani sergiledigini
gormiiglerdir.

Floris ve ark. (2013) Sardunya’da iki kiy1 lagiiniinden (Porto Pino ve
Tortoli) yakalanan ¢ipuralarin bagirsaginda mikrobiyal ekoloji {izerine
calismislardir. iki bolgeden toplamda 120 adet bakteri kolonisi izole edilmistir.
Sonuglarda, iki bolge arasinda bakteri yiikleri agisindan anlamli bir fark tespit

edilmedigini bildirmislerdir. Tortoli lagiliniindeki bagirsak mikrobiyotasi, toplam
17



2. ONCEKI CALISMALAR Sevkan OZUTOK

13 farkli genetik varyasyona sahip bakteri grubu(Pseudomonas spp. (%33,3),
Sphingomonas paucimobilis (%10,5), Proteus spp. (%8,8), Chryseobacterium sp.
B-G-R2A3 (%5,3), Arctic soil bacterium A1T3 %(5,3), Sphingobacterium spp.
(%5,3), Psychrobacter spp. (%3,5), Psychrobacter maritimus (%3,5), Leucobacter
spp. (%3,5), Yersinia bercovieri (%3,5), Aeromonas spp. (%3,5), Aeromonas
molluscorum (%1,7), Erwinia persicina (1,7%)) ile yiiksek genetik varyasyon
gostermistir.Ote yandan, Porto Pino bagirsak &rneklerinde yapilan bakteri
florasinin 16S rRNA gen analizleri sonucunda, Tortoli'ye kiyasla daha diisiik bir
varyasyon gostermis ve sadece 3 farkli (Pseudomonas spp. (%90),
Janthinobacterium spp. (%8) and Psychrobacter maritimus (%2)) taksonomik grup
olarak tanimlanmustir.

Rungrassamee ve ark. (2014) calismalarinda, kara kaplan karides (Penaeus
monodon)’lerini kullanmislardir. Dogadan ve ¢iftlik P. monodon anaglarinda
bagirsak bakteri topluluklarmi incelemek i¢in, 16S rRNA genlerinin V3-4
bolgelerini bir barkod pyrosekans analizi olarak kullanmiglardir. Hem dogadan
hem de ¢iftlik ortamlarindan 5 smif (Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Firmicutes ve Bacteroidetes) bakteri grubu tespit etmislerdir. Proteobakteriler
(Vibrio, Photobacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Sphingomonas ve
Undibacterium), Firmicutes (Fusibacter) ve Bacteroidetes (Cloacibacter). iki farkli
habitattan alinmis konagin, bakteri {iyeleri iizerinde secici bir baski uyguladigim
gostermistir. Bagirsaklarin  bakteriyel profilleri ise, denatiire gradyan jel
elektroforezi (DGGE) kullanilarak karsilagtirilmis ve dogadan temin edilen yabani
karideslerin bagirsaklarinda da benzer bakteriler oldugunu ortaya gikarmislardir.

Alonso ve ark. (2018), Ispanya’nin Gijon lagiiniinden elde edilmis 13 adet
deniz balig1 bagirsak mikrobiyotasinin taranmasiyla, antimikrobiyal aktiviteye
sahip toplam 45 Gram-pozitif sustan 9’unu 16S rRNA gen dizilimi ile Laktik asit
bakteri (LAB) olarak tamimlamislardir. LAB suslari, V. harveyi, V. splendidus,
Photobacterium damselae patojenleriyle deneysel gastrointestinal kogullarda farkli

pH ve safra tuzlar1 degerleriyle kiiltiire edildiginde, LAB suslarimin hayatta
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kaldigini tespit etmislerdir. Aragtirmacilarin bu sonuglari, yabanil deniz baliklarinin
mikroflorasindan elde edilen LAB suslarin, su driinleri yetistiriciliginde

potansiyel probiyotik olarak kullanilabilecegini gostermistir.

2.3. Tath Su Tiirlerinden Yapilan izolasyonlar ve Kullanilan Probiyotikler

Ringo ve Holzapfel (2000) calismalarinda, Atlantik salmonu (Salmo salar
L.)’nun solungaglarinda meydana gelen aerobik bakteri populasyon seviyesini
yaklasik 3x10* g” olarak belirlemislerdir. incelenen 100 adet izolattan 58'inin
Gram-negatif, geri kalan 42 adet Gram-pozitif izolattan 26'sin1, 16S rDNA dizi
analizi ve AFLpTM parmak izi esasma gore, Carnobacterium piscicola olarak
tanimlamiglardir. Bu Carnobacteria suslarinin, balik patojenler (Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida, Vibrio anguillarum ve Vibrio salmonicida)’ine
kars1 biiyiime oOnleyici bilesik iiretimini test etmislerdir. Test edilen 10 adet C.
piscicola izolatindan 9’unun, patojenlerin gelisimini kuvvetle inhibe ettigini
bildirmislerdir.

Spanggaard ve ark. (2000) 48 adet gokkusagi alabaliginin bagirsak
mikroflorasini, direkt mikroskobik sayim ve plak sayimi yaparak kiiltiir ortaminda
karsilagtirmiglardir. Ornekleme noktas: icindeki baliklarn bakteri yiikiinin 3-5 log
birim farkli oldugunu tespit etmiglerdir. Fizyolojik kriterlere goére toplam 504
bakteri izole edilmis ve bunlardan 153 adet susta, 16S rRNA geninin kismi dizilimi
gergeklestirilmistir. Klasik ve molekiiler tanimlama arasinda yiiksek oranda
uyusma saptamiglardir. Baskin mikroflorayi; Protrobacteria’nin gamma alt sinifi
(Citrobacter, Aeromonas ve Pseudomonas cinsleri), Proteobacteria’nin beta alt
smifina ait diisiik G+C igerigine sahip Gram-pozitif bakteriler (Carnobacterium
cinsi) olarak tanimlamislardir. Bununla birlikte, incelenen {i¢ balik ¢iftligi arasinda
ve ayrica bir balik ciftligi ic¢indeki farkli zamanlarda yapilan oOrneklemeler
sonucunda, bagirsak mikroflorast bilesiminin yiiksek farkliliklar olusturdugu

arastirmacilar tarafindan bulunmustur.
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Nikoskelainen ve ark. (2001) caligmalarinda, insan kullanimi igin 6 adet
laktik asit bakterisi (LAB) ve balik probiyotigi olarak Enterococcus faecium
Tehobak’in potansiyel probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasini amaglamislardir. 3
adet balik patojeni (Vibrio anguillarum, Aeromonas salmonicida ve
Flavobacterium psychrophilum) ve 7 adet LAB’in adezyon yetenekleri rekabet
ettirilerek belirlenmistir. Test edilen LAB suslarimin besi, farkli balik mukus
tiplerine 6nemli oranda yapisma gostermistir. LAB suslari, A. salmonicida'nin
yapiskan oOzelliklerine ragmen mukusa tutunmasint engelleyerek ve A.
salmonicida'nin biiylimesini 6nemli oOlgiide inhibe etmistir. L. casei Shirota
digindaki tiim LAB’lar, balik safralarina karsi tolerans géstermistir. L. rhamnosus
ATCC 53103 ve L. bulgaricus'un balik mukusuna diger probiyotik bakterilerden
daha iyi penetre oldugunu bulmuslardir. Karakterizasyon verilerine dayanarak, L.
rhamnosus ATCC 53103 ve L. bulgaricus’un, balik yetistiriciliginde in vivo olarak
yapilacak ¢aligmalarda giivenli olabilecegini kabul etmislerdir.

Balcazar ve ark. (2007), laktik asit bakteri (LAB)’lerinin kahverengi
alabaligin  (Salmo trutta) humoral immiin sistem iizerindeki tepkisini
incelemislerdir. Alabaliga, LAB gruplarin1 (Lactococcus (Lc.) Lactis ssp. lactis,
Lactobacillus (Lb.) sakei ve Leuconostoc (Leu.) mesenteroides) yemlerde 10° cfu/g
olacak sekilde 2 hafta boyunca agizdan uygulamislardir. LAB besleme doneminde,
Lc. lactis ssp. lactis, Lb. sakei ve Leu. mesenteroid’ler balik bagirsaginda devam
etmis, ancak LAB’la desteklenmeyen diyete gectikten sonra bagirsaklarda LAB
sayis1 yavasca azalmistir. Sadece Lb. lactis ssp. lactis ve Leu. mesenteroid’ler 4.
haftanin sonunda 1x10* cfu/g'nin iizerindeki seviyelerde saptanmustir. Ikinci
haftanin sonunda tiim LAB gruplarinda serumdaki aktivitenin, kontrol baliklarina
kiyasla, anlamli derecede daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Lc lactis ssp. lactis
ve Leu. mezenteroid’ler ile desteklenmis gruplar, 3. haftanin sonunda yiiksek
diizeyde bir lizozim aktivitesi sergilemis, ancak Lb. sakei ile takviye edilen grup

lizozim  aktivitesinde Onemli bir degisiklik  gdsterememistir.  Serum

20



2. ONCEKI CALISMALAR Sevkan OZUTOK

immiinoglobulin diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu, ancak
LAB ve kontrol gruplart arasinda anlamli bir farkin olmadig: tespit edilmistir.

Wang ve Han (2007) ¢alismalarinda, Sazan (Cyprinus carpio) havuzlarindan
izole edilen Bacillus sp. YB-030518 ve Bacillus sp. YB 034325’nin hiicre duvari
hidrofobisitesi ve farkli kiiltlir kosullar1 altindaki degisimlerini incelemislerdir.
Izole edilen bakterileri, probiyotik olarak karides yemlerine eklenmesiyle,
bakterilerin biyolojik iyilesmedeki roliinii arastirmislardir. Ustel biiyiime fazinda,
YB-030518 ve YB-034325'in 18. saatteki hidrofobisitesini, 96. saatteki biiylime
fazindan daha yiiksek bulmusglardir. pH 5,5'te 5 °C ve pH 8,5; pH 5,5'te ve pH
7,0'da 20 °C Kkiiltir kosulart altinda, YB-034325'in hidrofobisitesinin, YB-
030518'den 6nemli dlgiide daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Balcazar ve ark. (2008)’nin c¢alismalarinda, gokkusagi alabaligmin
bagirsagindan izole edilmis ii¢ laktik asit bakterisinin (LAB), Lactococcus lactis
CLFP 101, Lactobacillus plantarum CLFP 238 ve Lactobacillus fermentum CLFP-
242'nin in vitro kosullar altinda gesitli balik patojenleri (Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri ve Vibrio anguillarum)’ne karsi yapigma
yetegini engellemeyi amaglamiglardir. Sonuglar sadece Lc. lactis CLFP 101°in, test
edilmek istenen patojenlerin yapigmasini azaltirken, L. plantarum CLFP 238un, A.
hydrophila ve A. salmonicida'nin yapismasini azaltmigtir. L. fermentum CLFP 242
ve l¢ LAB susunun ancak birlikte kullanildiginda, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida ve Yersinia ruckeri’nin bagirsak mukozasina yapisma
yeteginin azaldigini bildirmislerdir. Ayrica, sadece Lc. lactis CLFP 101, kiiltiir
stvisinda Olgiilen tiim balik patojenlerine karsi antibakteriyel aktivite géstermistir.
Tim LAB susglar nispeten diisiik pH ve yliksek balik safra konsantrasyonlarinda
dahi hayatta kalabilmislerdir.

Aly ve ark. (2008) calismalarinda, toprak havuzlardan alinan 40 adet tilapia
(Oreochromis niloticus)'y1 bakteriyolojik ve patolojik incelemeye tabi tutmuslar ve
80 farkli bakteri izole etmislerdir. 15 bakteriyel izolat, in vitro ve in vivo olarak

probiyotik aktivite acisindan incelenmistir. izolatlardan, Aeromonas hydrophila,
21



2. ONCEKI CALISMALAR Sevkan OZUTOK

Citrobacter freundii, Pseudomonas tiirlerini ve Bacillus pumilus ve Bacillus
firmusu potansiyel probiyotik olarak tanimlamuslardir. Incelenen 15 izolattan
3’tiniin (B. pumilus, B. firmus ve C. freundii) in vitro’da A. hydrophila'ya karsi
inhibe edici etkiler gosterdigini ve baliklara B. pumilus ve B. firmus enjekte
edildiginde, herhangi bir hastalik veya 6liime neden olmadigini gérmiislerdir. B.
pumilus’un, diyette 5 hafta boyunca 4-25 °C'de canliligimi korudugunu tespit
etmislerdir.

Boutin ve ark. (2012) c¢alismalarinda, Kaynak alabaligi (Salvelinus
fontinalis) deri mukusundan 9 bakteri susu izole etmisler ve iki ana patojene
(Flavobacterium columnare ve F. psychrophilum) karsi antagonistik etkiyi test
etmislerdir. 4 farkli balik ailesinin test edildigi in vivo deneyde, alabaliktan izole
edilen bu suslar kanstirilmis ve difiizyon testleri ve buyyon ortak kiiltiir
analizlerinden elde edilen sonuglarda; 7 bakteri susunu, F. psyrophilum ve
F.columnare’ye karst Columnaris hastaliginin tedavisi i¢in kullanilmistir.
Calismalarinda, baliklarin 6liim oranlarinda (%54-86) 6nemli diisiise neden olmus
ve bu durum konak¢1 mikrobiyotasindan in vitro elde edilen olasi probiyotiklerin
rekabet potansiyelinin in vivo’da yeterli oldugunu gostermislerdir.

Reda ve ark. (2017) ¢aligmalarinda, tilapianin bagirsaklarindaki probiyotik
bakterileri tanimlamay1 amaglamiglardir. 135 adet izolattan 9’unun patojenik
olmadig1 ve en az 5 adet izolatin balik patojenleri (Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida ve Staphylococcus
aureus)’ne karsiantibakteriyel faaliyette oldugunu goérmiislerdir. Bu izolatlarin,
yiiksek safra konsantrasyonu (% 10) varliginda ve farkli asidik pH degerlerinde
yasayabildigini gostermislerdir. 1 adet sus (14HT)’un secilen tiim antibiyotiklere
duyarhilik gosterdigini, 2 adet susun (9HT and 11HT) streptomisine karsi direng
gosterdigini ve 3 adet sus (9HT, 11HT ve 38HT)un iki antibiyotige direng
gosterdigini tespit etmislerdir. Izole edilen diger suslari; Lactococcus lactis (SHT,
O9HT, 11HT ve 33HT); Enterococcus faecalis (14HT), Lysinibacillus sp. (38HT) ve
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Citrobacter freundii (39HT, 41HT ve 47HT) 16S rRNA gen analizine dayanarak
tanimlamiglardir.

Dehler ve ark. (2017) g¢aligmalarinda, kapali devre laboratuvar
akvaryumunda yetistirilen Atlantik salmonu larvasi bagirsak mikrobiyotasini ve
ciftlik Atlantik salmonu larvasi bagirsak mikrobiyotasini karsilagtirmistir.
Aragtirmada habitat tipinden bagimsiz olarak sabit bir bakteri alt kiimesi olup
olmadigimi arastirmiglardir. 16S rRNA geninin iki degisken bolgesi boyunca,
sekanslama yapilmigtir. Bu c¢alismada kullanilan baliklarin tiimii, baskin sinif
olarak Firmicutes, Proteobacteria ve Tenericutes ile eslesmistir. Arastirmacilar, her
iki yetistirme grubu arasinda bagirsak mikrobiyotasinin bilesimlerinde 6nemli
farkliliklar  tespit etmislerdir. Ayrica, Proteobacteria, Bacteroidetes ve
Firmicutes’den olusan, ana mikrobiyota tanimlanmigtir. Bireysel yetistirme
gruplariin ¢ekirdek mikrobiyota aliminin veya kaybinin iki habitatta farkl sekilde

gerceklestigini gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma Alanlan

Bu ¢aligma, Kuzeydogu Akdeniz’de doga (Tuzla Milli Parki dalyanindan) ve
yetistiricilik (Mersin-Tagucu bdolgesindeki 6zel bir balik c¢iftligi) ortamlarinda
gerceklestirilmistir.

Tuzla Milli Parki dalyaninda (36°41' K-35°04' D) (Sekil 3.1.; Sekil 3.2.)
denizden tathh suya gegmek isteyen baliklar, gecis sonrasi lagiin agzindaki
kuzuluklarin kapatilmasiyla yakalanmistir. Koruma altinda olan dalyan havzasi
cevresinde, herhangi bir kirletici unsur bulunmamaktadir.

7 V,\ < .

(RS

¢

e

1 tuzla milli parki

Sekil 3.1. Balik materyalinin elde edildigi, Tuzla Milli Parki Dalyam1 (Tuzla,
Adana) (uydu goriintiisii)

o
ST
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Sekil 3.2. Balik materyalinin elde edildigi Tuzla milli parki dalyan bolgesi
kuzuluklar

Mersin Tasucu bolgesinde; kiyidan 5 km agikta yer alan, 1000 ton kapasiteli,
16 adet kafes kapasiteli 6zel bir balik ¢iftligi (Bensu su iirtinleri ticaret 1td.) (36°18'
K-33°51' D)’nde (Sekil 3.3.; Sekil 3.4.) gerceklestirilmistir.

