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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Gokkusag1 Alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)’nda Vagococcus
Salmoninarum’a Karsi in vitro Antagonistik Etki Gosteren Potansiyel
Probiyotik Bakterilerinin Arastirilmasi

Hatice SAYI

Siileyman Demir el Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damisman: Do¢.Dr. Behire Isil DIDINEN

I1I. Damisman: Do¢.Dr. Ertan Emek ONUK

Bu ¢alismada daha 6nce Akdeniz Bélgesindeki bir alabalik igsletmesinde ortaya ¢ikan
vagokokkozis salgini esnasinda izole edilen Vagococcus salmoninarum izolatina
kars1 endojen gokkusagr alabalifi mikrobiyotasinin probiyotik  6zellikleri
degerlendirildi. Bu amagla saglikli 20 adet gokkusagi alabaligmin (ort 250g)
bagirsaklarindan aday probiyotik bakterilerilerin izolasyonu yapildi. Izole edilen 157
adet bakterinin Agar Kuyu Diflizyon yontemi kullanilarak V. salmoninarum’a kars
antagonistik aktiviteleri arastirildi. Antagonistik suslarin fenotipik
identifikasyonlarin1 takiben, PCR ve 16S rRNA bolgesi dizi analizi ile bakteri
tiirlerinin genotipik identifikasyonu yapilmistir. Sonug olarak, TUB/2013/V47 (L.
garvieae), TUB/2013/V27  (L.garvieae), TUB/2013/V10 (L. garvieae),
TUB/2013/V2 (L.garvieae), TUB/2013/V1 (L. lactis), ve TUB/2013/V4 (L. lactis)
olmak {izere 6 antagonistik sus tanimlandi. Bu, suslarin in vitro probiyotik 6zellikere
(hidrofobik, safra tuzlarina ve diisiik pH sartlarina direngli olma) sahip olduklar
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Akuakiiltiir, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis,
Oncorhyncus mykiss, Probiyotik, Vagococcus salmoninarum

2016, 53 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Investigation Of Potential Probiotic Bacteria With in vitro Antagonistic Effect
Against Vagococcus Salmoninarum in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum 1792)
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Suleyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behire Isil DIDINEN

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ertan Emek ONUK

In this study, probiotic properties of endogenous rainbow trout microbiota against V.
salmoninarum isolated during an outbreak of vagococcosis in a trout farm in the
Mediterranean region were evaluated. For this purpose, candidate probiotic bacteria
were isolated from rainbow trout (n=20, weight of 250g) intestines. A total of 157
bacteria were screened for antagonistic activity against V. salmoninarum by using the
Well Diffusion Agar method. After the phenotypic identification of antagonistic
strains, confirmation of bacterial species was made by 16S rRNA gene sequence
analysis of the strains. As a result, four antagonistic strains were identified including
TUB/2013/V47 (L. garvieae), TUB/2013/V27 (L.garvieae), TUB/2013/V10 (L.
garvieae), TUB/2013/V2 (L. garvieae) TUB/2013/V1 (L. lactis) and TUB/2013/V4
(L. lactis). As a result, it was found that strains have in vitro probiotic properties
(hidrophobic, tolerant to bile salts and low pH conditions).

Keywords: Aquaculture, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis, Oncorhyncus
mykiss, Probiotic, Vagococcus salmoninarum

2016, 53 pages
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1. GIRIS

Etiyolojik olarak, 'streptokokozis' Gram pozitif koklarin farkli cins ve tiirlerini igeren
pek cok etkenin neden oldugu hastaliklar i¢in kullanilmaktadir. Klinik olarak bu
enfeksiyonlar iki gruba ayrilmaktadir: 15°C’nin {izerindeki sularda hem tatli su hem
de deniz baliklar icin patojen olan koklarin neden oldugu 1lik su enfeksiyonlar1 ve
12°C’nin altindaki su sicakliklarinda yetistirilen yalnizca salmonid baliklar igin
patojen olan koklarin neden oldugu soguk su enfeksiyonlaridir (Ruiz-Zarzuela vd.,
2005). Lactococcus garvieae, Streptecoccus iniae, S. agalactiae, S. parauberis’in
neden oldugu 1lik su enfeksiyonlar1 kiiltiirii yapilan tatli su ve deniz baliklar1 igin
patojenik olan ve 15 °C ftizerindeki su sicakliklarinda goriilen enfeksiyonlardir.
Soguk su enfeksiyonlari, 12 °C altindaki su sicakliklarinda sadece salmonid baliklar
i¢in patojeniktir. Soguk su streptokoklarindan olan V. salmoninarum, salmonidler
icin ciddi tehditler olusturan kronik enfeksiyonlardan sorumlu Gram pozitif

bakteriler listesinde yer almaktadir (Michel vd.,1997).

V. salmoninarum’un meydana getirdigi vagokokkozis, Avrupa alabalik endiistrisinde
ergin olmayan ya da yetiskin alabaliklarda % 20-50 arasi mortalite ile seyreden
onemli bir bakteriyel hastaliktir. Salginlar genelde su sicakligi 10-12°C oldugunda
ve yumurtlama stresi sonucunda meydana gelmektedir (Michel vd., 1997; Ghittino
vd., 2004; Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Austin ve Austin, 2007). Hastalik {ilkemizde
2011 yilinda Akdeniz Bolgesi’nde bulunan bir isletmede gokkusagi alabaliklarinda
sagim sonrast stres sonucu goriilmiis olup, 6liim orant % 50 olarak seyretmistir
(Didinen vd., 2011). Daha sonra hastalik balik nakilleriyle ¢iftlikler arasinda
yayilmistir. Ulkemizde halen bir ¢ok ciftlikte goriilmekte ve ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir (Tanrikulu vd., 2014; Ozcan vd., 2014).

Akuakiiltiirde V. salmoninarum salgmlarimin 6nlenmesi i¢in kullanilabilecek as1
mevcut degildir. As1 calismalar1 yapilmis olmakla birlikte, basarili sonuglar elde
edilememistir (Michael vd., 1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005). Ayrica, V.
salmoninarum in vitro olarak cesitli antibiyotiklere (ampisilin, amoksisillin,
eritromisin, oksitetrasiklin ve doksisiklin) kars1 duyarli bulunmasina ragmen, sahada
tedavi siirecinde basarisiz olundugu bildirilmektedir (Michael vd., 1997; Ruiz-

Zarzuela vd., 2005; Didinen vd., 2011). Bu nedenle alabalik yetistiriciliginde



V. salmoninarum’a kars1 etkin koruma yontemlerinin belirlenmesi ve gelistirilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda patojenik mikroorganizmalar1 6nlemek ve balik hastaliklarinin goriilme
sikligin1 azaltmak i¢in yararli mikroorganizmalarin kullanimi yoluyla probiyotik
uygulamalar giderek artan bir ilgi gérmektedir (Irianto ve Austin 2002; Balcazar vd.,
2006; Kesarcodi-Watson vd., 2008). Akuakiiltiirde biyolojik kontrol maddeleri
olarak onerilen ve en fazla probiyotik 6zellik gdsteren laktik asit bakterileri (LAB);
Lactococcus spp., Pediococcus spp. ya da Lactobacillus spp. dir (Merrifield vd.,
2010). Laktik asit bakterileri karasal hayvanlarin beslenmesinde siklikla
kullanilmaktadir ve sucul tiirler i¢in de kullanimlar1 tavsiye edilmektedir (Ringo ve
Gatesoupe, 1998). Bu bakteriler viriilens gostermemeleri, antimikrobiyal madde
tretmeleri yolu ile zararli bakterilerle rekabet yetenekleri, sindirim bosluguna
kolonize olma kapasiteleri ve tutunma bolgeleri i¢in patojenlerle rekabet 6zellikleri
nedeniyle akuakiiltiirde probiyotik olarak kullanilmaktadir (Farzanfar, 2006; Mota
vd., 2000).

Probiyotiklerin se¢imindeki en yaygin yol, in vitro antagonizm testidir. Bu testte
patojenler, aday probiyotiklere ya da onlarin sivi ya da kat1 ortamdaki hiicre dis1
tirtinlerine maruz birakilmaktadir. Etkili bir probiyotik olmasi i¢in yeni bir
mikroorganizma segerken, bir¢ok oOzellik g6z Oniine alinmalidir. Potansiyel
probiyotiklerin gastrointestinal sistemde kolonizasyonu i¢in pH ve safra toleranslari
yiiksek, ayn1 zamanda bagirsak yiizeylerine adezyon yetenegi olmalidir (Joborn vd.,
1997; Nikoskelainen vd., 2001; Balcazar vd., 2008). Probiyotiklerin antibiyotik
direncinin ortaya ¢ikmasi ile ilgili ciddi kaygilar olugabileceginden, probiyotik suslar
da dikkatle antimikrobiyal duyarlilik yoniinden taranmalidir (Vizoso-Pinto vd.,

2006).

Bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yetenegi potansiyel probiyotik suslarin en
onemli ozelliklerinden bir tanesidir. Intestinal epitel hiicrelerindeki LAB suslari
karakterize edilmis ve yiiksek hidrofobik suslarin gii¢lii tutunma 6zelligi gosterdigi
saptanmistir (Pan vd., 2006). Probiyotik suslarin baliklarin bagirsaginda liremesi ve
hayatta kalmas1 i¢in safra toleransi gostermesi de Onemli bir 0Ozelliktir

(Nikoskelainen vd., 2001; Chabrillon vd., 2006; Fjellheim vd., 2010; Lazado vd.,



2010). Hidrofobik ozellikleri ve safra toleranslar1 yiiksek olan potansiyel probiyotik
suslarin gastrointestinal gecisi ve bagirsak yiizeyinde koloni olusturma ihtimalleri

daha fazladir (Nikoskelainen vd., 2001; Zhou vd., 2007).

Bu tez ¢alismasinda, gokkusagi alabaliklarinin bagirsak mikroflorasindan izole
edilen bakterilerin in vitro sartlar altinda, V. salmoninarum’a kars1 antagonistik
etkileri belirlenmistir. Antagonistik suslarinin tiir teshisleri yapildiktan sonra, baligin
mide bagirsak kanalinda hayatta kalabilme yetenekleri (bagisak epitel hiicrelerine
tutunma 6zellikleri (hidrofobisite) ile safra tuzlar ve diisiik pH sartlarina télerans) ve

antimikrobiyal duyarliliklar arastirilmastir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Vagokokkozis

V. salmoninarum’un taksonomisi (Wallbanks vd., 1990; Anonim, 2014) asagidaki
gibidir.

Kingdom: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Class: Bacilli

Order: Lactobacillales

Family: Enterococcaceae

Genus: Vagococcus

Species: Vagococcus salmoninarum

V. salmoninarum, gokkusagi alabaliklarinin tiim dokularindan diizenli olarak izole
edilebilir. Genellikle 48 saat sonra, kanl1 agarda tripticase soy agara (TSA) gore daha
iyl gelisir ve bu besiyerinde kiiciik beyaz diizenli 0,5-1 mm ¢apinda koloniler
sekillenir. Enfekte dokulardan yapilan yayma preparatlarda kokkoit—ovoid sekilli
Gram pozitif bakteriler diplokok olarak goriiliir. Fakat sivi  besiyerinde
tiretildiklerinde zincirlerin uzunlugu degisebilir. Kanli Columbia agar’da 2-3 giin
sonra siirli miktarda alfa hemoliz yapar. Bu fakiiltatif anaerobik bakteri hareketsiz,
sporsuz, oksidaz ve katalaz liretmeyen, LAB’lar ile iligkili ve hatta streptekok ve

enterekoklarla daha yakin olan bir bakteridir (Michel vd., 1997).
2.1.1. V. salmoninarum’un izolasyon ve identifikasyonu

Bakterinin izolasyonunda etkilenen dokulardan TSA’ya ekim yapilarak 22 °C’ de 24-
48 saat inkubasyon sonrast koloniler gozlemlenir. Bakterinin fenotipik
karakterizasyonunda klasik mikrobiyolojik metotlar ile API STREP ve API 50 CH

sistemleri gibi minyatiirize sistemler kullanilir (Didinen vd., 2011).



2.1.1.1. Fenotipik identifikasyon

V. salmoninarum’a ait fenotipik ozellikler Cizelge 2.1°de verilmistir (Michel vd.,

1997, Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Didinen vd., 2011).

Cizelge 2.1. Tirkiyede izole edilen V. salmoninarum susunun fenotipik

karakterizasyonu ve diger suslarla karsilastirilmasi

V. salmoninarum V.salmoninarum V.salmoninarum V.salmoninarum
(Didinen vd., 2011) NCIMB 13133 (Michel vd., 1997) (Ruiz-Zarzuela
vd., 2005)

Koloni ¢ap1 <1 mm <1 mm 0.5-1 mm <1 mm
Gram Boyama + + + +
Sekil kb kb kb kb
Hareketlilik - - - -
Hemoliz o o o o
Oksidaz - - - -
Katalaz - - - d (0/2/8)
O/F F F F F
Ure - - - -
Indol - - - -
NO; indirgeme - - - -
Eskulin hidrolizi + + + +
TSI agardan H,S - - + d (2/0/8)
iretimi
Gelisim:

10°C + + NA +

20°C + + NA +

37°C + + + -

42°C - - - -

pH 9.6 + + + +

6.5% NaCl - - - -
MacConkey agar - - NA d (0/2/8)



Hippurat hidrolizi - - + d (0/2/8)
Pyrrolidonyl arylamidaz + + + d (8/2/0)
a-Galaktosidaz - - - d (3/0/7)
B-Glukuronidaz - - - ;
B-Galaktosidaz - - - -

Alkalin fosfataz - - + d (0/2/8)
Lo6sin arilamidaz - + +
Arjinin dihidrolaz - - - -

Acid tiretimi:

Riboz + + d +
Mannitol - - - d (0/2/8)
Sorbitol - - d d (0/2/8)
Laktoz - - - d (0/3/7)
Trehaloz + + + +
Inulin - = - -
Raffinoz - - NA -
Nisasta - - - d (8/0/2)
Glikojen - - - -
Gliserol - - - -
Eritrol - - - -
D-Arabinoz - - - -
L-Arabinoz - - - d (2/0/8)
D-Ksiloz - - + d (0/1/9)
L-Ksiloz - - - NA
Adonitol - - NA -
B-Metilksilidoz - - NA -
Galaktoz - - - -
D-Glukoz + + + +
D-Fruktoz + + + +
D-Mannoz + + + +




L-Sorboz
Ramnoz
Dulsitol
Inositol

a-Methylxy-D-
mannosid

a-Methylxy-D-
glukosid

N-Acetylglukosamin
Amigladin

Arbutin

Salisin

Sellobioz

Maltoz

Melibioz

Sakkaroz
Melezitoz

Ksilitol
B-Gentiobioz
D-Turanoz
D-Liksoz
D-Tagatoz
D-Fukoz

L-Fukoz

D-Arabitol
L-Arabitol
Potasyum glukonat

Potasyum 2-
ketoglukonat

Potasyum 5-
ketoglukonat

d (0/3/7)
d (0/3/7)

d (0/2/8)

J’_

d (2/4/4)
d (0/2/8)

J’_

kb, kokobasil; d, degisken karakter (pozitif/zayif/negatif); NA, belirlenemedi.



2.1.1.2. Genotipik identifikasyon

V. salmoninarum izolatlarmin genotipik identifikasyonu 16S rRNA geni hedef
alimarak dizayn edilmis tiir spesifik primerlerin kullanildigt PCR metodu ile
gerceklestirilmektedir. Bu primer ¢ifti ile V. salmoninarum’a spesifik 300 pb’lik
amplifikasyon iirlinii elde edilmektedir (Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Didinen vd., 2011).

2.1.2. Epizootiyoloji

V. salmoninarum’™un meydana getirdigi Vagokokkozis, Avrupa alabalik endiistrisinde
(> 150-200 g) gokkusag: alabaliklarinda %20-50 aras1 mortalite ile seyreden 6nemli
bir bakteriyel hastaliktir. Salginlar genelde su sicakligi 10-12°C oldugunda ve
yumurtlamadan sonra olusan stres sonucunda meydana gelmektedir (Michel vd.,
1997, Ghittino vd., 2004; Ruiz-Zarzuela vd., 2005). Hastalik lilkemizde ilk defa 2011
yilinda Akdeniz Bolgesi’ndeki bir giftlikteki 12,6 °C su sicakhiginda 1800-2000 g
agirh@indaki gokkusagr alabaliklarinda sagim sonrasi olusan stres sonucu goriilmiis
olup, oliim orant %50 olarak seyretmistir (Didinen vd., 2011). Daha sonra
vagokokkosis balik nakilleriyle ¢iftlikler arasmda yayilmigtir. Ulkemizde halen
birgok ciftlikte goriillmekte olup ¢ok 6nemli ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir
(Tanrikulu vd., 2014; Ozcan vd., 2014).

