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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) *nda
Lactococcus garvieae’ya karsi in vitro antagonistik etki gosteren potansiyel
probiyotik bakterilerin arastirilmasi

Esengiil MORSUMBUL

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri YetistiriciligiAnabilim Dah

Damisman: Dog.Dr. Behire Isil DIDINEN
I1. Damisman: Do¢.Dr. Alper CIFTCI

Bu ¢alismada daha 6nce Akdeniz Bolgesindeki bir alabalik igletmesinde ortaya ¢ikan
laktokokkozis salgini esnasinda izole edilen Lactococcus garvieae izolatina karsi
endojen gokkusagi alabaligi mikrobiyotasinin probiyotik ozellikleri degerlendirildi.
Bu amagla saglikli 20 adet gokkusagi alabaliginin (ort. 250g) bagirsaklarindan aday
probiyotik bakterilerilerin izolasyonu yapildi. Izole edilen 157 adet bakterinin Agar
Kuyu Diflizyon yontemi kullanilarak L. garvieae’ya karsi antagonistik aktiviteleri
arastirildi. Antagonistik suslarin fenotipik identifikasyonlarindan sonra, PCR ile 16S
rRNA bolgesinin dizi analizi yapilarak bakteri tiirlerinin identifikasyonlar1
yapilmistir. Calismada L.garvieae (TUB/2013/L32), L. garvieae (TUB/2013/L95),
Bacillus sp. (TUB/2013/L97) ve Aeromonas sobria (TUB/2013/L63) olmak iizere 4
antagonistik sus tanmimlanmustir. Sonug olarak, L.garvieae (TUB/2013/L95) harig
olmak tizere diger Suslarin in vitro probiyotik 6zelliklere (hidrofobik, safra tuzlarma
ve diisiik pH sartlarina direngli olma) sahip olduklar1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Aeromonas, Akuakiltir, Bacillus, Lactococcus, Lactococcus
garvieae, Oncorhyncus mykiss, Probiyotik
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigation of potential probiotic bacteria with in vitro antagonistic effect
against Lactococcus garvieae in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum
1792)
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In this study, probiotic properties of endogenous rainbow trout microbiota against
Lactococcus garvieae isolated duringan out break of lactoccosisin a trout farm in the
Mediterranean region were evaluated. For this purpose, candidate probiotic bacteria
were isolated from rainbow trout (n=20, weight of 2509) intestines. A total of 157
bacteria were screened for antagonistic activity against L. garvieae 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 L. garviea
(TUB/2013/L32), L. garvieae (TUB/2013/L95), Bacillus sp. (TUB/2013/L97) and
Aeromonas sobria (TUB/2013/L63). As a result, it was found tha tstrains have in vitro
probiotic properties (hidrophobic, tolerant to bile salts and low pH conditions) except
for L. garvieae(TUB/2013/L95).

KeyWords: Aeromonas, Aquaculture, Bacillus, Lactococcus, Lactococcus garvieae,
Oncorhynchus mykiss, Probiotic
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GIRIS

Hemorojik septisemi ile karakterize sistemik bir enfeksiyon olan Laktokokkozis
ozellikle su sicakliginin 16°C fizerine c¢iktig1 yaz aylarinda etkili olmakta ve
gokkusag1 alabaliklarinda her boyda (porsiyonluk ve anaglar dahil) yiiksek
mortaliteye neden olmasi sebebiyle balik isletmelerinde biiyilk ekonomik kayiplar
yaratmaktadir (Ksuda ve Salati, 1999; Austin ve Austin, 1999). Laktokokkozis
tilkemizde ise ilk defa 2001 yilinda Ege bolgesindeki gokkusagi — alabaligi
isletmelerinde goriilmiis ve o tarihten itibaren iilkemizde goriilme sikligi artmistir
(Diler vd., 2002; Altun vd., 2004; Oztiirk vd., 2013). Hastaligm ortaya ¢iktig1
isletmelerde tedavi amaciyla antibakteriyelmaddelerin  asir1  ve  bilingsiz
kullanilmasiyla balik etinde olusacak kalmtiproblemleri ve ayn1 zamanda bakterinin
antibiyoktiklere kars1 diren¢ gelistirebilecegi goéz oniinde bulundurulmalidir. Bu
nedenle hastaligin kontroliinde kullanilabilecek probiyotik bakterilerin aranmasi ile
ilgili caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kemoteropatik maddelerin kullaninmi1 ve asilamaya dayali geleneksel kontrol
stratejileri bildirilmesine, antibiyotik kullanimi yaygin olarak devam etmektedir ve
bu nedenle de antibiyotiklere direngli bakterilerolusmaktadir.Asilarla hastaliklarin
Oonlenmesi miimkiin olmakla birlikte, asilama islemi pratik olmayip, bagisiklik

sistemi heniliz tamamlanmayan yavru baliklara uygulandiginda siklikla etkisiz

olmaktadir (Lauzon vd., 2014).

Akuakiiltiirde hastaliklarin goriilme sikhigini azaltmak igin, antibiyotik tedavilerine
alternatif olarak probiyotiklerin kullanimina iliskin ¢alismalar artmistir (Balcazar vd.,
2006). Potansiyel probiyotik suslar farkli etki mekanizmalar1 ve Ozellikler
gostermektediler. Bu etki mekanizmalar1 ve ozellikler arasinda pH’y1 diistirmek
suretiyle patojenlere antagonistik etki gosterme, antibakteriyel maddeler iiretme,
besinler ve tutunma bdlgeleri icin rekabet, vitamin ve enzim {iretmeleri,
kolonizasyon ya da tutunma yetenekleri ve bagisiklik sistemini giiglendirme yer
almaktadir (Ganguly vd., 2010; Balcazar vd., 2006; Ali, 2006; Swain vd., 2009;
Merrifield vd., 2010; Aguirre-Guzman vd., 2012).

Probiyotik suglar, sucul hayvanlarin kendi mikrofloralarindan ya da bulunduklar1
ortamdan izole edilmektedir. Etkili probiyotik bakterilerin kesfedilmesi i¢in, aday

probiyotik bakteriler siklikla 6n eleme isleminden gegirilirler (Verschuere vd., 2000).
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Bu islem, 6ncelikle in vitro antagonizm, tutunma ve bagirsak mukusunda gelisme
ozelliklerinin belirlenmesi ile baslamaktadir (Vershuere vd., 2000; Irianto and
Austin, 2002; Vine vd., 2004).

Probiyotik mikroorganizmalar, rettikleri bakterisidal ya da bakteriostatik etki
gosteren kimyasal maddelerle patojenik bakterilere karsi etki gosterirler. Genellikle
antibakteriyel etki, antibiyotikler, bakteriyosinler, sidereforlar, enzimler (lizozim,
proteaz), hidrojen peroksit gibi faktorler ile yada organik asit {iretimi ile bagirsak

pH’sinin diisiiriilmesi ile gergeklesir (Verschuere vd., 2000).

Hastaliklarmm goriilme sikhigin1 azaltmak ve patojenik mikroroganizmalardan
kaynaklanan enfeksiyonlar1 ©nlemek i¢in probiyotik mikroorganizmalarin
kullanimina ilgi giderek artmaktadir. Onceki ¢alismalarda, gokkusagi alabaliklarinda
aday probiyotik bakterilerin frunkulozis, laktokokkozis, streptokokkozis ve
yersiniozis hastaliklarina karsi in vitro olarak degerlendirilmesi yapilmistir (Irianto
and Austin 2002; Brunt ve Austin 2005; Balcazar vd., 2006; Capkin ve Altinok 2009;
Didinen vd., 2014a).

Bu tez calismasinda,gdkkusagi alabaliklarinin bagirsak mikroflorasindan izole edilen
bakterilerin in vitro sartlar altinda, L. garvieae’ya karsi antogonistik etkileri
belirlenmistir. Antagonistik suslarinin tiir diizeyinde teshisleri yapildiktan sonra,
baliklarin mide bagirsak kanalinda hayatta kalabilme yetenekleri (safra tuzlari ve
disik pH sartlarma tolerans), bagirsak epitel hiicrelerine tutunma 6zellikleri

(hidrofobisite) ve antimikrobiyal duyarliliklar1 aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Laktokokkozis

Kiltiiri yapilan sucul tiirlerin sayisinda uluslararasit diizeyde bir artis egilimi
goriilmektedir. Bu nedenle, son zamanlarda kiiltiri yapilan sucul tiirlerde
karsilasilan hastalik sayis1 6nemli bir artis gdstermistir. Tatli su ve deniz baliklarini
etkileyen en Onemli enfeksiyoz etkenlerden bir tanesi streptekokkozis’dir. Bu
hastalik sistemik seyir gostermekteve akuakiiltirde ciddi ekonomik kayiplardan
sorumlu tutulmaktadir. Etiyolojik olarak streptekokkozis, farkli cins ve tiirdeki gram
pozitifkoklara ait pek g¢ok etkenin neden oldugu bir hastalik kompleksi olarak
tanimlanmistir (Ruiz-Zarzuela vd., 2005).