Google Earth

Sekil 33. Balik materyalinin elde edildigiyetistiricilik {initesi bdlgesi
(Tasucu/Mersin) (uydu goriintiisii)
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Sekil 3.4. Balik materyalinin ee igiyetistirilik iinitesi ytizer g kafes
sistemleri
3.1.2. Balik Materyali

Dogadan (Tuzla Milli Parki dalyan kuzuluklarindan) ortalama 100-160 g
agirhiktaki ¢ipuralar, bahar aylarinda bir defaya mahsus olmak iizere, avcilik
yoluyla, yakalanmustir.

Yetistiricilikten (Mersin-Tasucu bolgesinde 6zel balik ¢iftligi) elde edilen
cipuralar, goz acikligt 20mm olan ag kafeslerde, 4 numara (Skreting,
Milas/Tiirkiye) ekstrude yem (Cizelge 3.1.) ile beslenmis ve bahar mevsiminde dip
trolle avlanip, hasat islemi sonrasi 100-160 g’lik bireylerden bir defaya mahsus

olmak tlizere temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Cipura ekstriide yem icerigi

Kimyasal Analiz %
Ham protein 41
Ham yag 20
Ham kal 8
Ham seliloz 3,5
Makro elementler %
Fosfor 2
Kalsiyum 1,4
Sodyum 0,2
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Analizlerde, 25 adet yetistiricilik ve 25 adet dogadanolmak iizere ortalama
100-160g agirlikta ki, tiiketimlik boyda olan, makroskobik incelemeler sonucunda
eseysel olgunluga ulagmamiggeng oldugu saptanan c¢ipura (S. aurata) bireyleri
kullanilmigtir (Sekil 3.5.).

’,

AR ) " ".. . i -_\'.'!
Sekil 3.5. Analiz baliklar1 i¢ baki ve dis baki (oriji

néﬁ
3.1.3. Arastirma Alanlarindaki Su Analizleri
Ornekleme istasyonlarinda sicaklik (°C), tuzluluk (%o), elektriksel iletkenlik
(mS/cm), pH, ¢6ziinmiis O, (g/l) olarak 6l¢iilmesi planlanan degisken cevresel
parametre degerleri multiparametre (YSI 556 prob) kullanilarak herhangi bir 6n

isleme gerek duymaksizin yerinde 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir.
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3.2. Metod
Yapilan tiim mikrobiyolojik ¢alismalar, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda ger¢eklestirilmistir.

3.2.1. Mikrobiyolojik Uygulamalar Oncesi On Hazirhk

Saglikli 25 adet yetistiricilik ve 25 adet dogadan elde edilen ¢ipuralar ayni
donemde ve farkli zaman dilimlerinde canli halde buza yatirilmis, ardindan 2 saat
igerisinde laboratuvara ulastirilmigtir. Laboratuvara ulastirilan baliklarin, agirlik ve
boy odl¢iimleri yapildiktan sonra dis yiizeyleri, alkolle steril hale getirilmistir. Steril
makasla disekte edilen baliklarin, pilorik seka ve aniis bolgesi alinip, bagirsak

ortaya ¢ikarilmistir.

3.2.2. Toplam Mezofil Aerobik Bakterilerin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Baliklardan alman bagirsak, 6nceden tartilmig ve icerisinde 3 mL buyyon
olan tiiplere yerlestirilmis, ardindan, tiipler 3 dk. vorteks ile karistirildiktan sonra,
1500 rpm de 2 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen tliplerden 50pL 6rnek alinip;
kanli agara, endo, MRS (Man, Rogosa ve Sharpe) agara (Merck, Almanya) ekim
yapilmistir. Toplam aerobik bakteriler igin genel besiyerleri; koyun kanli agarda
(bood base (Sigma, Almanya)+kan) 26°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Toplam
Gram negatif bakteriler i¢in endo agarda (Sigma, Almanya) 26°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra endo besi yerinde iireyen Laktoz negatif ve pozitif olarak ayrilarak
saf koloniler elde edilmistir. Enterobacteriaceae’ye dahil bakterilerin tespiti igin,
endo besiyerinden elde edilen saf kiiltiirler,Violet Red Bile Dextrose (VRBD)
(Merck, Almanya) agar besiyerine pasajlanip 26 °C’de 24saat inkiibe edilmistir.
Laktik asit bakterileri MRS agarda 26°C’de yaklasik 4-7 giin anaerob kosullarda
inkiibasyona tabi tutulmustur. Saf kiiltiirler elde edilinceye kadar pasaj islemi
gergeklestirilmistir.

Pasaj islemleri sonunda elde edilen tiirler biyokimyasal agidan incelenmistir.

Bunun igin;
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. Sitokrom oksidaz testi; redoks ayira¢ (dimetil veya tetrametil fenilendiamin
dihidroklorid)damlatilan test kagitlarina, bakteri plastik 6ze ile alinip yayilir,
reaksiyonla olusan yilizeyde renk degisimi degerlendirilmistir. Renk degisimi
veren Orneklere oksidaz pozitif, renk degisimi gostermeyen izolatlar oksidaz
negatif olarak tanimlanmustir.

. Katalaz testi; temiz bir lam {lizerine damlatilmis bir damla %3’liik hidrojen
peroksit (H,O,) iizerine bakteri yayilarak gerceklestirilmistir. Kopiik
olusumu gozlenen izolatlar katalaz pozitif, tepkime meydana gelmeyen

izolatlar da katalaz negatif olarak gruplandirilmistir.

Buyyon formulii

Et ekstrakti 20g
Pepton 10g
NaCl S5¢
Distile su 1000 mL

Alkali peptonlu su formulii

Peptone 10g
NaCl 10g
Distile su 1000 mL

3.2.3. Toplam Aerobik Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi

Sayimmi yapilacak numunenin, 10 mL sivi besiyerinde 10 katli dilusyonlari
(10'1, 10'2, 10'3, 10'4...) hazirlanmigtir. 25°C’de 24 saat’lik inkiibasyona konduktan
sonra orijinal kiiltiirdeki (ImL’de) bakteri miktar1 hesaplanmistir. Kiiltiirdeki
mikroorganizma sayisini hesaplamada asagidaki formiilden yararlanilmistir (Arda,

2000):
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N= Orijinal suspansiyondaki mikrop sayisi,

V= Petri kutularina ekilen inokulum miktar1 (0,1 mL)
X= Ortalama mikrop sayisi

D= Dilusyonun ters logaritmasi, olacak sekilde

N= (1/v) x X x D formulii kullanilmustir.

3.2.4. Aerobik Bakterilerin Hidrofobisite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin hidrofobisite 6zelligini belirlemek igin, steril hale getirilen triptic
soy agar (TSA) (Merck, Almanya) ve % 0,03 kongo kirmizis1 (Sigma, Almanya)
karistirilarak, petrilere dokiim yapilmistir. Tiim izole edilen flora bakterileri, kongo
kirmizis1 ilave edilen TSA’ya ekilip, 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, kirmizi renkte olan koloniler pozitif (hidrofobik), beyaz veya
renksiz koloniler ise negatif (hidrofobik olmayan) kabul edilmistir (Sharma ve ark.,
2000).

Probiyotik bakteriler hidrofobik karakter gdsterdigi i¢in, kirmizi gdriinen

bakteriler (hidrofobisite pozitif) potansiyel probiyotik olarak kabul edilmistir.

3.2.5. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Tiir Tanimlamalari
3.2.5.1. Potansiyel Probiyotik Baktelerin Fenotipik Tiir Tamimlamalari

Potansiyel probiyotik olarak kabul edilen tiirlere Vitek II test otomatize
sistem (BioMerieux) kitlerinin dogru kullanimi i¢in, Gram boyama yapilmistir.

Vitek-II cihaziyla yapilan tiir tanimlama ¢alismasi Cukurova Universitesi
Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji boliimiinde yiiriitiilmiistiir.

Kanli agara ve Mc Conkey agara (Merck, Almanya) ekilen kiiltiirler, 18-24
saatlik inkiibasyon sonrasinda, fenotipik tiir tanimlamasi i¢in Vitek II test tiiplerine
alinmistir. Vitek II test otomatize sistemindekullanilan tanimlama kartlari Gram
pozitifler i¢in BOPP ile, Gram negatifler icin TPX bant ¢esidi ile kaphdir.
Kartlarda 64 adet kuyu bulunup, her kuyu 30uL siispansiiyon alabilir. Bilgisayara
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grup isimleri girilip sisteme kaydedilerek, tanimlama okumalart 365nm ve 445nm

dalga boyunda gergeklestirilmistir.

Cihazda ayrica ¢esitli biyokimyasal testler de otomatik olarak yapildigindan,

oksidaz, katalaz, B hemoliz, koagiilaz gibi ilave biyokimyasal testlere ihtiyag

duyulmamustir. Gram pozitif ve Gram negatif izolatlarin test kitleriyle tepkimeleri

sonrasinda, izolatlarin tiir adlar1 sonug olarak alinmaistir.

3.2.5.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Geneotipik Tiir Tanimlamalar:
3.2.5.2.(1). Gram-pozitif Bakteriler icin 16S rDNA Ekstraksiyonu

Ornekler, 5 mL Tris+Edta (TE) ¢ozeltisi iceren tiiplerde Mc Farland 5
bulanikliga ayarlanmistir

1000uL’si alinip 8000 g’de 3 dk. santriifiij edilip supernatant atilmistir
Uzerine 1000 pL TE ¢ozeltisi eklenip, siispansiyon 100 °C’de 10 dk.
kaynatilmigtir

500 pL siispansiyona, 150 puL boncuk eklenmistir

Mickle 536-TD.2 cihaz1 (Mickle Laboratory Engineering, Ingiltere)’nda
maximum hizda 7 dk. lizis edilmistir

Daha sonra 1200 g’de 10 dk. santrifiij edilmistir

Stipernatanttan 200 uL aliarak -20 °C’ye kaldirilmistir

3.2.5.2.(2). Gram-negatif Bakteriler i¢cin 16S rDNA Ekstraksiyonu

Ormnekler, 5 mL TE ¢ozeltisi igeren tiiplerde Mc Farland 5 bulanikliga
ayarlanmistir

1000 pL’si alinip 8000 g’de 3dk. santriifiij edilip supernatant atilmistir
Uzerine 1000 pL TE ¢ozeltisi eklenip, siispansiyon 100°C’de 10 dk.
kaynatilmig ve bu islem 3 defa tekrarlanmigtir

+4°C’de 1200 g’de 10 dk. santrifiij edilmistir

Stipernatanttan 200 uL alinarak -20 °C’ye kaldirilmistir
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3.2.5.2.(3). Amplifikasyon

10xPZR buffer
M gClz
dNTP

Primer

DNA tag polimeraz

DNA

SuL
3,5Mm
200uM
0,5uL
3U

IuL

Distile su ile 25 uL’ye tamamlanmustir.

Elde edilen DNA’lar, tiire O6zgii primerler kullanilarak amplifikasyon

asamalar1 termal dongii cihazinda (Applied biosystem 2720 termal cycler) (Sekil

3.6.) asagidaki dongii sirasia gore tamamlanmistir;

94°C 5 dk.
94°C 30 sn.
58-64°C  30sn.
72°C 4sn
72°C 7 dk

ilk denaturasyon

denaturasyon

primer baglanma (annealing) 37-42 dongii
uzama (extension)

Son uzama

Sekil 3.6. Termal dongii cihaz1 (Applied Biosystem 2720 Termal Cycler)
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3.2.5.2.(4). Elektroforez

e 100 mL 1x Tris+Borat+Edta (TBE) ve agaroz (%2) c¢ozeltisi mikro dalgada
eritilmigtir

e Eriyen c¢ozelti igerisine SpL etyhidium bromid ile boyanarak tarak
yerlestirilmis jel kasetine dokiiliip, donmaya birakilmigtir

o Tarak c¢ikarilip, ilk kuyucuga 5 pL ladder (50 ve 100 bg)(MBI
Fermentas)yiiklenmigtir

e 10 uL DNA+2 pL loading kenarda karistirilip, diger kuyucuklara yiikleme

islemi yapilmis ve 120 voltta 1 saate ayarlanmistir

Agaroz jel icindeki DNA, etyhidium bromid ile 60 dakika boyanip
kosturulmugtur (Sekil 3.7.). Daha sonra, UV 1s1ginda Gel logic 1500 Imaging
sistem (ayirma giicii: 1708x1280 pixel, Kodak company, NY, ABD) (Sekil 3.8.)
kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekilmistir. Dogada radyoaktif bir
madde olan etyhidium bromid kontaminasyonunu engellemek icin tiim jeller tibbi-
kimyasal atik olarak muamele edilmis ve boylelikle etyhidium bromid’in insan ve

cevre sagligina negatif etkileri ortadan kaldirilmstir.

Sekil 3.7. Elektroforez diizenegi (BIO RAD)
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_//
Sekil 3.8. Jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 1500 Imaging Sistem)

10xTBE c¢ozelti formili

Tris-base 108 g

Borik asit 55¢g

EDTA 744 g

Ultra saf su 1000mL’ye tamamlanir (pH:8,4)

TE ¢o6zelti formuli

Tris-HC1 0,1576¢g
EDTA 0,0372 g
Ultra saf su 100 mL (pH:8,4)

Etidyum Bromid
Etidyum bromid (1000x, Smg/mL) S5¢g
Distile su 100 mL

Isiktan korumak i¢in aliiminyum folyoyla kaplanarak, +4°C’de saklanmistir.

35



3. MATERYAL VE METOD Sevkan OZUTOK

3.2.6. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Karakterizasyonu
3.2.6.1. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Sicaklik Toleranslarinin
Belirlenmesi

Izolatlarin gelisme sicakliklarinin belirlenmesi igin; bakteriler agar iceren
petrilere pasajlanmistir. Daha sonra farkli sicakliklara (10°C, 15°C, 25°C, 37°C ve
45°C) ayarli inkiibatorlerde 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
izolatlarin geligebildikleri sicaklik degerleri, koloni varligina gore pozitif (+) ve

negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Buchanon ve Gibson, 1974).

3.2.6.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Asite Karsi Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Potansiyelprobiyotik  bakterilerin  farkli pH sartlarina  toleransini
belirleyebilmek icin diisitk pH degerlerinde toleranslar1 aragtirilmistir. Farkli pH
degerlerine (pH 1; 3; 7) sahip Phosphate Buffered Saline (PBS) igerisine, 10’
kob/mL olarak hazirlanan potansiyel bakteri siispansiyonlart 25 °C’de 1,5 saat
inkiibe edilmistir. Siirenin bitiminde steril PBS iginde 10° diizeyine kadar
seyreltilerek, 6 esit pargaya boliinmiis TSA’da her bir bolmeye 10 uL gelecek
sekilde inokiile edilmistir. 25 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan canli bakteri
sayimi yapilmistir (Balcazar ve ark., 2008).

Sonuglar; iliremenin olmadigi petriler negatif (-); 1-50 arasinda koloni
iremesi (+); 51-150 arasinda koloni sayisi, orta derece iireme yetenegi (++); 151-

250 ve {istii koloni sayisi, kuvvetli tireme yetenegi (+++) olarak degerlendirilmistir.

Phosphate Buffered Salin (PBS) ¢6zeltisi

NaCl 8,0g

KCl 0,2¢g

Na,HPO, 1,44¢g

KH,PO, 0,24¢g

Distile su 1000mL (pH 7.4)
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3.2.6.3. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzlarmma Karsi Direng
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Potansiyel probiyotik bakterilerin PBS igerisindeki siispansiyonlar1 10’
kob/mL olarak hazirlanmistir. Baliklardan safra kesesinin patlatilmasiyla safra
ornekleri toplanmis ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmugtir. Bakteriyel
siispansiyon, safra (%0,6; 1; 1,5) iceren 1 mL’lik tiiplere inokiile edilmistir.
Ornekler 25°C’de 1,5 saat inkiibasyonun bitiminde steril PBS i¢inde 10 diizeyine
kadar seyreltilerek, 10 pL. TSA’ya inokiile edilmis ve canli bakteri sayimi
yapilmustir (Balcazar ve ark., 2006).

Bolmelerde yapilan koloni sayim islemine gore; iiremenin olmadig: petriler
negatif (-); 1-50 arasinda koloni {iremesi (+); 51-150 arasinda koloni sayisi, orta
derece iireme yetenegi (++); 151-250 ve {iistii koloni sayisi, kuvvetli iireme

yetenegi (+++) olarak degerlendirilmistir.

3.2.6.4. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Pepsine Kars:1 Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Suslarin  pepsine toleranslarinin  arastirilmasinda, gastrik  ortamin
olusturulmasi amaciyla pH 1,5 ve pH 3 diizeyleriyle calisilmistir. Her izolat i¢in bir
kontrol ve biri pH 1,5 digeri pH 3 olmak {izere iki test grubu hazirlanmistir. Test
gruplarma, pepsin (3 mg/mL; Merck) iceren PBS ¢ozeltisi (pH 1,5 ve pH 3) ilave
edilerek, 25°C’de 1,5 saat inkiibasyona birakilmgtir.

inkiibasyonun 1,5 saatinde kontrol ve test gruplarindan alinan rnekler 107

diizeyine kadar seyreltilerek, agar ortamlarina yayma ekimler yapilmig, 25°C’de 24
saat inkiibasyondan sonra kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip, canli
hiicre degerleri hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

Buna gore; (-): negatif iiremenin olmadigi; +: 1-50 arasinda koloni iiremesi;
++: 51-150 arasinda koloni sayisi, orta derece iireme yetenegi; +++: 151-250 ve

iistli koloni sayisi, kuvvetli ireme yetenegi olarak degerlendirilmistir.
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3.2.6.5. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Siderofor Uretim Yeteneginin
Belirlenmesi
Chrome plate count agar (CPCA) probiyotiklerin siderofor {iretiminde

kullanilan 6zel bir ortamdir. CPCA ortami 3 soliisyon olarak hazirlanmistir.