Bu hastalik salginlarinda toplanan epidemiyolojik verilere ve periyodik balik saglig
izleme sonuglarina goére, 10-11°C su sicakligt yumurtlama periyodunda ergin
gokkusagi alabaligi disilerinde yiiksek 6liime neden olan en 6nemli risk faktoriidiir
(Ruiz-Zarzuela vd., 2005). Michel vd. (1997), 600-4000 g agirligindaki baliklarin bu
hastaliga karsi ¢ok duyarli oldugu, 6liimlerin boylama ve ayirma gibi yetistiricilik
islemleri sirasinda olusan ya da diger ¢evresel stres faktorlerinin etkisinden dolay1
artis gosterdigini bildirmistir. Hastaligin stok yogunlugunun fazlaligi, su kalitesinde
ani degisimler ve fotoperiyot uygulamalarina bagl olusan stres nedeniyle olustugunu

rapor etmislerdir (Didinen vd., 2011).

2.1.3. Hastaligin klinik belirtileri ve patolojisi

Hasta baliklarda halsizlik, belirgin denge kaybi, ylizmede giicliik, tek ve ¢ift tarafli
ekzoftalmus, goz kiiresinin tahribati, korneanin tiim katmalarinda yangi (keratitis),
periokiiler bolgede kanama, solungaglarda solgunluk ve petesiyel hemoraji, aniisde

prolapsus (Sekil 2.1), renkte koyulasma, cene, g6z, agiz, abdomen, yiizgec
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tabanlarinda ve aniis etrafinda petesiyel hemorajiler (Sekil 2.1), operkular bolgenin
arkasinda ve kaudal bolgede frunkuller (Sekil 2.2) ve viicudun her iki yaninda
lezyonlar (Sekil 2.3) gériilmektedir. Internal olarak viicut boslugunda kanli asidik
sivt birikimi, midede seffaf sivi birikimi ve kanama, bazi baliklarda gastritis,
perikarditis ve epikarditisi i¢ine alan kalp lezyonlari, kalpte (ventrikiil ve atrium)
pseudomembran olusumu (Sekil 2.4), karaciger ve dalakta fibrinli bir katman (Sekil
2.5), karacigerde solgunluk (Sekil 2.6), dalak ve karacigerde biiylime, konjesyon,
ovaryum ve bagirsakta hemoraji, bagirsakta sar1 ve kanli jelatinoz eksudat birikimi
(Sekil 2.7), hava kesesi ve kaslardaki kan damarlarinda konjesyon, yag doku,
karaciger ve kas duvarinda nokta seklinde hemorajiler goriilmektedir. Hastaligin en
tipik belirtileri kalpte, dalakta ve karacigerde fibrinli bir katmanin sekillenmesi ve i¢
organlarda hemoraji (Sekil 2.8) goriilmesidir (Michel vd., 1997; Ruiz-Zarzuela vd.,
2005; Didinen vd., 2011).

Sekil 2.1. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda karin
yiizgecinde kanama ve aniiste kizariklik (orijinal)



Sekil 2.2. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda viicut yiizeyinde
frunkul olusumu (orijinal)

Sekil 2.3. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda viicut
yiizeyinde iilser (orijinal)
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Sekil 2.4. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda atrium ve
ventrikiilde pseudomembran (orijinal)

Sekil 2.5. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda dalakta
pseudomembran (orijinal)
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Sekil 2.6. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda
karacigerde anemi ve kalpte pseudomembran (orijinal)

Sekil 2.7. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda bagirsak
limeninde jelatin6z eksudat (orijinal)
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Sekil 2.8. V. salmoninarum’la dogal enfekte gokkusagi alabaliginda i¢ organlarda
hiperemi (orijinal)

Histopatolojik incelemeler sonucu, bir¢ok dokuda hiperemi ve 6dem olustugu
saptanmistir. Dogal ve deneysel enfeksiyonlarda balikta olusan epikartitis baslica
saptanan patolojik bulgudur. Dogal enfeksiyonda epikardiumda kanama saptanmistir.
Deneysel enfeksiyonlar sonucunda, kilcal kan damarlarinda, mononiikleer hiicrelerde
ve fibrinoz dokular arasinda sayisiz Gram pozitif kok goriilmektedir. Ventrikular
miyokardiumun altinda yer alan kortikal katman bakterilerin bulundugu kilcal
damarlar tarafindan doldurulur ve bunun sonucunda bu katman homojenitesini
kaybeder. Endokardiumda hiperemi hastalik kronik safhaya geg¢meden Once
saptanmaktadir. Baliklarda orta derecede menengitis goriiliir. Epidermis, dermis,
hipodermis ve bunlarin altinda yer alan muskular katmanlarda yogun makrofaj ve
lenfosit birikiminden dolay1 deride lezyonlar goriiliir. Yangi cevabi sonrasinda deride
kalinlasma ya da epidermis hiicrelerininin dagilmasi1 ile ilgili olarak sayisiz

dejenaratif bulgu ve deri lezyonlar goriilebilir (Michel vd., 1997).

Histolojik olarak enfekte baliklarda siklikla siddetli panoftalmitis ve meningitis

saptanmaktadir. Epikardium, endokardium ve miyokardiumda, kas fibrilleri

13



arasindaki bosluklarda 16kosit ve lenfosit birikimi ile karakterize yangi ve nekroz,
karacigerde hepatositlerin dejenerasyonu ile hiperemi ve 6dem goriilebilmektedir

(Ruiz-Zarzuela vd., 2005).

2.1.4. Tedavi calismalari

Akuakiiltirde vagokokkozis salginlarinin 6nlenmesi i¢in kullanilabilecek asi heniiz
mevcut degildir. As1 ¢alismalar1 yapilmis, ancak basarili sonuglar elde edilememistir
(Michel vd.,1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005). Ayrica V. salmoninarum in vitro olarak
antibiyotiklere (ampisilin, amoksisillin, eritromisin, oksitetrasiklin ve doksisiklin)
duyarli olmasma ragmen, sahada tedavi uygulamalarinda kullanildiklarinda
basarisizlik goriilmektedir (Michel vd.,1997; Ruiz-Zarzuela vd., 2005; Didinen vd.,
2011). Bununla birlikte iilkemizde Ege Bolgesi’nde yer alan bir alabalik ¢iftligindeki
gokkusagi alabaligi anaglarinda ortaya c¢ikan vagokokkozisin tedavisinde

florfenikol’{in etkili oldugu belirtilmistir (Tanrikul vd., 2014).

V. salmoninarum suslar1 eritromisin ve oksitetrasikline duyarli olmasina ragmen bu
antibiyotiklerle yapilan tedavilerde (standart doz ve zamanda) antibiyotiklerin sadece
kisa periyotlar (5-7 giin) icin etkili olduklar1 bulunmustur. Mortaliteleyi azaltmak
i¢in ila¢ tedavisine devam edilmesi gerekmektedir. Fakat bu durum antibiyotiklere
kars1 direng gelisme (6zellikle amoksisilin ve trimetoprim/siilfamethakzol’e kars1)

riskinin artisina neden olmaktadir (Ruiz-Zarzuela vd., 2005).

2.2. Laktik Asit Bakterileri

LAB’lar Gram-pozitif olarak tanimlanirlar. Genellikle hareketsiz, sporsuz olan bu
bakteriler laktozdan fermentasyon sonucu laktik asit olustururlar. Hem basil
(lactobacilli ve carnobacteria) hem de kok (streptococci) ihtiva eden bu grup iiyeleri

genellikle katalaz ve stokrom oksidaz negatiftir (Ringo ve Gatesoupe, 1998).

LAB’larin farkl tiirleri genellikle farkli ¢evresel kosullarda gelismeye adapte
olmustur ve dogada yaygindir. LAB’lar farkli tiirde sicakkanli hayvanlarin (fare,
sican, domuz, kiimes hayvanlari ve insanlar) bagirsak boslugunda, siit ve siit

tirtinlerinde, deniz iirlinleri ve bazi bitki yilizeylerinde yaygin olarak bulunur. Bunlar
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genellikle peynir, et, yogurt ve silaj gibi besin maddelerinin iiretiminde ve
korunmasinda kullanilirlar. Sicakkanli hayvanlarin sindirim sistemindeki LAB’larin

rolii arastirilmakta ve tekrar gozden gegirilmektedir (Ringo ve Gatesoupe, 1998).