Klinik olarak streptokokkozis enfeksiyonlar1 iki gruba ayrilmaktadir: 15°C’nin
iizerindeki sularda hem tathh su hem de deniz baliklar1 i¢in patojen olan koklarin
neden oldugu 1ilik su enfeksiyonlar1 ve 12°C’nin altindaki su sicakliklarinda
yetistirilen yalnizca salmonid baliklar i¢in patojen olan koklarin neden oldugu soguk
su enfeksiyonlaridir (Ruiz-Zarzuela vd., 2005). L. garvieae, Streptecoccus iniae, S.
agalactiae, S. parauberis’in neden oldugu 1lik su enfeksiyonlar1 kiiltiirii yapilan tath
su ve deniz baliklar1 igin patojenik olan ve 15 °C iizerindeki su sicakliklarinda
goriilen enfeksiyonlardir. Soguk su enfeksiyonlar1 ise 12 °C altindaki su
sicakliklarinda sadece salmonid baliklar i¢cin  patojeniktir. Soguk su
streptokoklarmdan olan Vagococcus salmoninarum, salmonidler i¢in ciddi tehditler
olusturan kronik enfeksiyonlardan sorumlu Gram pozitif bakteriler listesinde yer
almaktadir (Michael vd.,1997).

Laktokokkozisin etkeni L. garvieae, diinyada gerek deniz baliklari gerekse tath su
baliklar1 yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Vendrell vd.,
2006). Laktokokkozis, kiiltiirii yapilan baliklarda pek ¢ok iilkede (Amerika,
Avusturalya, Giiney Afrika, Japonya, Kore, Tayvan, iran, ingiltere, italya, Ispanya,
Israil, Fransa, Bulgaristan, Yunanistan, Portekiz) rapor edilmistir (Evans vd.,
2009;Carson vd., 1993; Ksuda vd., 1991; Baeck vd., 2006; Bragg and Broere, 1986;
Chang vd., 2002; Soltani vd., 2008; Bark ve McGregor 2001; Eldar vd., 1996; Vela
vd., 2000; Eyngor vd., 2004; Sawvidis vd., 2007; Pereira vd., 2004).
Streptokok/laktokoklardan kaynaklanan enfeksiyonlar genellikle yiiksek morbidite
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ve mortaliteye neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2007). Gokkusagi alabaliklarinin
toplam tiretiminde laktokokkozisden kaynaklanan kayiplar yaklasik olarak %50-80
civarindadir (Vendrell vd., 2006). Hastalik, Tirkiye’de gokkusagi alabaligi
isletmelerinde 2001 yilindan beri goriilmektedir (Diler vd., 2002; Cagirgan, 2004;
Kav vd., 2008; Ozer vd., 2008; Avci vd., 2010; Tanrikul and Gultepe, 2011; Altun
vd., 2012). Laktokokkozis, 6zellikle yaz aylarinda tekrarlayan salginlar seklinde
goriilmektedir. Bu nedenle L. garvieae Tiirkiye’de gokkusagi alabalig1 endiistrisinde
en onemli patojenlerden biridir (Altun vd., 2012).

L. garvieae, yetistiriciligi yapilan alabaliklarda hemorajik septisemi, enteritis, asites,
hemoraji ile birlikte ¢ift tarafli ekzoftalmus, deri renginde siyahlagsma, bagirsak,
karaciger, bobrek, dalak ve beyinde konjesyona neden olmaktadir (Domenech vd.,
1993; Salati vd., 1996; Diler vd., 2002). Enfekte baliklarda hastaliga ait patolojik
bulgular epikarditis, peritonitis, enteritis, meningitis ve panoftalmitisdir (Eldar vd.,
1999; Chang vd., 2002; Chen vd., 2002; Avci et al, 2010; Didinen vd., 2014a).

L. garvieae’nin teshisi geleneksel mikrobiyolojik metotlar ve API teshis kitleriyle
gerceklestirilebilmektedir. (Carson vd., 1993; Altun vd., 2005). L. garvieae
suslarmin PCR teknigi ile teshisi basarili bir sekilde yapilmaktadir (Zlotkin vd.,
1998; Eldar vd., 1999; Altun vd., 2004; Soltani vd., 2008; Sharifiyazdi vd., 2010;
Altun vd., 2012).

L.garvieae’nin neden oldugu hastalik salginlar1 antibiyotik ile tedavi
edilebilmektedir. Ancak, bunlar etkisiz kalabilmekteve bilingsizantibiyotik kullanimi
antibiyotik direncinin artmasina yol agmaktadir (Romalde ve Toranzo 2002; Vendrell
vd., 2006). Tiirkiye’de gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae suslarinin
gentamisin, neomisin,  linkomisin,oksitetrasiklin, eritromisin, amoksisillin ve
florfenikole direng gosterdikleri bildirilmistir (Altun vd.,2012).

2.2. Akuakiiltiirde Probiyotiklerin Rolii
2.2.1. Probiyotikler: tanim ve prensipleri

Probiyotikler, konagin intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden, tiiketilmeleri
sonucunda sindirim sisteminde yararh etkileri ile konagm saghginda iyilesmeye ve

hizli biiylimeye neden olan tek veya karigik canli mikroorganizma Kkiiltiirleri veya
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bunlarin metabolitleri olarak tanimlanmaktadr (Gomez-Gil vd., 2000; Vine vd.,
2006). Probiyotikler konak¢iya yararli yem katki maddeleri olarak da
tanimlanmaktadir (Wang, 2007).

Laktik asit bakterileri, karasal hayvanlarin beslenmesinde en yaygin olarak kullanilan
probiyotikler oldugu ig¢in, sucul tiirler icin de probiyotik olarak kullanilmasi
onerilmektedir (Gatesoupe, 1991; Ringo ve Gatesoupe, 1998). Laktik asit bakterileri
probiyotik olarak pek c¢ok potansiyele sahiptirler; gelisimi uyarabilirler, zararli
bakterilerle rekabet edebilirler ve organizmanin dogal bagisiklik mekanizmasmi
giiclendirebilirler (Vandenberg, 1993; Villamil vd., 2002). Sucul tiirler iizerindeki
etkileri degerlendirilen suslar genellikle L. acidophilus, L. sporogenes, L. rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Carnobacterium divergens, Lactococcus lactis ve
Pediococus acidilactici’dir (Casteks, 2008). Yaygm olarak kullanilan diger
probiyotikler, spor iireten Bacillus spp. ve mayalardir. Bacillus spp.’lerin tutunma
yetenekleri, bakteriyosin (antimikrobiyal peptitler) tiretimi ve bagisiklik sisitemini
uyarici etkileri kanitlanmigtir. Bu suglarin etkili probiyotikler olduklar1 agiktir. Bu
suslar1 igeren ticari Uriinlerin, karides {iretiminde antibiyotik kullanimma benzer
seviyede, artisa neden olduklar1 ortaya konmustur. Spor formunda olduklar1 i¢in raf
Omiirleri de uzundur. Saccharomyces cerevisiae de yaygn olarak kullanilan
bagisiklik sistemini uyarici etkisi kanitlanan, inhibitér maddeler iirettigi goriilmiis bir

maya tiiridiir (Kesarcodi-Watson, 2008).

2.2.2. Probiyotiklerin etki mekanizmalar

Probiyotik suslarin, patojen bakterileri hem in vitro hem de in vivo kosullardafarkli
mekanizmalarla inhibe ettikleri gosterilmistir. Son yillarda probiyotiklerle ilgili
cesitli aragtrmalar olmakla birlikte hayvan ¢alismalarinda etik kosullar ve metotla
ilgili smirlamalarin olmas1 probiyotiklerin etki mekanizmasinin anlasilmasini

zorlastirmaktadir (Balcazar vd., 2006).
Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 ve yararl etkileri olarak sunlar bildirilmistir;
-Patojenik bakterilerle rekabet

-Besin kaynagi olma, yemin degerini artrma ve sindirime enzimatik katkida

bulunma.