1. 50 mL distile suda, 60,5 mg chrome azurol S (Sigma, Almanya)
¢Ozdiirilmiistiir

2. 10 mL 0,01 N HCI ya 2,7 mg FeC1;.6H (Sigma, Almanya) eklenmistir

3. 40 mL distile suya 73 mg hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma,
Almanya) hazirlanmigtir 1.ve 2. soliisyonlar birlestirilip, 3. soliisyonun
iizerine dokiiliip (pH: 6,8) otoklavlanmigtir

4. 900 mL PCA (Plate Count Agar) (Merck, Almanya) otoklavlanmistir

5. 60°C’de soguttuktan sonra laminar flow kabin icinde hot plate’te PCA ve
boya soliisyonu yavasca kanstirilip, Crom Azurol S (CAS) agar
olusturulmustur

6. Potansiyel probiyotikler, pasaj yapildiktan sonra 25°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir (Shin ve ark., 2001).

Petride sari-turuncu hareli koloniler siderofor pozitif (+),: petrideherhangi bir

iiremenin olmamasi siderofor negatif (-)’ligi ifade etmistir.

3.2.6.6. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Vibrio fluvialis’e Kars1 Gosterdigi
Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Calismada, Vibrio fluvialis’ekars1 antagonistik etki gOsteren Potansiyel
probiyotik bakterilerin se¢imi yapilmistir. Stoktan alinan suglar koyun kanli agara
pasajlanmis ve oradan alman kiiltiir TSB’ye ¢ekilerek, 25°C’de 2 giin inkiibe
edilmigtir. Vibrio fluvialis (ATCC 33809) susu da TSB’ye gekilip 25°C’de 2
giinliik bakteri kiiltiirii elde edilmistir. Vibrio fluvialis’den 100puL alinarak, 100mL

TSA’ya eklenip, petrilere dokiim yapilmistir. Dokiilen TSA’larin iizerinde Durham
38



3. MATERYAL VE METOD Sevkan OZUTOK

tipleriyle ¢ukur acilmis ve potansiyel probiyotiklerden 25uL inokiile edilip,

25°C’de 24 saat inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir (Belkum ve ark., 1989).
Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin baskin tiir olarak iireme yetenekleri,

potansiyel probiyotik kolonilerin varligmma gore antagonizma pozitif (+) veya

negatif (-) olarak degerlendirilmigtir.

3.2.6.7. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Antibiyotik Duyarhlik Diizeylerinin
Belirlenmesi

Izole edilen Potansiyel probiyotik bakteri suslarmin antibiyotik duyarliliklari
disk difiizyon yontemi ile incelenmistir (Halami ve ark.,1999). Calismada,
Potansiyel probiyotiklerin, Miiller-Hinton agara (MHA, Merck, Almanya) ekimi
yapilmig ve balik sagaltiminda ¢ogunlukla kullanilan 5 farkli ticari antibiyotik diski
(Oxo0id, England) kullanilmistir.

Potansiyel probiyotikler, bulaniklik 0.5 MacFarland standardina (10
cfu/mL) gore ayarlanip, Mueller-Hinton agara yayma ekim yapilmistir. Ardindan
Eritromisin (E, 15pg), Enrofloksasin (ENR, 5ug), Sulfametoksazol /Trimetoprim
(SXT, 25ug),Amoksisillin/Clavulanik Asit (AMC, 30ug), Tetrasiklin (TE, 30
ug) belli bir agiyla yerlestirilip, 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Antibiyogram testi sonucunda suglarin olusturdugu duyarliliklar, zon ¢aplari
Olciilerek, antibiyotiklere karst direngli, orta hassas ve hassas olarak
simiflandirilmistir. Zon ¢aplarini, 2016 Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)’e gore degerlendirilmistir.

Kullanilan antibiyotikler;

e Eritromisin (E, 15pg): Direngli (D) < 13; Orta Hassas (OH) 14-17; Hassas
(H) 18>

e Enrofloksasin (ENR, 5 pg): Direngli (D) < 11; Orta Hassas (OH) 12-17;
Hassas (H) 18>
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e Sulfametoksazol /Trimetoprim (SXT, 25 ug): Direngli (D) < 10; Orta Hassas
(OH) 11-15; Hassas (H) 16>

e Amoksisillin/Clavulanik Asit (AMC, 30 pg): Direngli (D)<13; Orta
Hassas (OH) 14-17; Hassas (H) 18>

e Tetrasiklin (TE, 30 pg): Direngli (D) <14; Orta Hassas (OH)15-18; Hassas
(H) 19>

3.2.7. istatistiksel Analizler

Elde edilen wveriler, SPSS (program 22)  paket programinda, ikili
karsilagtirma (tek ornek t testi) testi yapilarak, ortalama degerler arasinda olusan
farkliliklar 0,05 Onem seviyesinde test edilmistir. Sonuglar, ortalamazstandart
sapma seklinde verilmistir. Ayrica istatisiksel analizde parametrik olmayan veriler,
Wilcoxon sira sayilar1 toplami testi yapilarak, gruplara ait veriler min-max olarak

gosterilmis ve olusan farkliliklarp<0,01 6nem diizeyinde incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Arastirma Alanlarindaki Su Analizleri

Dogada (Tuzla lagiinil) yapilan ¢alismada elde edilen su dlglim degerleri;
sicaklik 8,44°C, tuzluluk %o 40,9, pH 7,7 ve ¢oziinmiis O, 8,57 mg/L olarak
bulunmustur. Yetistiricilikte (Tasucu/Mersin) yapilan calismada elde edilen su
Olciim degerleri ise; sicaklik 9,6°C, tuzluluk %038,54, pH 7,4ve ¢oziinmiis O,
8,81mg/L olarak tespit edilmistir. Calisma her iki bolgede bahar mevsiminde
(Nisan-May1s 2017) gerceklestirilmis olup, elde edilen su parametreleri Cizelge

4.1.”de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Arastirma alanlarindaki su parametreleri

Parametreler Doga Yetistiricilik
Sicaklik (°C) 8,44 9,6
Tuzluluk (%o) 40,87 38,54
pH 7,7 7.4
Cozunmis O,(mg/L) 8,57 8,81

4.1.2. Baliklarin Boy ve Agirhiklan

25 adet dogadan ve 25 adet yetistiricilikten olmak {izere toplam 50 balikta
laboratuar kosullarinda boy ve agirlik 6l¢iimii yapilmistir. Dogadan elde edilen
baliklarin ve yetistiricilikten elde edilen baliklarin ortalama total boylar1 sirasiyla
19,80+1,32 cm ve 21,74+1,59 cm olarak olgiilmiistiir. Yetistiricilikten elde edilen
baliklar ile dogadan elde edilen baliklarin ortalama agirliklan ise sirasiyla

160,11+17,71g ile 113,87+26,96g olarak bulunmustur (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen baliklarda boy ve agirlik

degerleri*
Parametreler Doga Yetistiricilik
Boy (cm) 19,80 +1,32 21,74+1,59
Agirlik (g) 113,87+26,96 160,11+17,71

*Cizelgede verilen degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.1.3. Toplam Aerobik Bakteri Sayilarimin Belirlenmesi

Cipuralarin bagirsagindan aerobik, kiiltlire edilebilir bakterilerin mililitrede
koloni olusturan birimi (kob/mL) belirlenmistir. Verilen degerler istatisksel olarak
normal olmamasi sebebiyle, parametrik olmayan veri analizi yapilarak, gruplara ait
min-max degerler ifade edilmistir. Buna gore, dogadan Orneklenen baliklarin
bagirsaklarinda toplam aerobik bakteri sayist 1,98x10°-3,11x10° kob/mL,
yetistiricilik baliklarmin bagirsaklarindaki bakteri sayisi ise 0,67x10°-2,44x10’
kob/mL olarak bulunmustur. Iki grup arasinda yapilan istatistiksel analizde,
Wilcoxon sira sayilar toplamu testine gore, dogadan elde edilen baliklarin toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisinin oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir
(w=569,5 p<0,01) (Cizelge 4.3.; Sekil 4.1.)

42



4. BULGULAR VE TARTISMA Sevkan OZUTOK

Cizelge 4.3. Doga ve yetistiricilik ortamlarindan elde edilen balik bagirsaklarindaki
koloni sayimlari

Balik no Doga Yetistiricilik
1. 3,4x10°8 0,56x10°
2 2,8x10° 0,62 x10*
3 1,3x10" 0,49 x10*
4. 0,89x10° 1,24 x10°
5. 5,6 x10° 0,94 x10°
6 3,3x10" 0,83 x10°
7 2,4 x107 1,64 x10*
8. 5,3 x10° 3,27 x10°
9. 3,8 x10° 1,53 x10°
10. 1,5 x10" 0,67 x10°
1. 6,7 x10° 0,57 x10°
12. 6,1 x10° 0,69 x10*
13. 2,63 x10° 0,78 x10*
14. 1,96 x10° 0,95 x10°
15. 2,71 x10” 1,88 x10*
16. 3,42 x108 1,72 x10°
17. 0,96 x10° 2,68 x10°
18. 0,75 x10° 0,74 x10°
19. 1,82 x10° 2,44 x10"
20. 1,98 x10° 1,55 x10*
21. 2,54 x10’ 0,63 x10°
22. 3,38 x10” 0,78 x10°
23. 3,11 x10° 1,68 x10*
24, 0,97 x10° 1,97 x10*
25. 1,53 x10° 0,88 x10*

min-max min-max

1,98x10°-3,11x 10°  0,67x10°-2,44x10"

*Parametrik olmayan veri analizi yapilmis olup gruplara ait min- max degerler verilmistir.
Wilcoxon sira sayilari toplam testi (w=569,5 p<0,01)
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| Seri |
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Sekil 4.1. Doga ve yetistiricilik ortamlarindan elde edilen baliklarda koloni
sayimlari

Toplam Hiicre sayisi (- 10°kob/mL)
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Yetigtiricilik

4.1.4. Kullanilan Besiyerlerine Gore Bakterilerin Dagilimi

Baliklarin bagirsak mikroflorasinda yer alan genel aerobik bakteriler i¢in
kanli agar, Enterobacteriaceae grubu i¢in Violet Red Bile Dextrose (VRBD) agar
anaerobik tiirler i¢in de Man-Ragosa Shape (MRS) agar kullanilmistir. Dogadan
alman baliklarin flora elemanlar1 kanli agar (64 adet), VRBD agar (31 adet), MRS
agar (10 adet)’da iireyen tiirlerin sayilari, yetistiricilik baliklarindan izole edilen
kanli agarda (17 adet), VRBD agarda (12 adet) ve MRS agarda (6 adet) lireyen

tiirlerin sayisindan yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2.).
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Besiveri Cesitleri

Sekil 4.2. Kiiltiir ortamlaria gore bakterilerin tireme dagilimlar
VRBDA: Violet Red Bile Dextrose Agar
MRSA: Man-Ragosa Shape Agar
4.1.5. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Dogadan elde edilen baliklarda kanli agardan izole edilen bakterilerin 56
adeti Gram-negatif ve 8 adeti Gram-pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3.; Sekil
4.4.). Bunlar igerisinde 1’1 katalaz negatif, 63 adeti katalaz pozitif ve 13 adeti
oksidaz negatif iken; 51 adet oksidaz pozitif olarak bulunmustur. Yetistiricilik
baliklarindan izole edilen bakterilerin 13 adeti Gram-negatif, 4 adeti Gram-pozitif
olarak tespit edilmistir. Bu bakterilerin 2 tanesinin katalaz negatif ve 15 tanesinin
katalaz pozitif oldugu, 3 adeti oksidaz negatif ve 14 adeti ise oksidaz pozitif sonug

vermistir (Cizelge 4.4.; Sekil 4.5.).
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Cizelge 4.4. Kanli agardan izole edilen aerobik mikrooganizmalarin biyokimyasal
ozellikleri

Dogadan elde edilen  Yetistiricilikten elde edilen
Parametreler

izolatlar izolatlar
Gram negatif 56 13
Gram pozitif 8 4
Katalaz negatif 1 2
Katalaz pozitif 63 15
Oksidaz negatif 13 3
Oksidaz pozitif 51 14

Enterobacteriaceae familyasinin laktoz pozitif olan cinsleri, koliform grup
olarak adlandirilir. Bu ylizden Laktoz pozitif tiirlerde, 16 izolatin tiimiiniin, katalaz
pozitif ve oksidaz negatif oldugu tespit edilmistir. Yetistiricilikten izole edilen
bakterilerin VRB agarda {ireyen 7 adetinin laktoz pozitif ve 5 adetinin ise laktoz
negatif izolat oldugu ve Laktoz pozitif 7 izolatin tamaminin katalaz pozitif ve
oksidaz negatif oldugu bulunmustur (Sekil 4.6.).

Arastirmada MRS agarda izole edilen anaerobik tiirler testler sirasinda

canliligin1 koruyamadigi i¢in arastirmadan ¢ikarilmak zorunda kalinmigtir.
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Sekil 4.3. Gram pozitif bakterilerin Sekil 4.4. Gram negatif bakterilerin
151k mikroskobu goriintiisii 151k mikroskobu gdriintiisii
(%x100) (orjinal) (x100) (orjinal)
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Sekil 4.5. Kanli agardan izole edilen aerobik bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri
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Sekil 4.6. VRBD agarda iireyen Gram negatif Enterobacteriaceae familyasinin
biyokimyasal 6zellikleri
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4.1.6. izolatlarin Hidrofobisite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yapilan degerlendirme sonucunda dogadan alinan izolatlardan, 17’sinin ve
yetistiricilikten alinan izolatlardan ise 4 tanesinin hidrofobisite pozitif karakter
gosterdigi (Sekil 4.7.; Cizelge 4.5.) ve diger tiirler ise hidrofobisite negatif (Sekil
4.8.) olarak tespit edilmistir Dogadan elde edilen hidrofobisite pozitif yilizdesinin
(%81), yetistiricilikten elde edilenlere (%19) gore yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.9.). Hidrofobisite pozitif karakterine gore izolatlar, potansiyel probiyotik

olarak smiflandirilmistir.

Sekil 4.7. Hidrofobisite pozit‘if izolatlar  Sekil 4.8. Hidrofobisite negatif izolatlar

Cizelge 4.5. Izolatlarin hidrofobisite 6zelligi

Doga Yetistiricilik
Parametre Potansiyel Probiyotik Sus Potansiyel Probiyotik Sus
No No
D1; D2; D3; D4; DS; D6;
Hidrofobisite Pozitif D7; D8; D10; D11; D12; Y1;Y2; Y3; Y4

D13; D14; D15; D16; D17
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Hidrofobisite Pozitif

Sekil 4.9. izolatlarm alindig1 bolgeye gore, hidrofobisite pozitif tiirlerin orani

4.1.7. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Tiir Tanimlamalari
4.1.7.1. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Fenotipik Tiir Tanimlamalari
Dogadan yakalanan ¢ipuralarin bagirsak florasindan izole edilen 17 adet
potansiyel probiyotik susun Vitek-1I cihaziyla tiir tanimlamasi yapilmistir. Buna
gore;6 sus Kocuria rosea, 4 sus Rothia dentocariosa, 3 sus Kocuria kristinae, 2 sus
Acinetobacter Iwoffii, 1 sus Streptococcus sanguis ve 1 sus Pseudomonas
flourecens olarak tanmimlanmustir. Yetistiricilikten alinan g¢ipuralarin bagirsak
florasindan izole edilen 4 adet potansiyel probiyotik susun tiir tanimlamasina gore;
1 sus Rothia dentocariosa, 1 sus Kocuria rosea, 1 sus Kocuria varians ve 1 sus

Pseudomonas flourecens olarak bulunmustur (Cizelge 4.6.; Sekil 4.10.)
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Cizelge 4.6. Potansiyel probiyotiklerin fenotipik tiir tanimlamalari

Potansiyel
Probiyotik Sus Tar ad Gram boyama
No
D1 Rothia dentocariosa Pozitif
D2 Kocuria rosea Pozitif
D3 Kocuria rosea Pozitif
D4 Kocuria rosea Pozitif
D5 Kocuria kristinae Pozitif
D6 Acinetobacter Iwoffii Negatif
Doga D7 Rothia dentocariosa Pozitif
D8 Kocuria rosea Pozitif
D9 Rothia dentocariosa Pozitif
D10 Rothia dentocariosa Pozitif
D11 Acinetobacter Iwoffii Negatif
D12 Streptococcus sanguis Pozitif
D13 Kocuria rosea Pozitif
D14 Pseudomonas flourecens Pozitif
D15 Kocuria rosea Pozitif
D16 Kocuria kristinae Pozitif
D17 Kocuria kristinae Pozitif
Y1 Rothia dentocariosa Pozitif
Yetistiricilik Y2 Pseudomonas flourecens Negatif
Y3 Kocuria rosea Pozitif
Y4 Kocuria varians Pozitif
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Sekil 4.10. Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerin tiir
dagilim

4.1.7.1.(1). Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Familya Diizeyinde
Siniflandirilmasi

Dogadan yakalanan ¢ipuralardan izole edilen 6 farkli tiir Micrococcaceae
(%52,9), Actinomycetaceae (% 23,5), Moraxellaceae (%11,8), Pseudomonadaceae
(%5,9) ve Streptococcaceae (% 5,9) olarak 5 farkli familya olarak
simiflandirilmistir (Cizelge 4.7.; Sekil 4.11.).