LAB’lar karasal hayvanlarin beslenmesinde en yaygm kullanilan probiyotikler
oldugu i¢in, sucul tiirler i¢in de probiyotik olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (Ringo
ve Gatesoupe, 1998). LAB’lar probiyotik olarak pek cok potansiyele sahiptirler:
gelisimi uyarabilirler, zararli bakterilerle rekabet edebilirler ve organizmanin dogal

bagisiklik mekanizmasini gili¢lendirebilirler (Vandenberg, 1993; Villamil vd., 2002).

2.2.1. Laktik asit bakterilerinin balk gastrointestinal faunasindaki varhgi

Yapilan calismalarda LAB’larin, balik mide ve/veya bagirsaklarinda 6 familya
temsilcisi tanimlanmistir (Sekil 2.9). Lactobacillaceae familyasinda ilk cins olarak
Lactobacillus ve az sayida Pediococcus spp. rapor edilmistir. En sik rastlanilan
familya Carnobacteriaceae familyasidir ve bu familya igerisinde Carnobacterium
tiirleri onem tagimaktadir. Streptococcaceae familyasinda ise 2 cins, Streptococcus ve
Lactococcus ile temsil edilmektedir. Enterococcaceae familyasindaki Enterococcus
spp. daha yaygin, Vagococcus ise nadiren rastlanilmistir. Aerococcaceae
(derococcus sp) ve Leuconostocaceae (Leuconostoc spp. ve Weissella spp.)

familyalar1 nadiren goriilmektedir (Gatesoupe, 2008).
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Lactobacillus

Pediococcus

Streptococcus

Lactococcus

"'-| Enterococcus spp.

Vagococous

—» LEuconostoc spp.

Weissello sp.

Caornobocterium spp.

Sekil 2.9. Balik mide ve/veya bagirsaklarinda bulunan laktik asit bakterileri
(Gatesoupe, 2008)

2.2.2. Laktik asit bakterilerinin baliklarda probiyotik olarak kullanilmasinin

nedenleri

Laktik asit bakterileri;

. Hiicrelere tutunma ve kolonizasyon,

. Spesifik olmayan immun yanit1 uyarma,

. Besleme tizerindeki pozitif etkiler,

. pH ve redoks potansiyelini degistirme,

. Besin ve tutunma bolgesi icin patojenlerle yarigsma,

. Hidrojen peroksit ve bakteriosin iireterek patojen gelisimine antagonistik etki
gosterme,

. Patojenik bakteriyel toksinlerin ve metabolitlerin inaktivasyonu

. Cogunlugunun patojen etki gostermemesi gibi pek ¢ok olumlu 6zellige
sahiptirler.
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Bu yeteneklerinden dolay1 da akuakiiltiirde biyolojik kontrol ajanlar1 olarak dnerilen
probiyotiklerin  ¢ogunlugunu, LAB’lar (Lactobacillus ve Carnobacterium)
olusturmaktadir. Balik yetistiriciliginde LAB’lar gibi probiyotiklerin kullanimi hem
hastaliklara karst direncin artirllmasinda hem de balik immiinizasyonunu
desteklemede olumlu sonuglar vermektedir. LAB’lar, tirettikleri ve diger bakterilerin
tiremesini inhibe eden bilesikleri sayesinde intestinal kas tabakasinda hizla ¢ogalarak

patojenik bakterilere karsi ilk savunma bariyerini olustururlar (Gatesoupe, 2008).

2.2.3. Laktik asit bakterilerinin balik patojenlerine kars1 kullanimina iliskin

calismalar

Carnobacterium  divergens, Gadus morhua baliklarinin larvalarinda V.
anguillarum’un neden oldugu vibriosisden kaynaklanan oliimleri azaltmistir
(Gildberg vd., 1997). C. inhibens K1 susunun Atlantik salmonlar1 (Salmo salar)’in
bagirsak mukuslarindaki bakteriyel balik patojenlerini inhibe ettigi bildirilmistir
(Joborn vd., 1997, 1999). Aymi sus, A. salmonicida, V. ordalii ve Y. ruckeri’den
kaynaklanan oliimleri azaltmistir (Robertson vd., 2000). Benzer sekilde, saglikli
gokkusag alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilen C. maltaromaticum B26 ve C.
divergens B33 suslarinin, 4. salmonicida ve Y. ruckeri’ye karsi etkileri kanitlanmistir

(Kim ve Austin, 2006).

Kalkan larvalarinda yem olarak kullanilan Artemia kiiltiirtine LAB’lar (L. lactis ve L.
bulgaricus) ilave edilmis ve denemenin 17. giliniinde bakteri uygulanan grupta
yasama oran1 % 55, kontrol grubunda ise % 34 olarak bulunmustur (Verschuere vd.,

2000).

Nikoskelainen vd. (2001), gokkusagi alabaliklarinda 10° kob/g diizeyinde
Lactobacillus rhamnosus igeren balik yemleriyle beslenen gruplarin furunkulozis
hastaligina kars1 direngli olduklarimi ve Lactobacillus cinslerinin biiylime oranini
arttirdigini tespit etmistir. Ayrica salmon yavrularinda C. divergens’in kullaniminin
baliklarin  A. hydrophila enfeksiyonuna karst dayamikliligini  da arttirdigi
gbzlenmistir. Pirarat vd. (2006), tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinda L.

rhamnosus’un Edwardsiella tarda infeksiyonuna karsi koruyucu etkisini incelemisler
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ve probiyotik ilave edilen grupta kontrol grubuna kiyasla kiimiilatif mortalitenin

onemli diizeyde diisiik oldugu bildirmislerdir.

L. fructivorans ve L. plantarum c¢ipura larvalari ve yavrularinda goriilen 6liimleri
onemli Olciide azaltmistir (Carnevali vd., 2004). Vendrell vd. (2008), alabaliklarda
Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 ve L. plantarum CLFP 238 probiyotik
suslarmi 30 giin siireyle 10’ kob/g diizeyinde baliklara oral yol ile verdikten sonra,
baliklara L. garvieae patojeni ile epriivasyon yapmustir. Probiyotikle beslenen
baliklarda 6liim oran1 % 46-54 diizeyindeyken, kontrol grubunda % 78 olarak
belirlenmistir. Probiyotik kullaniminin 6liim oranmi azalttigi tespit edilmis ve
laktokokkosiz kontroliinde etkili olabilecegi bildirilmistir. L. acidophilus Nil
tilapialarinda spesifik olmayan bagisiklik sistemini uyramis; Pseudomonas

fluorescens ve S. iniae’ye kars1 hastalik direnci olusturmustur (Aly vd., 2008).

Byun vd. (1997), Lactobacillus DS-12’nin, balik patojeni olan E. tarda, Pasteurella
piscicida, A. hydrophila ve V. anguillarum’ a kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Bu bakteri tiiriiniin % 10 NaCl ve % 10 safrada gelistigi, pH 3.0’de 90
dk canli kalabildigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak Lactobacillus spp. DS-12’nin,
antibakteriyel aktivite gostermesi, safra tuzlarina ve aside direngli olmasi1 nedeniyle

pisi baliklarinda probiyotik olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Chang ve Liu, (2002) Enterococcus faecium SF 68’y1 igeren ticari iiriinlin Avrupa
yilan baliklar1 (4Anguilla anguilla)’nda E. tarda’nin neden oldugu edwarsiellosis
salginlarim1  azalttigin1  bildrimislerdir. E. faecium MCI13 Penaus monodon
larvalarinda V. harveyi ve V. parahaemolyticus’a karsi bir koruma saglamistir (Swain

vd., 2009).

V. fluvialis levrek baliklarinda bagirsak mukusunda gelisebilmis ve V.

anguillarum’un neden oldugu 6liimleri azaltmistir (Sorroza vd., 2012).

Weissella hellenica DS-12, baz1 balik patojenlerine karsi bir probiyotik olarak
kullanilma potansiyeline sahip bulunmustur (Byun vd., 1997; Cai vd., 1998).
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Atlantik salmon baliklarindan izole edilen Carnobacterium spp.’nin alabaliklarda
yapilan in vitro calismalarinda bu bakterinin A. hydrophila, A. salmonicida,
Flavobacterium psychrophilum, Photobacterium damsela, S. milleri, V. anguillarum

ve V. ordalii’ye kars1 antagonistik etki gostermistir (Robertson vd., 2000).