- Gelisimi arttirma

-Bakteriler tarafindan ¢oziinmiis organik materyelin dogrudan almmasi ile su

kalitesini artirma

-Patojenik mikroorganizmalara kars1 bagisiklik reaksiyonunun gelismesi
-Antiviral etkiler

-Antimutajenik ve antikarsijonik aktivite (Balcazar Vd., 2006; Wang, 2007).
2.2.2.1. Rekabet etkisi

Probiyotiklerin sucul hayvanlara etki mekanizmalari konusundaki ¢aligmalar daha
¢ok inhibitér madde iiretimi iizerinde gergeklestirilmistir (Kesarcodi-Watson vd.,
2008). Bakteriyel antagonizma dogada yaygin bir olaydir. Mikrobiyal etkilesimler,
potansiyel patojen mikroroganizmalar ve rekabetci faydali organizmalar arasindaki
dengede asil rolii oynarlar. Yine de mikrobiyal topluluklarm kompozisyonu
yetistiricilik uygulamalar1 ve ¢evre kosullariyla degisebilir ki, bu da seg¢ilmis
bakteriyel suslarin ¢ogalmasini uyarir. Bilindigi gibi sucul hayvanlarin sindirim
kanalindaki mikrobiota degistirilebilir. Bu nedenle mikrobiyal manuplasyon, firsatgi
patojenlerin azaltilmasi ya da elemine edilmesinde uygun bir yoldur (Balcazar,
2002). Vibrio tiirlerinekars1 inhibitor etki gosteren deniz suyundan izole bakterinin
varhig1 ilk defa 19. yy’da bildirilmistir. Daha sonra 1947 yilinda yapilan bir
caligmada, antibiyotik tireten deniz mikroorganizmalar1 tanimlanmis ve biyolojik
kontrol ajanlar1 konusundaki arastirmalar baslamistir (Balcazar vd., 2006).
Akuakiltiirde Thalassobacter utilis’in V. anguillarum’a karst inhibitor etkisi
gosterilmistir. Bu sus, yenge¢ larvalarmin (Portunus trituberculatus) yasama
oranlarmi artirmig ve larvalarin yetistirildigi sudaki Vibrio sp. miktarini azaltmigtir
(Nogami ve Madea, 1992; Nogamivd., 1997). Daha sonra OLSSON vd. (1992),
tarafindan ergin Scopthalmus maximus ve Limanda limanda’larin bagirsak ve deri
mukusundaki bakteriyel suslarm Vibrio anguillarum’un {izerinde baskilayci etki
yaptig1 bildirilmistir (Balcazar vd., 2006). Ekvator’da, Litopenaeus vannamei (beyaz
karides)’nin post larva doneminde V. alginolyticus susunun probiyotik olarak
kullanilmasit ile biiylime ve yasama oranini artirdigi saptanmustir (Garriquesve
Arevalo, 1995).



Enerji kaynaklar1 i¢in rekabet yoluyla olusan probiyotik etki ile ilgili pek ¢ok ¢aligma
vardir. Bu etki hiicre dis1 {iriinlerle gergeklesmez, canli bakteriyel hiicrelere ihtiyag
vardir. Demir i¢in rekabet deniz bakterilerinde 6nemli bir faktor olarak rapor
edilmistir. Demir ¢ogu bakterinin gelisiminde gereklidir ve hayvanlarin dokularinda
ve viicut sivilarinda ¢oziilmeyen ferik Fe** formunda genellikle smirli miktarda
bulunmaktadir. Demir baglayan maddeler, sideroforlar, mikrobiyal gelisim icin
uygun demirin saglanmasina izin verir. Probiyotiklerin siderefor tretimi, smirli
demir sartlar1 altinda patojen bakterileri demirden mahrum bwrakir. Smirli demir
sartlarmda  gelisen  Pseudomonas fluorescens’in  kiiltiir ~ supernatantininV.

anguillarum’un gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Kesarcodi-Watson vd., 2008)

Etki mekanizmasinda genis olarak yer alan bir diger kavram, tutunma bdlgeleri i¢in
rekabettir. Bu konuyla ilgili yapilan ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Vine
vd.(2004), 5 adet probiyotigin, balik bagirsagidaki iki patojen bakteri ile rekabetini
gostermislerdir. Probiyotiklerden birinin varligi, patojenlerden birinin  mukusa
tutunmasimi engelledigi belirlenmistir. Diger probiyotiklerin 6nceden kolonize
olmasi, iki patojenin tutunmasini zorlastrmistir. Sonug¢ olarak bu calismada

uygulama sonrasi, probiyotikler patojenlerle yer degistirdigi belirlenmistir.
2.2.2.2. Besin kaynag ve sindirime enzimatik destek

Bazi arastrmacilar, mikroorganizmalarin sucul canlilardakisindirim islemine
yardimci oldugunu bildirmektedirler. Baliklarda Bacteroides ve Clostridium sp.’nin,
konak¢min beslenmesini 6zellikle vitaminler ve yag asitleri saglama yoluyla
destekledikleri rapor edilmistir (Sakata, 1990). Agrobacterium sp.,Pseudomonas sp.,
Brevibacterium sp., Microbacterium sp. veStaphylococcus sp. gibi bazi
mikroorganizmalarSalvelinus  alpinus’larda  gerceklesen  besinsel  islemleri
destekleyebilmektedir (Ringo vd.,1995). Ayrica bazi bakteriler ekstraselliiler
enzimler (proteaz, lipaz vb) ve hatta gerekli biliylime faktorleri iireterek cift
kabuklularin sindirim igslemine yardimci olurlar. Benzeri bulgular olgun karideslerin
mikrobiyal florasi i¢in de bildirilmistir. Mikrobiyota, yemlerde ek kaynak olarak
gorev alabilir ve sindirim kanalindaki mikrobiyal aktivite, vitamin ve esansiyel

aminoasit kaynagi olabilir (Balcazar vd., 2006).

Bairagi vd. (2002), 9 adet tatli su baliginin bagirsaklarindan izole ettikleri secilmis

bakteriyel suglarin sindirim enzimleri tirettiklerini ve boylece yemden yararlanmay1
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ve sindirimi kolaylastirdiklarini saptamistirlardir. Ramirez ve Dixon (2003), 3 balik
tiriinden izole ettikleri anaerobik bagirsak bakterilerinin enzimatik 6zelliklerini
ortaya koymuslar ve potansiyel probiyotik olarak rol oynayabileceklerini ifade
etmislerdir. Bairagivd. (2004) B. subtilis ve B. circulans’in Labeo rohita’larin
yemlerine ilavesinin yararlarini gostermistir. Bu iki bakterinin yeme ilavesi gelisim,
yem doniisiim orani, protein etkinlik orani gibi faktorleri etkileyerek performansi
artirmustir. Bakteriler bu gelisimi, seliilozu ve nisastay1 hidrolize edebilen hiicre dis1
sehilozik ve amilolitik enzim tiretmeleri ile saglamiglardir (Kesarcodi-Watson vd.,
2008)

2.2.2.3. Su kalitesi tizerindeki etki

Kiiltiirii yapilan sucul organizmalar gelisimlerinin baslangi¢ sathalarinda tiikettikleri
yem miktar1 az oldugu i¢in su kalitesinde 6nemli problemler yasanmamaktadir. Fakat
canli biiytidiikge, biomasin hizli bir seklide artmasi ile su kalitesinde bozulmalar
goriilmektedir. Bunun baslica nedenleri, suda organizmalarim metabolik atiklarmin
birikimi, yem atiklarinin bozulmasit ve biyolojik materyallerin ¢oziilmesidir
(Farzanfar, 2006).

Probiyotiklerin sucul ¢evredeki etkilerini anlamak i¢in pek ¢ok caligma yapilmistir.
Bir grup yararli mikroorganizmanin (Lactobacillus, Bacillus, Nitrosomonas,
Cellulomonas, Nitrobacter, Pseudomonas, Rhodopseudomona ve Acinetobacter)
suda organik ylikiin mineralizasyonuna yardimci olarak, su kalitesi ve patojen
mikroorganizmalarin kontrol i¢in yararli olabilecekleri ifade edilmektedir(Prabhu
vd., 1999; Shariff vd., 2001; Irianto ve Austin, 2002).