Yetistiricilikten ~ yakalanan  ¢ipuralardan elde edilen potansiyel
probiyotiklerden 4 farkli tiirin, Micrococcaceae (%50), Actinomycetaceae (%25)
ve Pseudomonadaceae (%25) familyalarina dahil olduklar1 bulunmustur (Cizelge

4.7.; Sekil 4.11.).
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Cizelge 4.7. Potansiyel probiyotik bakterilerin familya diizeyinde siniflandirilmasi

Potansiyel Probiyotik Tlr

Adi N (%) Familya
Kocuria rosea 6 (35,3) Micrococcaceae
3 Rothia dentocariosa 4 (23,5) Actinomycetaceae
Doga Kocuria kristinae 3(17,6) Micrococcaceae
Acinetobacter lwoffi 2 (11,8) Moraxellaceae
Pseudomonas flourecens 1(5,9) Pseudomonadaceae
Streptococcus sanguis 1(5,9) Streptococcaceae
Rothia dentocariosa 1(25) Actinomycetaceae
.- Kocuria rosea 1(25) Micrococcaceae
Yetistiricilik ) )
Kocuria varians 1(25) Micrococcaceae
Pseudomonas flourecens 1(25) Pseudomonadaceae

N: Tiir igerisinde yer alan sus sayist

Doga

B Kocuria rosea

®Rothia dentocariosa

¥ Psendomonas flourecens
B Kocuria kristinae

B Acmetobacter lwoffii

B Streptococcus sanguis

Yetistiricilik

B Cocuriarosea

ERothia dentocariosa
u Pseudomonas flourecens

B Kocuria varians

Sekil 4.11. Dogadan ve yetistiricilikten izole edilen potansiyel probiyotik

bakterilerin oransal dagilimi
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4.1.7.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Genotipik Tiir Tamimlamalari:
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Fenotipik olarak elde edilen tiir adlarini, molekiiler agidan kanitlayabilmek
icin gen banktan 16S rRNA {izerinde tiire 6zgii primerler sentezletilip PZR islemi
gerceklestirilmistir. Buna gore; Kocuria kristinae 480 baz ¢ifti (bg), Kocuria rosea
285 bg¢, Kocuria varians 220 bg, Pseudomonas flourecens 351 bg, Rothia

dentocariosa 293 bg, Streptococcus sanguis 238 bg, Acinetobacter lwoffi 400 bg’de

bant vermistir (Cizelge 4.8. ve Sekil 4.12.;4.13.; 4.14.; 4.15.; 4.16.; 4.17.; 4.18.).

Cizelge 4.8. Potansiyel probiyotik bakterilerin PZR protokolii

B
Potansiyel Primer dizisi(5-3') Déngii A j‘l’j Kaynak
Probiyotikler g (°C) ¢ y
(be)
K [ CGGTACCTGCAGAAGAAGCG
ocurna 40 64 480 Genbank
kristinae ATGTCCCCCACACCTAGTGC
Kocuria GAGAGTGACGGTACCTGCAG 40 63 285 Genbank
rosea TCAGCGTCAGTAACAGCCCA
Kocuria CGGTTTGTCGCGTCTGCTGT 40 63 290 Genbank
varians TCAGCGTCAGTAACAGCCCA
Pseudomonas CCTTCGGGAACATTGAGACA
37 61 351 Genbank
flourecens CACCGCGACATTCTGATTCG
Rothlg GTCGTGAGATGTTGGGTTAA 49 20 293 Genbank
dentocariosa CGTTGCTGATCTGCGATTAC
Streptococcus GGTAATACGTAGGTCCCGAG
42 61 238 Genbank
sanguis TACGCATTTCACCGCTACAC
Acinetobacter ATTGACGAGAAATTTGCCGA
) 40 58 400 Genbank
Iwoffi ACCTTTGTTACCGTGACGAC

T (°C): Primer baglanma sicaklig1
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Sekil 4.12. K. rosea bant goriintiisii (285bg)
M: Marker (100bg); K: Kontrol
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Sekil 4.13. K. kristinae bant goriintiisii Sekil 4.14. S. sanguis bant
(480bg) gOriintiisii (238bg)
M: Marker (50bg); K: Kontrol M: Marker (50bg); K: Kontrol
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Sekil 4.15. A. lwoffii bant goriintiisii Sekil 4.16. P. flourecens bant
(400bg) gorilintlisii (351bg)
M: Marker (50bg); K: Kontrol M: Marker (100b¢); K: Kontrol

e

I

Sekil 4.17. R. dentocariosa bant goriintiisi Sekil 4.18. K. varians
(293bg) bant goriintiisii (220bg)
M: Marker (100bg); K: Kontrol M: Marker (50bg); K: Kontrol
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4.1.8. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Karakterizasyonu
4.1.8.1. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Sicaklik Toleranslarinin
Belirlenmesi

Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerin farkl
inkiibasyon sicakliklarindaki tiremeleri test edilmistir. Buna goére; hem dogadan
hem de yetistiricilikten elde edilen tiim potansiyel probiyotikler, 10°C ve 15°C’de
iireme gostermezken, 25°C, 37°C, 45°C inkiibasyon sicakliklarinda iireme tespit

edilmistir (Cizelge 4.9.; Sekil 4.19.; Sekil 4.20.).

Cizelge 4.9. Potansiyel probiyotik bakterilerin sicaklik toleranslar1

inkiibasyon Sicaklig
10°C | 15°C | 25°C | 37°C | 45°C
Rothia dentocariosa - -
Rothia dentocariosa - -
Rothia dentocariosa - -
Rothia dentocariosa - -
Kocuria rosea - -
Kocuria rosea - -
Kocuria rosea - -
Doga Kocuria rosea - -
Kocuria rosea - -
Kocuria rosea - -
Kocuria kristinae - -
Kocuria kristinae - -
Kocuria kristinae - -
Acinetobacter Iwoffii - -
Acinetobacter Iwoffii - -
Streptococcus sanguis - -
Pseudomonas flourecens - -

Potansiyel Probiyotikler

Rothia dentocariosa - -
Pseudomonas flourecens - -
Kocuria rosea - -
Kocuria varians - -

Yetigtiricilik

+ 4+ + [+ F A+ F o+ ++ + + + o+
+ 4+ + [+ F A+ o+ o+ + o+
+ 4+ + [+ F A+ o+ o+ A+ A+ + + o+

+: inkiibasyon sicakligina bagl olarak bakterinin iiredigi
-: inkiibasyon sicakligina bagl olarak bakterinin tiremedigi
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100%
W Pseudomonas flourecens
80%
W Streptococcus sanguis
0,
60% B Acinetobacter Iwoffii
40% W Kocuria kristinae
20% B Kocuria rosea
M Rothia dentocariosa
0%

10°C 15°C 25°C 35°C 37°C 45°C

Sekil 4.19. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin inkiibasyon
sicaklik toleransilari

100%
80%
B Kocuria varians
60% m Kocuria rosea
40% B Pseudomonas flourecens
20% M Rothia dentocariosa
0y |\ d—

10°C 15°C 25°C 35°C 37°C 45°C
Sekil 4.20. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin
inkiibasyon sicaklik toleranslari
4.1.8.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Asite Karsi Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi
Potansiyel probiyotiklerin asidik (pH 1 ve pH 3) ve notr (pH 7) ortamda
ireme yetenekleri degerlendirilmistir (Sekil 4.21.).Dogadan elde edilen
bakterilerden; Rothia dentocariosa’ya ait 3 sus pH 3 ve 7 de kuvvetli iireme
gosterirken, pH 1°de iireme goriilmemis ve 1 sus hem pH 1 de hem de pH 3’te

tireme gostermemistir. Kocuria rosea’nin 4 susu pH 3 ve pH 7’de kuvvetli tirerken,
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pH 1’de treme gostermedigi, ayrica diger 2 susun ise pH 1, pH 3 ve pH 7°de
tireyebilmistir. Kocuria Kkristina’ya ait 3 sus pH 1 ve pH 3’te ireme goriilmezken,
pH 7°de tireme gostermistir. Acinetobacter Iwoffii suslar1 her ii¢ pH (pH 1, 3 ve
7)’da tireme saglayabilmistir. Streptococcus sanguis susu,pH 1 ve pH 3 gelisim
gosterememis, ancak pH 7’de kuvvetli bir ireme kaydedilmistir. Pseudomonas
flourecens susu isepH 3 varligini koruyabilmis ve pH 7’de kuvvetli bir tireme
gosterirken, pH1’de ise gelisim gosterememistir (Cizelge 4.10.; Sekil 4.22.)

Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden, Rothia dentocariosa
susu pH 3 ve pH7’de iireme gosterirken, pH 1’de iireme gostermemistir.
Pseudomonas flourecens ve Kocuria rosea suslari pH 3 varligini1 korumus, pH 7°de
kuvvetli bir iireme kaydedilmistir. Fakat pH 1 olan ortamda varlik
gosterememislerdir. Kocuria varians susu ise sadece pH 7’de kuvvetli iireme
yetenegi gostermis, pH 1 ve pH 3’te varlik gosterememistir (Cizelge 4.10.; Sekil
4.23)).

Elde edilen sonuglar yetistiricilikten ve dogadan elde edilen ortak 3 tiir

tizerinde farklh pH degerleri agisindan benzer lireme yetenekleri ortaya koymustur.
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Cizelge 4.10. Potansiyel probiyotik bakterilerin asit toleranslari

Potansiyel Probiyotikler pH1 pH3 PpH7
Rothia dentocariosa - ++ +++
Rothia dentocariosa - ++ +++
Rothia dentocariosa - + +++
Rothia dentocariosa - - +++

Kocuria rosea ++ ++ +++
Kocuria rosea ++ ++ +++
Kocuria rosea = ++ 4+
Kocuria rosea - + ++
Doga Kocuria rosea 4 + "
Kocuria rosea = + 4+
Kocuria kristinae - - +++
Kocuria kristinae - = 4+
Kocuria kristinae = - F++
Acinetobacter Iwoffii + +++ +++
Acinetobacter Iwoffii + +++ +++
Streptococcus sanguis - - +4++
Pseudomonas flourecens - + +++
Rothia dentocariosa - + +++
Pseudomonas flourecens - + +++
Yetistiricilik
Kocuria rosea - + 4+
Kocuria varians - - T+

-: Uremenin olmadig1; +: koloni iiremesi; ++: orta derece iireme yetenegi;
+++: giiclii tireme yetenegi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 4.21. Potansiyel probiyotik bakterilerin asit tolerans goriintiileri (orjinal)
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Sekil 4.22. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin asit toleranslari
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30% mpH7

0% EpH3

& = EpH1
N

Sekil 4.23. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin asit
toleranslar1

4.1.8.3. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzlarmma Karsi Direng
Ozelliklerinin Belirlenmesi
Potansiyel probiyotiklerin farkli safra oranlara kars1 dayanma yetenegi test
edilmistir (Sekil 4.24.). Buna gore dogadan alinan potansiyel probiyotiklerden;
Rothia dentocariosa’nin 4 susunun 2’si 3 farkl safra oraninda (% 0,6; 1; 1,5)
kuvvetli iireme gosterirken, diger 2 sus (% 0,6; 1; 1,5) safra igeriginde iireme
gosterememistir. Kocuria rosea’nin 4 susu %0,6 ve 1 safrada kuvvetli bir iireme
sergilemis ve % 1,5 safrada ilireyememistir. Diger 2 susu ise safranin tiim
oranlarinda (% 0,6; 1; 1,5) kuvvetli bir gelisim gostermistir. Kocuria kristinae’ye
ait 3 sus % 0,6 ve 1 safrada kuvvetli bir tireme gostermis, %1,5 ta varligm
stirdiirememigtir. Acinetobacter Iwoffii’nin 2 susu, Streptococcus sanguis ve
Pseudomonas flourecens suslari, safranin tiim oranlarinda (% 0,6; 1; 1,5) kuvvetli
bir iireme yetenegi gostermistir (Cizelge 4.11; Sekil 4.25.).
Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik tiirlerden; Rothia
dentocariosa ve Pseudomonas flourecenssuslari safranin farkli oranlarinda kuvvetli
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tireme gostermistir. Kocuria rosea susu sadece %1,5 safrada iireme gosterememis,
% 0,6 ve % 1 safra iceriginde ise kuvvetli bir tireme yetenegi sergilemistir. Kocuria

varians ise safranin farkli oranlarinda varligini stirdiirememistir (Cizelge 4.10;

Sekil 4.26.).

Yetistiricilik ve dogadan elde edilen ortak suslar (Rothia dentocariosa,

Pseudomonas flourecens ve Kocuria rosea) safraya (% 0,6; 1; 1,5) kars1 kuvvetli

iireme yetenegiyle benzer yanitlar vermistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Potansiyel probiyotik bakterilerin safra tuzlarina karsi toleranslari

. . Safra
Potansiyel Probiyotikler %06 %1 %15
Rothia dentocariosa +++ +++ +++
Rothia dentocariosa +++ +++ +++
Rothia dentocariosa - - -
Rothia dentocariosa - - -
Kocuria rosea +++ +++ -
Kocuria rosea +++ +++ +++
Doga Kocur?a rosea +++ +++ +++
Kocuria rosea +++ +++ -
Kocuria rosea +++ +++ -
Kocuria rosea +++ +++ -
Kocuria kristinae +++ +++ -
Kocuria kristinae +++ +++ -
Kocuria kristinae +++ +++ -
Acinetobacter Iwoffii +++ +++ +++
Acinetobacter Iwoffii +++ +++ +++
Streptococcus sanguis +++ +++ +++
Pseudomonas flourecens +++ +++ +++
Rothia dentocariosa +++ +++ +++
N Pseudomonas flourecens +++ +++ +++
Yetistiricilik .
Kocuria rosea +++ +++ -

Kocuria varians

-: Uremenin olmadig1; +: koloni iiremesi; ++: orta derece iireme yetenegi;

+++: gliglii ireme yetenegi
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Sekil 4.24. Potansiyel probiyotik bakterilerin safraya kars1 direngleri (orjinal)

4. BULGULAR VE TARTISMA
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Sekil: 4.25. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin safra tuzlarina
kars1 toleranslari
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Sekil 4.26. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin safra
tuzlarina kars1 toleranslari

4.1.8.4. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Pepsine Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerin, farkli asit
degerleri (pH 1,5 ve pH 3) igerisindeki pepsin enzimine karsi gosterdikleri direng
aragtirllmistir (Sekil 4.27.). Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden;
Rothia dentocariosa’ya ait 4 sus pepsint+pH 1,5 ortaminda yagamini siirdiiremenmis,
ancak pepsint+pH 3 ortaminda varligin1 koruyabilmistir. Kocuria rosea’ya ait 6
susun tamami ise pepsinin pH 1,5 ve pH 3’te kuvvetli iireme kaydetmistir. Kocuria
kristinae’ye ait 2 sus, pepsinin her iki asitlik degerin (pH 1,5 ve pH 3)’de iireme
yetenegi gostermis, 1 sus ise pepsintpH 3 ortaminda iirerken, pepsin+pH 1,5
ortaminda varhi@inm1 koruyamamustir. Acinetobacter Iwoffii’ye ait 2 sus ve
Streptococcus sanguis susu pepsintpH1,5 ve pepsintpH3 ortaminda {iremesini
gostermistir. Fakat Pseudomonas flourecens susu pepsin+pH 1,5 ve pepsin+pH 3
ortamlarinda varligini koruyamamuistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.28.)

Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden; Rothia dentocariosa

susunun pepsin+pH 1,5’te lireme gostermedigi, fakat pepsintpH 3’te varligini
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sirdiirebildigi tespit edilmistir. Pseudomonas flourecens pepsintpH 1,5 ve
pepsintpH 3 ortamlarinda tireme gosterememistir. Kocuria rosea ve Kocuria
varians suslari, pepsintpH 1,5ve pepsintpH 3 ortamlarinda varliklarin
koruyabilmiglerdir (Cizelge 4.12.; Sekil 4.29.).

Hem dogadan hem de yetistiricilikten elde edilen ortak tiirler olarak Rothia
dentocariosa, Pseudomonas flourecens ve Kocuria rosea, pepsint+pH 1,5 ve

pepsin+pH 3 ortamlarinda benzer oranda direng gostermistir.