Nikoskelainen vd. (2001), gokkusagi alabaliklarinda 10° kob/g diizeyinde
L. rhamnosus igeren balik yemleriyle beslenen gruplarin furunkulozis hastalifina
kars1 direngli olduklarin1 ve Lactobacillus cinslerinin biiylime oranini arttirdigini
tespit etmistir. Ayrica salmon yavrularinda C. divergens’in kullaniminin baliklarin

A. hydrophila enfeksiyonuna kars1 dayanikliligini da arttirdigi gozlenmistir.

Pirarat vd. (2006), tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinda L. rhamnosus’un
E. tarda infeksiyonuna kars1 koruyucu etkisini incelemisler ve probiyotik ilave edilen
grupta kontrol grubuna kiyasla kiimiilatif mortalitenin 6nemli diizeyde diisiik

oldugunu bildirmislerdir.

Balcazar vd. (2007) saglikli salmonidlerin bagirsaklarindan izole edilen L. lactis
subsp. lactis CLFP100, L. lactis subsp. cremoris CLFP102’in bakteriyel balik
patojenleri Y. ruckeri ve V. anguillarum’a, L. lactis subsp. cremoris DSM 20069’in
ise L. garvieae’ye karsi antagonistik etkileri oldugunu tespit etmislerdir. Ayni
calismada, L. curvatus (CLFP150)’ un V. salmoninarum’a karst antagonistik etki

gosterdigi saptanmigtir.

Balcazar vd. (2008), gokkusagi alabaliklarinin bagirsak mikroflorasindan izole
ettikleri L. lactis, L. plantarum ve L. fermentum’un in vitro sartlarda bazi balik
patojenlerinin (4. hydrophila, A. salmonicida, Y. ruckeri ve V. anguillarum)
gokkusagi alabaliklarinin bagirsak mukusuna tutunmalarini inhibe etme 6zellikleri
arastirmis ve L. lactis’in patojenlerin timiiniin, L. plantarum’un A. hydrophila ve A.
salmonicida’nin; L. fermentum’un ise V. anguillarum hari¢ diger balik patojenlerinin
bagirsak mukusuna tutunmasini azalttigini belirlemiglerdir. Ayni1 zamanda L.
lactis’in tiim balik patojenlerine kars1 antibakteriyel aktivitesi oldugu tespit
edilmistir. Probiyotik bakterilerin tiimii diisik pH ve yiikksek balik safrasi

konsantrasyonlarinda hayatta kalabilmistir.
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Sica vd. (2010) Bahia Blanca nehrindeki laktik asit bakterisi biyocesitliligini
arastirdiklar1 calismada sedimentten ve baliklarindan Listeria monocytogenes, Y.
ruckeri, A. salmonicida subsp. salmonicida ve L. garvieae’ye karst antogonistik
etkiye sahip 21 adet LAB izole etmisler ve bu bakterilerin Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Weisella genuslarina ait oldugu
belirtilmistir. Daha sonraki ¢alismalarinda da bu bakterilerin tamaminin %10 safra
konsantrasyonuna ve cogunlugunun pH 3’e toleranshi olduklarin1 gostermislerdir

(Sica vd., 2012)

Pérez-Sanchez vd. (2011a), gokkusag: alabaliklarinin bagirsaklarindan izole ettikleri
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc cinsine ait bakteriyel suslarin L.
garvieae’ye kars1 antagonistik 6zellikte olduklarini ve bu suslarin diisiik pH, yliksek
safra konsantrasyonlarinda yasayabildiklerini, konak¢iya tutunma kabiliyetlerinin
oldugunu (hidrofobisite gostermeleri) ve antibiyotik direnglerinin genis bir

spektrumda oldugunu tespit etmisleridir.

Vendrell vd. (2008), alabaliklarda L. mesenteroides CLFP 196 ve L.plantarum CLFP
238 probiyotik suslarmni 30 giin siireyle 107 kob/g diizeyinde baliklara oral yol ile
verdikten sonra, baliklara L.garvieae patojeni ile epriivasyon yapmistir. Probiyotikle
beslenen baliklarda 6liim oran1 % 46-54 diizeyindeyken, kontrol grubunda % 78
olarak belirlenmistir. Probiyotik kullaniminin 6liim oranini azalttig1 tespit edilmis ve

laktokokkozis kontroliinde etkili olabilecegi bildirilmistir.

Pérez-Sanchez vd. (2011b) L. lactis, L. plantarum ve L. mesenteroides suslarini
10°cfu/gr yem dozunda ortalama 26 g agirigindaki gokkusag: alabaliklarinda 21 giin
stireyle kullanmalarin1 takiben L. garvieae ile yapilan challange uygulamasi
sonrasinda L. plantarum ile beslenen gruptaki 6liim oraninin (% 12.5), kontrole
(32.5) gore daha diisiik oldugu, diger bakterilerle beslenen baliklarda ise kontrolle

benzer 6liim oranlarinin goriildiigiini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez calismasinda materyal olarak 20 adet saglikli gokkusagi alabalig (ort.250 g)
kullanildi. Baliklar Isparta ili sinirlar igerisinde yer alan iki farkh ticari isletmeden

temin edildi.

3.2. Yontem
3.2.1.Potansiyel probiyotik bakterilerin izolasyonu

Calisma siiresince, bakteriyolojik incelemeler SDU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yiiriitildii. Calismada V. salmoninarum’a karsi
antagonistik etki gosteren aday probiyotik bakterilerin se¢imi yapildi. Bu amagla
oncelikle gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan antagonistik etki gosterebilecek
aday probiyotik bakterilerilerin izolasyonu yapildi. Bu asamada bagirsaklar steril
sartlar altinda kesilip Steril Pepton Water ile homojenize edildikten sonra seri
diliisyonlart (107-10"®) hazirland1 ve TSA’ya ekimler yapilarak (Sekil 3.1) 22°C’de
48 saat inkiibe edildi (Balcazar vd., 2007a).

Sekil 3.1. Probiyotik bakterilerilerin TSA’ya ekimi (orijinal)
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3.2.2. V. salmoninarum’a kars1 in vitro antagonistik etkinin belirlenmesi

Baliklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen bakterilerinin, V. salmoninarum’a
karst antagonistik etkilerinin aragtirilmasinda Agar Kuyu Diflizyon yodntemi

kullanildi.
Bu amacla;

1. TSA’da iiretilmis bakteriler Triptik Soy Broth(TSB)’a alinarak, 25°C de 48 saat
inkube edildi ve stok bakteri kiiltiirleri elde edildi (Sekil 3.2).

2. V. salmoninarum susu TSB’ye ekilerek 25°C de 24 saat inkube edildi.

3. V. salmoninarum susunun kiiltiirinden 100ul alinarak, dokiim sicakligina kadar
sogutulmus 100 ml TSA’ya ilave edildi ve bakterinin besiyerinde homojen bir

sekilde dagiliminin saglanmasi amaciyla besiyeri nazik bir sekilde karistirildi.

4. Patojen bakterinin ilave edildigi besiyerlerinin dokiimii yapildiktan sonra 15 dk
beklendi ve besiyerleri {lizerine steril durham tiipleri kullanilarak yaklagik 3 mm

capinda ¢ukurlar agildi.

5. Besiyerleri iizerine agilan cukurlara, aday probiyotik bakteri kiiltiirlerinden (siv1
besiyerine ekimli yapilmis 48 saatlik kiiltiirler) 25°er pl ilave edildi ve 25 °C de 24-

48 saat siireyle inkiibasyona birakildu.

6. Inkiibasyon sonrasi, cukurlarin etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlar dlgiilerek

degerlendirme yapildi (Hjelm vd., 2004).
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Sekil 3.2. TSB’de 48 saatlik potansiyel probiyotik bakteri kiiltiirleri (orijinal)

3.2.3. Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitileri

Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitilerini belirlemek i¢in % 0.03 Kongo
Kirmizis1 (Sigma-Aldrich) karigtirtlmis TSA hazirlandi. Kongo kirmizist TSA
sterilize edildikten sonra eklendi. Daha sonra Aday probiyotik bakterilerin kongo
kirmizis1 ilave edilen TSA’ya ekimleri yapilarak (Sekil 3.3) 25 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi olusan kirmizi renkli koloniler pozitif
(hidrofobik), beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak
degerlendirildi (Sharma vd., 2006).