Su Kkalitesinin diizeltilmesinde, 6zellikle Bacillus tiirleri kullanilmaktadir. Gram
pozitifbakteriler, organik maddeyi CO,’ye, Gram negatifbakterilerden daha iyi
doniistiiriirler. Uretim dongiisii sirasinda yiiksek seviyedeki Gram pozitifbakteriler,
¢Ozlinmiis ve partikiiler organik karbonu minimize edebilirler. Bacillus sp.’nin
kullanilmasmin su kalitesini iyilestirdigi ve Penaeus monodon juvenillerinin saglk
durumlarini  biiyime ve yasama oranlarimi artirdigit ve patojenik Vibrio

tiirleriniazalttig: bildirilmistir (Balcazar vd., 2006).

Bacillus tiirleri, yetistiriciligin yapildig1 ¢evredeki yani su ortamindaki patojenlerin

sayisini azaltarak ve sudaki mikrobiyal populasyonun kompozisyonunu etkileyerek



su Kkalitesini iyilestirmektedir. Bu nedenle Bacillus tiirlerinin, sucul ortamdaki
potansiyel patojenlere kasi antagonistik etkilerinin oldugu disiiniilmektedir (Irianto

ve Austin, 2002).
2.2.2.4. Bagisikhik reaksiyonunun artmasi

Spesifik olmayan bagisiklik sistemi, probiyotiklerle uyarilabilir. Clostridium
butyricum bakterisinin gokkusagi alabaligina verilmesi, baligin vibriosise karsi
direncini gelistirmistir. Bu gelisim, l6kositlerin fagositik aktivitesinin artmasiyla
saglanmustir. Yapilan bir arastirmada Bacillus sp.’nin kullanilmasinin P.monodon’da
hem humoral bagisiklik savunmasini, hem de hiicresel aktivasyon yoluyla
hastaliklardan korunmayi saglamistir. Bacillus ve Vibrio sp. suslarinmbirlikte
kullanilmas1 da beyaz karides yavrularinin biiylime ve yasama oranlarini etkilemistir.
Beyaz benek sendromu viriisii ve V. harvei patojenlerine karsi koruyucu etkileri
bulunmustur. Bu koruyucu etki, fagositozis ve antimikrobiyal etkinin artmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica L. rhamnosus’'un 10°kob/gr dozunda yeme
uygulanmasiyla gokkusagi alabaliklarinda fagositlerin oksidatif yolla 6ldiirme

mekanizmalarini1 uyardig: bildirilmektedir (Balcazar vd., 2006).
2.2.2.5. Antiviral etkiler

Yapilan arastirmalarda salmonid baliklarin  kulugkahanelerinden izole edilen
Pseudomonas sp., Vibrio sp., Aeromonas sp. ve Coryneform grup bakterilerin
Infeksiydz hematopoietik nekrozis viriisiinekars1 antiviral etki sagladig1 bildirilmistir.
Baska bir caligmada, bir siyah kaplan karidesi kuluckahanesinden izole edilen iki
farkli Vibrio susunun, IHNV ve OMV (Oncorhynchus masou viriisii)’ye kars etkileri

belirlenmistir (Balcazar vd., 2006).

2.2.3. Kolonizasyon

Kolonizasyon, bakterinin mukozal ylizeye tutunmasiyla baslar. Bunu, mukus i¢ine
girmesi veya epitel hiicrelerine tutunmasi izler. Mukozal ylizeylere tutunma ve
kolonizasyon ile patojenlere karsi olusan koruyucu mekanizma, besin ve baglanma
yeri i¢in rekabet yada bagisikligi harekete gecirme seklindedir (Westerdahl vd.,
1991; Salminen vd., 1998).



Yapilan bir ¢calismada beyaz karides yavrularmin hepatopankreasina Vibrio sp.’nin
normal kosullarda yerlestigi, bununla birlikte bu normal mikrofloranin, suya yapay
olarak 20 giin boyunca Bacillus sp.’nin ilave edilmesi ile dominant hale geldigi tespit
edilmistir (Gullian ve Rodriguez, 2002).

Mikroorganizmalarin kolonizasyonunu etkileyen faktorler;

1. Konakga ile ilgili faktorler; viicut sicakligi, redoks potansiyel seviyesi, enzimler ve
genetik direngdir. Bakteriler su ya da yem partikiilleriyle agiz yoluyla girip dogrudan
sindirim kanalina gecerler ve bazilar1 orada floranm bir parcasi olurlar. Diger kisim
bakteriler ise sindirim islemiyle tahrip olurlar ya da fecesle disar1 atilirlar. Bunun
yaninda, bakteriyel gelisim, konakg1 tarafindan {iretilen herhangi bir antimikrobiyal

bilesik tarafindan da durdurulabilir.

2. Mikroorganizma ile ilgili faktorler, mikroorganizmanin antagonistik etkileridir
(proteaz, bakteriyosinler, lizozim, hidrojen peroksit, amonyak olusumu, organik asit
iiretimi ile pH’nin degisimi). Ornegin laktik asit bakterileri bakteriyosin {iretimi ile
diger mikroorganizmalar1 inhibe etmektedirler (Dopazo vd., 1988; Gram vd., 1999;
Sugita vd., 2002; Gullian vd., 2004).

2.2.4. Probiyotiklerin se¢imi

Probiyotiklerin se¢imindeki en yaygin yol, in vitroantagonizm testidir. Bu testte
patojenler, aday probiyotiklere ya da onlarin sivi ortamdaki hiicre dis1 {riinlerine
maruz birakilir. Bununa birlikte bu testler, in vivo etkinin tahmininde kullanilamaz.
Ornegin, P. fleuroscens’in A. salmonicida’ya kars1 in vitro olarak antagonistik etkisi
onun frunkulozise kars1 Atlantik salmonlarini korumada etkili olmamustir. Bu
nedenle, probiyotigin orjini, giivenilirligi ve suslarin sindirim kanalinda yasayabilme
yetenekleri (safra tuzlarmna, diisik pH ve proteazlara direnci) Onemlidir.
Mikroorganizmalarin kolonize olma yetenegi, potansiyel probiyotik degeri
bakimindan asil se¢im kriteridir. Bagirsak epitel hiicrelerine etkili bir sekilde
tutunma Ozelligi, patojenlerin yerlesmesini dnleme bakimindan 6nemlidir. Sonug

olarak probiyotik bakteri se¢im metotlarinda akuakiiltiirdeki kullanimi igin;

1. Geg¢mise yonelik bilgilerin toplanmasi

2. Potansiyel probiyotigin kazanilmasi
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3. Potansiyel probiyotiklerin patojen suslarla rekabete girerek elemine
etmelerinin saglanmasi

4. Potansiyel probiyotiklerin patojenitesinin belirlenmesi

5. Konakgidaki potansiyel probiyotiklerin etkisinin degerlendirilmesi.

6. Ekonomik kar/zarar analizi ortaya konmasi gereklidir(Balcazar vd., 2006).

2.2.4.1. Probiyotik bakteri seciminde kullanilan metotlar

Potansiyel probiyotiklerin aranmasinda ¢aligmalarin ¢ogu laboratuvar ortaminda
inhibitér aktivitenin test edilmesini kapsamaktadir. Tiim metotlar, bir bakterinin
drettigi hiicre dist maddenin kendisine ve diger bakterilere (indikator) karsi
olusturdugu inhibitor etkinin arastirilmas prensibine dayalidir. Inhibitér aktivite, kati
besiyerinde indikator bakterilerin gelisiminin engellenmesi yoluyla goriiliir
(Kesarcodi-Watson vd., 2008).

Bu tarama metotlariyla, akuakiiltiirde cok iyi probiyotikler bulunmustur. Bu
calismalarda sinirlayict  iki  faktdor vardiwr. Birincisi, probiyotiklerin  etki
mekanizmalarmim diger sekilleri (6rnegin, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, sindirim
enzimlerinin {iretimi, tutunma boélgesi ya da besinler i¢in rekabet) laboratuvarda agar
kullanim1 ile incelenememektedir. Diger dezavantaj, laboratuvarda pozitif olarak
alman sonuglarin canli {izerinde etkilerinin belirlenmesindeki basarisizliktir.
Probiyotik bakteri in vitro kosullarda antagonistik etkiye sahip oldugu halde, canli
tizerinde koruyucu bir etki gostermeyebilir yada bazi ticari tiriinler in vitro olarak
etkili olmayip, canli iizerinde olumlu etkileri (hayatta kalmayi artirma gibi) de

gbzlemlenebilir (Kesarcodi-Watson vd., 2008).
Bir probiyotigin bulundurmasi gereken 6zellikler;

1. Konakg¢iya zararli olmamali,

2. Konaker tarafindan kabul edilmeli (yutulmasi, kolonizasyonu ve konakgi
icinde ¢cogalmasi),

3. Etkili olacagi bolgeye ulasabilmeli,

4. invitro ve in vivogalismalarlagercek anlamda ¢alistigi kanitlanmali,

5. Viriilens direnggenleri ya da antibiyotik direng genleri igermemelidir
(Kesarcodi-Watson vd., 2008).
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2.2. Gokkusag1 Alabahklarinda Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Kullanimina
Iliskin Cahsmalar

Probiyotik kullanimi, hastaliklarin yonetiminde patojenik bakterilerle rekabet
edebilen vegevreyle daha dost bir yaklasim olarak goriilmektedir. Gokkusagi
alabaliklarinda farkli probiyotik bakteriler, Onemli bakteriyel patojenler(F.
pschyrophilum, L. garvieae, A. salmonicida, V. anguillarum ve Y. ruckeri) igin test

edilmistir.