Cizelge 4.12. Potansiyel probiyotik bakterilerin pepsine karsi toleranslari
Potansiyel Probiyotikler Pesin+pH 1,5 Pepsin+pH 3

Rothia dentocariosa - ++
Rothia dentocariosa - +
Rothia dentocariosa - ++
Rothia dentocariosa - ++
Kocuria rosea ++ +++
Kocuria rosea ++ +
Kocuria rosea ++ +
Kocuria rosea ++ +++
4 Kocuria rosea + ++
Doga .
Kocuria rosea ++ +++
Kocuria kristinae + ++
Kocuria kristinae + ++
Kocuria kristinae - ++
Acinetobacter |lwoffii ++ ++
Acinetobacter |lwoffii ++ ++
Streptococcus sanguis + ++
Pseudomonas
flourecens ) )
Rothia dentocariosa - ++
Pseudomonas
Yetistiricilik flourecens i i
Kocuria rosea ++ ++
Kocuria varians + +

-: Uremenin olmadig1; +: koloni iiremesi; ++: orta derece iireme yetenegi; +++: giiclii
iireme yetenegi
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Sekil 4.27. Ptansiyel probiyotik bakterilerin pepsie kars1 direngleri (orjinal)
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Sekil 4.28. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin pepsine karsi

toleranslari
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Sekil 4.29. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin pepsine
karsi toleranslari

4.1.8.5. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Siderofor Uretim Yeteneginin
Belirlenmesi

Potansiyel probiyotiklerin siderofor (konaktan veya demir siirli ortamlardan
demir alimi i¢gin etkin mekanizmalar) olusturma yetenekleri test edilmistir (Sekil
4.30.). Buna gore Rothia dentocariosa’ya ait 4 susu siderofor yetenegi gostermis,
buna kargin Kocuria rosea’nin 6 susu ve Kocuria kristinae’nin 3 susu siderofor
olusturma yetenegi gosterememistir. Acinetobacter Ilwoffii ait 2 sus ve
Pseudomonas flourecens susu siderofor olusturmus, fakat Streptococcus sanguis’de
siderofor yetenegi gozlenmemistir (Cizelge 4.13.; Sekil 4.31.).

Yetistiricilikte Rothia dentocariosa ve Kocuria rosea suslari siderofor
olusturmazken, Pseudomonas flourecens ve Kocuria varians suslariin siderofor
yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13; Sekil 4.32.). Dogadan ve
yetistiricilikten alinan ortak tiirler karsilastirildiginda, Kocuria rosea’nin siderofor
yeteneginin olmayis1 ve Pseudomonas flourecens’in siderofor yetenegi gostermesi,

iki tlir agisindan benzer sonuglar vermistir (Cizelge 4.13.).
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Cizelge 4.13. Potansiyel probiyotik bakterilerin siderofor yetenekleri

Potansiyel Probiyotikler Siderofor
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +

Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria rosea =
Doga Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria kristinae -
Kocuria kristinae -
Kocuria kristinae -
Acinetobacter Iwoffii +
Acinetobacter lwoffii +
Streptococcus sanguis -

Pseudomonas flourecens +

Rothia dentocariosa -

o Pseudomonas flourecens +
Yetigtiricilik .

Kocuria rosea -

Kocuria varians +

-: siderofor yoklugu; +: siderofor iiretimi
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Sekil 4.30. Kiiltiir ortaminda siderofor iiretim yetenegi sar1 turuncu renk degisimi

(orjinal)

m Siderofor +
m Siderofor -
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Sekil 4.32. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin siderofor
iiretim yetenekleri

4.1.8.6. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Vibrio fluvialis’e Kars1 Gosterdigi
Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerin Vibrio
fluvialis’e kars1 antagonistik etkisi test edilmistir. Buna gore, dogadan elde edilen
potansiyel probiyotikler; Rothia dentocariosa tiiriine ait 4 susun tamami
antagonizma gostermistir. Kocuria rosea’ya ait 5 susun antagonistik etki
gosterdigi, 1 susun ise antagonizma gdstermedigi tespit edilmistir. Kocuria
kristinae’ye ait 3 sus antagonizma gostermemis, Acinetobacter Iwoffii’nin 2 sus ve
Pseudomonas flourecens’in ise antagonistik etki yarattig1 izlenmistir. Diger yandan
Streptococcus sanguis ise antagonizma gostermemistir (Cizelge 4.14.; Sekil 4.34.)

Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotikler; Rothia dentocariosa ve
Pseudomonas flourecens’a ait 1’er sus antagonizma gostermis, Kocuria rosea ve
Kocuria varians’a ait 1’er sus antagonizma yaratmamustir (Cizelge 4.15.;Sekil
4.35.)).
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Hem doga ve hem de yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotikler
arasinda Rothia dentocariosa ve Pseudomonas flourecens’in Vibrio fluvialis’e karsi

antagonistik etki yarattigi tespit edilmistir (Cizelge 4.14. Sekil 4.33.).

Cizelge 4.14. Potansiyel probiyotik bakterilerin V. fluvialis’e kars1 gosterdigi

antagonizma
Potansiyel Probiyotikler Antagonizma
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +
Rothia dentocariosa +
Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria rosea +
Doga Kocuria rosea -
Kocuria rosea -
Kocuria kristinae -
Kocuria kristinae -
Kocuria kristinae -
Acinetobacter Iwoffii +
Acinetobacter lwoffii +
Streptococcus sanguis -
Pseudomonas flourecens +
Rothia dentocariosa +
Pseudomonas flourecens +
Yetistiricilik

Kocuria rosea -

Kocuria varians -

-: Antagonistik etkinin olmadigi; +: Antagonistik etkinin varligi
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Sekil 4.33. Vibrio fluvialis’e karsi antagonistik etkinin kﬁltﬁrdgk goriintiileri

(orjinal)

m Vibrio fluvialis +
m Vibrio fluvialis -
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Sekil 4.34. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin antagonistik

etkileri
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Sekil 4.35. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotik bakterilerin
antagonistik etkileri

4.1.8.7. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Antibiyotik Duyarhhk Diizeylerinin
Belirlenmesi

Potansiyel probiyotiklerin antibiyotik duyarlilik testleri i¢cin 5 farkli ticari
antibiyotik diski kullanilmistir (Sekil 4.36.). Buna gore antibiyotiklere karsi
gosterilen tepkiler, ol¢limler sonucunda; direncli, orta hassas ve hassas olarak 3
gruba ayrilmistir.

Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden; Rothia dentocariosa’nin
tim suslar1 eritromisin (E), enrofloksasin (ENR), sulfametoksazol/trimetoprim
(SXT), amoksisillin/klavulanik asit (AMC), tetrasiklin (TE)’e kars1 duyarli
olarak tespit edilmistir. Kocuria rosea’ya ait 2 sus eritromisin’e kars1 direngli iken,
diger antibiyotiklere (ENR, SXT, AMC, TE) kars1 hassas, 1 susu eritromisin’e
karst orta direngli, fakat diger antibiyotiklere kars1 hassas bulunmustur. Rothia’nin
diger 3 susu ise uygulanan 5 antibiyotige karsi hassas bulunmustur. Kocuria
kristinae’in 1 susu eritromisin’e direngli diger antibiyotiklere hassas, 1 susu
eritromisin’e karsi orta hassas ve diger antibiyotiklere hassas olarak tespit

edilmistir. K. kristinae’nin 1 susu ise tim antibiyotiklere (E, ENR, AMC, SXT,
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TE) karst hassasiyet gostermistir. Acinetobacter Iwoffii’ye ait 2 sus ve
Pseudomonas flourecens susu tiim antibiyotiklere karsi hassasiyet gOstermistir.
Streptococcus sanguis susu eritromisin’e direngli, ancak ENR, AMC, SXT, TE’ye
kars1 hassasiyet bulunmustur (Cizelge 4.15.; Sekil 4.37.).

Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden; Rothia dentocariosa
ve Kocuria rosea suslarinin uygulanan tiim antibiyotiklere (E, ENR, AMC, SXT,
TE) kars1 hassas olduklar1 goriilmiistiir. Pseudomonas flourecens’in ise E, SXT ve
AMC’ ye direng gosterdigi, yalniz TE ve ENR’ye hassas oldugu tespit edilmistir.
Kocuria varians ise E ve AMC’ye direng gelistirmis, TE, ENR ve SXT’ye
hassasiyet gostermistir (Cizelge 4.15.; Sekil 4.38.).

Dogadan ve yetistiricilikten elde edilen ortak tiirlerden Rothia dentocariosa
ve Kocuria rosea, hem doga hem de yetistiricilikte antibiyotiklere karsi hassasiyet
gostererek benzer yanitlar vermistir. Fakat Pseudomonas flourecens dogada tiim
antibiyetiklere karsi hassasken, yetistiricilikte E, SXT ve AMC’ye kars1 direng

gelistirmistir.
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Cizelge 4.15. Antibiyotik duyarlilik testi*

ANTIBIYOTIK DiSKLERI

Potansiyel probiyotikler E ENR SXT AMC TE
(15u9) (51g) (25ug)  (30ng)  (30pg)
. . 27mm 32mm 35mm 40mm 35mm
Rothia dentocariosa
(H) (H) (H) (H) (H)
Rothia dentocariosa 31mm 28mm 30mm 25mm  26mm
N A N M
. . mm mm mm mm mm
Rothia dentocariosa
(H) (H) (H) (H) (H)
Rothia dentocariosa 33mm 32mm 29mm  37mm 35mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Kocuria rosea 15mm 33mm 30mm 32mm 35mm
(OH) (H) (H) (H) (H)
Kocuria rosea 9mm 36mm 42mm 40mm 34mm
(D) (H) (H) (H) (H)
Kocuria rosea 28mm 35mm 30mm 30mm 35mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Kocuria rosea 44mm 31mm 40mm 29mm 32mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Doga bt 10mm 40mm 38mm 40mm  40mm
(D) (H) (H) (H) (H)
iR [osed 32mm 35mm 40mm 39mm 35mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Kocuria kristinae 16mm 30mm 21mm 8mm 26mm
: r . mm mm mm mm
Kocuria kristinae 0(D
® H H(H)
Kocuria kristinae 25mm 32mm 35mm 41mm  40mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Acinetobacter Iwoffii 25mm 33mm 2imm  4#mm  35mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Acinetobacter Iwoffii 23mm 41mm 30mm  43mm 12mm
(H) (H) (H) (H) (H)
Streptococcus sanguis 11mm 34mm 18mm 36mm  28mm
(D) (H) (H) (H) (H)
Pseudomonas 35mm 29mm 36mm 33mm  32mm
flourecens (H) (H) (H) (H) (H)
. . 26mm 31mm 35mm 30mm
Rothia d(;entocarlosa (H) 293r;1m (H) (H) (H) 21(H)
Pseudomonas mm mm
Yetistiricilik flourecens 0 (o) (H) °0m 0l )
Kocuria rosea 25mm 30mm 32mm 30mm 32mm
(H) (H) (H) (H) (H)
9mm 39mm 25mm 15mm 34mm

Kocuria varians

(D) (H) (H) (D) (H)

E (Eritromisin): Direngli (D) < 13; Orta Hassas (OH) 14-17; Hassas (H) 18>

ENR (Enrofloksasin): Direngli (D) < 11; Orta Hassas (OH) 12-17; Hassas (H) 18>

SXT (Sulfametoksazol /Trimetoprim): Direncli (D) < 10; Orta Hassas (OH) 11-15; Hassas (H) 16>
AMC (Amoksisillin/Clavulanik Asit): Direngli (D)<13; Orta Hassas (OH) 14-17; Hassas (H)
20>

TE (Tetrasiklin): Direngli (D) <14; Orta Hassas (OH)15-18; Hassas (H) 19>

*Sonuglar; CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) 2016’ya gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.37. Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerin antibiyotik duyarliliklar
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Sekil 4.38. Yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerin antibiyotik
duyarliliklar

4.2. Tartisma

Kuzeydogu Akdeniz’de farkli iki habitatta yer alan ¢ipuralarin
mikrobiyotasinda yer alan potansiyel probiyotik suslar, molekiiler olarak
tanimlanmig ve baliklarda probiyotik olarak kullanilabilirligi, in vitro kriterlerle

simiflandirilmis ve degerlendirilmistir.

4.2.1. Arastirma Alanlarindaki Su Analizleri

Su canlilarmin mikrobiyal topluluklarinin gelisimi; tuzluluk, sicaklik,
oksijen konsantrasyonu, yem miktar1 ve kalitesi ile yakindan ilgilidir (Hansen ve
Olafsen, 1999; Nayak, 2010). Buna ornek olarak Meksika Korfezi'ndeki
Archosargus probactocephalus (Sparidae)’da tespit edilen potansiyel patojenik
Vibrio miktarinin, su sicakligi ile orantili olarak arttigi verilebilir (Paola ve ark.,
1997).

Wassef ve Eisavy (1985) caligmalarinda, doga ve yetistiricilik kosullarinda

beslenen geng cipura bireylerinin, bahar mevsiminde bagirsak doluluk oraninin
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oldukga yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismamizla da 6zellikle dogadan elde
edilen bireylerde bagirsagin dolululuk oranmin oldukga yiiksek olmasi yoniiyle
benzerlik gostermistir. Cevresel faktorlerdeki degisikliklerden gegici mikroflora
daha kolay etkilenirken, kararli yerlesik floranin, daha az etkilendigi gorilmiistiir
(Kelly, 1982).

Floris ve ark. (2013) yaptiklari calismada, Italya kiyilarinda farkli 2
lagiinden alinan su 6rneklerinin tuzlulugu %035-37, ¢oziinmiis oksijeni 8,2-9,6 ve
pH’y1 7,8-8,14 olarak 6l¢miiglerdir. Bu veriler 1518inda bizim 6rnekleme alanimiza
ait pH (7,7-7,4), tuzluluk (%o 36,7-38,5) ve c¢oOziinmis oksijen (8,57-8,81)
verileriyle lagilinlerde yapilan yetistiricilik faaliyeti acisindan benzerlik oldugu
tespit edilmistir. Sucul hayvanlar poikilotermiktir ve mikroflora 1s1 degisiklikleri ile
degisebilir. Tuzluluk diizeyinin degismesi de mikrofloray: etkileyebilir.

Dehler ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 calismada, kafes isletmesinden elde
ettikleri suyun fizikokimyasal degerleri (pH 7,6; sicaklik 12°C ve ¢oziinmiis
oksijen; 9,0), calismamizdaki su Ol¢lim degerlerimizle paralellik gosterdigi
goriilmiistiir. Calismamizda da, bahardan yaza gegiste verilen suyun fizikokimyasal
degerleri acisindan, g¢ipura mikroflorasinin mevsime bagli arttigin1 gosteren

caligmalarla benzerdir (Sugita ve ark., 1989; Al-Harbi ve Uddin, 2004).

4.2.2. Baliklarin Boy ve Agirhiklar:

Dehler ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 ¢alismada, Atlantik salmon (Salmo
salar)’nunun (124,733 g) agirlik ortalamasi, ¢alismamizda hem dogadan elde
edilen ¢ipuralarin agirligr (113,87+26,96 g) hem de yetistiricilikten elde edilen
cipuralarm agirlig1 (160,11+17,71 g) ile benzerlik gostermistir.

Calismamizda, iki farkli bolgeden elde edilen ¢ipura popiilasyonunun
agirlik/boy iliskilerinin karsilagtirilmast 6nemli bir fark yaratmamistir. Bu nedenle,
balik popiilasyonlarinin beslenme ve biiyiime faktorlerinin tutarli oldugu

disiiniilmektedir. Calisma baliklarindaki boy agirlik iliskisi doga ve yetistiricilikle
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ilgili yapilmig diger ¢alismalarla benzerlik i¢inde oldugu tespit edilmistir (Ferrari

ve Chieregato, 1981; Wassef ve Eisawy, 1985; Cataldi ve ark., 1987).

4.2.3. Toplam Aerobik Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi

Baliklarin larva agsamalarinda, gastro intestinal yollari tamamen gelismedigi
icin sudan ve agizdan beslenirler (Bell ve ark., 1971; Yoshimizu ve ark., 1980).
Balik yumurtalarinin etkilesim yiizeyinin bakteri kolonizasyonu igin bir habitat
oldugu uzun zamandir bilinmektedir (Hansen ve Olafsen, 1999). Romero ve
Navarrete (2006) ise, kararli mikroorganizmalarin, ilk besleme asamalarindan
sonra kuruldugunu ve ana bilesenlerinin yumurtadan ¢ikma sirasinda ¢evreden elde
edildigini gostermistir. Deniz baliklar1 genis bir beslenme skalasina sahiptir ve
mikrofloralar1 dogal diyet ve evrimsel gelisme ile iliskilendirilir. Bagirsak
mikrobiyal kompozisyonunun beslenme ile iliskisine dair ilk arastirmalar,
Liston(1956) yass1 baliklarinda ve Yoshimizu ve Kimura (1976) salmonidlerde
yapilmustir.

Genel olarak, insanlar ve karasal hayvanlar bagirsak bakteri sayilar yaklagik
10'"kob g iken, balik bagirsaginda tahmin edilen tipik bakteri sayilar1 (10*-10°
kob g') yiiksek organizasyonlu sicak kanli hayvanlardan daha diisiiktiir (Kim ve
ark., 2007; Skrodenyte-Arba Clauskiene, 2007; Nayak, 2010).

Yoshimizu ve ark. (1980)’nin, ciftlik salmonid yumurtalarinda yaptiklari
caligmada, kiiltiire edilebilir kolonize bakteri sayisinin, ilkbahardan yaza gegiste
(10°-10° g') daha yiksek oldugunu tespit etmislerdir. Calismamiz, bahar
mevsiminde yapilmasi ve yetistiricilikten elde ettigimiz veriler (0,67x10°-2,44x10’
kob/mL) agisindan Yoshimizu ve ark. (1980)’nin verileriyle uyumludur. Floranin
mevsimsel degisimine ornek gosterilebilecek diger bir calismada, Al-Harbi ve
Uddin (2004)’nin yaptig1 hibrid tilapialarda (O. niloticus x Oreochromis aureus)
bagirsak toplam bakteriyel yiikii (bahar ve yaz arasinda) 1,6x10° 5,1x 10’ kob/g
olarak tespit etmiglerdir. Yetistiricilikten elde ettigimiz baliklarin bagirsak yiikiiyle

uyumluluk gostermistir.
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Sakata ve ark. (1978) sar1 kuyrugun (Seriola sp.) sindirim sistemindeki
aerobik kiiltiire edilebilir koloni sayismin, pilorik sekada 2x10* g', mide de
2,5x10° g ve bagmsakta 6,5x10*- 5,9x10° g''ye yiikseldigini bildirmislerdir.
Calismamizda yetistiricilikten elde edilen ¢ipuralarin bagirsak bakteri yiiki ile
benzerlik tagimaktadir. Fakat dogadan elde ettigimiz bireylerin bagirsak bakteriyel
yiikiiniin fazla olmasi (1,98x10°-3,11x10° kob/mL), doganin floraya olan katkisini
ortaya cikarir niteliktedir.