Sekil 3.3. Kongo kirmizisi ilave edilmis TSA agarda hidrofobisite test sonucu
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3.2.4. Aday probiyotik bakterilerin safra ve pH toleranslarinin belirlenmesi

Aday probiyotik bakterilerin PBS igerisindeki siispansiyonlar1 10’ kob/ml olacak
sekilde hazirlandi. Gokkusagi alabaliklarinin safra kesesinin patlatilmasiyla safra
ornekleri toplandi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Bakteriyel
siispansiyon, % 0.6-1.5 safra iceren steril PBS ve steril PBS (kontrol) igerisine
inokiile edildi. Ornekler 22 °C’de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra steril PBS i¢inde
seyreltilerek TSA’da canli bakteri sayimi yapildi (Balcazar vd., 2008).

Aday probiyotik bakterilerin farkli pH sartlarina téleransinin belirlenmesi igin farkl
pH degerlerine (pH 2-7) sahip PBS icerisinde 10’ kob/ml olarak hazirlanan
stispansiyonlart 22 °C’de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra steril PBS iginde
seyreltilerek TSA’da canli bakteri sayimi yapildi (Balcédzar vd., 2008).

3.2.5. Aday probiyotik bakterilerin antimikrobiyal duyarhhklar:

Belirlenen potansiyel probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon
testi ile TSA’da degerlendirildi. Bu amacgla amoksisilin/klavulanik asit (30 pg),
ampisilin (10 pg), doksisiklin (30 pg), enrofloksasin (5 pg), eritromisin (15 pg),
florfenikol (30 pg), flumekuin (30 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg),
klindamisin (2 pg), kloramfenikol (30 ng), klortetrasiklin (30 pg), nalidiksik asit (30
ng), nitrofurantoin (300 pug), oksolinik asit (2 pg), penisilin (10 U), tetrasiklin (30
ng), tiylosin (60 pg), trimetoprim / sulfamethakzol (1.25/23.75 pg), ve vankomisin
(30 pg) antibiyotik diskleri kullanildi. Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edildi ve
inhibisyon zon ¢aplar 6lgiildii (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. Probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 (disk diflizyon testi)

Sekil 3.5. Potansiyel probiyotik bakterilerin antibiyotik inhibisyon zon ¢aplarin
Olgiimii (orijinal)

3.2.6. Aday probiyotik bakterilerin fenotipik karakterizasyonlari

Antagonistik 0zellik gosteren tiim suslarin koloni morfolojileri, hareket, Gram
boyama, sitokrom oksidaz, katalaz iiretimi ve O/F testleri yapildi. Suslarin diger
fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde API 20 Strep hizli teshis kiti (bioMe rieux)
kullanildu.
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3.2.7. Aday probiyotik bakterilerin molekiiler analizi

3.2.7.1. izolatlarin PCR amplifikasyonu ve 16S rRNA sekans analizi

3.2.7.1.1. L. garvieae spesifik PCR

Caligmada kullanilan bakteriyel izolatlarin genomik DNA’lar1 prensibi spin kolon ile
filtrasyon esasina dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific, GeneJET
Genomic DNA Prufikasyon Kit) kullanilarak elde edildi. Olast L. garvieae
izolatlarinin  genetik  identifikasyonu L. garvieae spesifik pLG-1 (5’-
CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3’)
primer setinin kullanildigi PCR metodu ile gerceklestirildi (Zlotkin ve ark 1998). Bu
amacla PCR amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1.5 mM of
MgCl,, herbir ANTP’den 0.2 mM, 1.0 U Taq polymerase (Fermentas), 1uM herbir
primer ve 5 pl template DNA igceren 25 pl PCR master mix’i olusturuldu.
Olusturulan bu karisim Thermo PxE 0.2 termalsayklir (Thermo Scientific) igerisinde
94°C*de 3 dk 6n denatiirasyonu takiben 94 °C‘de 1 dk denatiirasyon, 55 °C‘de 1 dk
primer baglanma, 72 °C‘de 1.5 dk uzama olmak iizere 35 siklus ve 72 °C‘de 10 dk
final uzama kosullarinda amplifikasyon iglemine tabi tutuldu. Amplifikasyon sonrasi
elde edilen iiriinler etidium bromid (2mg/ml) iceren % 1,5 agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV transilluminatdr ile goriintiilendi. Sonugta L. garvieae spesifik 1100
bp’lik amplifikasyon {iriini veren izolatlar L. garvieae olarak identifiye edildi.
Molekiiler analizlerde pozitif kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921 susu, negatif

kontrol olarak distile su kullanildi.

3.2.7.1.2. 16S rRNA sekans analizi

Molekiiler olarak L. garvieae olmadigr belirlenen izolatlara ve L. garvieae olarak
identifiye edilen izolatlar arasindan temsili olarak seg¢ilen bir izolata 16S rRNA
sekans analizi uygulandi. Bu amagcla oncelikle, izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
tiniversal primerleri kullanilarak PCR ile amplifiye edildi. Amplifikasyon ig¢in

DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1.5 mM of MgCl,, 0.2 mM her bir ANTP, 1.5 U
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Taq polymerase (Fermentas), 0.4 pl her bir (100 pmol) primer ve 10 pl template
DNA igeren 50 pul PCR master mix’i olusturuldu. Bu karisim 93 °C‘de 3 dk 6n
denatiirasyonu takiben 94 °C‘de 1 dk denatiirasyon, 56 °C‘de 1 dk primer baglanma,
72°C‘de 2 dk uzama olmak iizere 35 siklus ve 72 °C‘de 10 dk final uzama
kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon iirlinleri etidium
bromid (2ug/ml) igeren %1’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Sonug olarak yaklasik 1500 bp’lik son iirlinlerin

elde edilmesi hedeflendi.

Elde edilen PCR iiriinleri sekans analizi i¢in Macrogen (Seoul, Kore) firmasi
gonderildi. Ozetle, PCR iiriinleri 6ncelikli olarak saflastirildi  ve 785F
(GGATTAGATACCCTGGTA) ve 907R (CCGTCAATTCMTTTRAGTTT)
primerleri kullanilarak sekans islemine tabi tutuldu. Elde edilen sekans dizgileri
Genbank kiitiiphanesinde bulunan referans sekanslar ile Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST) kullanilarak karsilastirildi.

3.2.8. istatistiksel hesaplamalar

Elde edilen veriler (bakterilerin safra ve pH toleranslari) SPSS 17.0 paket
programinda Anova testi ile degerlendirildi (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
Parametrelerin 6nem derecelerini karsilagtirilirken Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

kullanildi ve 6nem diizeyi P=0,05 olarak secildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. V. salmoninarum’a Karsi Inhibitor Aktivite Gosteren Bakteriler

Gokkusagr alabaliklarinin  bagirsaklarindan izole edilen toplam 157 bakteriyel
izolatdan 6’smnin V. salmoninarum’a karst inhibitor aktivite gosterdigi saptandi
(Cizelge 4.1). V. salmoninarum’a kars1 etkili aday probiyotik bakteriler TSA
kullanilarak izole edilmesine ragmen biitiin suslarin LAB oldugu goriilmiistiir. V.
salmoninarum’a karsi, TUB/2013/V4 no’lu izolatin en yiiksek antagonist aktiviteye
sahip oldugu bunu TUB/2013/V2 ve TUB/2013/V1 no’lu izolatlarin takip ettigi
belirlendi. En diisiik antogonostik etkiye ise TUB/2013/V10 no’lu izolatin sahip
oldugu saptandi.