Probiyotiklerin bakteriyel hastaliklar1 6nlemedeki en yaygin mekanizmalar1 olarak
inhibitor maddelerin liretimi, besin ya da tutunma bdlgeleri i¢in rekabet, konak¢min
bagisiklik sisteminin uyarilmasi gosterilmektedir. Gokkusagi alabaliklarinda
Leunocostoc mesenteroides’in uygulanmasindan sonra A. salmonicida ve L.
garvieae’ye karst besin maddeleri i¢in rekabet ve tutunma reseptorleri yoluyla
koruma saglanabilmistir (Balcazar vd., 2007b; Vendrell vd., 2008). Mukozol
ylizeylere kolonize olma yetene§i potansiyel probiyotiklerin se¢iminde 6nemli bir
kriterdir (Balcazar vd., 2006; Vine vd., 2006). L. lactis subsp. lactis, L.lactissubsp.
cremonis ve L. sakei, A. salmonicida ve Y. ruckeri’nin gékkusagi alabaliginin
bagirsak mukusuna tutunmalarimi azaltmuslardir (Balcazar vd.,2007a). Brunt
vd.(2007) A. sobria GC2 ve B. subtilis JB-1’in A. salmonicida, L. garvieae, S. iniae,
V. anguillarum, V. ordalli ve Y. ruckeri’ye karsi koruma sagladiklarini ve bu
korumanin beslenme, inhibitér madde {iretimi ve spesifik olmayan bagisiklik

sisteminin uyarilmasiyla gerceklestigini bildirmiglerdir.

12



Cizelge 2. 1. Gokkusagi alabaliklarinda potansiyel probiyotik bakteri uygulamalari

(Lauzon vd., 2014)

Potansiyel probiyotik

Aragstirilan parametreler

L. lactis, L. mesenteroides, L. sakei

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, bagirsak
mikroflorasi iizerindeki etki

L. mesenteroides, L. plantarum

Hastalik  direnci, bagirsak  mikroflorasi
tizerindeki etki, gelisim performansi

L. rhamnosus

Hastalik direnci, gelisim performansi

L. rhamnosus, L. casei, L.
bulgaricus, L. johnsonii,
Bifidobacterium lactis, E. faecium

Patojen antagonizmi

L. rhamnosus Bagirsak  mikrofloras1  lizerindeki  etki,
bagisiklik cevabi

L. rhamnosus, B. subtilis, E. | Bagisiklik cevabi

feacium

L. plantarum Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

L. casei Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, bagirsak
mikroflorasi {izerindeki etki

E. faecalis Viicut kompozisyonu, hastalik direnci, gelisim
performansi, bagisiklik cevabi

B. subtilis Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, bagirsak

mikroflorasi1 Uzerindeki etki

B. subtilis+B. licheniformis

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

B. subtilis+ B. licheniformis

Viicut kompozisyonu, yemden yararlanma,
bagirsak mikroflorasi tizerindeki etki, gelisim
performansi

B. subtilis+ B. Licheniformis+ E.
faecium

Viicut kompozisyonu, yemden yararlanma,
bagirsak mikroflorasi iizerindeki etki, gelisim
performansi, bagisiklik cevabi

B. subtilis+ B. Licheniformis+ E.
Faecium+P. acidilactici

Bagirsak histolojisi, bagirsak mikroflorasi
tizerindeki etki

Bacillus sp.,A. sobria

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

Bacillus sp.,A. sobria

Bagisiklik cevabi

P. acidilactici Viicut kompozisyonu, yemden yararlanma,
bagirsak mikroflorasi iizerindeki etki, gelisim
performansi, bagisiklik cevabi

P. acidilactici Hastalik direnci, bagirsak histolojisi, bagirsak
mikroflorasi iizerindeki etki

P. acidilactici Bagirsak histolojisi, bagirsak mikroflorasi

tizerindeki etki, bagisiklik cevabi

P. acidilactici, S. cerevisiae

Viicut kompozisyonu, yemden yararlanma,
bagirsak mikrofloras: iizerindeki etki, gelisim
performansi, iskelet bozuklugu iizerindeki etki

P. acidilactici, S. cerevisiae

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

C. divergens, C. maltaromaticm

bagisiklik cevabi

C. inhibens

Hastalik  direnci,
tizerindeki etki

bagirsak  mikroflorasi
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A. sobria

Hastalik direnci, bagigiklik cevabi

A. sobria, Brochothrix
thermosphacta

Hastalik direnci, bagigiklik cevabi

A. sobria

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, patojen
antagonizmi/rekabet

A. sobria+B. subtilis

Hastalik direnci

A.hydrphila, V. fluvialis,
Carnobacterium spp, Gr pozitif
koklar

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, bagirsak
mikroflorasi iizerindeki etki

Ps.fluorescens,Pseudomonassuslart,
Carnobacterium suslari

Hastalik direnci, patojen antagonizmi/rekabet

Ps. fluorescens

Hastalik direnci, patojen antagonizmi/rekabet

Pseudomonas M174

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi, patojen
antagonizmi/rekabet

Pseudomonas M162

Hastalik direnci, bagirsak  mikroflorasi
tizerindeki etki, bagisiklik cevabi, patojen
antagonizmi/rekabet

Pseudomonas MSB1

Patojen antagonizmi/rekabet

Kocuria sp. SM1

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

Enterobacter cloaceae,
B. mojavensis

Hastalik direnci, bagisiklik cevabi

E. amnigenus, Enterobacter sp., A.
sobria, A. caviae, Plesiomonas
shigelloides, Hafnia alvei,
Citrobacter freundii, Lysinibacillus
fusiformis, Staphylococcus
equorum

Patojen antagonizmi/rekabet
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez caligmasinda materyal olarak kullanilan 20 adet saglikli gokkusagi alabaligi
(ort.250 g) Isparta ili sinirlar1 igerisindeki iki isletmeden temin edildi. Calisma
siiresince, bakteriyolojik incelemeler Siileyman Demirel Universitesi, Egirdir Su

Uriinleri Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiildii.
3.2. Yontem
3.2.1.Potansiyel probiyotik bakterilerin izolasyonu

Calismada L. garvieae’ya karsi antagonistik etki gosteren aday probiyotik
bakterilerin se¢imi yapildi. Bu amagla antagonistik etki gdsterebilecek aday
probiyotik bakterilerilerin izolasyonu saglikli 20 adet gékkusagi alabaliklarm (ort.
250g) bagirsaklarindan yapildi. Bunun i¢in bagirsaklar steril sartlar altinda kesilip
Steril PeptonluSuile homojenize edildikten sonra seri diliisyonlari(10™-10%)
hazirland1 ve Triptik Soy Agar (TSA)’a ekimler yapilarak 22°C’de 48 saat inkiibe
edildi (Balcazar vd., 2007a)(Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Probiyotik bakterilerilerin izolasyonunda kullanilan TSA besiyerleri
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3.2.2. L. garvieae’ya kars1 in vitro antagonistik etkinin belirlenmesi

Baliklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen bakterilerin L. garvieae’ya karsi

antagonistik etkilerinin arastirilmasinda Agar Kuyu Diflizyon yontemi kullanildi.
Bu amagla,;

1. TSA’da iiretilmis bakteriler Triptik Soy Broth (TSB)’a almarak, 25°C de 48 saatlik
bakteri kiiltiirleri elde edildi.

2. L. garvieae susu TSB’ye ekilerek 25°C de 24 saatlik bakteri kiiltiirii elde edildi.

3. L. garvieae susunun Kkiiltiirinden 100ul alinarak, dokim sicakligina kadar
sogutulmus 100ml TSA’ya ilave edildi ve bakterinin besiyerinde homojen bir sekilde

dagilimi i¢in karistirildi.