Reuter (2001), canli yemlerin (rotifer ve artemia) bakteriyel yiikiini 2,1 x

;
10 kob/mL tespit ettikleri ¢alismalarinda, dogadan elde ettigimiz (canli yemle

beslenen) cipura bagirsagimin bakteriyel yiikii (1,98x10°-3,11x10° kob/mL) ile
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bagirsak mikrobik yiikiindeki 6nemli farkliliklarin,
besleme yogunlugunun ve gida bilesiminin  balik  bagirsaklarindaki
mikroorganizmalarin tiir ¢esitliligi ve bollugu {izerindeki etkisini ortaya
cikarmaktadir. Ayrica larval ve juvenil asamadaki baliklarin bagirsak florasi,
yetistirme suyunun ve diyetlerin mikroflorast ile iligkili olarak degisim
gostermektedir (Strom ve Ringo, 1993; Bergh ve ark., 1994; Ringo ve ark., 1996;
Ringo ve Vadstein, 1998; Spanggaard ve ark., 2000; Eddy ve Jones, 2002).

4.2.4. Kullamilan Besiyerlerine Gére Bakterilerin Dagihmi ve izolatlarm
Biyokimyasal Ozellikleri

Schulze ve ark. (2006) farkli denizel tiirler (algal, kabuklular ve kemikli
baliklar) ilizerine yaptiklar1 ¢alismada, Modified SeaWater Complex (SWC), Sea
Water Agar, Cytophaga medium (CYT), Tryptic Soy Broth (TSB ), Oppen Heimer
Zobell indirgenmis Agar (OZR), Brain Heart Infusion agar kullanmigslardir.
Kulugka tesisinde yetistirilen deniz baliklarindan 30 izolat elde etmisler ve bunlarin
%]13’iinii Gram pozitif bakteriler olarak bulmuslardir. Caligmamizda, genel
mikrobiyolojik kiiltiir ortam1 besi yerleri (kanli, Violet Red Bile Dextrose Agar
(VRBD) ve ManRagosaShape(MRS) agarda)’nin kullanimi agisindan Schulze ve
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ark.’nin ¢aligmasiylauyumlu oldugu goriilmiistiir. Yetistiricilik baliklarindan izole
edilen aerobik bakterilerin %23’ti Gram-pozitif olarak bulunmus olup,
calismamizda kullanilan besiyerlerinin ve izolasyonun etkin bir sekilde yapildigin
ortaya koymustur.

Carrascosa ve ark. (2016) ¢ipuralarin buz igerisinde kalis siiresine bakarak
mikrobiyolojik yiik {izerine yaptiklar1 calismada, bakteriyel izolatlarini belirlemek
icin, Plate Count Agar (PCA), VRBD agari, calismamizla benzer sekilde
kullanmiglardir. Kiiltiire edilebilen heteroaerofilik tiirlerin arandigi mikrobiyoloji
caligmalarinda, siklikla calismamizda da yararlandigimiz, en fazla koloni izole
edilebilen genel besi yerleri tercih edilmistir.

Floris (2011) ¢ipura bagirsagindan aerobik kiiltiire edilebilir bakteri sayilari,
Nutrient ve VRBD, MRS agar kullanarak toplamda 111 bakteri kolonisi tespit
etmistir. Dogadan ve yetistiricilikten elde ettig§imiz ¢ipuralarin bakteriyel
izolasyonlar1 icin benzer besiyerleri kullanilmis olup, arastiricinin elde ettigi
bakteri izolat say1 (124 adet)’sina yakin oldugu goriilmiistiir.

Floris ve ark. (2013) Tortoli ve Portoli lagiinlerinde gergeklestirdikleri
caligmalarinda, probiyotiklerin sayisi ile ilgili olarak, Tortoli lagliniinden aldiklar
cipuralarin MRS agar iizerinde 6 koloni izole etmislerdir. Portoli lagiiniinden
alinan cipuralarin bagirsak numunelerinden, MRS agarda herhangi bir koloni
gdzlenmemistir. Sonuglarimiz, Kim ve ark., (2007)’nin yaptig1 gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus  mykiss)’nin  bagirsak  florasinin = MRSA'da  ¢ogalmadigin
bildirdikleri ¢alismalriyla benzerdir. Yaptigimiz ¢alismada MRS agarda iireme
(toplam 16 adet izolat) gerceklesmis, fakat izole edilen tiirler, tiir tanimlamasinin
yapilma asamasinda canliligmi koruyamamistir. Izolasyonda anaerobik kiiltiir
izolasyonu ag¢isindan, diger ¢alismalarla benzerlik oldugu tespit edilmistir.

Ringo ve ark. (2001); Atlantik somonu (Salmo salar L.), arktik salmon
(Salvelinus alpinus L.), Atlantik morina (Gadus morhua L.) ve kurtbaliginin
(Anarhichas lupus L.) sindirim kanalindan Carnobacteria’ya ait 11 bakteri susu

Gram-pozitif ¢ubuklar, sporsuz, katalaz ve oksidaz-negatif olarak izole etmislerdir.
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Calismamizda dogadan elde edilen baliklarda kanli agardan izole edilen Gram-
negatif 56 izolat, Gram-pozitif 8 izolat tespit edilmistir. Bunlar icerisinde 63 adeti
katalaz pozitif ve 51 adet oksidaz pozitif olarak bulunmustur. Yetistiricilik
baliklarindan izole edilen aerobik bakterilerin 13 izolat Gram-negatif, 4 adeti
Gram-pozitif olarak bulunmustur. Bu bakterilerin 15 izolat katalaz pozitif ve 14
izolat oksidaz pozitif sonug¢ verdigi kaydedilmistir. Calisma sonuglarimiz ile Ringo
ve arkadaslarinin c¢aligmasi benzerlik gostermesede, izolatlara ait biyokimyasal
verilerin ortaya c¢ikarilmasi, flora elemanlarinin tiir tanimlamasinda temel bir

basamak yaratmasi agisindan uyumlu bulunmustur.

4.2.5. izolatlarin Hidrofobisite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Balik yiizeylerinin kolonistleri, antibakteriyel bilesenlere ve mukozanin
yikama aktivitesine karsi direngli olmalidir. Bagirsak epiteline tutunamayan
bakteriler viicuttan digkiyla atildiklar1 i¢in bagirsak tizerinde herhangi bir yararh
etki de olusturamaz. potansiyel probiyotiklerin,bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
kabiliyeti (kolonizasyon) ve kuvvetli hidrofobik karakter gostermesi, One
¢ikmasinda birincil faktorii olugturmaktadir (Rastall ve ark.,2005; Kogak ve ark.,
2016).

Hidrofobisite i¢in kullanilan, kongo kirmizi boya agar testi ilk olarak
Surgalla ve Beasly (1969) tarafindan, viriilent ve aviriilent Pasteurella pestisi
(simdi Yersinia)’nin karakterinin farklilastirilmasi i¢in kullanilmistir. Virulent ve
aviriilent karakter ayrimi, ¢alismamizla probiyotik karaktere sahip olabilecegini
disiindiigiimiiz bireylerin ayrilmasi agisindan benzerlik gostermistir. Pozitif
hidrofobisite sonuglar1 bakterilerin bagirsak epitelyum hiicrelerine tutunabildigini
ve potansiyel probiyotik olabilecegini gostermektedir (Douglas ve Sanders, 2008).

Sharma ve ark. (2006), 97 Escherichia coli izolatinin, 46 (%47,42)’s1
hidrofobiste testi pozitif reaksiyon verirken, 51 izolatin (%52,57) ise 72 saat sonra
dahi boyayr baglamadigt ve daha sonra negatif olarak ilan edildigini

bildirmislerdir. Calismamizda dogadan beslenen baliklardaki aerobik 95 izolatin
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17’si hidrofobisite testi pozitif reaksiyon vermistir. Yetistiricilikten elde edilen
balik bagirsaklarindaki aerobik 29 izolatin 4 adeti hidrofobisite testi pozitif
reaksiyon vermistir. Testi negatif olan izolatlarin, Sharma ve arkadaslarinin yaptig
testle benzer olarak, 72 saat sonra boyanin bakteriler iizerinde baglanamadigi
goriilmiigtiir. Bu testin, aviriilent E. coli'yi potansiyel olarak virulent E. coli'den
ayirmak i¢in birincil tarama testi olarak kullanilabilecegi, yanlis negatif
gostermeden %100’liik bir 6zgilinliik sagladigi kanitlanmastir.

Potansiyel probiyotik belirlemede bagirsak mukozasina yapigsma egiliminde
oldugu goriilen hidrofobisite pozitif sonuglarimiz, Didinen ve ark. (2017)’nin
alabaliklarda laktik asit bakterileri (LAB) (L. lactis subsp. lactis M17 2-2, L. lactis
subsp. cremoris ve L. garvieae suslari, L. sakei 2-3ve P. acidilactici 3-5) iizerine
yaptiklar1 calismalarinda, kongo kirmizi agar test sonuglari ile uyumlu oldugu
goriilmiigtiir. Ayrica Balcazar ve ark. (2007; 2008)’nin gokkusagi alabaligi
bagirsaklarindan izole edilen LAB (L. sakei, L. lactis, L. plantarum, L. fermentum
ve L. mesenteroid)’larin hidrofobisite ¢alismalariyla uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Potansiyel probiyotik bakterilerin hidrofobisite testi, genellikle
alabaliklarda ve LAB’lar iizerindeki ¢aligmalarda kullanilmistir. Fakat, ¢calismamiz
cipuralarda ve aerobik bakteriyel flora iizerinde yapilmis ilk calisma olmasi
nedeniyle 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica, ¢alismamizda hidrofobik yiizeye sahip
olan bakterilerin, fagositoza direng gelistirme ve bagirsak epiteli iizerinde patojen
gegigine karst bariyer olusturma, Ozelligine sahip olduklart disiiniilmektedir

(Balcazar ve ark., 2007; 2008).

4.2.6. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Tiir Tammmlamalari
4.2.6.1. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Fenotipik Tiir ve Familya
Diizeyinde Simiflandirilmasi

Ozsavli ve ark. (2018), igme suyundan koliform bakteriyel izolasyon sonrasi
Vitek II sistemi kullanarak Klebsiella pneumoniae spp., Enterobacter aerogenes ve

Citrobacter freundii olarak tanimlama iglemi yapmuslardir. Vitek II test sisteminin
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kullanimi  agisindan  ¢aligmamizla  benzerlik  géstermis olup, hastane
laboratuvarlarinda da fenotipik tanimlama test sistemi siklikla kullanilmaktadir.

Onceki calismalarda (Onarheim ve ark., 1994; Verner-Jeffreys ve ark., 2003;
Gomez ve Balcazar, 2008; Nayak, 2010) tespit edilen deniz baliklarindaki
mikrobiyotanin  baskin  dyeleri  Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter,
Corynebacterium, Alteromonas, Flavobacterium ve Micrococcus olarak tespit
edilmistir. Aragtirma sonuglarimiz, toplam aerobik flora tespitine yonelik yapilmis
bir g¢alisma olmamasi nedeniyle Onceki calismalarda tiir adlarindan ayrilir
niteliktedir. Fakat potansiyel probiyotik tiir tanimlama sonuglarina gore,
Pseudomonas ve Acinetobacter cinslerinin ve Micrococaceae familyasina dahil
olan Kocuria'nin, genel florayr yansithdr diisiiniilmektedir. Ozelliklede
Acinetobacterve Micrococaceae familyasina ait tiirlerin, c¢ipurada potansiyel
probiyotik olarak tespit edilmesi itibariyle ilk yapilmis ¢aligmadir.

Floris (2011)’in ¢ipuranin bagirsak mikroflorasindaki, Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae, = Moraxellaceae,  Flavobacteriaceae  tespiti, arastirma
bulgularimizdan Pseudomonadaceae familyasinda olan Pseudomonas flourecens’in
tespitiyle uyum icinde oldugu ve ayrica ortaya cikarilan Micrococcaceae,
Actinomycetaceae, Moraxellaceae, Streptococcaceac familya {iiyelerinin tespit
edilmis olmasi ¢alismamizi diger ¢aligmalardan ayri kilmaktadir.

Yapay diyetler, stres ve antibiyotikler balik sindirim sisteminde mikroflorada
degisikliklere neden olabilir (Navarrete ve ark., 2008; Clements ve ark., 2014).
Silva wve ark. (2011) ¢ipura midesinde Firmicutes, Proteobacteria ve
Bacteroidetes’in dahil oldugu, baskin filumun degistigini bildirmislerdir. Dhanasiri
ve ark. (2011), yetistiricilige alindiktan sonra yabani Atlantik morina’nin bagirsak
mikrobiyotasinda degisiklik meydana geldigini bildirmiglerdir. Dogadan elde
etigimiz potansiyel probiyotiklerin, yetistiricilikten elde edilenlere nazaran, cins ve
tiir sayis1 farkliligt agisindan oldukca yiiksektir. Calismamizda yetistiricilik
kosullarinin, mikroflora iizerinde yarattigi baskinin, yapilmis diger calismalarla

benzer oldugunu gostermistir.
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4.2.6.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Genotipik Tiir Tanimlamalari

Alonso ve ark. (2018), ispanya’nin Gijon lagiiniinden elde edilmis 13 adet
deniz baligi bagirsagindan izole edilen 45 adet Gram-pozitif sustan 9’unu 16S
rRNA gen dizilimi ile Laktik asit bakteri (LAB) olarak tanimlamiglardir. Molekiiler
olarak tiir tanimlamasi 16S rRNA iizerinde c¢aligilmasi yoniiyle ¢aligmamizla
benzerlik gostermektedir. 16S rRNA iizerindeki toplam genom igerisinde yer alan,
tire Ozgli korunmus bolgeler sentezlenerek, tiir admin molekiiler olarak
kanitlandig1 goriilmiistiir.

Rungrassamee ve ark. (2014) dogadan ve ¢iftlikten alinan Penaus monodon
anaglarinda, bagirsak bakteri topluluklarini kiiltiire almaksizin, 16S rRNA
genlerinin V 3-4 bolgelerini bir barkod pyrosekanz analizi kullanarak 5 sinifta
toplamiglardir. Calismamiz, kiiltiire edilebilir tiirler iizerinde gergeklestirilmis
olmasi ve smif degil de tiir tanimlamasi agisindan bu c¢aligmadan ayrilmistir.
Potansiyel probiyotiklerin tiir tanmimlamasina yonelik gergeklestirdigimiz bu
caligmada, ileride bu tiirlerin yetistiricilik ¢aligmalarinda yem takviyesi olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Ringo ve Holzapfel (2000), Atlantik salmonu (Salmo salar L.)’nun
solungaglarinda meydana gelen aerobik bakteri populasyonundan 16S rDNA dizi
analizi ve AFLpTM parmak izi esasina gore tiir tanimlamasi yapmiglardir. Kesilen
DNA pargalan iizerinden PZR yapilan bu yontemle, ¢alismamizda uygulanan
yontem ve sonuglarin birbirlerinden ayr1 distigi  gozlenmistir.  Cilinkii
caligmamizda, prokaryotik geni ifade edebilmek i¢in houskeeping gen goriinimii
saglanmasinda, 16S rRNA {izerinde, 200 ile 500 arasinda ki baz ciftlerinde net

gorilintiileme yapilmistir.
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4.2.7. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Karakterizasyonu
4.2.7.1. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Sicaklik Toleranslarinin
Belirlenmesi

Ibrahim ve ark. (2004) gokkusag: alabaligindan izole ettikleri 5 farkli laktik
asit bakterisinin (psikrofil floraya sahip oldugu distiniiliirse), 21 ile 25 °C’de
mukozaya daha iyi yapistigini tespit ettikleri ¢alismalarindan elde ettikleri sonuglar
ile, ¢alisma sonuglarimizin birbirlerini destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.
Ayrica c¢aligmamizda mezofil potansiyel probiyotik bakterilerin, optimum
sicakligin iizerindeki lireme giiciine sahip olmasi, aktivitede, dayaniklilikta ve
gelisme hizinda ayirt edici 6zellik kazandirmaktadir.

Gilliand (1984), yiiksek organizasyonlu canlilardaki laktik asit bakteri
tiirlerinin 45-48°C’de canliligmi korudugu calismasindan elde ettigi bulgular,
sicaklik bulgularimizi destekler nitelikte bulunmustur. Sicakliga dayanikli olan
tirlerin, yem yapim rasyonlarinda 1sidan etkilenmeyerek canliliklarini
koruyabilecekleri diistiniilmektedir.