Cizelge 4.1. V. salmoninarum’a kars1 inhibitor aktivite gésteren bakteriyel izolatlar

izolatlar Inhibisyon zonu (mm)
TUB/2013/V47 9
TUB/2013/V27 10
TUB/2013/V10 8
TUB/2013/V2 16-20
TUB/2013/V4 22-24
TUB/2013/V1 18

4.2. Aday Probiyotik Bakterilerin Fenotipik Karakterizasyonlari

V. salmoninarum’a karsit inhibitor aktivite gosteren aday probiyotik izolatlarin
geleneksel metotlar ve API 20 STREP testleri ile belirlenen fenotipik o6zellikleri
Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4.2. V. salmoninarum’a Xkarst inhibitdr aktivite goOsteren izolatlarin
geleneksel metotlarla ve API 20 STREP ile belirlenen fenotipik
ozellikleri

TUB/2013/v47  TUB/2013/V27 TUB/2013/V10 TUB/2013/V2 TUB/2013/V4 TUB/2013/V1

Gram boyama + kok + kok + kok + kok + kok + kok
Hareket - - - - - -
Oksidaz - - - - - -
Katalaz - - - - - -
O/F Testi F F F F F F
VP + + + + + +
Hippurat - - - - + -
hidrolizi

Eskulin + + - + + +
hidrolizi

Piyrrolidonil + + - + - _
arylamidase
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a_
Galaktosidaz

Glukuronidaz

Galaktosidaz

Alkalin - - - - -
fosfataz

Lasin + + + + +
arilamidaz

Arjinin + + + + +
dihidrolaz

Asit iiretimi:

Riboz + +

L-Arabinoz

Mannitol -

1 + |1 —+

Sorbitol -

Laktoz -

Trehaloz + + + +

1
S FE A N

S FE A N

Inuli

Raffinoz - - - -

Nisasta + + - +

Glikojen - - - 2 -

4.3. Aday Probiyotik Bakterilerin Molekiiler Analizi

L. garvieae spesifik PCR analizi sonucu TUB/2013/V2, TUB/2013/V10,
TUB/2013/V27 ve TUB/2013/V47 no’lu izolatlarin L. garvieae spesifik 1100 bp
PCR firiinii verdigi saptandi (Sekil 4.1) ve bu izolatlar L. garvieae olarak identifiye
edildi. TUB/2013/V1 ve TUB/2013/V4 no’lu izolatlarin ise 1100 bp’de {iriin
vermedigi gozlendi ve bu izolatlarin L. garvieae olmadigi belirlendi. L. garvieae
olarak identifiye edilemeyen bu iki izolatin ve L. garvieae olarak identifiye edilen
izolatlardan birinin (TUB/2013/V47) 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu sonucu
yaklasik 1500 bp’lik PCR iirtinleri elde edildi (Sekil 4.2). Bdylece, ayn1 zamanda
L.garvieae spesifik PCR sonucumuz da dogrulamis oldu. Bu iiriinlerin sekans analizi
sonucu elde edilen sekans dizileri GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
strastyla KT428593, KT428592ve KT428591 erisim numaralari ile kaydedildi. Elde
edilen morfolojik, biyokimyasal ve sekans verilerine dayanilarak TUB/2013/V1 ve

TUB/2013/V4 no’lu izolatlar L. lactis olarak identifiye edildi.
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Sekil 4.1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Molekiiler Markir (100 bp Plus
DNA Ladder), 1; L. garvieae ATCC 43921, 2; Negatif Kontrol (Distile
su),3; TUB/2013/V2, 4; TUB/2013/V10, 5; TUB/2013/V27, 6;
TUB/2013/V47.

Sekil 4.2. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR iiriinleri.
M; Molekiiler Markir (100 bp Plus DNA Ladder), 1; L. garvieae ATCC
43921, 2; TUB/2013/V1, 3; TUB/2013/V4, 4; TUB/2013/V47
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4.4. Laktik Asit Bakteri Suslarinin Hidrofobisite, pH Ve Safra Toleranslar1 Ve
Antibiyotik Duyarhhklar:

Antagonistik suslarin tamami kongo kirmizisi ilave edilmis TSA’da kirmiz1 renkte
koloniler olusturmuslardir. Bu sonug, suslarin hidrofobik 6zellikte, bagka bir deyisle
non-spesifik olarak konak¢inin bagirsak epiteline tutunma kabiliyetlerinin oldugunu

gostermistir.

Antagonistik  suslarin  tamaminin  diisiik pH sartlarina % 0.6-1.5 safra
konsatrasyonlarina direngli olduklar1 goriilmiistiir. Suslarin arasinda pH ve safra
tuzlarina toleranslar istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p>0.05). (Cizelge 4.3.

ve Cizelge 4. 4.)

Cizelge 4.3. 22 °C’de 1.5 saat i¢in farkli pH sartlarinda aday probiyotik suslarinin
téleranst (log cfu/ml, SD*)

L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. lactis L. lactis
I;I TUB/2013/V  TUB/2013/V  TUB/2013/V  TUB/2013/V TUB/2013/V TUB/2013/V
47 27 10 2 4 1
7 7.47+0.67 7.59+0.86 7.66+0.55 7.55+0.37 7.74+0.77 7.84+0.44
3 7.69+0.46 7.76+0.67 7.43£0.76 7.51+0.69 7.81+0.48 7.67+0.56
2 7.8440.77 7.8240.45 7.34+0.34 7.62+0.38 7.48+0.56 7.56+0.73
%

Bakteri sayilar1 TSA’da belirlendi. Veriler ortalama (standart sapmalar) olarak verilmistir.

Cizelge 4.4. 22 °C’de 1.5 saat i¢in farkli safra konsantrasyonlarina aday probiyotik
suslarinin toleransi (log cfu/ml, SD¥*)

% L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. lactis L. lactis
safra TUB/2013/V47 TUB/2013/vV27 TUB/2013/V10 TUB/2013/V2 TUB/2013/V4 TUB/2013/V1
0 6.95+0.36 6.41+0,08 6.57+0.16 6.82+0.41 6.82+0.44 7.44+0.65
0.6 6.88+0.58 6.97+0.41 6.66+0.48 7.05+0.56 7.14+0.3 6.75+0.49
1 6.89+0.51 6.91+0.54 6.63+0.38 7.18+0.50 6.51+0.45 6.63+0.32
1.5 6.94+0.52 7.22+0.39 6.96+0.42 7.21+0.55 7.21+0.6 6.94+0.47

* Bakteri sayilar1t TSA’da belirlendi. Veriler ortalama (standart sapmalar) olarak verilmistir.

Antagonistik suglarin antibiyotik duyarhiliklar1 Cizelge 4.5.’te verilmistir. Suslarin
cogunlugunun su triinleri yetistiriciliginde siklikla kullanilan amoksisillin/klavulonik

asit, ampisillin, doksisillin, eritromisin ve florfenikole duyarli olduklar1 gériilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Aday probiyotik bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar

L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. garvieae L. lactis L. lactis
TUB/2013/V47  TUB/2013/v27 TUB/2013/V10 TUB/2013/V2 TUB/2013/V4 TUB/2013/V1

Amoksisillin/ S S S S S S
klavulonik asit

Ampisillin S S S S S
Kloramfenikol R 1 1 I I I
Klortetrasiklin S R S S S S
Klindamisin R R S R S S
Doksisiklin S S R S S S
Enrofloksasin I S 1 R R R
Eritromisin S S 1 S I S
Florfenikol S S S S S S
Flumekuin R R R R R R
Gentamisin R R I I S I
Kanamisin R R 1 R I I
Nalidiksik asit R R R R R R
Nitrofurantoin S S R R S R
Oksolinik asit R R R R R R
Penisilin S S S S S S
Streptomisin R R R R 1 R
Tetrasiklin I S S S S R
Trimethoprim/ R R R R R R
Siilfamethakzol

Tiylosin R R R R R R
Vankomisin S S R R S I

* R: direngli, I: orta duyarli, S: duyarli
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5. TARTISMA VE SONUC

Konakgidan elde edilen probiyotik suslarin, farkli habitatlardan elde edilen suglardan
daha etkin olduguna iliskin kesin bir kanit yoktur (Merrifield vd., 2010). Fakat lokal
olarak, yararli mikroorganizmalarin aranmasi i¢in ilk olarak diisiiniilmesi gereken
yer, konakc¢inin kendi mikrobiotasidir (Fjellheim vd., 2010). Bu calismada,
gokkusagi alabaliklarinin ~ bagirsaklarindan izole edilen LAB’larin
V. salmoninarum’a karsi inhibitor etkileri arastinlmustir. izole edilen toplam 157
susdan 6’sinin V. salmoninarum’a kars1 antagonistik etki gosterdikleri saptanmistir.
Yapilan ¢aligmalarda dogada baligin bagirsak mikroflorasi ile bakteriyel patojenleri
arasinda antagonizmin oldugu ve bunun normal ya da koruyucu bir mikrobiyotanin
olusturulmasinda koruyucu bir bariyer fonksiyonu gosterebilecegi vurgulanmistir
(Gomez ve Balcazar 2008; Cain ve Swan, 2010). Baliklardan ve sucul hayvanlardan
izole edilen pek ¢cok LAB balik patojenlerine kars1 antagonistik aktivite gostermistir
(Joborn vd., 1997; Nikoskelainen vd., 2001; Ringe vd., 2002; Balcazar vd., 2007;
Balcazar vd., 2008; Kim ve Austin 2008; Rengpipat vd., 2008; Ringe vd., 2010;
Pérez-Sanchez vd., 2011a). Pérez-Sanchez vd. (2011) gokkusagr alabaligi
bagirsaklarindan izole ettikleri L. plantarum, L. lactis ve Leuconostoc mesenteroides
suslarinin L. garvieae’ye karsi antagonistik etkileri oldugunu bildirmislerdir.
Balcazar vd. (2007) de, saglikli salmonidlerin bagirsaklarindan izole edilen L. lactis
subsp. cremoris DSM 20069’in L. garvieae’ye karsi antagonistik etkisi oldugunu
tespit etmislerdir. Calismamizda L. garvieae ve L. lactis suslarimin V.

salmoninarum’a kars1 antagonistik etki gosterdikleri saptandi.