4. Patojen bakterinin ilave edildigi besiyerlerinin dokiimii yapildiktan sonra 15 dk
beklendi ve besiyeri iizerinde steril durhaym tiipleri kullanilarak yaklasik 3mm

capinda cukurlar agildi.

5. Besiyerleri ilizerinde acilan ¢ukurlara, 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 birakildi.

6. Inkiibasyon sonrasi, cukurlarm etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlarmim

Olgtimii yapildi (Hjelm vd.,, 2004).

3.2.3. Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisiteleri

Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitelerini belirlemek icin  %0.03 Kongo
Kirmizis1 (Sigma-Aldrich) karistirilmis TSA hazirlandi. Kongo kirmizist TSA’nin
sterilizasyonundan sonra eklendi. Aday probiyotik bakteriler Kongo kirmizisi ilave
edilen TSA’ya ekildi ve 25 ° C' de 24 saat inkiibe edildi. Kirmiz1 koloniler pozitif
(hidrofobik) ve beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak
degerlendirildi (Sharma vd., 2006)(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Kongo kirmizisi ilave edilmis TSA’da hidrofobisite test sonucu

3.2.4. Aday probiyotin bakterilerin safra ve pH toleranslarinin belirlenmesi

Aday probiyotik bakterilerin PBS icerisindeki siispansiyonlar1 10’kob/ml olarak
hazirlandi. Gokkusagi alabaliklarindan safra kesesinin patlatilmasiyla safra 6rnekleri
toplandi ve kullanilincaya kadar -20°C’de sakland1. Bakteriyel siispansiyon, % 0.6-
1.5 safta 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 tdleransmnin belirlenmesi i¢in farkl
pH degerlerine (pH 2-7) sahip PBS igerisinde 10’kob/ml olarak hazirlanan
siispansiyonlar1 22°C’de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra steril PBS iginde
seyreltilerek TSA’da canli bakteri sayimi yapildi (Balcazar vd., 2008).

3.2.5. Aday probiyotik bakterilerin antimikrobiyal duyarhhiklar

Belirlenen potansiyel probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 disk diftizyon
testi ile TSA’da degerlendirildi. Bu amagla 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 pg), klortetrasiklin (30 pg), nalidiksik asit (30
ng), nitrofurantoin (300 pg), oksolinik asit (2 pg), penisilin (10 U), tetrasiklin (30
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pg), 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

inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon caplar1 6l¢iildii.

Sekil 3. 3. Probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 i¢in disk difiizyon testi

3.2.6. Aday probiyotik bakterilerin fenotipik karakterizasyonlar

Tiim antagonistik 6zellik gosteren suslarin ilk olarakkoloni morfolojileri belirlendi.
Daha sonragram boyama, hareket, sitokrom oksidaz, katalaz tiretimi ve O/F testleri
yapilmustir. Suslarm diger fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde APl 20 Strep ve
API 20 NE hizli teshis kitleri (bioMe rieux) kullanildi.

3.2.7. Aday probiyotik bakterilerin molekiiler analizi

3.2.7.1. L. garvieae spesifik PCR

Izolatlarm DNA ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon sistemine
dayanan ticari DNA ekstraksiyon Kiti (Thermo Scientific, GeneJET Genomic DNA
Purifikasyon Kiti) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore yapilmustir. L.
garvieae’nin  molekiiler  identifikasyonu  tiir = spesifik = pLG-1 (5°-
CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve pLG-2 (5-GCACCCTCGCGGGTTG-3)
oligonukleotid primer setinin kullanildigi PCR metodu ile gerceklestirildi (Zlotkin
vd., 1998). Bu amagla PCR amplifikasyonunda DEPC’li su, 1XPCR soliisyonu,
1.5mM MgCl,, herbir ANTP’den 0.2 mM, 1.0 U Taq polimeraz(Fermentas), 1uM
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herbir primer ve 5 ul hedefDNA igeren 25 pl PCR karisimi olusturuldu. Olusturulan
bu karigim Thermo PxE termal ¢evirici (Thermo Scientific) icerisinde 94°Cde 3 dk
on denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 55°C‘de 1 dk primer
baglanmasi, 72°C‘de 1.5 dk uzama olmak {izere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk
sonuzama  kosullarinda  amplifikasyon  islemine  tabi  tutuldu. = PCR
amplifikasyonusonrasi olusan iriinler etidium bromid (2mg/ml) iceren % 1,5’luk
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Sonugta L.
garvieaespesifik 1100 bp’lik amplifikasyon tiriiniiniin goriilmesi pozitif sonug olarak
degerlendirildi. PCR ¢aligmasinda pozitif kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921

susu, negatif kontrol olarak ta distile su kullanildi.
3.2.7.2. 16S rRNA sekans analizi

L. garvieae spesifik PCR ile identifiye edilemeyen izolatlarin 16S rRNA gen
bolgesinin sekans analizi Macrogen (Seoul, Kore) firmasinin 16S rRNA tam
sekanslama servisi tarafindan Applied Biosystems 3730x] DNA Analyzer
kullanilarak gergeklestirildi. Ozetle, izolatlara ait 16S rRNA gen bdlgesi 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
iiniversal primerlerinin kullanilarak PCR ile amplifiye edildi. PCR firiini
saflastirildiktan ~ sonra  785F  (GGATTAGATACCCTGGTA) ve 907R
(CCGTCAATTCMTTTRAGTTT)  primerleri  kullanilarak  sekans  analizi
gergeklestirildi. 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 dereceleri karsilastirilirken Duncan ¢oklu karsilastirma testi

kullanildi ve 6nem diizeyi P=0,05 olarak se¢ildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. L. garvieae’ya Karsi Inhibitor Aktivite Gosteren Bakteriler
Gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilen 157 bakteriyel sustan 4

adedinin L. garvieaeya kars1 inhibitor aktivite gosterdigi saptandi (Cizelge4.1.)

Cizelge 4. 1. L. garvieae ya kars1 inhibitor aktivite gosteren bakteriyel izolatlar

izolatlar inhibisyon zonu (mm)
TUB/2013/L32 16
TUB/2013/L95 8
TUB/2013/L97 8
TUB/2013/L63 8

4.2. Aday Probiyotik Bakterilerin Fenotipik Karakterizasyonlari

L. garvieae’ ya karsi inhibitor aktivite gosteren bakterilerin geleneksel metotlarla,
APl 20 Strep ve API 20 NE hizli teshis kitleriyle belirlenen belirlenen fenotipik

ozellikleri Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.’te verilmistir.
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Cizelge 4.2. L. garvieae’ ya karsi inhibitor aktivite gosteren Gram Pozitif Koklarin
geleneksel metotlarla ve APl 20 STREP ile belirlenen fenotipik
ozellikleri

TUB/2013/L32 TUB/2013/L95

Gram boyama Pozitifkok pozitifkok

Hareket - -

Oksidaz - i

Katalaz - .

O/F Testi F F

VP + +

Hippurat
hidrolizi

Eskulin hidrolizi + +

Piyrrolidonil
arylamidaz

a-Galaktosidaz - -

B-Glukuronidaz - -

p-Galaktosidaz - -

Alkalin fosfataz

Losin arilamidaz + +

Arjinin dihidrolaz + +

Asit iiretimi:

Riboz + +

L-Arabinoz - -

Mannitol - -

Sorbitol - -

Laktoz

Trehaloz + +

Iniilin - -

Rafinoz - -

Nisasta + +

Glikojen - -
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Cizelge 4.3. L. garvieae’ya karsi inhibitor aktivite gosteren diger izolatlarin
geleneksel metotlarla ve API 20 NE ile belirlenen fenotipik 6zellikleri