Bagirsakta probiyotigin kalisim1 degerlendiren farkli bilim adamlari, Munro
ve ark. (1995), Aeromonas’1 kalkan (S. maximus) larvalarina verdiginde 15-20
°C’de 14 giin canh kalabildigini; Ringo ve ark. (1996), kalkan larvalarina
uyguladig1 Vibrio pelagius’un 17-20 °C’de 14 giin canli kalabildigini bildirmisler.
Uygulanan probiyotiklerin sicakliga bagli olarak canliligin1 koruma yeteneklerinin,
baliklarin bulundugu suyun sicakligiyla paralel olarak degistigi ve potansiyel
probiyotik bakterilerimizin inkiibasyon sicakliginin optimum 25°C olmasi
itibariyle, yapilmis diger ¢caligmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir. Deneylerimiz
sonunda, 25-45°C arasinda {ireme yetenegi sergileyen tiim potansiyel
probiyotiklerimizin, farkli sicaklik araliginda canliliklarin1  koruyabilme
yetenekleri, yerlesik floranin kurulmasinda 6nemli role sahip olmalarini saglar.

Sharifuzzaman ve ark. (2018)’nin gokkusagi alabaliklarinda Kocuria
tiiriiniin 4; 15; 26; 37 ve 45 °C’de inkiibe edildiginde canliligini korudugu yoniinde

elde ettikleri sonuglar, ¢alismamizda tespit ettigimiz Kocuria tiirlerinin sicaklik
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verileriyle uyumlu bulunmustur. Ancak c¢alismamizda izolasyonun yapildigi
cipuranin su sicaklik toleranslarmin farkli olmasi ve mezofil bakteri florasi

sebebiyle, Kocuria tiirlerinin diisiik sicakliklarda tireyemedigi goriilmistiir.

4.2.7.2. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Asite Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Balcazar ve ark. (2008)’nin gokkusagi alabaligindan izole ettikleri 3 farkl
laktik asit bakterisini, pH 1 ile 6,5 arasindaki asit degerleriyle inkiibe ettiklerinde,
probiyotiklerin pH 2,5-6,5 arasinda gelistiklerini tespit etmislerdir. Benzer bir
calisma Didinen ve ark. (2017) tarafindan, L. garvieae suslarinin pH 2,5’ta
yasamini siirdiirebildigini bildirmislerdir. Arastiricilarin ¢alismalartyla benzer
olarak tespit ettigimiz potansiyel probiyotiklerden, Rothia dentocariosa,
Pseudomonas flourecens ve Kocuria rosea ve Acinetobacter lwoffi’nin pH 3’te
canliligmi korudugu ve hatta bu tiirlere ait bazi suglarin pH 1’1 tolere edebildigi
goriilmiistiir. Gerek ¢ipurada yapilan flora tespitinde, gerekse probiyotik
caligmalarinda pH 1 asitlik degerinde iireme yetenekleri tespit edilmemistir. Bu
acidan  calismamiz  yapilmig diger c¢alismalardan ayrilir  niteliktedir.
Mikroorganizmalarin fizyolojik durumunun anlagilmasi i¢in sus faktoriiniin ele
almmasi gereklidir. Bu nedenle potansiyel probiyotik se¢iminde, bulunduklari
ortam  pH'sinin  diismesiylemetabolik  aktivitelerini  arttirarak,  diger
mikroorganizmalarin fizyolojik durumunun diismesini firsata doniistiirebilen ve
asit toleransi yiiksek tiirler tercih edilmelidir.

Sharifuzzaman ve ark. (2018), izole ettikleri Kocuria’nin pH 2-7 arasinda
ireyebildigini, bulgularimizla Kocuria tiirleri a¢isindan paralellik oldugu ve ayrica
dogadan elde ettigimiz ¢ipuralardan izole ettigimiz Kocuria rosea’nin pH 1’de
canliligimi  siirdiirebildigi  goriilmiistiir.  Probiyotiklerin  aktiviteleri, imalat
islemlerindeki fiziksel ve kimyasal kosullar nedeniyle kaybedecekleri
varsayildiginda, bir probiyotigin pH toleransinin genis araliklarda olmasi islemler

sirasinda bakterilerin enzim aktivitesinin korunacagini igaret eder.
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Yufera ve ark. (2004) ¢ipuranin sindirim sistemi boyunca, besinlerin pH’nin
2 ile 7 arasindaki asitlik degerlerine maruz kaldigim1 bildirmislerdir.
Denemelerimizde, uyguladigimiz asitlik degerleri (pH 1; 3; 7)’nin, ¢ipuranin
sindirim sistemi asitlik degerleri ile benzer olmasi saglanmistir. Ayrica mide asit
degerinin daha da diistiigii stres kosullar1 hesaba katilarak, pH 1 u¢ deger olarak
denenmistir. Bu nedenle pH 1 asitlige dayanma giicii sergileyen Acinetobacter
Iwoffi suglarinin sindirim sisteminden gegisleri esnasinda hayatta kalma oranlarinin
oldukgca yiiksek olacagi diisiiniilmektedir.

Sansawat ve Thirabunyanon (2009), tathi su karideslerinin (Macrobrachium
rosenbergii) mide-bagirsak bosluklarindan izole edilen Bacillus subtilis P 33 ve 72
suslarinin, pH 2,5’da 3 saat siireyle hayatta kalabildiklerini belirtmiglerdir.
Uygulama yontemi olarak, calismamizda denedigimiz potansiyel probiyotiklerin
1,5 saat inkiibasyona alinmasi agisindan paralellik s6z konusudur. Baliklarin
sindirim sisteminden, alinan besinler ve bakterilerin, mideden (min. pH 2) gecis
stiresinin 1 saat oldugu bilgisi (Yufera ve ark., 2004), bize inkiibasyon i¢in, 1,5
saatlik asite maruziyetin yeterli olacagini diisiindiirmiistiir. Sonugta bagirsakta
faaliyet gosteren probiyotik bakterilerin, midenin asidik ortamindan gegerken

hayatta kalmasi gerekmektedir.

4.2.7.3. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Safra Tuzlarina Kars1 Direng
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Salmonidae (Balcazar ve ark., 2008) ve Percoidea (Rengpipat ve ark.,
2008)’lerin bagirsaktaki fizyolojik safra konsantrasyonunun %0,3-1,5 arasinda
hesaplandig1 bildirilmistir. Bu nedenle, calismamizda potansiyel probiyotik
bakterilerin %0,6, 1 ve 1,5 safra konsatrasyonlarina toleranslari arastirilmistir.
Perez-Sanchez ve ark. (2011) calismalarinda %0,2; 1 safra konsantrasyonlarini
kullanmiglar ve L. lactis, L. plantarum ve L. mesenteroid’lerin %10 safra
toleransinin oldugunu bildirmislerdir. Buntin ve ark. (2008) deniz baliklarindan

izole ettikleri laktik asit bakterileri {izerinde 2000, 3000, 4000ppm safra
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oranlarinin, probiyotik bakterilerin sayisinin %50 oraninda diisiirdiigiinii ve safra
tuzunun deterjan etkisi gosterdigini tespit etmiglerdir. Diger arastircilarin
verileriyle uyumlu olan c¢aligmamizda sadece yetistiricilikten elde ettigimiz
Kocuria varians’ta safraya kars1 direng tespit edilememistir. Yiiksek oranda (%]1,5)
bile elde ettigimiz safraya direng, daha Once ¢alisilmamig potansiyel
probiyotiklerimizin probiyotik karakterinin ne denli giiclii oldugunun gostergesi
olmustur. Cipura bagirsaginda yer alan potansiyel probiyotik bakterilerin safra
toleransi, onlara mideden bagirsaga geciste hayatta kalma konusunda daha yiiksek
bir yetenek ve hidrofobik 6zellige sahip suslarin asit ve safraya direngli olmalari
sayesinde, bagirsak yiizeyinde rahatlikla kolonize olmalarini saglar (Nikoskelainen
ve ark. 2001). Bu nedenle, probiyotikler ve safra asitleri yiliksek kolesteroliin
onlenmesi, yaglarin sindiriminde, yagin emiilsiyon haline gelmesinde modern bir
stratejidir (Yiingiil ve Ozdemir, 2017; Pavlovic ve ark, 2012).

Begley ve ark. (2005), genellikle Gram-pozitif probiyotik bakterilerin,
Gram-negatif bakterilere gore safra tuzlarina kars1 daha savunmasiz oldugunu ve
safra toleransinin, susa 6zgii bir nitelik oldugunu ifade etmislerdir. Benzer sekilde,
calismamizda elde edilen Gram-pozitif suslardan Rothia dentocariosa’nin 4
susundan 2’sinin tiim safra oranlarina direngli iken, diger 2 susunun hayatta
kalamadig1 bildirilmistir. Gram-negatiflerden Acinetobacter Iwoffii’nin 2 susu ve
her iki habitattan izole edilen Pseudomonas flourecens suslar1 tiim safra
oranlarinda kuvvetli iireme sergilemistir. Bu suglarin probiyotik karakterlerinin
ayrintili bir sekilde tespit edilmemis olmasi, ¢alismamizi 6nceki galigmalardan
ayirr niteliktedir. Elde ettigimiz potansiyel probiyotikler, safranin lipid aktivitesine
kars1 dayaniklilik gosterek, hiicre formlarii korudugu ve boylece yerlesik florayi
olusturduklar varsayilmaktadir.

Cevresel faktorler bakterilerin safra tuzlarina karsi daha savunmasiz
kalmasia neden olabilir veya hayatta kalma oranlarini artirabilir (Begley ve ark.,
2005). Bu durum benzer olarak, iki farkli habitattan elde ettigimiz izolatlardan

Rothia dentocariosa, Kocuria rosea’nin bazi suglarinda tiim oranlarda safraya karsi
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direng gelistirdigi, ayrica Pseudomonas flourecens’in safraya (%0,6; 1; 1,5) karsi
giiclii lreme yetenegi gostererek canli kalmayr basardigimi  gostermektedir.
Dogadan elde ettigimiz tiirlerde yiliksek oranda (%1,5) safra direncinin goriilmesi,
yiiksek yagli yiyecekler alindiktan sonra bagirsak safra icerigini de 6nemli dl¢iide
arttirmigtir. Probiyotiklerin stirekli diisiik seviyede safra tuzlarina maruz kalmasi,
ylksek safra konsantrasyonlarini tolere etme yeteneklerini artirabilir (Begley ve
ark., 2005). Ancak, probiyotiklerin safra tuzlarini nasil tolere ettiginin molekiiler

mekanizmasi heniiz tam olarak netlik kazanmamuistir.

4.2.7.4. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Pepsine Karsi Diren¢ Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Balik midesinde asit konsantrasyonu pH 2-4 arasinda degisir, daha sonra
kosullar pilorik sekanin hemen altinda alkalin (pH 7-9) olur, {ist bagirsakta azami
8,6'ya yiikselir ve nihayetinde arka bagirsakta notraliteye yaklasir ( Muthukumar ve
Kandeepan, 2015).

Grimoud ve ark. (2010), Lactobacillus suslarmin simiile gastrik kosullar
altinda bagirsak ortamina kiyasla daha ytiksek sagkalim oranlarma sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Tokatli ve ark. (2015), Lactobacillus plantarum ve L. brevis suslar
(L. brevis MF343 hari¢), pH 2,5+pepsin uygulamasindan sonra yiiksek hayatta
kalma orani sergilemiglerdir. Calismamizda, potansiyel probiyotiklerden hem
dogadan hemde yetistiriclikten elde edilen Rothia dentocariosa’nin tiim suslar1 ve
Kocuria kristinae’nin 1 susu pH 1,5+pepsin ortaminda varligini siirdiirememistir.
Laktik suglarda goriilen bu farliliklara benzer olarak caligmamizda da hem
yetistiricilikte hem de dogadan elde ettigimiz tiirlerin suglarinda farkli yanitlar
goriilmiistiir. Bu potansiyel probiyotiklerin sus bazinda da ele alinmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Probiyotikler, oral olarak uygulandiginda midenin agir1 diisiik
pH bariyeri ve pepsin antimikrobiyal etkisine bagli olarak, biiyilik fizyolojik

zorluklarn tistesinden gelmesi gerektigi anlamina gelir (Smith, 1980).
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Zhang ve ark. (2013) Japon siyah nokta ¢ipurasinda 0; 2; 4; 6; 8; 10 g/L
denedikleri Leuconostoc lactis tiiriiniin, pepsine karst canliligini siirdiirebildigini
bildirmiglerdir. Calismamizda elde ettigimiz bulgularimizin, tim potansiyel
probiyotikler (Pseudomonas flourecens hari¢)’in pepsine (3mg/ml) karsi canliligin
korunmasi ac¢isindan uyumlu oldugu tespit edilmistir. Baliklarin midesindeki
pepsin aktivitesi, memelilere gore daha yiiksek ve spesifik aktiviteye sahiptir. Ayni
zamanda daha diisiik asidik kosullarda optimal aktivite gosterirler (Gildberg ve
Raa, 1983). Probiyotik bakterilerin pepsin ve diisiik pH’ya maruz birakildiktan
sonra yapisma Ozelliginin de oOnemli Olglide azaldigi tepit edilmistir
(Sharifuzzaman ve ark., 2011). Bu da bize, elde ettigimiz potansiyel probiyotiklerin
mideden geciste pH ve pepsine ragmen, potansiyel probiyotik karakter olma

acisindan ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

4.2.7.5. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Siderofor Uretim Yeteneginin
Belirlenmesi

Alexander ve Zuberer (1991) topraktan izole ettikleri Pseudomonas ve
Erdwinia tiirlerinden CAS agar kullanarak Pseudomonas flourecens’in siderofor
olusturdugunu tespit etmislerdir. Doga ve yetistiricilik ¢ipuralarindan izole
ettigimiz Pseodomonas flourens’in siderofor olusturma yeteneginin, Alexander ve
Zuberer (1991)’in yaptiklar ¢alismayla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Konakgi
ve bakteri arasindaki etkilesimde anahtar konu demirin baglanmasidir (Gatesoupe
ve ark., 1997). Bu bakimdan, bakteriyel sideroforlar, demirin elde edilmesi igin
yiiksek afiniteyle Fe (III) selatlayarak demirin baglanmasini saglamaktadir (Fgaier
ve Eber, 2011). Sinirli demir sartlarinda gelisen Pseudomonas fluorescens’in kiiltiir
supernatantinin, Vibrio anguillarum’un gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu da
bize tespit ettigimiz siderofor pozitif potansiyel probiyotiklerin, ortamdaki
demirden yarar saglayarak, potansiyel patojene karsi {istlinlilk sagladigini

gostermektedir.
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Gatesoupe (1994) siderofor pozitif laktik asit bakterilerinin, rotiferlere
eklenmesinin kalkan larvalarinin patojenik Vibrio spp ile enfeksiyona karsi
direncini arttirdigin1 kaydetmislerdir. Siderofor iireten bir bakterinin eklenmesi
kalkan larvalarina Vibrio’ya karsi ek bir koruma saglamistir. Smith (1980)’e gore,
probiyotikler tarafindan salgilanan antibiyotikler veya sideroforlar gibi
antimikrobiyal maddeler, patojenlere karsi yapisma oOnleyici aktiviteye sahiptir.

Sharifuzzaman ve ark. (2018) Kocuria SMlsusunu siderofor negatif
bulmuslardir. Bu ¢alismada, dogadan ve yetistiricilikten izole ettigimiz Kocuria
rosea ve K. kristinae suslar1 siderofor negatif olmalar1 a¢isindan Sharifuzzaman ve
ark.’nin calisma sonuglar1 ile benzerlik iginde oldugu tespit edilmistir. Yalniz,
Goswami ve ark. (2014) K. tufanensis 2M4 susunun probiyotik 6zelligi
olmamasina ragmen, siderofor pozitif olmasi nedeniyle, ¢calismamiz yetistiricilik
¢ipuralarindan izole edilen K. varians susunun siderofor pozitif olmasiyla benzerlik
gostermistir. Cipurada ilk defa genotipik tanimlamasini yaptigimiz Kocuria
tiirlerinin, siderofor yeteneklerinin tiirlerin susa baglh karakter farkliliklarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Probiyotikler kazandiklar1 siderefor iiretim
yetenegi ile sinirli demir sartlar1 altinda patojen bakterilerilerle rekabete girerek,

onlar1 demirden mahrum birakmaktadirlar.

4.2.7.6. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Vibrio fluvialis’e Kars1 Gosterdigi
Antagonistik Etki

Rengpipat ve ark.(2008) Asya levreginden (Lates calcarifer) izole ettikleri 5
farkli laktik asit bakterilerinin, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio
fluvialis {izerinde yaptiklar1 inhibisyon zon 6l¢timlerinin birbirine yakin oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde, elde ettigimiz suslarin laktik asit {irettigi bilinen
Rothia dentocariosa’ya ait tiim suslarin V. fluvialis’e kars1 antagonizma gosterdigi
tespit edilmistir. V. fluvialis, hemolisin ve enterotoksijenik Ozellikleri yoniiyle

denizden izole edilen diger Vibrio tiirleriyle (V. anguillarum, V. campbellii, V.
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cholerae, V. fischeri,V. harveyi, V.mimicus, V. natriegens, V. parahaemolyticus,
V.proteolyticus, V. vulnificus) benzerlik gostermektedir (Amel ve ark., 2008).