Triptik soy agar kullanilarak L. garvieae’ye kars etkili potansiyel probiyotik bakteri
arama caligmalarinda 4. sobria GC2 (Brunt vd., 2007), Vibrio sp. A3 ve AS,
Aeromonas sp. Al, A5 ve Gl (Didinen vd., 2014) suslar1 izole edilmistir. Bu
calismada ise, V. salmoninarum’a karsi1 etkili Aeromonas ve Vibrio cinsine ait
bakteriler saptantanamadi. izole edilen suslarin, laktik asit bakterilerine ait

bulunmasi, vagokokkozise kars1t LAB’larin etkili oldugunu gosterdi.

Bagirsak epitelyum hiicrelerine tutunma kabiliyeti, potansiyel probiyotik suslar i¢in
onemli bir ozelliktir. Pozitif hidrofobisite sonuglar1 bakterilerin bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma kabiliyetlerinin oldugunu gostermektedir (An ve Friedman,

2000; Rinkinen, 2004). Pan vd. (2006) LAB’larin bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
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yeteneklerinin oldugunu ve hidrofobik suslarin giiclii bir tutunma kabiliyeti
gosterdigini bildirmislerdir. Pérez-Sanchez vd. (2011a), gokkusagi alabaliklarinda
izole ettikleri L. plantarum ve L. lactis suslarimin hidrofobik 6zelikte olduklarini
tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda da antagonistik suslarin tamami hidrofobik
ozellikte bulundu.

Yiiksek olciide hidrofobik 6zellige sahip suslarin asite ve safraya direngli olmalari
nedeniyle mide bagirsak boslugu boyunca daha ¢ok hayatta kalma kabiliyetine sahip
ve potansiyel olarak baligin bagirsak yiizeyine kolonize olabilmektedirler
(Nikoskelainen vd., 2001). Probiyotik sus se¢iminde kullanilan safra
konsantrasyonlar1 icin arastiricilar arasinda bir fikir birligi saglanamamigstir. Bazi
arastirmacilar % 10 safra konsatrasyonuna kadar tdleransin tespit edilmesini
onerirken (Nikoskelainen vd., 2001), diger bir kism1 % 1’e kadar téleransin tespitinin
yeterli oldugu goriisiindedirler (Pérez-Sanchez vd. 2011a). Nitekim, Balcazar vd.
(2008), salmonid baliklarda bagirsaktaki fizyolojik safra konsantrasyonunun % 0.4-
1.3 arasinda hesapladigini bildirmistir. Bu nedenle ¢alismamizda aday probiyotik
bakterilerin % 0.6, 1 ve 1.5 safra konsatrasyonlarina toleranslar1 arastirilmis ve
antagonistik etki gosteren suslarin tamaminin safra tuzlarina tolerenshi olduklari
saptanmistir. Benzer seklide, Pérez-Sanchez vd. (2011), L. lactis, L. plantarum ve L.
mesenteroides suslarimin % 1 safra kosullarinda 3 saat inkiibasyonu takiben
sayllarinin degismedigini belirlemislerdir. Balcazar vd. (2008) de, Gokkusagi
alabaliklarinin bagirsaklarindan izole ettikleri antagonistik L. lactis, L. plantarum ve
L. fermentum suslarinin 1.5 saat siireyle % 2.5-10 safra konsantrasyonlarina maruz

birakildiklarinda hayatta kalabildiklerini belirtmislerdir.

Gokkusag alabaliklarinin mide pH’lar1 2.5-3.5 olarak hesaplanmistir (Lavelle ve
Harris 1997). Bu nedenle aday probiyotik suslarin bu araliklardaki pH degerlerine
toleransli olmasi mideden gecisleri esnasinda hayatta kalmalarini saglayacaktir.
Calismamizdaki aday probiyotik suslarin tamami 2-3 pH sartlarinda hayatta
kalabildikleri saptanmistir. Pérez-Sanchez vd. (2011a) de L. lactis, L. plantarum ve
L. mesenteroides suglarmin pH 3’de 3 saat inkiibasyonu takiben sayilarinin
degismedigini belirlemislerdir. Benzer seklide, Balcazar vd. (2008), gokkusagi
alabaliklarinin bagirsaklarindan izole ettikleri antagonistik L. lactis, L. plantarum ve

L. fermentum suslarinin tamaminin 2.5-6.5 pH degerlerine 1.5 saat siireyle maruz
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birakildiklarinda hayatta kalabildiklerini, 1-2 pH’ya ise tdlerans gosteremediklerini
bildirmislerdir.

Pérez-Sanchez vd. (2011a) gokkusag alabaliklarinin bagirsaklarindan izole ettikleri
L. lactis, L. plantarum ve L. mesenteroides suslarinin genis spektrumda antibiyotik
direnci gosterdigini bildirmisler ve bunun antibiyotik tedavileri esnasinda konak¢inin
bagirsak mikroflorasinin ve fizyolojisinin etkilenmemesi agisindan olumlu oldugunu
belirtmektedirler. Fakat probiyotik aday suslarda antibiyotiklere direng olmasi
probiyotiklerin gilivenli kullanimi agisindan uygun degildir (Verschuere vd., 2000;
Kesarcodi-Watson  vd., 2008). Ciinkii bu direng¢ faktorleri patojen
mikroorganizmalara aktarilabilmektedir. Bu nedenle, antibiyotiklere direncli bulunan
aday probiyotik suslarin, bu diren¢ faktorlerini plazmidler yoluyla aktarma
mekanizmalarina sahip olup olmadiklar1 arastirilmalidir (Moubareck vd., 2005;
Wang vd., 2008). Bu nedenle, ¢alismamiz esnasinda izole edilen antagonistik
LAB’larin su iirtinleri yetistiriciliginde siklikla kullanilan antibiyotiklere duyarh

bulunmasi probiyotik olarak kullanimlari a¢isindan istenilen bir sonugtur.

Sonu¢ olarak, bu c¢aligmada gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan izole
ettgimiz, L. garvieae TUB/2013/V47, L. garvieae TUB/2013/V27, L. garvieae
TUB/2013/V10, L. garvieae TUB/2013/V2, L. lactis TUB/2013/V1, ve L. lactis
TUB/2013/V4 suslarinin V. salmoninarum’a kars1 inhibitor etki gosterdigi saptandi.
Bu sonug, ortalama agirliklart 250 g olan gokkusagi alabaliklarinin bagirsak
mikroflorasinda vagokokkozise karsi antagonistik etki gosteren LAB’larin varligini
kanitladi. Bu suslar probiyotiklerde aranan (hidrofobik, yiiksek safra ve diisiik pH
sartlarina direncli olma, antimikrobiyallere duyarli olma) 6zellikleri gostermislerdir.
Ileride yapilacak calismalarda bu suslarin patojeniteleri arastirildiktan sonra, apatojen
susarin gokkusagi alabaliklarinin yemlerine ilave edilerek kullanimlarini takiben
vagokokkozise karst hastalik direnci gosterip gostermedikleri belirlenecektir.
Boylece, aliabilecek pozitif sonuglar dogrultusunda, bu suslar1 gokkusagi alabalig
yetistiriciligi ~ sektdriinde  vagokokkozisin  kontrolinde  probiyotik  olarak
kullanilabilecek ticari bir {iriine doniistiiriilebilecektir. Su {iriinleri yetistiriciliginde
LAB’lar kadar Bacillus tiirlerinin de bakteriyel patojenlere kars1 etkileri
kanitlanmistir. Bu nedenle, vagokokkozisin kontroliinde spesifik olarak Bacillus

cinsine ait bakterilerin arastirilmasi da faydali olacaktir.
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