TUB/2013/L63 TUB/2013/L97
Gram boyama Negative basil Pozitif basil
Hareket + -
Oksidaz + -
Katalaz + +
O/F Testi F Glikozu kullanmiyor
Nitrate indirgeme + -
Indol iiretimi + -
Glikoz asidifikasyon + -
Arjinin dihidrolaz + +
Ure hidrolizi - -
Eskiilin hidrolizi + +
Jelatin hidrolizi + Ny
B- galaktosidaz + +
Glikoz asimilasyonu + -
Arabinoz asimilasyonu + -
Mannoz asimilasyonu + -
Mannitol asimilasyonu + -
N-Acetyl Glusomine + -
Maltose Glusomine + i
asimilasyonu
Gluconate Glusomine + +
asimilasyonu
Caprate Glusomine ) i
asimilasyonu
Adipate Glusomine ) i
asimilasyonu
Malate Glusomine + i
asimilasyonu
Citrate Glusomine + )

asimilasyonu

Phenyl acetate Glusomine
asimilasyonu

22



4.3. Aday Probiyotik Bakterilerin Molekiiler Analizi

L. garvieae spesifik PCR analizi sonucu TUB/2013/L32 ve TUB/2013/L95 no’lu
izolatlarin L. garvieae spesifik 1100 bp amplifikasyon iriinii verdigi, TUB/2013/L63
ve TUB/2013/L97 no’lu izolatlarin ise herhangi bir amplifikasyon iiriinii vermedigi
saptand1 (Sekil 4.3.). Dolayisiyla TUB/2013/L32 ve TUB/2013/L.95 no’lu izolatlar L.
garvieae olarak identifiye edildi. TUB/2013/L63 ve TUB/2013/L97no’lu izolatlar
icin sonraki asamada gergeklestirilen 16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonucu
sirastyla 1481 ve 590 bp uzunlugunda sekans dizileri elde edildi ve bu diziler
GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) KT456272 ve KT456273 erisim
numaralar1 ile kaydedildi. Elde edilen morfolojik, biyokimyasal ve sekans verilerine
dayanilarak TUB/2013/L63 no’lu izolat A. sobria, TUB/2013/L97n0o’lu izolat ise
Bacillus sp. olarak identifiye edildi.

M1 2 3 4 5 6

Sekil 4. 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Molekiiler Belirte¢ (100 bp Plus
DNA Ladder), 1; L. garvieae ATCC 43921, 2; Negatif Kontrol (Distile
su), 3; TUB/2013/L32, 4; TUB/2013/L63, 5; TUB/2013/L95, 6;
TUB/2013/L97.
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4.4. Bakteri Suslarinin Hidrofobisite, pH ve Safra Toleranslar1 ve Antibiyotik
Duyarhhklan

L. garvieae (TUB/2013/L95) harig, antagonistik suslar Kongo kirmizisi ilave edilmis
TSA’da kirmizi renkte koloniler olusturdular. Bu sonug, diger suslarm hidrofobik
ozellikte, baska bir deyisle non spesifik olarak konak¢inin bagirsak epiteline tutunma
kabiliyetlerinin oldugunu gosterdi.

Antagonistik  suglarn  diisiik  pHsartlarma  direngli  olduklar1  goriildi
(Cizelge4.4.) (p>0.05).

Cizelge 4. 4. 22 °C’de 1.5 saat i¢in farkli pH sartlarinda aday probiyotik suslarin
toleransi (log kob/ml, SD¥)

pH L. garvieae L. garvieae Bacillus sp. A.sobria
TUB/2013/L32  TUB/2013/L95 TUB/2013/L97 TUB/2013/L63

7
7,59+0,65 7,58+0,26 7,39+0,45 7,63+0,56

3
7,76+0,47 7,8+0,40 7,65+0,28 7,79+0,49

2
7,82+0,34 7,86+0,65 7,14+0,67 7,61+0,59

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

Antagonistik suslarm % 0.6-1.5 arasindaki safra konsatrasyonlarma tolerans

gosterdikleri saptanmustir (Cizelge 4. 5.) (p>0.05).

Cizelge 4. 5. 22 °C’de 1.5 saat i¢in farkl safra konsantrasyonlarina aday probiyotik
Suslarmin toleransi (log kob/ml, SD*)

% Safra L. garvieae L. garvieae Bacillus sp. A.sobria
TUB/2013/L32 TUB/2013/L95 TUB/2013/L97 TUB/2013/L63
0 6,90+0,54 6,97+0,56 5,73+0,84 6,52+0,58
0.6 6,54+0,50 7,03+0,48 6,55+0,40 7,2040,95
1 6,14+0,31 7,02+0,52 7,05+0,73 7,05+0,44
15 6,55+0,66 7,27+0,47 5,76%0,23 7,24+0,84

* Bakteri sayilart TSA’da belirlendi. Veriler ortalama (standart sapmalar) olarak verilmistir.
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Antagonistik suslarm antibiyotik duyarliliklar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4. 6. Aday probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarlilik sonuglari

Antibiyotikler

L.garvieae
TUB/2013/
L32

L.garvieae
TUB/2013/
L95

Bacillus sp.
TUB/2013/
L97

A.sobria
TUB/2013/
L63

Amoksisillin/
klavulonik asit

S

S

S

S

Ampisillin

Kloramfenikol

Klortetrasiklin

Klindamisin

Doksisiklin

Enrofloksasin

Eritromisin

Florfenikol

Flumekuin

Gentamisin

Kanamisin

Nalidiksik asit

Nitrofurantoin

Oksolinik asit

Penisilin

Streptomisin

Tetrasiklin

Trimethoprim/
Siilfamethakzol

DD NAONADDDONDN—0NITONONHWN

AN DD NWNAND—NOKNONWKAODNWOW

D NN ——0NUOLOHO=—=WnV=—WVAID—OnNWUW

NMNADDNNVONAD— D0 ——WNIDWnNWADO

Tiylosin

Vankomisin

w0

wn o

nwm

|0

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

Probiyotik suslar genellikle, sucul hayvanlarin bulunduklari ortam ya da kendi
mikrofloralarindan izole edilmektedir (Balcazar vd., 2006). Bu ¢alismada, gokkusagi
alabaliklarmin bagirsaklarindan izole edilen 157 sustan 4’iiniin L. garvieae’ya karsi
in vitro antagonistik etki gosterdikleri saptanmistir. Patojen olduklar1 bilinen Vibrio
spp., A. sobria ve A. hydrophila gibi bakterilerin apatojen suslar1 balik ve karides
kiiltiirtinde probiyotik bakteri olarak kullanilmaktadir (Irianto ve Austin, 2002; Brunt
vd., 2007; Mujeeb Rahiman vd., 2010). Sazan baliklarinin (Cyprinus sp.) sindirim
sisiteminden izole edilen A. sobria GC2 susunun A.salmonicida, L.garvieae, S.iniae,
V.anguillarum, V.ordalii ve Y.ruckeri’ye karsi antagonistik etkileri saptanmistir
(Brunt vd., 2007). Baska bir calisjmada da ergin gokkusagi alabaliklariin
yetistiricilik sularindan izole edilen Vibrio sp. A3 ve A8 suslar1 ile Aeromonas sp.
Al, A5 ve GI1 suslarinin L. garvieae’ya karsi antagonistik etkisi oldugu rapor
edilmistir (Didinen vd., 2014b). Benzer sekilde, bu c¢alismada da gokkusagi
alabaliklarmin bagirsaklarindan izole edilen A.sobria (TUB/2013/L63) susunun L.

garvieae’ya kars1 antagonistik etki gosterdigi saptanmustir.

Laktik asit bakterilerinin, bakteriyel balik patojenlerine antagonistik etkisi yapilan
caligmalarda kanitlannustir (Nikoskelainen vd.,2001; Balcazar vd. 2007a; Balcazar
vd. (2008); Vendrell vd., 2008; Pérez-Sanchez vd. 2011). Calismamizda, L. garvieae
suslarmin (TUB/2013/L32 ve TUB/2013/L95), patojen L. garvieae susuna karsi
antagonistik etkileri saptanmistir. Daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada da gokkusagi
alabaliklarinin yetistiricilik suyundan izole edilen L. garvieae A7 susunun ayni
patojene karsi antagonistik etkisi belirlenmistir (Didinen vd., 2014b). Benzer sekilde,
saglikli salmonidlerin bagirsaklarindan izole edilen L. lactis subsp. cremoris DSM
20069’in (Balcazar vd., 2007a); L. mesenteroides CLFP 196 ve L. plantarum
CLFP’nin salmonid baliklardan izole edilen suslarmin ve gokkusagi alabaligi
bagirsaklarindan izole edilen L. plantarum, L. lactis ve L. mesenteroides suslarinin

L.garvieae’ye karsi antagonistik etkisi oldugu tespit edilmistir (Vendrell vd. 2008).

Caligmada, Bacillus sp. (TUB/2013/L97) susunun da L. garvieae’ya Xkarsi
antagonistik etkisi saptandi. Brunt vd. (2007)de, gokkusagi alabaliklarmm sindirim
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sisteminden izole ettikleri Bacillus sp.’nin L. garvieae ve S. iniae’ye karsi etki

gosterdiklerini bildirmislerdir.