Sharifuzzaman ve ark. (2018), alabalik (Oncorhynchus mykiss)’tan izole
ettikleri Kocuria SM1susu, V. anguillarum ve V. ordalii biiyiimesini durdurarak
antagonistik etki gostermistir. Caligmamiz, Kocuria rosea’ya ait 5 susun V.
fluvialis’e antagonistik etki yaratmasi ag¢isindan benzerlik gostermistir. Fakat
Kocuria’nin izole ettigimiz diger tiirleri (K. kristinae ve K. varians) antagonistik
etki gOsterememistir. Bu yiizden, in vitro antagonizmanin, firsatgr patojenlerin
varhigin1 azaltmak veya ortadan kaldirmak igin uygun bir ara¢ oldugu ve in vivo
caligmalara hazirlik agisindan 6nemli bir adim olusturdugu diisiiniilmektedir.

Gram ve ark. (1999) probiyotik Pseudomonas flourecens AH2 susunun, V.
anguillarum’a kars1 antagonistik etkisinin oldugunu 7 giin sonra bile etkili
antimikrobiyal drilinleri korudugunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz testler
sonucunda, hem vyetistiricilik hem de dogadan elde ettigimiz Pseudomonas
flourecens’in ve diger Gram-negatif bakterilerden Acinetobacter lwoffii’nin Vibrio
ailesine dahil olan V. fluvialis’in gelisimini durdurmasi ag¢isindan uyumlu oldugu
goriilmiigtiir. Ayrica ¢ipurada V. fluvialis’e kars1 antagonizmanin ilk defa ¢aligilmis
olmasi agisindan diger caligmalardan farkli nitelikte oldugu belirlenmistir.
Calismamizda elde ettigimiz yiiksek oranda antagonistik etki yaratan potansiyel
probiyotik bakterilerin, gastrointestinal sisteme girdikten sonra antagonistik veya
inhibitor bilesikler (hidrojen peroksit, organik asitler, bakteriyosin) iireterek

sindirim sistemine hakim olduklar1 diigiiniilmektedir (Ringo ve Gatesoupe, 1998).

4.2.7.7. Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Antibiyotik Duyarhlik Diizeylerinin
Belirlenmesi

Su iiriinleri sektoriiniin diinya capinda gostermis oldugu ilerlemeler, balik
yetistiriciliginin de gelistigini gostermektedir. Bu da bakteriyel enfeksiyonlari
tedavi etmek veya oOnlemek icin genis bir antibiyotik kullanimi ile

iligkilendirilmistir. Balik yetistiricili§inde izin verilen antimikrobiyal ajanlari
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diizenleyen yonetmelikler lilkeden iilkeye farklilik gostermektedir. Dogrudan temas
yoluyla veya besin zinciri yoluyla su ortamindan insanlara antibiyotik direncinin
potansiyel transferi insan sagligi i¢in ciddi bir endise kaynagidir (Marshall ve
Levy, 2011). Antibiyotik direncinin izlenmesi, su driinleri yetistiriciliginde
kullanilan antimikrobiyal siniflar1 ve antibiyotiklerin etkinligi hakkinda kapsamli
bilgi toplayamamaktadir (Cabello ve ark., 2013).

Probiyotikler arasinda antimikrobiyal diren¢ &zelliklerinin varligi, gida ve
halk sagligi giivenligi sorunlar1 agisindan sorunlu olabilir (Smith, 1980). Bu
baglamda, Vietnamda karides c¢iftliginde kullanilan ticari probiyotiklerin
bazilarinin, ampisilin, kloramfenikol, klindamisin, eritromisin(E), oksasilin,
penisilin ve siilfometoksazol/trimetoprim (SXT) gibi antimikrobiyal bilesiklere
kars1 direngli oldugu tespit edilmistir (Uddin ve ark., 2015). Yapilmis olan
Eritromisin ve Siilfometoksazol/trimetoprim (SXT) denemesiyle uyumlu olarak,
Ozellikle de dogadan elde ettigimiz ¢ipura potansiyel probiyotiklerinden; Kocuria
rosea’nin 2 susunda, K. kristinae’nin 1 susunda, Streptococus sanguis susunda
yetistiricilikten alinan ¢ipura potansiyel probiyotiklerden; Pseudomonas flourecens
ve K. varians suslarinda eritromisine ve siilfometoksazol/trimetoprim’e karsi
direng tespit edilmistir. Calismamizda goriilen, tetrasiklin ve siilfanomid grubunda
yer alan bu antibiyotiklere karsi gelisen bu direncin konjugasyon (plazmid
araciligryla gen transferi) yoluyla gergeklesmis olabilecegi diistiniilmektilir. Bu
durum aym tiiriin {iyeleri arasinda veya farkli cins veya familyadan gelen bakteriler
arasinda ortaya ¢ikabilir.

Abdel-Aziz ve ark. (2013), Iskenderiye korfezindeki cipuralardan ve
levreklerden izole ettikleri Vibrio alginolyticus, V. parahemolyticus ve
Photobacterium damselae izolatlarinin amokisiline karsi direng gelistirdigi,
enrofloksasin, eritromisin, tetrasikline, Siilfometoksazol/trimetoprim karsi hassas
oldugu, P. damselae’da sadece tetrasikline karsi direng tespit etmislerdir.
Calismamizdaki Doga ve yetistiricilikten elde ettigimiz cipura izolatlarinda genel

olarak eritromisine karsi diren¢ goriilmesi acgisindan bu ¢alismadaki bulgulardan
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farkli oldugu tespit edilmistir. ki calismada goriilen bu farklilik, antibiyotiklerin
ornekleme bolgelerinde 6nceki salginlart kontrol amach tekrarli olarak kullanilmig
olabilecegini veya hayvansal, insan kaynakli antibiyotik kalintilarinin kiy1 sularina
niifuz etmis olabilecegini diigiindiirmektedir.

Sharifuzzaman ve ark. (2018) alabalik (Oncorhynchus mykiss)’tan izole
ettikleri Kocuria susunun tetrasikline (TE) karsi hassas oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde, ¢alismamizda elde ettigimiz tiim Kocuria tiirlerinin tetrasikline
karst hassas oldugu tespit edilmistir. Tiim mikroflorada protein sentezi
inhibisyonuna neden olan tetrasiklinlere karsi hassasiyet goriilmesi, tiim florada
diren¢ genlerinin var olmadigini diisiindiirmektedir.

Scaranoa ve ark. (2018) c¢ipuradan izole ettikleri Aeromonas’in,
Amoksisiline (B-laktam antibiyotikler) karsi olusan direnci daha ¢ok dogadan elde
ettikleri cipuralarda oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda bu goriisten farkh
olarak, sadece yetistiricilik ¢ipuralarindan izole edilen Pseudomonas flourucens’in,
kuluvanik asitle kuvvetlendirilmis amoksisiline karsi direng gelistirdigi
goriilmiistiir. Bu durum bolgemizde amoksisilin direncinin ¢evre kaynakli degil de,

yetistiricilikte besleme yoluyla aktarilmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Doga ve yetistiricilik ortaminda yer alan ¢ipuralarin bagirsaklarindan izole
ettigimiz potansiyel probiyotik bakterilerin, gesitliligi ve Ozelliklerini ayrintili bir

sekilde ortaya koydugumuz galismada,

e Kuzeydogu Akdeniz kiyisinda ¢ipuralarin, kendi dogal ortami (lagiinde) ve
yetistiricilik kafeslerinde gergeklestirdigimiz calismada, ayn1 yil icerisinde
bahar mevsiminde Ornekleme yapilmis ve iki habitatin su analiz
degerlerinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.

e Dogadan elde edilen ¢ipuralarm bagirsak toplam bakteri yiikii 10°-10°
kob/mL iken yetistiricilikten elde edilen c¢ipuralarin bagirsak toplam
bakteri yiikiiniin (10°-10” kob/mL) oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.

e Dogadan alinan baliklarin genel flora izolasyonundan toplam 95 adet
izolat, yetistiricilikten toplam 29 adet izolat elde edilmistir. Tiim izolatlara
biyokimyasal testler uygulanip, siniflandirilmistir,

e Dogadan elde edilen hidrofobik karakter gosteren izolat yiizdesi (%81),
yetistiricilikten elde edilen izolat yiizdesi (%19)’nden oldukg¢a yiiksek
oldugu tespit edilmistir,

e Belirlenen potansiyel probiyotik bakterilerde, fenotipik tiir ve familya
tanimlamasi yapilmigtir. Buna goére Rothia dentocariosa (293bg) Kocuria
rosea (285bg), Kocuria kristinae (480bg), Acinetobacter Iwoffi (400bg),
Pseudomonas flourecens (351bg), Streptococcus sanguis (238bg), Kocuria
varians (220bg) suslart molekiiler agidan kanitlayabilmek i¢cin 16S rDNA
tizerinde genotipik olarak tiir tanimlamasi yapilmustir,

e Doga ve yetistiricilikten izole edilen tiim potansiyel probiyotikler; 25°C,

37°C, 45°C sicakliklarda canliligini koruyabilmistir,
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e Sadece dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden, K. rosea’nin 2
susunun ve A. lwoffi suslari, tim pH (1; 3; 7) degerlerinde canliligin
kuvvetli iireme gostererek siirdiirebilmiglerdir. Doga ve yetistiricilikten
elde edilen potansiyel probiyotiklerden; R. dentocariosa’nin 4 susu, K.
rosea’nin 5 susu, P. flourecens’e ait 2 sus pH 3 ve 7°de kuvvetli iireme
sergilemistir. Tiim K. kristinae ve S. sanguis ve K. varians suslar1 sadece
pH 7°de canli kalabilmistir,

e Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden; R. dentocariosa’nin 2
susu, K. rosea’nin 1 susu, A. Iwoffi’nin 2 susu, S. sanguis ve P. flourecens
susu; yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden R.
dentocariosa ve P. flourecens suslar1 %0,6; 1; 1,5 safra oranlarinda
canliligimi korumus ve kuvvetli ireme gostermislerdir. Ancak dogadan elde
edilen potansiyel probiyotiklerde R. dentocariosa’ya ait 2 sus ve
yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden K. varians higbir
safra oraninda yasamini siirdiirememistir,

e Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden K. rosea’nin 6 susu, K.
kristinae’nin 2 susu, A. Iwoffi'nin 2 susu ve S. sanguis suslart ve
yetistiricilikten elde edilen potansiyel probiyotiklerden K. rosea ve K.
varians suslar1 pepsinin pH 1,5 ve pH 3 asitlik degerlerinde canliligim
kalmistir. Potansiyel probiyotiklerden sadece yetistiricilikten izole edilen
P. flourecens susu pepsin+pH 3’te varligini siirdiirememistir,

e Dogadan elde edilen potansiyel probiyotiklerden R. dentocariosa’nin 4
susu, A. lwoffi’nin 2 susu, P. flourecens suslari; yetistiricilikten izole edilen
potansiyel probiyotiklerden P. flourecens ve K. varians suslari siderofor
olusturma yetenegine sahiptir,

e Dogadan izole edilen potansiyel probiyotiklerden R. dentocariosa’nin 4
susu K. rosea’nin 3 susu A. Iwoffi’e ait 2 sus ve P. flourecens suslar1 Vibrio

fluvialis’e karsi antagonizma gelistirmigtir. Yetistiricilikten elde edilen
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potansiyel probiyotiklerden R. dentocariosa ve P. flourecens suslar V.
fluvialis’e kars1 antagonizma gostermistir,

e Dogadan elde ettigimiz potansiyel probiyotiklerden K. rosea’nin 2 susu ve
K. kristinae’nin 1 susu ve S. sanguis suslari sadece eritromisine karsi
diren¢  goOstermistir.  Yetistircilikten  izole  edilen  potansiyel
probiyotiklerden; P. flourecens’in eritromisine,
sulfametoksazol/trimetoprime ve amoksisillin/klavulanik asite; K.
varians’in ise eritromisin ve amoksisillin/klavulanik asite kars:

direng gelistirdigi tespit edilmistir.

Bu verilere dayanarak, dogada yasayan c¢ipuralarin deniz-lagiin gegisi ve
beslenme skalasinin genis olmasi nedeniyle, probiyotik florasimin daha zengin
oldugu goriilmektedir.

Tanimlama ve probiyotik Ozelliklerin karakterizasyonu bize, potansiyel
probiyotiklerden 6zellikle Rothia dentocariosa, Acinetobacter Iwoffi, Kocuria
rosea ve Pseudomonas flourecens’in etkin probiyotik karaktere sahip oldugunu
gostermektedir. Ancak P flourecens’in patojenite 6zellikleri tizerinde ek testlerin
yapilmasina ihtiyag vardir.

Her durumda, bu c¢aligmada ortaya konan potansiyel probiyotikleri
derinlemesine analiz edebilmek i¢in; toplam bakteri genomu, plazmid DNA ve
antijen proteinleri lizerinde daha fazla genetik ¢aligmanin yapilmasi gerekmektedir.

Probiyotik uygulamalarin en biiyiik eksikligi, dogal ortamlarinda saglikli
baliklardan elde edilen temel mikrobiyal kompozisyon verilerinin olmayisidir. Bu
nedenle, diyet manipiilasyon stratejileri de tam olarak etkili olmamaktadir.
Oncelikle, en iyi giris yolu ve en uygun dozun arastirilmas1 énemlidir ve dzellikle
probiyotigi kuru peletlerde canli tutmak igin teknik ¢oziimler gelistirmek
gereklidir. Dolayisiyla, probiyotiklerin yeme katilmasi ve depolanmasi esnasinda
canliliklarinin  korunmasinin  saglanmasi, diger katki maddeleri ile birlikte

kullanilma olasiliklarinin  arastirilmasi  oncelikli hedeftir. Bununla birlikte,
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yetistiricilik kosullarinda balik bagirsak mikrobiyal topluluklarinin gii¢lendirilmesi,
balik sagligini ve su iiriinleri verimliligini artiracaktir.

Arastirmamizdan elde ettigimiz bu sonuglarin gerek balik ¢iftlikleri
gerekse dogal alanlarin baliklandirilmalarinda uygulanabilir olmasi iilkemizde yer
alan balik yetistiriciligi sektoriiniin daha saglikli ve giivenilir bir yol almasi
ac¢isindan 6nemli bulunmustur.

Bir probiyotigin, ticari amaglarla kullanabilmesi i¢in in vitro ve in vivo
verilerle desteklenerek kanitlanmasi gerekir. Bu, su iirlinleri yetistiriciligindeki
probiyotikler icin oOzellikle Onemlidir, nihayetinde havuzda suya ve tortuya
dagilirlar ve dogru probiyotik kullanilmazsa havuzdaki florada dengesizlik
olusturabilirler. Ote yandan, su iiriinleri yetistiriciligi sistemlerindeki mikrobiyal
ekoloji caligmalarinin, mikrobiyal komiiniteyle hayvan biiyiimesi ve su kalitesi
arasindaki iligkinin giiclendirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Baliklarda probiyotiklerin gelistirilmesi, bagirsak mikroflorasindaki
fonksiyonlar1 diizenleyen prebiyotiklerin alinmasinada katki saglayacaktir.
Gelecekte ozellikle hayvan sagliginda bunlarm kullanimlarinin daha yaygin hale
gelmesi sonucunda verim artiginin saglanmasi muhtemeldir.

Probiyotiklerin, akut bir hastaligin tedavisinde antibiyotiklerin yerini
almasi diistiniilmese de profilaktif uygulamalarda, antibiyotiklere alternatif olarak
kullanimi miimkiindiir. Béyle bir durumda probiyotiklerin kullanim diizeyinin ve
antibiyotik direncinin, su iriinleri yetistiriciligi ve yabani baliklar {izerindeki

etkilerinin degerlendirilmesi ¢ok 6dnemlidir.

e  Su diriinleri yetistiriciliginde probiyotik bakteri suslarinin tanimlanmasi ve
dogru tiirlin se¢ilmesi i¢in kapsamli ¢alismalar gerekir
e  Deneysel verilerin, laboratuvardan endiistriyel dlgege yonlendirilmesi icin

probiyotik 6zelliklerin karakterizasyonu yapilmalidir
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e Yeni nesil sekanslama yontemleri ile probiyotik mikroorganizmalarin
filogenetik tanimlamasi yapilmalidir

e  Beslenme veya bagisiklik gibi faktorler lizerine daha fazla in vivo aragtirma
yapilmalhdir

e  Antibiyotik diren¢ genleri tasiyip aktarabilen suslar, probiyotik olarak
degerlendirilmemelidir

e  Probiyotik kullanim sonucu olusacak c¢evre diizeyindeki etkilesimler
arastirllmali ve probiyotiklerin yetistiricilikte kullanilmalarinda maliyet

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Su iiriinleri yetistiriciliginde probiyotikler gelecek i¢in umut verici olsa da
konuyla ilgili ¢ok fazla g¢alismaya ihtiyag vardir. Calismamizin Kuzeydogu
Akdeniz kiyilarinda dogada ve yetistiricilikteki cipuralarin bagirsak probiyotik
bakterileri {izerine s6z konusu bolgelerde yapilan ilk ¢alisma olmasi agisindan
onemli olabilecegi diigiinilmiistiir.

Diger yandan, yetistiricilik ortaminda eksiligi goriilen probiyotik
bakterilerin tespiti ve eksikliginin giderilmesi konusunda gerek ciftcilere ve
gerekse konuyla ilgili yapilacak ileriki ¢aligmalara yol gostermesi ve 151k tutmasi

agisindan 6nemli bulunmustur.
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