Bagirsak epitel hiicrelerine tutunma kabiliyeti (konak¢iya kolonizasyon), potansiyel
probiyotik suslar i¢in Onemli bir Ozelliktir.  Pozitif hidrofobisite sonuglari
bakterilerin bagwrsak epitel hiicrelerine tutunma kabiliyetlerinin  oldugunu
gostermektedir (An ve Friedman, 2000; Rinkinen, 2004). Bu ¢alisgmada da, izole
edileniki L.garvieae susundan birinin(TUB/2013/L95) hidrofobisite gostermedigi;
diger ii¢ susun (L. garvieae TUB/2013/L32, Bacillus sp. TUB/2013/L97 ve A.Sobria
TUB/2013/L63) hidrofobik 6zellikte olduklar1 saptanmustir. Benzer sekilde, Didinen
vd.(2014b), gokkusagi alabaliklarmin yetistiricilik sularindan izole edilen L.
garvieae A7 ve Aeromonas suslarinin gii¢lii hidrofobisite gosterdiklerini, ancak diger
antagonistik L. garvieae suslarin hidrofobik 6zelliklerinin zayif oldugunu
belirtmiglerdir. Dharmaraj ve Rajendren (2014)de, hint sazanlarinin (Labeo rohita)
bagirsaklarindan izole etikleri Bacillus infantis’in hidrofobisite gosterdiklerini
belirtmiglerdir. Aynm1 sekilde, Pérez-Sanchez vd. (2011) de gokkusagi
alabaliklarindan izole ettikleri laktik asit bakterileri L. plantarum ve L. lactis

suslarmin hidrofobik 6zellikte olduklarmi tespit etmislerdir.

Yiiksek Olciide hidrofobik 6zellige sahip suslarin asite ve safraya direngli olmalar1
nedeniyle mide bagirsak boslugu boyunca daha ¢ok hayatta kalma kabiliyetine
sahiptirler ve potansiyel olarak baligm bagirsak ylizeyine kolonize olabilmektedirler
(Nikoskelainen vd., 2001). Probiyotik sus seciminde kullanilan safra
konsantrasyonlar1 igin arastiricilar arasinda bir fikir birligi saglanamamustir. Bazi
arastrmacilar %10 safra konsatrasyonuna kadar toleransin tespit edilmesini
onerirken (Nikoskelainen vd., 2001), diger bir kism1 %1’e kadar toleransin tespitinin
yeterli oldugu goriistinti bildirmislerdir (Pérez-Sanchez vd. (2011). Nitekim, Balcazar
vd. (2008), salmonid baliklarda bagirsaktaki fizyolojik safra konsantrasyonunun
%0.4-1.3 arasinda hesapladigini bildirmislerdir. Bu nedenle, ¢alismamizda aday
probiyotik bakterilerin % 0.6, 1 ve 1.5 safra konsatrasyonlarma toleranslari
arastirilmis ve antagonistik etki gosteren suglarin tamaminin safra tuzlarina tolerensh
olduklar1 saptanmustir. Benzer sekilde,Pérez-Sanchez vd. (2011), L. lactis, L.
plantarum ve L. mesenteroides suslarinin % 1 safra kosullarinda 3 saat inkiibasyonu

takiben sayilarinin degismedigini belirlemislerdir. Balcazar vd. (2008) de, gokkusag1
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alabaliklariin bagirsaklarindan izole ettikleri antagonistik L. lactis, L. plantarum ve
L. fermentum suslarinin 1.5 saat siireyle %2.5-10 safra konsantrasyonlarma maruz
birakildiklarinda hayatta kaldiklarin1 gostermislerdir. Dharmaraj ve  Rajendren
(2014)de, hint sazanlarinin (Labeo rohita) bagirsaklarindan izole etikleri Bacillus
infantis’in  %2.5 safra konsatrasyonunda 3 saat sonra %63.33’linlin hayatta
kalabildigini belirtmislerdir. Benzer seklide, Sansawat ve Thirabunyanon(2009), tatli
su karideslerinin (Macrobrachium rosenbergii) mide-bagirsak kanallarindan izole
ettikleri B.subtilis P33 ve72 suslarinin % 0.3 safra konsatrasyonunda 24 saat siireyle
hayatta kalabildiklerini belirtmislerdir.

Gokkusagi alabaliklarinin mide pH’larinin2.5-3.5 oldugu bildirilmistir (Lavelle ve
Harris 1997). Bu nedenle aday probiyotik suslarin bu araliklardaki pH degerlerine
toleransli olmas1 mideden gecisleri esnasinda hayatta kalmalarmi saglayacagi
diistiniilmiistiir. Bu ¢alismada aday probiyotik suslarin tamaminin 2-3 pH sartlarinda
hayatta kalabildikleri saptandi. Dharmaraj ve Rajendren (2014)de, hint
sazanlarinin(Labeo rohita) bagirsaklarindan izole etikleri B.infantis’in 2 pH’da
hayatta kalabildigini bildirmislerdir. Sansawat ve Thirabunyanon(2009), tatli su
karideslerinin (Macrobrachium rosenbergii) mide-bagirsak bosluklarmdan izole edilen
B.subtilis P33 and 72suslarinin pH 2.5’da 3 saat siireyle hayatta kalabildiklerini
belirtmislerdir. Laktik asit bakterileri de diisiik pH sartlarma toleranshidirlar. Balcazar
vd. (2008) de gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan izole ettikleri antagonistik
L. lactis, L. plantarum ve L. fermentum suslarmin tamammin 2.5-6.5 pH degerlerine
1.5 saat siireyle maruz birakildiklarinda hayatta kalabildiklerini; Pérez-Sanchez vd.
(2011) de L. lactis, L. plantarum ve L. mesenteroides suslarmin pH 3’de 3 saat

inkiibasyonu takiben sayilarmin degismedigini belirtmislerdir.

Pérez-Sanchez vd. (2011) gokkusagi 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 mikroflorasmin ve fizyolojisinin etkilenmemesi agisindan olumlu oldugunu
belirtmiglerdir. Fakat probiyotik aday suslarda antibiyotiklere direng olmasi
probiyotiklerin giivenli kullanimi agisindan uygun degildir (Verschuere vd., 2000;
Kesarcodi-Watson  vd., 2008). Ciinkii bu direng faktorleri  patojen

mikroorganizmalara aktarilabilmektedir. Bu nedenle, antibiyotiklere direngli bulunan
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aday probiyotik suslarin, bu direng faktorlerini plazmidler yoluyla aktarma
mekanizmalarina sahip olup olmadiklarimarastirilmasi 6nerilmektedir (Moubareck
vd., 2005; Wang vd., 2008). Calismamiz esnasinda izole edilen antagonistik
bakterilerantibiyotik duyarliliklar1 ac¢isindan karsilastirildiginda, Bacillus  sp.
TUB/2013/L97’nin  antibiyotiklerin ¢oguna duyarli bulunmasi su triinleri

yetistiriciliginde probiyotik olarak kullanimiagisindan istenilen bir sonugtur.

Sonug olarak, bu ¢alismada gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilen
L.garvieae (TUB/2013/L32), L. ogarvieae (TUB/2013/L95), Bacillus sp.
(TUB/2013/L97 )ve A.sobria (TUB/2013/L63) suslarmin L. garvieae’ya karsi
inhibitor etki gosterdigi saptanmistir. Bu sonug, ortalama agirliklar1 250 g olan
gokkusagi alabaliklarmin  bagirsak  mikroflorasinda  laktokokkkozise karsi
antagonistik etki gosteren bakterilerinin varligin1 kanitlamistir. Antagonistik suslar
arasinda L.garvieae(TUB/2013/L95) hidrofobisite gostermemistir. Diger suslar
probiyotiklerde aranan (hidrofobik, yiiksek safra ve diisilk pH sartlarma direngli
olma) ozellikleri gdstermislerdir. Ileride yapilacak calismalarda bu suslarin
patojeniteleri arastirildiktan sonra, apatojen suslarmm gékkusagi alabaliklarinin
yemlerine ilave edilerek kullanimlarini takiben laktokokkozise karsi hastalik direnci
gosterip gostermedikleri belirlenecektir. Boylece, alinabilecek pozitif sonuglar
dogrultusunda, bu suslar1 gokkusagi alabaligi yetistiriciligi  sektoriinde
laktokokkozisin kontroliinde probiyotik olarak kullanilabilecek ticari bir iiriine

doniistiiriilebilecektir.
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